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PRESTAZIONI STRUMENTALI ED OBIETTIVI CLINICI IN EMATOLOGIA: A1-01
UN BINOMIO IN SCINDIBILE

G. Saccani, S. Gaino, M. Vantini, S. Cerliani*, L. Ross*, E. L attuada*, M. Caputo
LaboratorioAnalisi Chimico Cliniche & Microbiologia UL SS 22 Regione Veneto, Bussolengo VR;
* | nstrumentation L aboratory, Milano

Scopo del lavoro: Abbiamo voluto valutare nel settore Ematologiadel nostro laboratorio un modello di assistenza tecnico-
applicativagia sperimentato con successo nell’ areadellacoagul azione (RIMe-1JLaM.2007;3-S1).

Materiali e metodi: Il settore Ematologia del Laboratorio di Bussolengo € dotato di 2 contaglobuli LH750 Coulter
(Instrumentation Laboratory), operativi 24/7 con un carico giornaiero di circa550 campioni, compl etato entro le 14.00 di ogni
giorno in assenza di problematiche strumentali di rilievo. Il modello operativo di Web service é stato gia descritto. Il
collegamento si attivaattraverso un’iconapresente sul desktop dello strumento. Sono state organizzate sessioni di supporto
eprevenzione ed analizzato il trend mensiledi alcuni parametri (Otticadel laser edi Hb, Lattice di controllo, Monitoraggio
dellepressioni) eleinformazioni del Log eventi/errori.

Risultati: Lasperimentazione édurata6 mesi. L' analisi del log estrapolato durantei collegamenti hapermesso di evidenziare
situazioni di valorelimitecritico per I’ otticadel laser evalori prossimi alasogliadi alarmeper lafluidica. Sullabasedi queste
informazioni il tecnico IL € intervenuto preventivamente. Abbiamo valutato il significato di questo nuovo approccio
‘preventivo’ confrontando n° etipologiadi interventi tecnici per riparazione/manutenzione registrati danovembre amaggio
2007 rispetto allo stesso periodo del 2008. Si éregistrataunasignificativariduzione. E’ stato inoltre elaborato un “ rapporto
Web-Service” per documentare etracciare gli interventi secondo gli standard della certificazione SO 9001.

Discussione: In base all’ esperienzafatta siamo in grado di confermare lavaliditadi questo modello di organizzazione dei
servizi post vendita di assistenzatecnica e applicativa. Il sistemasi é rivelato prezioso sul versante della prevenzione di
eventi esituazioni ingrado di portareal blocco strumentale; inoltre s monitoranoinsidios biasanalitici nelle determinazioni
quotidianedi parametri ematologici. Un altro vantaggio significativo e’ opportunitadi sviluppare uninnovativo modello di
collaborazione/integrazionetrail tecnico di laboratorio eil personal e di assistenzadelladittaproduttrice. Si trattadi elementi
chiave siaper indirizzarele scelte di acquisizione dellastrumentazionein un’ otticadi HTA siaper capitalizzarel’ investimento
inrisorseein personale e cercaredi conseguireil difficilissimo equilibrio traqualitadelle prestazioni e contenimento della
spesache caratterizzerasempredi piti sistemi sanitari nel prevedibilefuturo.

HAIRY CELL LEUKEMIA: PERCORSO DIAGNOSTICOADOTTATO NEL DIPARTIMENTO A1-02
DI MEDICINA DI LABORATORIO DI TRENTO

S. Dazzi, D. Tava, L.G. Menghini, S. Deimichel, M. Senico, P. Dallavalle, F. Capuzzo, A. Biasiolli, P. Caciagli
U.O. PatologiaClinica, AziendaProvinciaeper i Servizi Sanitari, Ospedale S. Chiara, Trento

Scopo del lavoro: latricoleucemiaé unaleucemia piuttosto raraderivante dalla proliferazione monoclonale di unapiccola
sottopopolazione di linfociti B dellamilza. Data ladifficolta di unadiagnosi precoce, si propone un modello diagnostico
multiparametrico che coinvolgaancheil medico curante.

Materiali e metodi: due pazienti maschi di 75 e 63 anni sono pervenuti al nostro laboratorio nel primo trimestre del 2008, per
esami di controllo. Per entrambi i casi & stato eseguito un emocromo con formulaleucocitaria utilizzando I’ emocitometro
ADVIA 120 e successivamentelo striscio periferico. Nel sospetto di linfociti patologici € stato contattato il medico curante.
L’ approfondimento diagnostico e stato eseguito tramitel’ analisi citofluorimetrica (FACScalibur) elacolorazione citochimica
fosfatasi acidatartrato resistente (TRAP).

Risultati: per entrambi i casi, a primo controllo, I esame emocromocitometrico rivelaunapancitopenia, con spiccataneutropenia
e monocitopeniapressoché assoluta. Al microscopio si confermanoi dati strumentali dellaformulaleucocitariaeil riscontro
di elementi linfoidi sospetti aventi elementi quali nucleo ovale e citoplasmafrangiato per lapresenzadi proiezioni villose.
Viene contattato tel efonicamenteil medico curante per informarlo del sospetto di unapatologiaematologicae per averedelle
notiziecliniche. Inoltresi concordalanecessitadi un secondo controllo per I’ approfondimento diagnostico. Al riesame dei
pazienti, dopo lariconfermadel quadro ematologico edello striscio periferico, vieneimpostato un pannell o anticorpal e per
I'indagine citofluorimetricael’ esecuzione dellacolorazione TRAP. Per i duecasi, il dot plot morfol ogico mostra una popo-
lazione con dimensioni e complessitanucleare maggiori rispetto ai linfociti normali. Prendendo poi in considerazionel’ ana-
lisi immunol ogica SSC/CD45 tale popolazione si posizionaafianco dei linfociti al limite dellazonamonocitaria. L’ associazio-
ne CD19/CD14 esclude chein tale gate siano presenti monociti. Questa popol azione esprimeinoltrerestrizione clonaledelle
catene leggere oltre alla positivita “ bright” per gli antigeni CD11c, CD103, CD20 e CD25. La colorazione TRAP risulta
positiva per ambedue i soggetti.

Discussione e conclusioni: latricoleucemiadi primo riscontro trattatain questo lavoro offre un quadro ideale di un percorso
diagnostico ematol ogico composto di piti fasi che, partendo dall’ esame strumental e e microscopico necessita di un’ attiva
interazionetrail medico di laboratorio eil medico curanteal finedi giungere ad unatempestivadiagnosi.
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VALUTAZIONE DELLA FRAZIONE IMMATURA DELLE PIASTRINE (IPF) COME PARAMETRO | A1-03
PREDITTIVO DI RECUPERO DELLA ATTIVITA' MIDOLLARE IN PAZIENTI PEDIATRICI

S. Pipitone!, M. Mercadanti!, A. Caleffit, A. Barone?, G.C. | zzi2, C. Monicat
1U.0. Diagnostica Ematochimica, 2U.O. Oncoematol ogia Pediatrica-Azienda Ospedaliero UniversitariaParma

Scopo: Le Piastrine Reticolate, ad elevato contenuto di acido nucleico, costituiscono la quota giovane delle piastrine,
vengono per primerilasciatein circolo e sono espressione del loro turn over. Abbiamo valutato nei bambini con leucemie
acute e con tumori solidi se esiste efficacia predittiva, post chemioterapia, dellaripresa piastrinica, come espressione di
attivitatrombopoieticamidollare ascopo di ridurre o posporreletrasfusioni di concentrati piastrinici.

Materiali e metodi: Dasettembre 2007 aluglio 2008 sono stati eseguiti emocromo, piastrine, frazioneimmaturadelle piastrine
| PF(%)a 34 pazienti pro venienti daOncoematol ogiapediatrica. Traquesti, 8 pazienti, 4 maschi e4 femmine, di etacompresa
tra4 e 13 anni, presentavano almeno 14 osservazioni ed erano stati seguiti per circa10 mesi. | quadri clinici sono costituiti
da5 casi di leucemialinfoblasticaacuta(LAL), duedi tumori solidi (sarcomamuscolo deltoide e tumore cerebral€), un caso
di piastrinopenia autoimmune. Gli esami sono stati eseguiti su analizzatore X E-2100 in fluorescenza con polimetina ed
oxazina(RET-SEARCH™ DYE) nel canaledei reticolociti/piastrine conrilevazione di RNA cellulare.

Risultati: Il rangedi normditaper i pazienti pediatrici (ad oggi S considerasovrapponibileagli adulti)é!PF 2-7%. B.D(LAL):23
monitoraggi e cicli di chemioterapia e cortisone; non osservati significativi aumenti di I1PF. B.G(LAL):68 valutazioni,
chemioterapiacon sovrapposteinfezioni (terapiaantibioticae antiinfiammatoria). In due episodi |PF>12% indicavaripresa
midollaremain altri due episodi | PF non aumentava. M.K(LAL):40 monitoraggi,un episodio di |PF=12% conripresamidollare.
S.U.D (LAL): 46 valutazioni con chemioterapia, | PF nonindicativo. M.P(LAL inremissione): 63 monitoraggi, | PF semprenel
range normale. T.M (tumore cerebral€): 34 referti, chemioterapiae |PF=12-12,5% con ripresamidollare. D.PF (sarcoma): 47
referti, IPF=10,7-12%, con ripresamidollare. F.E (piastrinopeniaautoimmune): 14 monitoraggi con diminuzionedelle piastrine
eaumento di | PF, normalizzazione del conteggio piastrinico erientrodi | PF nel range.

Conclusioni: | risultati indicano che | PF si confermautile nel monitoraggio dellaripresamidollare post terapiaper i tumori
solidi; nonrisultachiaral’ interpretazione nelleleucemie acute (LAL), verosimilmente per i concomitanti quadri infettivi ela
complessita delle patologie e delle terapie cortisoniche ed antibiotiche. Nel caso della piastrinopenia autoimmune si
osservato un buon risultato predittivo. Ci proponiamo di ampliar e la casistica ai fini dell’ utilizzo appropriato di questo
interessante parametro.

PIASTRINE: CONTEGGI AUTOMATIZZATI SU SACCHE DA AFERESI A1-04

M. Gioia*, M. Caruana*, M. Randazzo*, M. Nocera*, J. Giordano*, F. Buscemi§, E. Cillari*
*U.O.C. PatologiaGenerale; 8U.O.C. MedicinaTrasfusionale- A.O.“V. Cervello”- Palermo

Scopo dd lavoro: Valutare’ accuratezzaanaliticadel conteggio piastrinico per valori elevati, utilizzando differenti emocitometri:
HoribaABX (metodo resistivo), SiemensADV 1A 2120 (metodo el ettro-ottico bidimensional€) e Sapphire- Abbott ( metodo
resistivo, elettro-ottico eimmunol ogicoCD61)

Materiali e Metodi: Sono state utilizzate 19 unita piastriniche, daraccolta aferetica, anticoagulate con ACD (acid sodium
citrate-dextrose) a2 hdallaraccolta, in condizioni di temperaturacontrollata, cioea22°C.

Risultati: Paragonando i dati ottenuti dalle varie metodiche con il metodo immunologico, ritenuto al momento il meno
impreciso, si evidenziache solo il metodo resistivo HORIBA non dadifferenze analiti che stati sticamente significative conil
CD61 (1209+157vs1214+179; P<0,5) . L' analisi dei valori assoluti medi dellegrandi piastrine (“large platelet”) indicachevi
eunadifferenza stati sticamente significativa (P<0,002) tracontadelle grandi piastrine eseguita, utilizzando CD61 (6+5,51) e
metodo elettro-otticoADVIA SIEMENS (48+18,6).

Discussione e Conclusioni: | dati ci permettono di concludere che latecnicaHORIBA, trale metodiche nonimmunologiche
per lacontadelle piastrine nelle condizioni di studio (valori elevati), sialapiu affidabile, vistalacorrel azione stati sticamente
significativa(r=0,983; P<0,1) conil metodo che utilizza CD61. L edifferenze analitichetrale varie strumentazioni vengono
discussealalucedelle possibili interferenzelegate all’ uso degli anticoagul anti utilizzati.. Anche lamancanzadi correlazione
(P<0,496) tralelarge platelet immunologiche elegrandi PLT ottiche p uo essere spiegataipotizzando chel’ ACD, comegia
valutato per CPT ( citrato trisodico biidrato piridossal-5-fosfato), possa causare unainstabilita dell e letture el ettro-ottiche.
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| PARAMETRI POSIZIONALI DI COULTER LH750 UTILI PER INDIVIDUARE CAMPIONI A1-05
AFFETTI DA PARASSITEMIA (MALARIA)

C.Ferrari
Laboratorio di Chimicae Microbiologialstituto Nazionale Ma attie I nfettive L.Spallanzani - Roma

Scopo del lavoro: Trovare un cut-off relativo ai parametri posizionali (PP) di Monociti e Linfociti, capace di discriminarein
routinei campioni con presenzadi Plasmodium:(PFalciparum,PVivax, POvae, PMaariag).

Materiali e metodi: Coulter LH750 determinalaformulaleucocitariacon analisi simultanea e multiparametricadi leucociti
allo stato nativo.Tramite Tecnologia VCS, esegue misurazioni di (Volume), di (Conduttivita- grandezza/densita nucleo,
rapporto nucleo/citoplasma) e di(Scatter laser-granularitacellulare). || sistemafornisceinoltre 24 PP, che esprimono Media(M)
eDeviazione Standard (SD)di Linfociti, Monociti, Neutrofili ed Eosinofili per lemisuredi V C S.Variazione di PPassociateale
segnalazioni di sospetto, indicano anormalita morfologiche. | PP medi di riferimento del laboratorio sono stati ottenuti
analizzando campioni di sangueperiferico,in EDTA, di 100 pazienti normali. Dal database strumentaledi 10.000 pazienti,sono
stati individuati(1 positivo PVivax e 4 positivi PFalciparum ),la cui diagnosi e stata raggiunta con allestimento vetrino
(Goccia spessa) e letturaa MO secondo protocollo NCCLS H20A. Durante la valutazione € stato effettuato il Controllo
Qualitalnterno Coulter 5C eil controllo Latron Primer e Latron Control. Statistica: M SExcel 2002, Medcalc Vers.9.0.
Risulati: Il valore medio di normalitarelativoaSD VMo &17.84 mentrequellorelativoaSD VLy €14.90, in lineacon quanto
giapubblicato(Piccinini et all).I campioni patologici hanno mostrato valori di PP aumentati rispetto ai normali, dovuti alla
presenzadi grandi cellule monocitarie attivate per latrasformazioni in macrofagi elinfociti reattivi.Elaborando lacurvaROC
del parametr o MAf (SD VMoxSD VLy/100) é stato trovato un Cut-off di 4,6 con sensibilita 100%,specificita 87.8% ed
efficienza98,7%.

Discussione e conclusioni:1l cut-off di 4,6 offre unabuona capacitadi screening morfologico su Linfociti e Monoliti gianel
corso della routine. Associando questo dato alla presenza di trombocitopenia e all’interferenza sull’istogramma WBC
dovutaallapresenzadi emazie parassitate resistenti allalisi € possibilegestirei singoli campione, in particolarelerichieste
urgenti, con tempi differenti in base al superamento del cut-off o meno. Ripetendo I’ analisi dei positivi, a distanza di 1-4
giorni durante la terapia anti-malarica, i PP seguono un andamento decrescente e a distanza di 4 giorni, un campione
ritornato negativo alla diagnosi & passato da un cut of di 4,65 ad uno di 3,35.Tale modalita operativa riduce i tempi di
approccio al MO e permette di indirizzare i casi patologici verso un percorso diagnostico adeguato. Risparmiare tempo e
risorse, senzaincrementarei falsi negativi (sensibilita 100%) € oggi un ottimo risultato.

SIGNIFICATO CLINICO DELLA SEGNALAZIONE DI “FRAMMENTI ERITROCITARI” A1-06
INAUTOMAZIONE: INTEGRAZIONE DEL REFERTO EMATOLOGICO

A.Mileti, V. Brescia, M. Tampoia, E. Cleopazzo, A. L opdllo, F. Di Serio
PatologiaClinical, Policlinico Bari

Gli schistociti sono frammenti eritrocitari lacui presenzadevefar supporre un’emolisi intravascolare. |1 1oro riconoscimento
eurgentenel casi di sospettamicroangiopatiatromboticaed utilein differenti patologie per valutarne I’ andamento clinico.
Gli analizzatori ematologici forniscono il conteggio degli schistociti.

Scopo del lavoro: e stato confermare in microscopia ottica (metodo di riferimento) il riscontro occasionale di frammenti

eritrocitari in automazione nel corso di routine ematologicaevautarneil significato clinico.

Materiali e Metodi: Sono stati valutati i referti strumentali di n.12500 emocromi pervenuti presso il laboratorio in untempo
di osservazionedi 60 giorni. L' esame emocromocitometrico é stato eseguito suUADVIA 2120(Siemens). Gli emocromi positivi

per la segnalazione in automazione di frammenti eritrocitari sono stati valutati in microscopia ottica(m.o.) in accordo alle
linee guidaeraccomandazioni del Groupe Francaisd’ Hématologie Cellulaire (GFHC). Il gruppo controllo eracostituito da
100 soggetti sani (48M; 52F; etamedia 34 aa, range 22-44). Lacomparazionetrametodi € stata effettuata mediante Passing
Bablok regression. Lasensibilitaelaspecificitaé stata cal colatamediante “receiver operating characteristic (ROC) curve”.
Risultati: 19 emocromi (0.15%) presentavano la segnalazionedi frammenti eritrocitari. Lapercentuale mediadi schistociti &
stata di 3.4 (range 2.0-5.3) in automazione e di 2.9 (range 1.0-4.8) in m.o. La comparazione trai metodi ha evidenziato
un’intercettadi 0.20 (95%CI 0.57-0.77) eslopedi 1.10 (95% CI 0.93-1.34) (cusum test p>0.1). LacurvaROC del conteg gio
degli schistociti in automazione hafornito, al cut-off > 0.66%, sensibilitae specificita 100%. Al cut-off di 0.20%inm.o. la
sensibilita é statadel 100% e la specificitadel 46.4%. Tutti i pazienti con |I’emocromo allertato per frammenti eritrocitari

presentavano una condizione clinica predisponente alla produzione di schistociti.

Discussione: La nostra esperienza ha evidenziato che la conta degli schistociti in automazione € riproducibile con buona
sensibilita e specificita. La segnalazione di una percentuale di schistociti superiore al cut-off indica una condizione di

frammentazione eritrocitaria a diverso grado di rilevanza clinica. |l cut-off decisionale da noi ottenuto in automazione
(>0.66%), differentedal cut-off del metodo di riferimento microscopico (0.20%), € coerente coni dati ottenuti dallacorrelazione
trale due metodologie. Pertanto il referto ematol ogico potrebbe essereintegrato dallacontadegli schistociti in automazione
con confermain m.o. nei casi di sospetta microangiopatiatrombotica per un trattamento corretto ed immediato.
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IL CONTENUTO EMOGLOBINICORETICOLOCITARIOELA % DI CELLULE IPOCROMICHE: | A1-07
INDICATORI DI DEFICIT FUNZIONALE DI FERRO IN PAZIENTI ANEMICI

CONINSUFFICIENZA RENALE CRONICA

A. Mileti, V. Brescia, M. Tampoia, A. Lopello, A. Verna, F. Di Serio
PatologiaClinical, Policlinico Bari

Pazienti con IRC in terapia.con EPO sviluppano deficit funzional e di ferro non evidenziabile con sideremia, ferritinae TSAT.
Scopo del lavoro: e stato di valutare !’ utilitadel contenuto emoglobinico reticolocitario (CHr) edella% di cell ipocromiche
in questi pazienti.

Materiali e metodi: Sono stati valutati parametri eritrocitari (CHr e % cell ipocromiche) e parametri biochimici (sideremia,
ferritina, e TSAT) in pazienti anemici con IRC (14 interapiacon EPO (pzEPO) e 13 con EPO eferro (pzEPO+Fe)) edin 28
soggetti normali (gruppo controllo). L' emocromo e stato eseguito SUADVIA 2120(Siemens). L' analisi statisticahaprevisto
test parametrici e“ROC curve’

Risultati: Tab. 1
gruppo controllo n.28 pz EPO n.14 pz EPO+Fe n.13

Media 95%Cl DS Media 95%Cl DS Media 95%Cl1 DS

Hgb (g/dL) 14.8 12.5-16.8 1.5 11.0 9.6-13.3 0.9 10.7 7.5-14.1 1.4
Ferritina (ng/ml) 92.2 91.1-93.4 4.1 227.2 16-658 266.3 281.5 16.3-820 216.6
Sideremia (ng/dl) 71.0 64.3-77.8 21.1 59.9 20-171 39.9 48.1 10-86 21.6

TSAT (%) 33.1 30.5-35.8 9.4 31.4 11-75 20.9 25.4 8-61 14.1

CHr (pg) 34.8 34.5-36.1 0.7 30.9 25.3-37.5 32 332 29-35.6 1.8
cell.ipocromiche(%) 0.2 0.1-0.3 0.2 1.7 0.3-5 1.6 4.4 0.6-16.7 4.8

Ladifferenzatrale medie del CHr era statisticamente significativa tra pzEPO vs pzEPO+Fe (p<.001). Lasensibilitaela
specificitadel CHr era71.4% e 100% nei pzEPO (cut-off<31.7pg); 46.2% e 85.7% nel pzEPO+Fe (cut-off<33pg). La% cell
ipocromiche (cut-off>5%) presentava buona specificita (87.5% e 100%) e bassa sensibilita (<10%).

Conclusioni: il CHr puo risultareunidoneo indicatoredi carenzafunzionaledi ferro nei pazienti con anemiadalRC edil suo
utilizzo risultaappropriato per ottimizzare laterapiamarziale

PARAMETRI POSIZIONALI DI COULTER LH 750, NUOVI E RIPRODUCIBILI A1-08
INDICATORI DI SEPSI

L.Atripalodi, R. Canonico, L. Savarese, L. Caravano, |. Crisai, C.Alone, L. D’ Apice
Lab.analisi Azienda Ospedaliera“D.Cotugno”

Scopo del lavoro: Studiarel’ utilitadei parametri posizionali (PP) sui neutrofili per individuare uno stato settico e confrontare
il dato con |’ espressione CD64 sui leucociti.

Materiali e metodi: Coulter LH750 determinalaformulacon analisi simultanea e multiparametricadi leucociti allo stato
nativo.Tramite tecnologiaV CS, esegue misurazioni di Volume, Conduttivita—grandezza/densita nucleo, rapporto nucleo-
citoplasma e Scatter laser-granularita cellulare. |1 sistema fornisce inoltre 24 PP che esprimono media (M) e deviazione
Standard (SD) di Linfociti, Monociti, Neutrofili ed Eosinofili per lemisuredi V, C, S.Variazioni dei PP sono correlabili ad
alcunepatologie. | PPmedi di riferimento del laboratorio sono stati ottenuti analizzando campioni di sangue, in EDTA di 100
donatori. Dal data base di 20.000 pazienti, sono stati individuati 30 sepsi, la cui diagnosi € stata fatta con emocoltura e
SeptiFast LightCycler (ROCHE). Durantelavalutazione é stato eseguitoil controllo di CQ interno Coulter5C eil controllo
Latron Primer e Control. StatisticaaM S Excel 2002, MedCalc Vers.9.0. E’ stato poi misuratoil livello di espressione CD64 su
neutrofili con citometriaaflusso (CoulterFC500) dei positivi per sepsi adifferenti livelli di gravitaedifferenti tipi di infezione
e su 20 campioni di soggetti sani.

Risultati: 11 volume medio dei neutrofili nel soggetti con sepsi € sempre superiorea163+5.9vs140+ 7.3 dei soggetti normali.
L o scatter medio é significativamente pit basso 129.7+11vs146+7.3 dei normali.Questo spesso correlacon un aumento dei
WBC e un aumento della % dei neutrofili anche se nello studio un campione sepsi positivo aveva bassi WBC(1.7) ed
normal e percentuale di neutrofili (47.5%). |1 canale medio del CD64 nel positivi per sepsi érisultato 450+120vs247+45 dei
negativi.

Discussione e conclusioni: Unarapida diagnosi di sepsi € essenziale per un’ adeguata gestione del paziente.l test sino ad
0ggi sono emocoltura, proteina C-reattiva, CBC/DIFF, esame dello striscio, dosaggio delle citochine, dosaggio della
procalcitonina, indagini di biologia molecolare(SeptFast) tutti con differenti livelli di sensibilita, specificita e difficolta
analitica. I nostro metodo consentedi evidenziare unacondizionedi sepsi mediante un normal e test emocromocitometrico.
| soggetti che presentavano VM N superiori a158 e SMN inferiore a 130 risultavano poi positivi a sistema Septi Fast ealla
emocoltura, inoltre presentavano livelli aumentati dell’ espressione del CD64 sui granulociti. L’ esperienzaci haconsentito di
metterein evidenzauno stato settico in assenzadi elevata contadel WBC(sepsi da PseudomonasAeruginosa)edi monitorare
nel tempo I’ andamento dell’infezione. Avere un orientamento diagnostico a costo zero € oggi un valido obbiettivo del
Laboratorio.
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PROTOCOLLOPERLAVALUTAZIONE DEI PROGENITORI CIRCOLANTI A1-09
DELLECELLULEENDOTELIALI

L. Franchini, C. Vizzidllo, V. Sandi, G. Bellomo, P. Notari
Laboratorio di Ricerche Chimico Cliniche, Universita del Piemonte Orientale, Novara

Scopo: Sempre maggiore € |’interesse nei confronti delle cellule staminali nella prospettiva di un loro possibile utilizzo
terapeutico in patologie vascolari coronariche. L' approccio metodologico riportato in letteratura € quanto mai vario e
spesso comporta I’ utilizzo di tecniche complesse e di lunga durata (separazione e colture cellulari) poco adatte ad un
impiego clinico routinario. Scopo dello studio é stato quello di valutare se, con unametodicarel ativamente semplice, fosse
possibile identificare, quantificare e caratterizzare le cellule staminali ad orientamento endoteliale in campioni di sangue
periferico attraverso unametodica citofluorimetrica.

Materiali e Metodi: Sono stati indagati 11 soggetti sani di controllo, 11 pazienti con insufficienzacardiacanonischemicae
10 pazienti con infarto acuto del miocardio (IMA) studiati a 3 tempi differenti dopo I’ evento acuto. Sono stati utilizzati i
seguenti monoclonali coniugati: antiCD34 FITC, antiCD133 PE, antiCD117 PerCPCy5.5, antiCD33 PECy 7, antiVEGFR2APC,
antiVEGFR3APC, antiCD45APCCy7. Nellafase di preparazionedel campioni e stato utilizzato 1o strumento BD FACSLY SE/
WASH ASSISTANT (Becton Dickinson) per I’ automazione di talunefasi di lisi elavaggio. | campioni sono stati analizzati
con un citofluorimetro di ultimagenerazione, BD FACSCanto (BD) equipaggiato con 2 laser (emissione 488nm blu e 633nm
rosso) e 6 fluorescenze, utilizzando il software FacsDiva (BD).

Risultati: A causadi unadifficoltanellarilevazione delle staminali VEGFR2 e VEGFR3 positive che, secondo laprocedura
ISHAGE, si discostano per un livello minimo dalla soglia di negativita si € deciso di “sganciarsi” dai limiti imposti dal
protocollo, prendendo in considerazione gli eventi CD34+ totali e non solo quelli compresi nellazonalinfomonocitariadel
dot plot FSC/SSC, spostando la soglia FSC al disotto dei limiti dei linfociti in modo da escludere solo gli eventi piu
verosimilmente attribuibili a debree. Con questa nuova strategia si € potuta osservare la comparsa di un cluster ben
delimitabile di eventi CD34+/VEGFR2+ e CD34+/VV EGFR3+ che presentaridotto FSC, CD45+ow e VEGFR bright come
riscontrato anchein | etteratura. Un ulteriore approccio volto ad identificare primariamente gli elementi VEGFR2+ /o VEGFR3+
ha permesso di evidenziare un cluster allungato che si estende daun’ area chiaramente CD34+ ad una sicuramente CD34-.
Conclusioni: L' applicazionedi questo protocollo permettedi evidenziare, in modo semplice eripetibile, nel pazienti studiati,
elementi circolanti VEGFR2+ e/o VEGFR3+ con un differente grado di espressione di CD34 a suggerire una progressiva
differenziazioneversoil fenotipo endoteliale maturo.

MEAN PLATELET VOLUME EAGGREGAZIONE PIASTRINICA: A1-10
TEST DI SCREENING PER LA WISKOTT-ALDRICH SYNDROME?

M. Diguattro, F. Gagliano, GM. Calabr 0, S. Ditta, G.Amato,A.M . Tagliavia, P. Allotta, R. Ciriminna, S. Scola, B. Palma
Laboratorio di PatologiaClinicaPO. Civico-A.R.N.A.S. Civico-Ascoli-Di Crigtina- Palermo

Scopo del lavoro: Lasindrome di Wiskott Aldrich & unarara piastrinopeniacongenitaatrasmissione X-linked recessiva (1/
250.000 nati maschi). E’ caratterizzatadagravi infezioni ricorrenti, manifestazioni emorragiche ed eczemadi grado severo ad
esordio in etaneonatale. || gene difettivo, localizzato sul braccio corto del cromosoma X in regione pericentromerica (Xp
11.22), codifica per la WASp (Wiskott Aldrich Syndrome Protein), una proteina citoplasmatica che svolge un ruolo
fondamental e nellaontogenesi di leucociti e piastrine. L'indagine genetica permette di effettuare unadiagnosi di certezza
soprattutto nei casi dubbi, ad espressivita clinicaincompleta o all’ esordio della malattia. Non esistono a tutt’ oggi linee
guidaper test di screening. Abbiamo valutato lapossibilitadi utilizzareil volume medio piastrinico eil test di aggregazione
piastrinicaper I’ identificazione del portatori sani.

Materiali e metodi: Abbiamo effettuato uno studio morfol ogico-funzionale delle piastrine nei soggetti sani portatori in una
famigliacon alterazione del gene WASP, relativamente alle ultime due generazioni , lalll elalV. Sono stati determinati la
conta piastrinica e il volume piastrinico medio (MPV,fL) con analizzatore ADVIA120 Siemens e il test di aggregazione
piastrinicacon metodo turbidimetrico secondo Born, latipizzazionelinfocitaria, il pattern anticorpale, i livelli sierici di C3 e
C4, il test di Coombsdiretto eindiretto e gli autoanticorpi ANA, ENA, antiDNA, anti cardiolipina, anti glicoproteinaBetal.
Risultati: Lo studio non harilevato nei soggetti analizzati alterazioni del patternlinfocitario, dei livelli di C3eC4 edei test di
Coombs, che si sono rivelati nellanorma. Solo uno dei portatori sani analizzati presentavaunariduzionedei livelli di IgM,
senza manifestazioni cliniche associate. Nei portatori sani analizzati la conta piastrinica era nei limiti, i valori di MPV
risultavano ai limiti inferiori vs campioni di controllo ed era presente un deficit di aggregazione agli agonisti ADP ed
epinefrina.

Conclusioni: Allaluce dello studio clinico effettuato, si suggerisce lapossibilitadi utilizzare cometest di screening per la
Wiskott- Aldrich Syndrome, in presenza di una anamnesi familiare suggestiva, I’ esame emocromocitometrico e il test di
aggregazione piastrinica. Sui soggetti a rischio va comunque effettuata I’ indagine geneticadi conferma, che sebbene sia
costosa, richiedatempi lunghi di esecuzione e sia eseguibile presso pochissimi laboratori in Italia, rimaneil gold standard.
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TROMBOCITOSI: ALCUNE VALUTAZIONI SU DIFFERENTI PRINCIPI TECNOLOGICI Al-11
PERIL CONTEGGIODELLE PIASTRINE

D. Campiali, A.M. Ottomano, F. Corcetti, G. Bergonzini
Dipartimento Integrato di Laboratori, AnatomiaPatologicae MedicinaLegale. Laboratorio Analisi Chimico-Cliniche.
Azienda OspedalieraUniversitariaPoaliclinico di Modena

Scopo del lavoro: L’ accuratezzadel conteggio piastrinico € compito trai pit delicati nel 1aboratorio di analisi cliniche per le
rilevanti conseguenze legate ai differenti livelli decisionali siain caso di trombocitopenia che di trombocitosi. Scopo del
nostro lavoro é stato valutare differenti tecnologie disponibili per il conteggio piastrinico in campioni con trombocitosi.
Materiali e metodi: Un primo gruppo di 25 campioni con conteggi piastrinici > 450x10%L e stato esaminato su Toa-Sysmex
XE-2100 e suAbbott Cell-Dyn Sapphire. Abbiamo quindi correlatoi risultati ottenuti, assumendo comeriferimentoil conteggio
Immuno-PLT CD61 del sistemaAbbott Cell-Dyn Sapphire. Un secondo gruppo di 100 campioni con conteggi piastrinici >
450x10%L epoi stato esaminato su Toa-Sysmex X E-2100 per confrontarei risultati forniti dal metodo impedenziometrico edal
metodo ottico evalutarnele differenzein funzionedei diversi parametri strumentali disponibili (indici piastrinici). Tuttele
analisi sono state condotte su campioni raccolti in K3EDTA ed eseguite entro le ore 14 del giorno del prelievo.

Risultati: Il metodo che correlameglio conil conteggio CD61 & quello impedenziometrico di XE-2100 per il qualel’ andlisi
secondo Passing & Bablock mostraunarettadi correlazione praticamente sovrapponibile alalineadi identitael’ analisi delle
differenzedi Bland-Altman evidenziai migliori risultati intermini di Biasedi significativitastatistica.

Per quanto riguarda il sistema XE-2100 si osserva la tendenza ad una progressiva sovrastima del metodo ottico rispetto
all’impedenziometrico al crescere dei conteggi PLT. Tali differenze non sono associate in modo significativo ai parametri
volumetrici piastrinici (MPV, P-LCR, ecc..). Si osservaunasignificativacorrelazione delledifferenzedi conteggio PLT dei due
metodi X E-2100 rispetto a valore | PF: a cresceredi IPF% (e ancor piti di |PF#) il metodo ottico tende afornire conteggi pitl
elevati del metodo impedenziometrico.

Discussione: Nelletrombocitosi, specialmente seelevate, il conteggio delle piastrine presentacriticitalegate allaloro grande
variabilitaper aspetti morfologici, volumetrici, funzionali, immunologici, anditici, ecc. Questavariabilitaeinoltre condizionata
dallanaturadellapiastrinos (primitivao secondaria), dallaevoluzione dellapatol ogiae dallaeventual e terapiasomministrata.
Importante & valutareil piu approfonditamente possibileil referto emocitometrico dei campioni trombocitosici e disporre del
maggior numero di informazioni possibile sugli aspetti dimensionali, morfologici, maturativi, per poter scegliereil metodo piu
accurato.

NUOVI PARAMETRI ERITROCITARI PERLO STUDIO DELLEANEMIE OTTENIBILI CON Al-12
ANALIZZATORE COULTER LH750

E. Trabuio!, D. Sambo?, S. Valverde!, F. Antico!, N. Di Gaetano?, G. Gessoni*
1Servizio di Medicina di Laboratorio Ospedale di Chioggia; ?Instrumentation Laboratory

Premesse; |l laboratorio si trova quotidianamente di fronte a pazienti anemici. Le informazioni ottenute dai parametri
strumentali possono essere utili per una piu corretta classificazione della patologia specie se in grado di segnalare altre
alterazioni biochimiche. Coulter serie LH 700 fornisce unaseriedi parametri quantitativi, qualitativi e maturativi dell’ intera
popolazione eritrocitaria (da RET a RBC). Due nuovi parametri a disposizione sono MAF e RSF nati dalla combinazione
di parametri eritrocitari e reticolocitari. Nel presente lavoro presentiamo i primi dati ottenuti dallo studio su pazienti
anemici di sesso femminile.

Materiali e metodi: abbiamo studiato e revisionato 51 campioni di pazienti affetti davarie formedi anemia, e 70 campioni
di controllo appartenenti a donatrici di sangue. | campioni sono stati analizzati su Coulter LH 750 in profilo CBC/Diff/
RET. E stato inoltre determinato Ferro, Ferritina e per le donatrici RsTfr.

Risultati: il valore medio di Hgb per le donatrici € 13,3 g/dl mentre i pazienti € di 10,2 g/dl; i valori di Hct sono
rispettivamente di 40,9 e di 30,1. | valori di RSF e MAF sono rispettivamente 97,5 e 37 per le donatrici € 94 e 8,4 per le
pazienti anemiche. | valori di ferro plasmatico sono pressoché identici trai due gruppi (risp. 15,4 e 14,8 um/L). Abbiamo
voluto investigare quale parametro avesse la capacita di identificare i campioni con valori di ferro < 9,4 ym/L (ns. val
rif). Dall’analisi delle curve ROC é emerso che il parametro MAF, ad un cut-off di 34.2, presenta una AUC=0.82 con
sens=90.5% e spec=69,9.

Discussione e conclusioni: la diagnosi di anemia deve necessariamente essere basata su parametri emocromaocitometrici
e biochimici. Il nostro laboratorio sta focalizzando la sua attenzione sulla diagnosi dell’ anemia nelle sue varie forme, e
sulla possibilita di monitorare ed evidenziare gli stati pre-anemici quali carenze latenti di ferro. Di questo studio, che
coinvolge in particolare popolazione di sesso femminile, abbiamo presentato i primi dati preliminari che ci mostrano
come un parametro quale MAF possa essere predittivo di carenza di ferro o perlomeno di un valore di ferro plasmatico
inferiore all’intervallo di riferimento. Sono in corso di raccoltai dati relativi a monitoraggio di donne in eta fertile a
fine di raccogliere dati sulla predittivita di carenza latente di ferro che causail persistere di valori sub-ottimali di Hb.
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IMPORTANZA DELL'ETEROGENITA’ VOLUMETRICA DEI GRANULOCITI NEUTROFILI A1-13
PERILRICONOSCIMENTO DELLA DISPLASIA GRANULOCITARIAUTILIZZANDO,
NELLA ROUTINE, | PARAMETRI POSIZIONALI DI COLUTERLH 750

C. Piccinini, D. Casotto, M. Poletto, B. Biasioli
DAI di Medicinadi Laboratorio S.C. di PatologiaClinica, Trieste

| parametri posizionali (PP) leucocitari forniti da Coulter LH 750 per ogni campione rappresentano i valori medi (M) ela
deviazione standard (SD) di Volume(V), Conduttivita (C) e Scatter (S) di ogni sottopopolazioneleucocitaria. E' noto chela
loro variazionerispetto ai valori di normalitacorrisponde ad alterazioni morfologiche delle popolazioni cellulari coinvolte.
Numerose esperienze dimostrano chelapresenzadi displasiagranul ocitaria(DG) di variaorigine (MDS primitive e secondarie,
altre mal attie ematol ogiche e non) si accompagnaariduzione significativadi CM ed SM.

Scopo del lavoro: il nostro Laboratorio utilizza routinariamente alcuni PP per lavalidazione dei campioni. Abbiamo voluto
verificaresel’ introduzionedi ulteriori PP, in combinazione coi primi, miglioraval’ informazionerelativaal sospetto di presenza
di DG

Materiali e Metodi: abbiamo valutato 84 campioni indirizzati alla revisione microscopica per sospetta DG in base ai PP
utilizzati (CM<140/SM<139). Abbiamo poi analizzato, in atre giornate, i campioni selezionati tenendo conto di un ulteriore
PP(GN SD V). Analisi statisticacon MedCalc.

Risultati: dal confronto (t-test) dei valori dei PP CM ed SM dei campioni selezionati per DG e di quelli di controllo( 222
campioni normali, analizzati nelle stesse giornate) s evidenziaunanettadifferenza(p<0,001) riconfermando i dati gianoti. Lo
stesso risultato si ottiene per SD V ad indicare unadifferenzasignificativadi eterogeneitavolumetrica. L' analisi dellecurve
ROC haconfermato lacapacitadiscriminatoriadi SD V (AUC=0,93 sens=86,7% spec=88,9%). Abbiamo, allora, verificato se
lacombinazionedi questi tre PP avesse performance migliori ed € emerso chenel campioni con CM<140ed SD V>22,50s ha
AUC=0,97% sens= 85% spec=100% . Abbiamo, quindi, applicato queste combinazioni di PP (CM/SM e CM/SD V) come
criterio di revisione microscopicaai campioni dellaroutine per 4 giorni consecutivi. Su 142 vetrini 65 sono stati strisciati per
sospettaDG e, di questi, 46(71%) erano veri positivi. || 5% di questi campioni & stato individuato dallacombinazione CM/SD
V determinando un miglioramento della performancedell’ 8%. 11 19% dei campioni eranegativo per DS maavevasegnal ata
lapresenzadi formeimmature mieloidi il cheinduceva, comunque, allarevisione microscopica.

Discussioneeconclusioni: il Laboratorio moderno deve, oggi, focalizzarel’ attenzione sui campioni patologici individuando
nuovi algoritmi per lasegnalazione del sospetto patologico. La nostra esperienza ha permesso, senza appesantireil lavoro
di revisionemicroscopica, di affinarei criteri giain uso per il sospetto di DG.

MONITORAGGIO DI UN CASO DI PORPORA TROMBOCITOPENICA IDIOPATICA (PTI) Al-14
ATTRAVERSO IL PARAMETRO IPF

G. Ciancadlini*, l. Corti*, L. Gargiulo*, F. Di Luca*, L. Di Cinto*, F. Indino*, P. Salutari**, M. Golato*
*PatologiaClinicaO.C. Lanciano,** EmatologiaO.C. Pescara

Scopo del lavoro: LaPTI acuta si manifesta bruscamente senza cause evidenti con segni clinici di petecchie ed ecchimosi
per riduzione di piastrine(PLT).E’ di primariaimportanzadistinguere selatrombocitopenia (TCP) siadeterminatadaridotta
produzione o da aumentata distruzione e/o sequestro di PLT. Nelle TCP daaumentata perditasi osserval’ aumento di PLT
immature reticolate (ad alto contenuto RNA)equivalenti acellule giovani dellafilieradei megacariociti (MK), valutabili con
il parametro | PF(Frazionedi Piastrine Immature), per iperproduzione dacompenso. Scopo del lavoro:monitorarelamalattiae
laripresadellapiastrinopoiesi tramite PLT e |PF qualeindiceindiretto dell’ attivitadei MK.

Materiali e Metodi: Bambinadi anni 4, giuntaal Pronto Soccorso per petecchie diffuse dopo episodio infettivo virale.Esame
obiettivo: splenomegaliadi grado modesto. Esami eseguiti all’ esordio in urgenza: emocromo con Bayer Advial20 estriscio
di sangue periferico, prove coagulazione (PT, aPTT). In routine é stato effettuato un agoaspirato midollare e anticorpi(ab)
antipiastrine.Ladiagnosi éstatadi PT| acuta, che dopo unafaseinizialedi remissionesi & cronicizzata; étrattatacon terapia
cortisonica. Dopol’introduzionein laboratorio di Sysmex X E-2100, |a paziente & statamonitorata anche con | PF.

Risultati: | parametri ematologici al ricovero erano nel limiti del valori di riferimento per etd, trannele PLT che erano pari a
4x10"3/pL con alto Volume Medio Piastrinico. Striscio di sangue periferico: presenzadi PLT giganti. Midollo: serieeritroide
emieloidene limiti fisologici senzaalterazioni dell’ eritropoiesi nédellamielopoies, presenteiperplasiadel MK con prevalenza
di forme meno mature e piu basofile. Parametri coagul azione: nellanorma. Ab antipiastrine: presenti. Lapatologiaéin corso
dapiudi unanno, si riportano i dati degli ultimi 5 controlli su Sysmex XE-2100. PLTx10"3/uL = 6,9,15,4,5 con andamento
inverso di | PF 31,4-32,7-25,6-36,8-35,9, statisticamente superiori a valori normali(3,55; p<0,0001).

Discussione e Conclusioni: L’ andamento a poussées della TPI,corrisponde a blocco seguito daripresa di produzione di
PLT dapartedei MK, pur persistendo nel caso presentato, unaTCPgrave. Risultautileil monitoraggio dellaterapiatramite
I PF, che nel nostro caso aumentaal diminuiredelle PLT, fornendo indicazioni immediate dellaripresadei MK per effetto del
cortisone. Lasemplicitadi misuradel parametro el’ affidabilitadel dato permettono di valutarein modo indiretto I’ attivita
midollare, evitando il ricorso sempre meno indicato dalle linee guida, all’agoaspirato, per rilevare I'andamento della
megacariocitopoiesi siaall’ esordio dellamalattiache durantelaterapia.
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STUDIO DEI VALORI DI NORMALITA’ DEI PARAMETRI IPF E FRC DI SYSMEX XE-2100 Al-15

N. Colanero, |. Bianco, V. Taddeo, L. Tosti, F. Di Luca, L. Di Cinto, F. Indino, L. Gargiulo, C. DeCoala, M. Golato
PatologiaClinicaO.C. Lanciano

Scopo ddl lavoro: L’ evoluzione tecnologicadegli analizzatori ematologici fornisce parametri nuovi di elevato utilizzo clinico
per lo studio delle malattie ematologiche. Tali parametri, unitamente a quelli tradizionali, risultano utili nella routine,
permettendo un efficace e mirato approfondimento diagnostico dei campioni patologici, concorrendo insiemeallaclinicaa
formulare una diagnosi, capire la patogenesi e monitorare la malattia nel tempo. Sysmex XE-2100 tramite il canale dei
reticolociti, ed appositi software, €in grado di determinarein automatico laFrazione delle Piastrine Immature e lapercentuale
dei Frammenti dei globuli rossi entrambi elementi importanti nellavalutazionedi diverse patologie. L' introduzione nel nostro
laboratorio di Sysmex X E-2100 hapermesso di analizzarei valori di normalitadei parametri. IPFeFRC.

Materiali e Metodi: Abbiamo analizzato 74 campioni di donatori sani di etacompresatra18 e55 anni convalori ematologici
nei limiti di riferimento e senzaflag strumentali. Lapercentuale di frammenti eritrocitari (FRC) eventual mente presenti nel
campione elaFrazionedi Piastrine Immature (IPF) sono state analizzate con il contaglobuli Sysmex XE-2100 nel canale dei
reticolociti (metodo ottico laser in fluorescenza; col orazione: coloranti polimetinici), determinando con software | PF-Master
I’ PF e con software RET-Master I' FRC. | Valori di Normalita sono stati determinati con range 2,5°-97,5° percentile per i
parametri | PF%, IPF#, PLT e FRC.

Risultati: la popolazione analizzata ha evidenziato i seguenti valori: PLT (x10"3/pL): Media (M) = 235 tra 167 e 335 -
distribuzione normale. IPF (%) M = 3,55tral1,3 e 7,3 - distribuzione normale. | PF# (x10"3/ uL) M = 8,14 tra 3,08 € 20,34 -
distribuzione normale. FRC(%) M = 0,173; mediana= 0,03 tra0 e 0,886 di stribuzione non parametrica.

Discussione e Conclusioni: | risultati ottenuti sovrapponibili ai dati della letteratura,ci consentono di studiare i pazienti
patologici, anche con |’ ausilio di parametri, precedentemente non disponibili nell’ esame emocromo del nostro laboratorio. I
dato I PF risultafondamental e nellaval utazione e monitoraggio delle trombocitopeni e, come ampiamente dimostrato dagli
studi pit recenti. FRC si aggiunge come parametro di approfondimento alla gia disponibile flag di sospetto, fornendo un
dato quantitativo automatico di utilizzo clinicoimportante. Lapossibilitadi avere adisposizione unadeterminazione numerica
valutatasu migliaiadi cellule, piuttosto che unaflag, conimmediatezza, precisione e standardizzazione, permette di analizzare
un’ ampia popolazione indirizzando approfondimenti con MO su casi mirati offrendo possibilita diagnostiche pit ampie e
follow-up laboratoristico/clinico del paziente nel tempo.

UTILITADELLA DETERMINAZIONEAUTOMATICA DEGLI SCHISTOCITI NEI PAZIENTI A1-16
ONCOLOGICI

G. Ciancadlini*,A. Cantoli*, V. Taddeo*, F. Di Luca*, L. Di Cinto*, F. Indino*, P. Salutari**, M .Golato*
*PatologiaClinicaO.C. Lanciano, ** Ematologia O.C.Pescara

Scopo del lavoro: Nei pazienti (pz) oncologici, soprattutto se metastati zzati ed in chemioterapia, sono comuni le alterazioni
dei parametri ematologici. Occasionalmente pud manifestarsi anemia emolitica microangiopatica associata a
tumori(MAHA),che pud indicare disseminazione /o complicare protocolli terapeutici con pit farmaci in associazione. Si
ipotizzain questi pz come meccani smo patogenetico un’ emboliatumoraleintravascolare:il segno principale € lapresenzadi
schistociti nel sangue periferico,con presenza variabile di trombocitopenia (TCP). Abbiamo evidenziato attraverso
I’automazione la presenza di schistociti in pz con tumori (Ca) per indirizzare ad esami di approfondimento nel sospetto
diagnostico di MAHA.

Materiali e Metodi: Abbiamo analizzato 155 pz in terapiaoncol ogicacon tumoredi variaorigine, di cui 22 con metastasi. |
conteggio degli schistociti (FRC) e stato eseguito in automatico con contaglobuli Sysmex X E-2100 su canale di |etturadei
reticolociti (metodo ottico laser in fluorescenza),confrontati con 74 donatori sani, confermati a microscopio ottico(M O).Sono
stati isolati 4 pz con anemia, FRC, reticolociti efrazioneimmatura (IRF) elevati. | test di approfondimento sono stati: LDH,
Bilirubina, test di coagulazione edi funzionalitarenale ed epatica.

Risultati: Lamediadi FRC & piu elevata (p<0,0001) nei pz oncologici (1,7%) rispetto ai donatori sani (0,26%). | primi 3 pz
studiati erano affetti da Cadellamammelladi cui due con metastasi, il 4°daCadel Colon. Vaori ottenuti: 1°pz FRC 6,63%,
HGB 8,9¢g/dL, RET#149,8x10M/ L, IRF 37%, piagtrine (PLT) 46 7x10"3/|L ; 2°pz: FRC 10,21%, HGB 9,90g/dL , RET#142,40x10"9/
ML, IRF33,2%, PLT 233x10"3/lL ; 3°pz: FRC 8,9%, HGB 10g/DI, RET#36, 3X10"9/lL, IRF 43,3%, PLT 196x10"3/L; hilirubina
ind.>2mg/dL ; LDH >450 U/L, test coagul ativi nei limiti fisiologici. | risultati per il 4°pz sono stati: FRC 2,74%, HGB 8,90g/dL,
RET#176,60x10"9Y/uL, IRF 30,6%, PLT 118x10"3/L, creatininal,6 mg/dL bilirubinaind. 1,7mg/dL, LDH 400U/L, test coagul ativi
nellanorma. Nel 4°pz. si éin seguito sviluppataunaHUS.

Discussione: La determinazione di FRC nei pz oncologici in cui la malattia di base rende multifattoriale la patogenesi
dell’ anemiaassumeun ruolo fondamentale. L' incremento di FRC infatti si pud associare apresenzadi metastasi.Lasemplicita
di misuraautomaticapermette di valutarne conimmediatezzalapresenzae se confermati al MO,di avviare approfondimenti
per una diagnosi differenziale trale anemie da insufficienza midollare per invasione tumorale, da emolisi 0 da disordine
cronico. Il 3°pz al momento dell’ esame non presentava metastatizzazione conclamata, proprio in questi casi uno stretto
follow-up comprendente FRC evidenziera precocemente una mi cometastati zzazione.
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I NUOVI PARAMETRI ERITROCITARI DI COULTER LH780: LA NOSTRA ESPERIENZA NEI Al-17
DIALIZZATI

|. Fusco, L. lordache, S.Aterini, M.Amato
Lab. Analisi —Unitanefrologia— Osp. Misericordiae Dolce, ASL4 Prato

Il nostro laboratorio di ematologiaéin stretto contatto conil reparto di nefrol ogia dove vengono seguiti costantemente non
meno di 150 pazienti dializzati in terapia antianemica. Ogni paziente viene monitorato mensilmente e trimestral mente per
determinarelamiglioreterapia(ferro, eritropoietinag, folati, etc.) Abbiamo studiato un gruppo di 68 pazienti dializzati nei mesi
di DIC 07 (T0) e GEN 08 (T1), analizzandoi dati emocromocitometrici di Coulter LH 780, ferritina, transferrina, ferro e % di
transferrina satura.

Scopo del lavoro: abbiamo voluto approfondire le conoscenze sui nuovi parametri forniti daCoulter LH 780 everificarela
loro significativita nel monitoraggio terapeutico e nella classificazione dei pazienti dializzati secondo lelinee guidaNKF-
KDOQI.

Materiali e metodi: Abbiamo analizzato 136 campioni (68aT0e68aT1) di pazienti didizzati e 29 campioni normali su Coulter
LH 780in modalita CBC/Diff/Ret, analizzandoli statisticamenteinsiemeai dati di ferro, ferritinaetransferrina.

Risultati: i campioni di controllo hanno avuto valori medi (in unita US) di Hgb=15.2+0.8 MAF(mycrocytic anemia
factor)=13.8+1 RSF (red sizefactor)=99+4.2 LHD% (Iow hemoglobin density)=1.7+0.8, mentrei pazienti (TO) Hgb=11.2+1.63
MAF=10.5+1.8 RSF=99+4.2 LHD=2.3+3.2. AT1i pazienti hanno in mediamostrato gli stessi valori. | valori di %TfR Sat,
Ferro, Ferritinae Transferrinanon si sono modificati inmediatraTOe T1. | pazienti anemici (Hgb<11.5) sono stati classificati
secondo NKF-KDOQI in 12 carenzedi ferro e 25 carenze funziondi di ferro. Dall’ andlisi delle curve ROC dei parametri CBC
eRET éemerso LHD% ad un cut-off di 2,63 ha sens=100% e spec=88,8% con un AUC=0.95. || parametro RSF hamostrato
SE=83.3% SP=82.9% per un cut-off di 102.2 con AUC=0.83. Entrambi questi parametri sonoin grado di evidenziare carenza
di ferro. Abbiamo voluto investigare |’ utilitadel parametri nel monitorare laterapiaantianemica, classificando 19 responders
(Ddta-Hgh>0.5) e 49 non responders. || parametro piu sensibilenel differenziarei respondersérisultato essere MAF: un cut-
off di 0.22 dellasuadifferenzaha SE=100% e SP=94%.

Discussione e conclusioni: | dati mostrati, seppur preliminari, offrono molti spunti di riflessione. | nuovi parametri di Coulter
LH 780 risultano in grado di discriminare e classificare i pazienti in terapia antianemica. RSF e LHD% sono utili quanto
ferritinae saturazione dellatrasferrina. MAF edeltaMAF identificano i “Responders” allaterapiaantianemica. Il lavoro &
tuttorain corso con |’ obbiettivo di ricavare dai nuovi parametri di Coulter LH 780 informazioni importanti e predittive sullo
stato anemico dei nostri pazienti dializzati e sugli effetti dellaterapiaallaquale vengono sottoposti.

PRESENTAZIONEATIPICA DI HCL (HAIRY CELL LEUKEMIA) A1-18

P.D’'Altog, P. Doretto, P. Metus, D. Rubin, D. Poz, A. Picierno, P. Cappelletti
PatologiaClinica, DML, AOSMA - Pordenone

Scopo del lavoro. Presentareil caso di una paziente filippinadi 46 anni con astenia da un mese, dispnea, splenomegaliae
marcataleucocitos (WBC=164x103/uL), graveanemia(Hb=1,9 g/dL ), piastrinopenia(PLT=57x103/pL) einizialequadro di
CID; pancitopenianel 2004 seguitaper 6 mesi con persistenzadi piastrinopenia(da130a103x103/pL), ripresadellaleucopenia
(da2,7 a3,7x103/pL) enormalizzazione dei neutrofili (da1,0a1,6x103/pL).

Materiali e Metodi. Sono stati eseguiti |o striscio periferico, I aspirato midollare, labiopsiaosseaelatipizzazionelinfocitaria
su sangue midollare.

Risultati. L' esame morfologico del sangue periferico ha evidenziato unamarcatalinfocitosi (linfociti 98%, neutrofili 2%)
rappresentata daelementi di piccole-medie dimensioni con estroflessioni citoplasmatiche. All’ esame dell” aspirato midollare
(sangue midollare aspirato con difficoltae privo di frustoli) lacellularitaérisultatacostituitaper il 100% dalinfociti di piccola
emediataglia, nucleo eccentrico, rotondeggiante od ovalare, raramente reniforme, piccoli nucleoli poco evidenti, cromatina
moderatamente addensata, citoplasma da scarso ad ampio, grigio pallido, con piccoli vacuoli, talora con estroflessioni da
fini aprevalentementetozze (morfologia“hairy”). Allatipizzazione linfocitariala popol azione patol ogicaavevail seguente
fenotipo: CD19+, sig clonali D lambda, CD20+, FMC7+, CD79b+ brillante, CD103+, CD11c+, CD25+, CD23-, CD38-, CD10-,
CD43-,CD11a, CD2-, CD5-, CD7-. Labiopsiaosseaevidenziavauninfiltrato linfoide (80-90%) apiccoli linfociti coerente con
HCL.

Discussione e Conclusioni. Lamorfologia“hairy” dei linfociti non & specificadellaHCL, macaratterizzaancheil linfoma
splenico alinfociti villosi leucemizzato (SLVL) elevarianti notedi HCL (HCL-v elavariante“ giapponese” o HCL-J) e puo
presentarsi nellalinfocitosi policlonale persistente alinfociti B (PLBL). L’ esordio di HCL e classicamente caratterizzato da
pancitopenia con spiccata monocitopenia e tricoleucociti in circolo scarsi 0 assenti, mentre SLVL si presenta con una
modestaleucemizzazione. Selacospicualinfocitosi perifericapuo far pensare nel nostro caso ad unaHCL variante, manca
tuttavial’ aspetto “prolinfocitoide”; lamorfologiadei linfociti non permette neanchedi discriminare chiaramentetraHCL e
SLVL, presentando aspetti intermedi o variamente combinati delledueforme. | dati dellatipizzazionelinfocitariarisultano pit
indicativi: il fenotipo e quello atteso nellaHCL classica(CD103+, CD11c+, CD25+), non nellesuevarianti note HCL-v e HCL -
J(CD25-) eneanchenel linfomasplenico (CD103- e solitamente CD25-). Questo caso potrebbe rappresentare, quindi, o una
diagnosi tardivadi HCL oppure unanuovavariante di HCL con esordio clinico e morfologiaatipici.
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ANALISI QUANTITATIVAAUTOMATIZZATA DEGLI ERITROBLASTI, A1-19
CORRELAZIONE DI DUEMETODI STRUMENTALI CONIL METODO DI RIFERIMENTO

S. Valentini*, R. Mancini*
Laboratorio di Ematologia, Dipartimento di Ematologia Universita Cattolica del Sacro Cuore, Roma

Scopo del lavoro: Gli analizzatori ematologici di fasciaaltadelle ultime generazioni, oltre asegnalarel’ eventual e presenzadi
Eritrociti Nucleati nel sangueintero periferico,offronolapossibilitadi refertarnei valori siain senso assoluto (NRBC#) che
inrapporto ai Leucociti (NR/W). Per verificare lacorrispondenzadei valori numerici di NR/W di due sistemi impiegati in
routine nel nostro laboratorio abbiamo eseguito unavalutazionedi correlazione con il metodo di riferimentoin microscopia
ottica.

Materiali e Metodi: Campioni provenienti da pazienti interni,selezionati direttamente nella sezione di Microscopia
Otticadel nostro centro(2 diff exp / 200 cell / 2PB MGM ) con il criterio della positivita alla presenza di NRBC (max 3;
min 0,5; med 8,5 NR/W), sono stati esaminati con gli analizzatori Cell Dyn Sapphire® (2.4) Abbott L aboratories, impiegante
un metodo diretto in FL3 su luce laser, e con il sistema ADVIA ® 2120 (5.2.9) Siemens Medical Solutions, impiegante un
metodo di scatter ottico sul lucelaser, entro due ore dal prelievo. Per entrambi gli analizzatori lamodalitadi processazione ai
fini del parametri richiesti € di tipo non selettivo e contestuale all’ emocromo; nessuno dei medesimi impiega reagenti
aggiuntivi garantendo siapraticitadi impiego che costi gestionali contenuti. | valori refertati sono stati analizzati mediante
foglio di calcolo elettronico.

Risultati: | dati prodotti dal Cell Dyn Sapphire® (max 27,3;min 1,27 med 8,01 NR/W) equelli prodotti dall’ ADVIA 2120® (max
25,4; min 1,9; med 5,25 NR/W) hanno mostrato con il metodo di riferimento in microscopiaotticacorrel azioni rispettivedello
0,97 1e0,959. Entrambi i sistemi non hanno rilevato lapresenzadi NRBC su due campioni con NR ortocromatici /W = 2/200.
Inunsolo caso il sistemaADVIA ® ha prodotto una sovrastimasuperiore ale 6 cellule/ 200.

Discussione e conclusioni: Letecnol ogie messe adisposizionedel laboratorio dai produttori di sistemi automatici forniscono
oggi ai fini dello screening, risultati complessivamente accettabili sepur con lievi differenze dovute alletecnol ogieimpiegate
ed agli intenti di queste (differenteinteresse allamaggiore sensibilita o allamaggiore specificitd). Rimane fondamentalela
verifica microscopica prima della refertazione del dato numerico e costituisce un valido supporto al laboratoristail poter
disporredi sistemi con tecnologie differenti e complementari.

LA CONTAIMMUNOLOGICA DELLE PIASTRINE STRUMENTO DI ACCURATEZZA PER A1-20
LAVALUTAZIONE DELLE PIASTRINOPENIE

M. Diquattro*, G. Ciofalo*, A.M. Tagliavia*, G. Giaccone**, S. Scola*, B. Palma*
*Laboratorio di PatologiaClinicaP.O. Civico- A.R.N.A.S. Civico - Palermo; ** Abbott L aboratories

Scopo del lavoro. Abbiamo valutato la performance del metodo immunologico in presenza di un’interferenza nella conta
piastrinicadi un paziente piastrinopenico.
Materiali e metodi. Un campione di sangue intero in EDTAK3 di un paziente con diagnosi di mielodisplasia € stato
analizzato conil sstemaXE2100 Sysmex , ADVIA120 Siemense SapphireAbbott con cui & stataeseguitalacontaimmunologica
delle piastrine atemperatura ambiente e dopo riscaldamento a 37°C per un’ ora.
Risultati. L’ esame emocromocitometrico evidenziava pancitopenia. Le conte impedenziometriche ed ottiche risultavano
inaccurate acausa di unainterferenza suggestivadella presenza di paraproteine. Il cluster piastrinico con il metodo ottico
del Sapphire atemperaturaambientesi collocavadi fuori del gate; dopo riscaldamento a37°C per un’ orasi posizionavanel
gate. La contaimmunologicaidentificava sia atemperatura ambiente che a 37°C il cluster piastrinico, evidenziando al di
sopradi esso un cluster CD61 negativo (fig.1).
Conclusioni. Quando I’ osservazione dei citogrammi evidenzialapresenzadi interferenze plasmatiche sullacontapiastrinica
e opportuno utilizzare il metodo immunol ogico soprattutto in caso di severa piastrinopenia.
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Fig.1: Sapphire, Abbott, dot plot ottico eimmunol ogico del campione a temperaturaambiente.
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PREDITTIVITA' DI UN PARAMETRO FORNITO INAUTOMAZIONE SULLAVITALITA Al1-21
CELLULARE SU CAMPIONI DI CELLULE STAMINALI CD34+ PRIMA DELLA RE-INFUSIONE
TERAPEUTICA

S. Valentini, M. Bianchi*, N. Piccirillo*, P. Puggioni*, C. Rumi*, G. Zini
Centrodi RicercaReCAMH, Laboratorio di Ematologiae Servizio di Emotrasfusione*
Universita Cattolicadel Sacro Cuore, Roma

Scopo del lavoro. 1l sistema Cell Dyn Sapphire Abbott (CDS) utilizza un approccio citometrico a flusso con differenti
fluorescenze per I’ analisi del sangue periferico (SP). In aggiuntaai parametri di routine, fornisce unindicedi vitalitaleucocitaria
(WVF) percentual erispetto ai leucociti totali (WBC) impiegando lo loduro di Propidio (Pl) comelegante per il DNA (modalita
emocitometrica). Inoltreil sistemautilizzaunasecondatecnologiadi tipo citofluorimetrico su campioni trattati con anticorpi
monoclonali e anche con questo tipo di analisi € possibile valutare la vitalita cellulare in senso percentuale (modalita
citofluorimetrica). Abbiamo analizzato 1a % di vitalita cellulare ottenuta con CDS con quella ottenute con 2 metodiche di
routine, la determinazione citofluorimetrica (CFL) e quella microscopica (MO). Scopo dello studio e quello di valutarela
possibilitadi impiegarel’indice (WVF) come metodo di screening semplice, rapido e abasso costo per valutare lavitalita
cellulare primadellainfusione terapeutica.

Materiali e Metodi: Sono stati analizzati 23 campioni consecutivi di cellule staminali emopoietiche CD34+ raccolte afini
trapiantologici mediante aferesi da SP di pazienti onco-ematologici per valutarelavitalitacellulare con le seguenti metodiche:-
analis CFL medianteil citofluorimetro BDFACS utilizzando I' anticorpo (CD) anti-actinomicinaD,-conteggio al MOin camera
di Neubauer dopo colorazione con Tripan Blu,-analisi conil CDS. Per I’ analisi CFL sono stati usati CD purificati Dako CD45
FITCeCD 34PE. PerI'andlisi statisticae stato utilizzato il programmaMedCalc.

Risultati. L'analisi statisticadei dati haevidenziatoi seguenti risultati: i) un coefficiente di correlazione pari ar 0,9889 (p<
0,0001) trai vaori di cellule CD 34+ ottenuti dal CDSequelli ottenuti dal FACS; ii) unacorrelazione pari ar 0,5503 (p = 0,0065)
trala%di cellulevitali fornitadal CDS, modalitaemcocromocitometrica, eil MO; iii) un coefficientedi correlazione pari ar
0,5502 (p=0,0065) trala% di vitalitacellularefornitadal CDS, modalitaemocromocitometrica, eil FACS; iv) un coefficiente
di correlazione pari ar 0,6282 (p =0,001395) trale % fornite daCDS (modalitacitofluorimetrica) eil FACS. | risultati di questo
studio pilota suggeriscono la possibilita di impiegare I'indice di cellule vitali fornito dal CD Sapphire in modalita
emocromocitometrica su raccolte di cellule saminali CD34+ come screening immediato e a basso costo nellafase di pre-
infusione terapeutica. Unaval utazione multicentrica & necessaria per validare questa metodicanellaroutine.

CONTEGGIO DEGLI ERITROBLASTI SU SANGUE PERIFERICO: CONFRONTO TRAIL Al1-22
METODO MICROSCOPICO ECONTEGGIOAUTOMATICO CON CONTAGLOBULI ADVIA 2120

M.G. Silvestri, G. Covili Faggioli, M. Laudadio, F. Fortuna, A. Marrocchi, T.P. Papillo, E. Di Somma
Dipartimento di Ematologia, Oncologiae Medicinadi Laboratorio,
Azienda Ospedaliero-UniversitariaS.Orsola-Mal pighi, Bologna

Scopo del lavoro: Gli eritroblasti (NRBC), precursori degli eritrociti, sono presenti nel midollo osseo con grado di maturita
definibile in base alle caratteristiche morfologiche, si trovano fisiologicamente nel circolo periferico in gravidanza, nel
periodo fetal e e neonatal e tendendo a scomparire entro laprimasettimanadallanascita, al di fuori di queste condizioni laloro
presenza si associa a condizioni patologiche. La laboriosita del conteggio al microscopio degli eritroblasti ha sempre
ostacolato un uso clinico del dato, I’ attuale disponibilita di conteggi automatici accurati e riproducibili ha consentito di
acquisire ulteriori informazioni nelle patol ogie ematol ogiche. Con questo studio si € confrontatal’ accuratezzadel conteggio
automatico con quella ottenuta al microscopio.

Materiali emetodi: Sono stati selezionati dallaroutine 75 campioni sui quali € stato eseguito I’ esame emocromocitometrico
entro 8 ore dal prelievo in provette contenenti come anticoagulante K3-EDTA. Tutti i campioni presentavano alarme
strumentale NRBC+, il conteggio automatico & stato ottenuto con il contaglobuli SSEMENSADVIA 2120, espresso come
percentuale e come valore assoluto; tramite elaborazioni del software si € ottenuta la correzione del valore assoluto dei
globuli bianchi (WBC) edellaformulaleucocitaria, lasensibilitaclinicastrumentale é statafissatain 2/100 WBC. Sugli stess
e stato eseguito il conteggio a microscopio secondo le linee guida NCCL S-H20A da due operatori, le stesse analisi sono
state eseguite su 20 campioni di controllo senzaallarme NRBC selezionati in manierarandomicadallaroutine.

Risultati: 11 metodo automatico ha dimostrato una discreta correlazione con la microscopia (r=0.78). La sensibilita e la
specificitaper lapresenzadi eritroblasti € 95% laprimae 25% laseconda; il calo dellaspecificita e verosimilmente dovuto
all’interferenzadi piastrine giganti, anisocitos piastrinica, schistociti, il migliore rapporto sensibilita e specificita (65% e
88%) si e ottenuto elevando il cut-off di sensibilitaclinicaper lapresenzadi eritroblasti a 3.5%. | campioni senzaallarme
NRBC si sono confermati tutti veri negativi a microscopio.

Discussione e conclusioni: |l conteggio automatico degli eritroblasti si & dimostrato accurato e preciso in confronto al
conteggio microscopico per un valore percentuale di eritroblasti >3.5%, abasse conteil metodo risente delleinterferenze di
alcune anomalie morfol ogiche, inoltre & piti rapi do e semplice poi ché non richiede la correzione manuale dei globuli bianchi.
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UTILITA DEL PARAMETRO IPF NELLE EPATOPATIE (EPP) A1-23

M. Golato*, D. Marino*, C. Di Sciascio*, V. Taddeo*, F. Di Luca*, L. Di Cinto*, F. Indino*, P. Salutari**
*Patologia Clinica O.C. Lanciano, **Ematologia O.C. Pescara

Scopo del lavoro: Latrombocitopenia (TCP) € unadelle alterazioni dei parametri ematologici di piu frequenteriscontroin
corso di EPP. La TCP pu0 essere causata da: 1)alterata distribuzione per ipersequestro da splenomegalia relativa
all’ ipertensione portale; 2)aumentatadistruzione di PLT daautoanticorpi; 3)riduzionedellapiastrinopoies per blocco midollare
dei megacariociti (MK) nelle EPP ad eziol ogiainfettiva, acoolica, dadeficit di folati /o aterato controllo degli MK dadeficit
di sintesi epatica di Trombopoietina (TPO). Nelle TCP periferiche un meccanismo compensativo induce aumento di PLT
immaturereticolate, ricchein RNA valutabile attraverso il parametro |PF(Frazionedi Piastrine Immature); mentre nelleforme
da deficit di produzione le PLT reticolate sono ridotte o normali. Abbiamo studiato |PF quale indice indiretto della
megacariocitopoiesi, per monitorarelaripresadellapiastrinopoiesi.

Materiali e Metodi: 48 pazienti (pz) epatopatici in diversi stadi e gravita di malattia GRUPPO A: 11 pz con EPP cronica
alcoolicaed infettivaHCV+; GRUPPO B:25 pz con EPP cronicaattivae cirrosi compensata; GRUPPO C:12 pz con cirrosi
scompensata. Valutati: emocromo, indici di funzionalita d’ organo(AST, ALT, yGT), caricavirale in biologia molecolare,
agoaspirato midollare nel sospetto di blocco dei MK. || monitoraggio dellapiastrinopoiesi & stato eseguito con |’ analizzatore
Sysmex XE-2100 con conteggio di PLT e | PF (metodo ottico laser in fluorescenza- coloranti polimetilici per RNA).
Risultati: | 3 gruppi mostravanoi seguenti valori medi di PLT (x10"3/uL): A=80, B=71, C=80, tutti statisticamenteinferiori
rispetto a 235 dei 74 campioni di donatori sani(p<0,0001).1 valori medi di IPF in % risultavano diversificati secondo le
patologie analizzate: A= 4,45 e C = 4,20 entrambi non stati sticamente differenti rispetto a 3,55 dei normali(A p=0,0862, C
p=0,0837); B, invece, 10,7 statisticamente elevato rispetto ai normali (p<0,0001).

Discussione: | nostri dati dimostrano che € presente una scarsa risposta midollare alla TCP (I PF ridotto o normale),nelle
forme di EPP infettive o alcooliche e nelle cirrosi scompensate,dovuta al blocco maturativo dei MK per effetto diretto di
agenti tossici nel 1° caso, e anche ad un deficit di sintesi epaticadi fattori di crescitaper MK, nel 2° caso. Le EPP croniche
attive ele cirrosi compensate mostrano invece un elevato | PF a fronte della stessa entita di TCP degli altri gruppi per una
residua attivita epatocel lulare con relativa risposta midollare. L' | PF risulta utile per monitorare il turnover piastrinico ed
avere unaindicazioneindiretta della compromissione midollarein particolare nelle EPP in cui possono essere presenti piu
meccanismi patogenetici evitando al paziente approfondimenti diagnostici invasivi.

DOSAGGIO QUANTITATIVO DEL CD64 ESPRESSO SUI GRANULOCITI NEUTROFILI (PMN) A2-01
COME MARCATORE PRECOCE DI SEPS

G.Lobreglio, P.D’Aversa, L. Russo,L.Leo
U.O. Medicinadi Laboratorio, Azienda Ospedaliera“ Card. G. Panico”, Tricase

Scopo del lavoro. Gli attuali metodi e procedure per ladiagnosi di sepsi sono gravati dabassa sensibilita e lunghi tempi di
risposta, inadeguati alle necessita di instaurare un intervento terapeutico rapido, tempestivo ed efficace. Recenti studi
hanno dimostrato il precoceincremento del CD64 (recettore ad ataaffinitaper I' Fcdellelg) sui PMN di pazienti con infezioni
sistemiche. Lo scopo di questo lavoro edi valutarel’ espressione del CD64 in pazienti con sepsi/shock settico edi correlarlo
coni marcatori biochimici attualmentein uso, procalcitonina (PCT), interleuchina-6 (IL-6), PCR, VES e coni risultati degli
esami colturali.

Materiali e metodi. Sono stati analizzati 24 pazienti affetti dasepsi e 3 dainfezione grave (gruppo 1) ricoverati nelle diverse
U.O. di Terapia Intensiva della nostra Azienda Ospedaliera, e 25 pazienti ambulatoriali come controllo (gruppo 2). La
determinazione del CD64 é stata effettuata su sangue periferico anticoagulato con EDTA con il kit Leuko64 (Trillium
Diagnostics, USA) su analizzatore ematologico CELL-DY N Sapphire (Abbott Laboratories, USA) ed analisi dei dati con
software FCS Express. || test utilizzaunamisceladi due anticorpi monoclonali anti CD64 coniugati con FITC, un anticorpo
monoclonale anti CD163 PE, e biglie calibrate per la determinazione automatica del gating dei clusters cellulari e la
determinazione dell’ index; € stato considerato positivo per unindicedi espressionedi CD64> 1,5.

Risultati. Un CD64 index > 1,5 é stato osservato in 26/27 pazienti affetti daseps 0 infezione sistemicaconfermatacolturamente;
in un solo paziente con esame colturale positivo il CD64 index érisultato di 1,43; in tutti i soggetti di controlloil CD64 index
erisultato inferiore al cut-off, con sensibilitadi 96,65%, specificitadi 100%, V PP=100%, VV PN=80%, superiori rispetto ale
prestazioni ottenute dal dosaggio deil PCT: sensibilita=69.56%, specificitd=91,66%, VPP=93,75%, VPN=27,27%. || CD64
index, inoltre, hamostrato bassa correl azione con gli atri parametri biochimici determinati: PCR, VES, IL-6.

Discussione e conclusioni. Sullabase dei risultati ottenuti il CD64 index sembra essere un marcatore precoce di sepsi, con
elevati sensibilita, specificita, VPP e VPN, con prestazioni diagnostiche migliori rispetto ai parametri biochimici attualmente
in uso; in considerazione della semplicita e rapidita di esecuzione del test su piattaforma ematol ogica/citofluorimetrica e
prevedibile che questo parametro possatrovare unapiu ampiadiffusione nella praticaclinicae contribuire ad un pit rapido
approccio diagnostico e prognostico-terapeutico ai pazienti settici.
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PERFORMANCE OFAUTOMATED PLATELET QUANTIFICATIONBY USING EVOLUTED A2-02
ANALYSERIN COMPARISONWITHAN IMMUNOLOGICAL REFERENCEMETHODSIN
THROMBOCYTOPENIC PATIENTS

S. Valverde, E. Trabuio, F. Antico, G. Gessoni
Servizio di Medicinadi Laboratorio Ospedale di Chioggia (VE)

Background: rapid and accurate analysis of platelet count plays an important role in evaluating hemorrhagic status ad in
assess the need of platelet transfusion. Therefore the authors evaluated platelet counting performance of haematology
analysers using optical impedance and immunological methods in thrombocytopenic patlents

Materials and Methods: We considered 99 patients with platelet count under 50* 109 plt/L. We compared platelet
counting obtained by using ADVIA 2120 (optical method), Cell-Dyn Sapphire (optical, impedance and immunological
methods with CD61), in comparison with a double staining (CD41+CD61) immunological method.

Results: All the considered methods showed a good correlation with the reference’ s one despite a overestimation in
platelet quantification. The inaccuracy degree are higher at platelet count under 20* 109 plt/L. The use of Bland-Altman
test confirmed these observatlon the mean platelet quantification obtained by using the referencelmmunologlcal method
(CD41+CD61) 5* 109 pIt/L lower than mean data obtained with ADV | A optical method, 2* 109 plt/L lower than data obtained
with Cell-Dynimpedanceand optical methods, 0.3 * 109 plt/L lower than dataobtained with Cell-Dyn immunological (CD61)
method.

Conclusions: Clinicians who utilize platelet thresholds below 20* 109 must be aware of the limitations in precision and
accuracy of cell counters at thislevel of platelet count. Accurate counting of low platelet numbers may create difficulties
when trying to reduce the threshold below 20* 109

LEUCODEPLEZIONE UNIVERSALE PRE STORAGE: A2-03

VALUTAZIONE DEI LEUCOCITI RESIDUI INCITOFLUORIMETRIA

S Valverde', A. Giacomini, E. Trabum F. Antico’, G. Ruffato’, M. Salvadego G. Gessoni ™
"Servizio di Medicina di Laboratorio; “Centro Trasfusionale A-ULS 14 Chioggia

Premesse: Il Servizio Trasfusionale della A-ULS 14 di Chioggia, nell’ambito di una armonizzazione delle procedure
produttive in ambito Provinciale ha adottato la leucodeplezione universale pre-storage per tutti gli emocomponenti
cellulari. E' stato quindi necessario implementare un sistema per la valutazione dei leucociti residui per valutare la
qualita degli emocomponenti prodotti.

Materiali e Metodi: Per la valutazione di WBC residui € stato utilizzato un citofluorimetro Beckman-Coulter Epics XL
ed un kit commerciale (LeukoSure Enumeration Kit della Beckman-Coulter) il test utilizza come marcatore fluorescente
lo ioduro di propidio. Il metodo adottato comporta la lisi e permeabilizzazione del campione che poi viene trattato con
ioduro di propidio ed RNAsI. Il marcatore si lega specificatamente a DNA a doppia elica riconoscendo gli elementi
nucleati. || metodo & accreditato per un range dinamico da 0 a400 elementi microlitro. Lavalutazione e stata condottain
doppio utilizzando in parallelo la conta microscopicain camera di Nageotte. Le unitadi sangue intero (450 mL) vengono
raccolte in sacche quadruple top& botton Fresenius (Ref T3977 con filtro in linea RCC).

Risultati: Dal mese di Gennaio al mese di Agosto 2008 abbiamo valutato 48 unita di emazie concentrate deleucocitate.
Il volume medio delle unita era di 250 mL. Utilizzando il metodo in Citofluorimetria il numero assoluto dei leucociti
residui per unita era compreso tra 15.000 ed 81.000 (28.125+16.855). Utilizzando la camera di Nageotte il numero
assoluto di leucociti residui era compreso tra 10.000 e 120.000 (55.437+63.783).

Discussione: | risultati ottenuti nel nostro SIT sono assolutamente soddisfacenti in quanto in tutti i campioni abbiamo
ottenuta una stima dei WBC residui inferiore a 200.000 per unita di GRC. La valutazione della qualita dei preparati
leucodepleti tradizionalmente condotta con metodo manuale con camera citometrica di Nageotte pud oggi essere
implementata con strumentazione citofluorimetrica con evidenti vantaggi di accuratezza e precisione.
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A PROPOSED DIAGNOSTIC APPROACH TOMOLECULAR PATHOPHYSIOLOGY OF A2-04

INHERITED DISORDERSIN HAEMOGLOBIN SYNTHESIS

C. Vendramin, C. Dellora, R. Portalupi, A. Appiani, R. Rolla, G. Bellomo
SCDU Laboratorio Ricerche Chimico Cliniche, AOU Maggiore della Carita, Novara

Aim: The purpose of this study was to investigate a diagnostic approach to molecular pathophysiology of inherited
disorders in haemoglobin (Hb) synthesis with the most appropriate screening criteria.

Methods: Peripheral blood samples were routinely collected into EDTA. Between November 2007 and January 2008
258 samples were processed for HbA2 quantification. The initial tests included a complete blood cell count, with the
determination of Hb, mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular Hb (M CH), mean corpuscular Hb concentration
(MCHC) (Sysmex XE 2100, Dasit Group), and High Performance Liquid Chromatography (HPLC) for HbA2 and HbF
quantification and identification of Hb variants (HbS, HbD, HbC) (Variant || Dual Kit program, Bio-Rad).

Results: Thirty-one patients (12.1%) with HbA2 concentration = 3.5% were considered “positive”, 69 patients (26.7%)
with HbA2 concentration between 3.0% and 3.5% were identified as “grey area’, in the remaining 158 patients (61.2%)
the HbA2 concentration resulted < 3.0% and they were considered “negative”. In the “positive” patients mean value of
HbA2 was 5.4 + 1.8%, of MCV was 66.6 + 11.78 fl, of MCH was 21.4 + 4.24 pg, of MCHC was 32.0 =+ 1.61 g/dI. Then,
258 patients were divided into two groups on the basis of the MCV: 71 patients (27.5%), showing MCV < 80 fl; 187
patients (72.5%) showing MCV > 80 fl. Among 71 patients with MCV < 80 fl, 25 patients were “positive” (80.6%), 6
patients were in the “grey area’ (8.7%), 40 patients were “negative” (25.3%). A second level molecular biology analysis
has been performed for some of the patientsin the “grey area” and for the o nes with HbA2 > 3.5%. Using this analysis,
30 (73%) patients had (3 thalassemia trait, 2 (5%) a thalassemia trait, 6 (15%) non specified mutations and 3 (7%)
absence of mutations. From the statistical analysis emerged that MCV showed a relatively high sensitivity (80.6%) and
avery high negative predictive value (96.8%).

Conclusions: On the basis of the results of this study we have built a diagnostic approach which leads to a more efficient
request of Hb chromatography and we have also identified the better HbA2 cut-off as 3.5%.

SPLENOMEGALY ANDMILD HAEMOLYTICANAEMIA INA PATIENT DOUBLE A2-05
HETEROZYGOTE FOR HbC AND HbO-Arab

C.Vendramin,L.Zeno, M. Manzini, S. Piccotti, C. Dellora, G. Bellomo
SCDU L aboratorio Ricerche Chimico Cliniche, AOU MaggioredellaCarita, Novara

We report the case of a35-year old Moroccan man who presented with mild haemolytic anaemia, characterized by red cells
with reduced mean corpuscular volume (MCV, 71,1 fl), reduced mean corpuscular haemoglobin (MCH, 26,2 pg), increased
mean corpuscular haemogl obin concentration (MCHC, 36,9 g/dl) and increased reticul ocytes (RET, 29,1 x 10"3) (Sysmex XE
2100, Dasit Group). The peripheral blood smear showed hypocromic mycrocitic red cells and target cells. The results of
biochemical parameterswere: serumiron 78 pg/dl, total iron binding capacity (TIBC) 150 mg/dl, transferrin saturation (TS)
37% and serum ferritin 245 ng/ml, total bilirubin 1,81 mg/dl, indirect bilirubin 1,04 mg/dl, LDH 338 U/ | (Advia2400 and Advia
Centaur, SiemensHealthcare) and aptoglobin 8 mg/dl (BN2, Dade Behring). The patient presented headache and splenomegaly.
High Performance Liquid Chromatography (HPL C) showed Hb variant peaks: HbF 0,6%, HbA 2 4,3%, an unknown peak 43%,
HbC 45% (Variant | Dual Kit program, Bio-Rad). The presence of HbC was confirmed using 3-Globin StripAssay (Viennalab
Diagnostics GmbH). There was no evidence of mutations on the a-globin gene using a-Globin StripAssay (Viennal ab
Diagnostics GmbH). The DNA analysis confirmed the heterozygous for HbC (36 Glu->Lys) on an allele and showed the
heterozygousfor HbO-Arab (121 Glu->Lys) onthe other alele.

In our casethe patient resulted doubl e heterozigote for HbC and HbO-Arab and presented splenomegaly and mild haemolytic
anaemia, in contrast with theliterature where heterozygotesfor either HbC or HbO-Arab were described without clinical and
laboratory abnormalities. If we consider the erythrocytic pathophysiology of HbO-Arab which involvesthe dehydration of
red cellsdueto the K:Cl cotransport system, we can hypothesize that this pathological activity is connected with a charge-
dependent interaction of HbO-Arab and HbC with the red cell membrane and/or its cytoskeleton. This abnormality could
depend upon the similarity of the charge or the similar consequences of the presence of two mutations which occur at
opposite ends of the (3-chain. This abnormality occurs early in red cell development and predisposes its carriers to an
additional haemolytic risk factor, which can explain mild haemolytic anaemia and a consequent splenomegaly. In some
occasions splenectomy is needed because of hypersplenism and mechanical encumbrance, asfor the patientswith thalassemia
intermedia.
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CARATTERIZZAZIONE DI UNA NUOVA VARIANTE EMOGLOBINICA A2-06

D.Tanca*, G. Devoto*, F. Deiana*, B. Luciano*,A. Lisi*, G. lvaldi**
*aboratorio Analisi, ASL4 Chiavarese, Lavagna; ** Laboratorio di Citogenetica, Centro Microcitemie Osp.Galliera, Genova

Scopo del Lavoro: identificazione di unanuova variante emoglobinica.

Materiali e Metodi: durantelavalutazione di un cromatogrammaeseguito per sospetto trait tal assemico abbiamo evidenziato
lapresenza di un picco identificato dallo strumento come HbS (Variantll,Biorad). La negativita del test di sickling ci ha
indotto ad eseguire la caratterizzazi one molecolare dellavariante emoglobinicatramite |’ analisi dellasequenzanuclectidica.
Risultati: abbiamo evidenziato alivello del codone 6 del gene beta globinico la presenza della mutazione A>G allo stato
eterozigote. Tale mutazione determina una sostituzione aminoacidica GLU>GLI. Tale variante non appare instabile ai test
specifici e considerando che il codone 6 € coinvolto in contatti all’ esterno della struttura terziaria, si pud dedurre che la
mutazione non dovrebbe determinare variazioni per quanto riguardail legamecon|’0,.

Discussione e Conclusioni: tal e variante emoglobinicanon é mai stata descrittaed é stata denominataHb Lavagna.Analoga
mutazione € nota e documentata sul codone 7 e corrisponde allaHb G. St. José. Nullaé possibile prevedere sul piano clinico
nel caso lavariante Lavagna dovesse associarsi ad altro difetto delle catene beta (talassemie /o varianti).

Analisi della sequenza nuclectidica
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UTILITA’DELLA CITOFLUORIMETRIA NELLA DIAGNOSI PRECOCE DI RECIDIVA A2-07
DI TRICOLEUCEMIA

C. Scafuro
Dipartimento dei servizi Sanitari, Laboratorio di Patologia Clinica, Vibo Valentia

Premessa e scopo del lavoro: La citofluorimetria rappresenta uno strumento rapido e potente per la definizione della
linea di appartenenza di una popolazione di cellule e del loro stato di maturazione. Il GAS-E della SIMeL conferma la
difficolta, tuttora presente per tutti gli analizzatori ematologici,nella valutazione di alcune popolazioni cellulari tale per
cui non riesce soddisfacente il risultato in termini di precisione ed accuratezza analitica. La citofluorimetriaintegrandosi
con gli analizzatori ematologici colma questo gap rendendo piu accurata la diagnostica ematol ogica.

Scopo del lavoro & la descrizione di un caso di recidiva di HCL diagnosticato con I'ausilio della citofluorimetria.
Materiali e metodi: un uomo di anni 69 & pervenuto alla nostra osservazione in seguito al’insorgenzadi sintomi sistemici
(astenia, febbricola,dolori osteo-articolari); all’ anamnesi unico dato significativo il riscontro di una splenectomiaeseguita
in corso di trattamento di HCL, successiva remissione. L’ esame emocromocitometrico mostrava i seguenti dati: WBC=
3500/uL ,Hb= 10,4 g/dl,PLT= 89.000/uL; linfocitosi modesta. All’esame microscopico s evidenziava la presenza di
alcune cellule mononucleate con presenza di estroflessioni citoplasmatiche. |l fenotipo leucocitario € stato eseguito
sul sangue intero col Citofluorimetro Epics-XI utilizzando un pannello di Abmo specifico.

Risultati: il fenotipo delle cellule esaminate presentava il seguente quadro: CD19+, CD22+, CD5, CD10, CD103+,
CD11c+, CD25+. L'esame morfologico del periferico e I'immunofenotipo confermavano la recidiva della leucemia a
cellule capellute.

Discussione e conclusioni: laleucemiaatricoleucociti € unararaformadi leucemia cronica (2% delle leucemie linfoidi)
che si presenta con un pattern fenotipico specifico. La caratteristica della HCL e la presenza nel sangue periferico di
cellule mononucl eate di taglia medio-grande con el evato rapporto nucleo-citoplasma; delicate propaggini citoplasmatiche
che simulano la presenza di villi. Néel caso in esame, il sospetto della presenza in circolo di cellule capellute é stato
confermato dall’immunofenotipo, permettendo di eseguire rapidamente una corretta diagnosi. La diagnostica delle
neoplasie ematol ogiche rappresenta uno dei piu avanzati campi di applicazione della citofluorimetria a flusso.
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RUOLO DELLA CITOMETRIAA FLUSSO NELLA DIAGNOSI DI EMOGLOBINURIA A2-08
PAROSSISTICA NOTTURNA (EPN)

C.Arfini°,M.M. Ciriello®, T. Callegari®, L. Calcagno®, A. Bellor a*
° Dipartimento Patologia Clinica, * SOC Ematol ogia. Azienda OspedalieraS.S. Antonio e Biagio e C. Arrigo, Alessandria

Scopo del lavoro. L' EPN éunararaformadi anemiaemoliticacaratterizzatadaemolisi intravascolare, insufficienzamidollare
etendenzaallatrombosi, la cui patogenesi € legata alla mutazione somaticadel gene PIG-A (braccio corto cromosoma X)
nellacellulastaminale chedaorigineal clone cellulare patologico. Tale alterazione determinaun deficit parziale o totale di

tutte le proteinelegate allamembranaattraverso |’ ancora GPI (glicosilfosfatidilinositol o), per esempio il CD55 (DAF) eil

CD59 (Protectinao MIRL). Con questo lavoro vogliamo evidenziare comel’ analisi immunofenotipicain citometriaaflusso
di proteine GPI-ancorate (GPI-AP) su eritrociti e leucociti, sia un test rapido, sensibile e specifico per lo screening e la
diagnosi di EPN.

Materiali e Metodi. Immunofenotipo in citometriaaflusso con metodo diretto e pannello anticorpale; CD59PE su eritrociti

egranulociti, CD66bFI TC su granulociti, CD48PE sulinfociti, CD14F TC/CD33PE e CD48PE/CD33APC sumonoaciti. I test &
positivo quando si evidenziacarenza o assenzadi almeno due GPI-AP su duelineecellulari.

Risultati. Dal 1999l nostro laboratorio hatestato il sangue periferico di 82 pazienti con sospetto clinico di EPN, riscontran-
do presenzadi clone EPN in 4 pazienti. Per 3di abbiamo evidenziato lapresenzadi unclone EPN tipo |11 (deficit completo
di proteine GPI-AP), mentreil IV érisultato portatoredi un clone EPN tipo |1 (deficit parziale). Intutti i casi s trattavadi EPN
primitiva, con evidenzaclinicadi emolisi intravascolare.

Discussione e Conclusioni. L' analisi immunofenotipicadelle GPI-APsu emazie eleucociti il test specifico per ladiagnosi

di EPN. Ladimostrazionedi carenzao assenzadi alcune GPI-AP permettedi classificareil tipodi EPN (11 ol11). Recentemente
il test viene utilizzato intrial clinici per valutare larispostaallaterapia con Eculizumab, un anticorpo monoclonal e diretto
contro lafrazione C5 del complemento, cheriducel’ emolisi intravascolarein pazienti affetti daEPN.

NEW RETICULOCYTE PARAMETERSASPOTENTIAL MARKERSOF IRONAVAILABILITY A2-09
INHAEMODIALYLISPATIENTSDURING IRONAND ERYTHROPOIETIN THERAPY

G.Bellomo, R. Serino, G. Bertani, S. Tota, C. Navino,A. DeMauri, C. Ddlora, C. Vendramin
SCDU L aboratorio Ricerche Chimico Cliniche, AOU MaggioredellaCarita, Novara

Aim: Our aim wasto evaluate iron availability in haemodialylis patients during iron and erythropoietin (EPO) therapy.
Methods: Thisstudy included 82 patients (50 men and 32 women) with amean age of 68 years (range, 33-86 years) who were
receiving regular haemodialysisthreetimesaweek. Patients had been treated with iron and EPO. Haematol ogical parameters
were assayed on Sysmex XE 2100 (Dasit Group). Biochemical and immunochemical parameterswere assayed on Advia 2400
and Advia Centaur (Siemens Healthcare). The tests included complete blood count, reticulocyte parameters, serum iron,
total iron binding capacity (TIBC), transferrin saturation (TS) and serum ferritin.

Results: At firgt, iron statuswas evaluated in al the patients: serumironwas51.11 (10- 127) mg/dl, TIBC was 156.58 (78 - 261)
mg/dl, TSwas23.91 (5 - 50) %, serum ferritin was 339.27 (26 - 1374) mg/dl, haemoglobin (Hb) was 11.50 (8.9 - 14.6) g/dl and
red blood cellswere 3.87 (2.59 - 4.91) (x 10"6/W). Therewas no correlation between Hb and serumiron or TIBC or TSor serum
ferritin. MCH valueswere correl ated with serum ferritin (r=0.228, p=0.004). MCHC valueswererelated to serumiron (r=0.399,
p=0.001) and TS (r=0.323, p=0.003). Some patientsresulted iron deficient. Then, in asecond step the new red cellsparameters
were analysed to determineiron availability: in al the patients mean val ue of reticul ocyte haemoglobin equivalent (RET-He)
was 32.42 (24.4 - 38.4) pg. We considered the value of 30.5 pg for RET-He to determine patients needing iron supplementation,
asreportedin literature. Patientswere divided into two groups according to RET-He, but the cut-off value of RET-He did not
differentiate the two groupsin iron-deficient or iron-sufficient. Then we considered delta-He (D-He), which isthedifference
between the average haemogl obin equivalentsfor red blood cells and reticul ocytes, respectively. It isasensitive indicator
for changesin the haemoglobin content of reticul ocytes. The mean value of D-Heresulted 2.55 (-1.9—-6.0) pg.
Conclusions: In the patients here investigated, RET-He did not seem to differentiate between patients who need iron and/
or EPO therapy. Haemodialysis patients were characterized by several clinical changes. In this study wefound patientswith
low TSand normal serum ferritin and patientswith normal TS and low serumferritin. D-Hewas positivein thelarge majority
of the patients, thus suggesting an iron-sufficient condition. We also have to consider the effect of previously administered
iron and EPO therapy.
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EMOGLOBINA SETEROZIGOTE E GRAVIDANZA A2-10

M. Mercadanti, A. Caleffi, C. Monica
U.O. DiagnosticaEmatochimica, Azienda Ospedaliero-UniversitariaParma

Introduzione: L’emoglobina S & lavariante strutturale piu frequente nel mondo ed in Italia.

L appropriatezzadellarichiesta per |adeterminazione dell’ assetto emogl obinico assume particolarerilevanzain gravidanza,
condizionein cui sono preminenti i risvolti eugenetici. Il nostrolavoro si prefiggedi valutare se nelle gravide portatrici di Hb
Sesistono alterazioni degli indici eritrocitari suggestive per emoglobinopatie e selapercentualedellavariante €influenzata
dallagravidanza.

Materiali e metodi: Sono stati valutati gli indici eritrocitari (RBC, Hb, MCV) el’ assetto emoglobinico in 23 gravide portatrici
di Hb Seterozigote. Per gli indici eritrocitari € stato utilizzato il contaglobuli X E-2100 Dasit. Lo screening per emoglobinopatie
estato condottoi n HPLC (Variant || Bio-Rad, Milano), laconfermadellaHb S e stata eseguitamediantetest di falcizzazione
emigrazione elettroforeticaalcalina.l parametri valutati sono stati confrontati con quelli di un gruppo di controllo costituito
da portatrici Hb S non gravide: per ogni caso € stato scelto un controllo con pari valore di Hb. Sono state escluse dalla
casistica4 gravide con coesistente difetto alfa talassemico, unacon grave anemiasideropenicaed unain crisi malarica, per
le evidenti alterazioni eritrocitarie. In 6 gravide sono stati confrontati i parametri in valutazione con quelli di controlli
precedenti ala gravidanza, le gravide con anemia sideropenica e crisi malarica sono state rivalutate un anno dopo la
gravidanza.

Risultati: Nelle gravide portatrici, eta media 32 anni, una paziente italiana e le rimanenti provenienti per lo pit dal Nord
Africa, il valoremediodi RBC era4,151304 + ds 0,43, di Hb 11.5gr/dl £ 1.03, di MCV 81.48fl £ 5.38, lapercentualedi Hb S
37.56%+ 3.11, Hb A2 2.99% + 0.18, Hb F 0.89% + 0.55.1 valori degli stessi parametri nel gruppo di controllo (etamedia35.6
anni) erano sovrapponibili; RBC 4.170435+ 0.47,Hb 11.5gr/dl +£ 1.04, MCV 82.26fl £ 6.19, Hb S36.46 + 2.54, HhA22.84 + 0.22,
Hb F 0.74 £ 0.50. | parametri pregravidanza mostravano un lieve aumento dellaHb, andamento variabile di RBC e MV C,
invariatalapercentualedi Hb S. Gli indici eritrocitari delle pazienti con sideropeniaecrisi malaricarientravano nellanorma
dopo terapiamarziale, lapercentualedi Hb Saumentavadel 12.6 edel 11.8%.

Conclusioni: Dai nostri risultati si evince chelanormalitadegli indici eritrocitari in gravidanzanon esclude |a presenza di
unaHb Seterozigote, quindi I’ appropriatezzadell’ indagine non pud essere val utata sol o sullabase del parametri eritrocitari,
ma anche sullaval utazione anamnestica comprensivadella provenienza da zone ad el evato rischio per queste patologie. La
percentuale dellaHb S non sembra modificata dalla gravidanza, quindi non & necessario rival utare una portatrice nota.
RiMd/1JLaM 2007; 3: 256-261

CITOGENETICA CONVENZIONALE EMOLECOLARE SU 100 PAZIENTI CON LEUCEMIA A2-11
LINFATICA CRONICA

C.Consoli, G. Ferranti, V. Fiocco, F. Mauro, M. Mancini, M. Nanni
Lab di Citogenetica, Dip di Biotecnologie Cellulari ed Ematologia, La SapienzaUniversitadi Roma

Scopo del lavoro; Trai disordini linforoliferativi laleucemialinfaticacronicaacellule B (B-LLC) @uno dei piu frequenti nella
popolazione occidentaleoltrei 60 anni. || decorso clinico évariabile, daformeasintomatiche aforme aggressive. Lacitogenetica
convenzionale (CC) e molecolare (FISH) insieme all o stato mutazional e dellaregione variabile delleimmunoglobuline, ha
assunto un ruolo fondamentale alivello predittivo prognostico. Per il basso indice mitotico delle cellule B leucemiche, la
FISH édiventatalatecnicad’ elezione per valutare | e aberrazioni cromosomiche classiche. Recenti evidenze hannorivalutato
il ruolo dellaCC per laricercadi nuove anomalie asignificato prognostico. Scopo del lavoro e stato quello di confrontare
gueste metodiche e valutarneil valore prognostico su 100 pazienti.

Materiali emetodi: Nell’ambito di protocolli terapeutici, in corso presso il nostro I stituto,e stataeseguital’ analisi citogenetica
elaFISH su colture stimolate con mitogeni a 72 oredi sangue periferico di 100 pazienti, 71 maschi e 29 femminedi etamediana
54 anni al’ esordio o0 con malattiastabile. Ladiagnos di B-LL C é stataeffettuatain accordo coni criteri morfo-immunofenctipici

standard su sangue periferico.l cariotipi sono stati alestiti mediante |e tecniche citogenetiche standard, per laFISH é stato
utilizzato un pannello di 6 sonde: 17p13;11922;afal2;13q14;6021;14932

Risultati: 1l successo diagnostico € stato del 99% in FISH e del 65% in CC. Anomalie clonali del cariotipo sono state
riscontrate nel 45% dei casi valutabili, mentrelaFI SH haevidenziato anomalienel 78%dei casi. | risultati dellaCC sono stéti

confrontati coni dati dellaFISH. “Nuove’ anomalie hanno riguardato un caso di trisomia 7, un caso di delezione 9q, alcune
traslocazioni (3 casi) etre casi con cariotipo complesso Intutti i casi con cariotipo complesso, in FISH e stataevidenziatala
delezione di p53,indice di prognosi altamente sfavorevole.Riguardo all’ analisi FISH, e anomalie pit frequenti riscontrate
sono state: del(13q) nel 48% dei casi, tris 12 nel 10%, del(11q) nel 8%, del(17p) nel 7%, del(6q) nel 4%, del(14q), nel 39%, in
lineacon laletteratura.

Discussione e conclusioni: Nella valutazione clinica della LL C la citogenetica contribuisce con importanti informazioni

prognostiche, il dato che emerge da questo studio € 1’importanzadi utilizzare entrambe le metodiche CC e FISH interfasica
in quanto risultano essere complementari e possono aggiungere dati rilevanti. Laloro applicazione su pit ampie casistiche
potraconsentir edi individuare nuove anomaliericorrenti che contribuiranno achiarire lapatogenesi di questamalattiacosi

diffusanel mondo occidentale.




RIMeL / IJLaM 2008; 4 (Suppl.) 145

RICERCA DI ALCUNEALTERAZIONI CROMOSOMICHE NELLA LEUCEMIA LINFATICA A2-12
CRONICA (LLC)MEDIANTE IBRIDAZIONE IN SITUA FLUORESCENZA (FISH)

B. Milanesi®, E. Ascari*, P. Barbieri*, E. Bonera*, F. Busi*, M. Calarco*, G. Montini*, M. Morandi*, L. Orsini*,
V. Pasotti*, A. Regazzoli*, E. Zola*
°Dip.Med. di LaboratorioA.O.Desenzano del Garda, *Lab.Analisi A.O.Spedali Civili Brescia

Scopo del lavoro: dacircatre anni ricerchiamo con metodica FISH al cune alterazioni cromosomiche in pazienti affetti da
LLC, dato che e stato messo in evidenza che la loro presenza pud essere correlata con una diversa prognosi e con una
possibileresistenzaal trattamento con fludarabina. L’ utilizzo dellaFISH permette di analizzare anche celluleininterfasee
quindi puo essere applicataanche su cellule che entrano difficilmentein replicazione (comeéil caso dei linfociti dellaLLC)
edallequali edifficileottenere metafasi analizzabili mediantetecnichedi citogeneticaconvenzionale; inoltrelametodicapud
essere eseguita anche su sangue periferico e non necessariamente su midollo. Le alterazioni cromosomiche che abbiamo
ricercato sono: 1) ladelezionedel genep53 (regione 17p 13.1), 2) ladelezionedel geneATM (regione 11g22.3), 3) ladelezione
dellaregione 13g14.3, 4) latrisomiadel cr.12.

Materiali e metodi: sono stati esaminati 132 pazienti affetti daLLC; le cellule sono state prima trattate con una soluzione
ipotonicadi KCI e poi fissatein soluzionedi Carnoy (metanol o/acido acetico 3:1), primadi essere dispensate su un vetrino.
Lesonde utilizzate per I’ esecuzione dellaFI SH, prodotte dalladittaVysis, sono le seguenti: LS| p53, cheibridizzain regione
17p13.1; LSI ATM, cheibridizzainregione 11q22.3; LS| D13S319, cheibridizzain regione 13q14.3; CEP 12, cheibridizzain
regione 12p11.1-q11. L'analisi FI SH e stata eseguita seguendo lametodica consigliatadalladitta produttrice.

Risultati: dei 132 pazienti analizzati 38 (29%) sono risultati negativi per tutte e quattro |le alterazioni che abbiamo ricercato,
mentregli altri 94 (71%) hanno presentato unao piu anomalie; in particolare 17 (13%) ladelezione del gene p53, 15 (11%)
quelladel gene ATM, 56 (42%) la delezionein regione 13q14.3 e 27 (21%) latrisomiadel cr.12; in 21 pazienti (16%) si €
osservatala presenza di una doppia alterazione.

Discussione e conclusioni: laricercadi aterazioni cromosomiche nei linfociti di pazienti affetti da LLC sta acquisendo
importanza sia da un punto di vista prognostico, essendo alcune di esse associate ad un andamento peggiore o migliore
dellamalattia, siadaun punto di vistaterapeutico, dato chelapresenzadi particolari anomalie (specieladelezione del gene
p53) correlano con unaresistenzaal trattamento con fludarabina. Nel nostro studio abbiamo utilizzato laFISH per I’ analisi
di quattro alterazioni cromosomichein 132 pazienti ed érisultato che un’ elevatapercentualedi (71%) presentaameno
unadelleanomaliericercate.

COMPARAZIONE FRA ELETTROFORESI SU GEL DI AGAROSIO E CAPILLARYSPER A2-13
LARIVELAZIONE DI COMPONENTI MONOCLONALI

F. Bruno*, F. Bonanni*, M. Ruggeri®, G. Dicuonzo*
*Poaliclinico Universitario Campus Biomedico Roma; °A.O. San Giovanni Addolorata Roma

Scopo del lavoro: Compararelasensibilitaelaspecificitadellametodicain gel di agarosio ein Capillarysnellaindividuazione
delle componenti monoclonali.

Materiali emetodi: 405 sieri inviati per elettroforesi proteicadi routine sono stati sottoposti aelettroforesi su gel di agarosio
eelettroforesi capillare contemporaneamente(Sebia). | ferogrammi sono stati val utati indi pendentemente da due operatori
diversi;tutti i sieri con sospetta componente monoclonale sono stati sottoposti aimmunofissazione (1FE) (SEBIA).
Risultati: Sono state accertate 76 componenti monoclonali. Per elettroforesi su gel lasensibilitaéstata0.79, laspecificita0.9
5,LR+15.94 e LR- 0.221; per capillarys sono state rispettivamente: 1.0, 0.90, 9.774, 0.00.

Discussione: Ledifferenze riscontrate sono notevoli, in parte dovute alla concentrazi one protei ca necessaria per metterein
evidenza la monoclonalita; infatti la capillarys riconosce le componenti monoclonali piccole significativamente di piu
ddl’ agarosio (P<0,001).
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IMMATURITA' MIELOIDE: CONFERMA CITOFLUORIMETRICA INCYTODIFF A2-14
PER TRE CASI CLINICI

A.M. Cenci, M.Blas,A. Coco, P. Ferrari, R. Ritzcallah
Laboratorio NOCSAE, AUSL Modena

Il significato clinico dei parametri posizionali (PP) dei sistemi Coulter LH & ampiamente dimostrato in letteratura. Essi
rappresentanoi valori medi (M) di deviazionestandard (DS) di Volume (V), Conduittivita(C) e Scatter (S) delle sottopopol azioni
WABC, lacui variazionedai valori di normalitaindicaanomalie morfol ogicheriscontrabili a microscopio ottico. Conimmaturita
mieloide (Mylm) si hanno valori elevati di NeVM eNeV SD; se presente displasia, anche di NeSM e NeCM.

Scopo del lavoro: casi clinici scelti dallaroutine (circa 2000 test/gg) con regole PP, confermain citofluorimetriacon CytoDiff,
valutazione di sincretismo tecnologico nellavalidazione di campioni patologici.

Materiali emetodi: 3 campioni fermati daCoulter LH 750 (allarmi di sospetto, vaori anomali di PP), avviati amicroscopio per
Mylm per i criteri inuso ead andisi citofluorimetricacon Coulter FC500 dopo incubazione con cocktail di 6 marcatori, CD36-
FITC/CD2-PE+CRTH2-PE/CD19-ECD/CD16-Cy5/CD45-Cy 7*.

Risultati: campione PZ1:WBC=24.1 NE#=22.1; dlarme Gran-Imm1 e Gran-lmm2.Scatterpl ot: granulociti adimensioni eterogenee
e scarsa granularita: NeVM (166,6) e NeV SD (30,8) nettamente aumentati. A revisione, una quota di neutrofili presenta
ipogranularita. Lacitofluorimetriaconfermagranulociti divisi in due cluster per espressione di CD16:unamatura, apiu ata
intensitd, unacon graduale diminuzionedi intensita per progressivaimmeaturitd. Campione PZ2:WBC=7.5 NE#=6.6;alarmi
di sospetto di Mylm con valori anomali di NeVM (171.8) e NEV SD (28).La revisione microscopica evidenzia el ementi
immaturi (promielociti, metamielociti). Lacitofluorimetriaconfermadeati strumentali e presenzadi immaturi (6%); lo scatterplot
segnalaeterogeneitadi espressioned i CD16,come da eterogeneita di maturazione sopradescritta. Campione PZ3: WBC=
4.8 NE#=2.6;non allarmi morfologici per NE, ma PP compatibili con ipogranulatita (NeSM=135.9) e volume eterogeneo
(NevSD=26.2).

Discussione e conclusioni: nellanostraesperienza, microscopio e citofluorimetriaconcordano nellaconfermadei risultati in
campioni fermati daalgoritmi di sistema. Nell’ attual e assetto del |aboratorio e per certi allarmi si pudipotizzarel’ utilizzo della
citofluometriacon CytoDiff in un livello successivo aquello dello screening, e primadel microscopio. A questo livello, per
campioni come quelli riportati, si pud proporre anchelavalidazione conrilascio dei risultati senza passaggi ulteriori. Altre
volte pud esserci un rapido completamento utile per inquadramenti clinici. Lapossibilitadi sincretismi di tecnologie legate
daalgoritmi fornisce unanotevole miglioriaorgani zzativanellagestione dellerisorse del settore.

*Faucher et a.,Cytometry Part A, 71A: 934-944,2007

HEMATOFLOW: UN NUOVO APPROCCIOALLAVALIDAZIONE EMATOLOGICA A2-15

A.M. Cenci
Laboratorio NOCSAE, AUSL Modena

Scopo del lavoro: valutazione dell” impatto sulla gestione dellaroutine ematol ogica e significato diagnostico di un percorso
atecnologieintegrate con conferma.citofluorimetrica (metodica Coulter Cytodiff).

Materiali e metodi: sistemain completaautomazione Coulter LH1500 (3 analizzatori Coulter LH755 integrati dal gestionale
IL Hematology Manager); citoflurimetro Coulter FC500 con pannelli Coulter Cytodiff, 6 marcatori CD36-F TC/CD2-PE+CRTH2-
PE/CD19-ECD/CD16-Cy5/CD45-Cy7; campioni per emocromo.

Risultati; le performancedell’ insiemetecnol ogico di gestione del dato ematol ogico permetteil rilascio in completaautomazione
dell’83% dellaroutine. Del restante 17%, il 25% generarichiesta ed esecuzione automaticadel vetrino. La gestione della
routine € affidata a 2.5 validatori esperti nell’arco della giornata lavorativa. Il presente studio ha valutato la revisione a
microscopio di un operatore (validazionedi 36 vetrini) con un produttivitamediadi 1 vetrino ogni 3'. || sistemahapermesso
di validare avideo 10 campioni utilizzando leinformazioni storicizzate (dati, commenti, grafici eimmagini digitalizzate). |
restanti 26 campioni, allarmati per importanti anomalie morfologiche dei leucociti, sono stati analizzati siamorfol ogicamente
chein citofluorimetriacon un cocktail precostituito di monoclonali in grado di fornire unadiff a14 parametri. Laproduzione
del dato citofluorimetrico erisultata parallelaal processo di validazione fornendo risultati in tempo utile alla validazione
completadel dato analitico. Dall’ analisi dei dati ottenuti risultacheil sistemacosi integrato permette di ottenere le seguenti
performance: 28% di campioni validati grazie ad informazioni storiche, 25% di campioni con metodica Cytodiff, 28% di vetrini
analizzati ai quali associare leinformazioni da Cytodiff, 18% di vetrini analizzati per |a determinazione morfol ogicadegli
eventi.

Discussione e conclusioni: lagestionedi routineimpegnativerichiede sistemi di validazione e percorsi diagnostici adatti ad
ottimizzarelerisorse umane garantendo altaqualitaallerisposte diagnostiche. || sistematestato permettedi recuperarecirca
50" di tempo-uomo (51% = vetrini non pit darivedere). 11 ruolo dellamorfol ogiaclassicaviene confermato per un 18% del cas
con richiesta di un’ attenta verifica microscopica. Un dato positivo & costituito dalle notizie aggiuntive di cui pud venire
arricchitaunaquotadi campioni particolari, con prezioseinformazioni diagnostiche di secondo livello, intempi rapidi esullo
stesso campione (rapporto linfociti B/T, verificadiff, conteggio etipologiadi blasti) con |’ esecuzione del pannello Coulter
Cytodiff. Lapossibilitadi usufruire anticorpi monoclonali di facile esecuzione con metodi che standard facilmente gestibili e
protocolli fissi consente |’ utilizzo del pannello siacome approfondimento che come conferma diagnostica.
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LIVELLI SIERICI DI DICKKOPF-1NEI SOGGETTI AFFETTI DA GAMMOPATIE A2-16
MONOCLONALI DI SIGNIFICATO INDETERMINATO

G.Labreglio, R. Cardinali, D. Fiorentino, P. Capuani, L . Pappaccogli
U.O. Medicinadi Laboratorio, A.O. “Card G. Panico”, Tricase (LE)

Scopo del Lavoro. Dikkopf-1 (DKK-1) € unaproteinadi 28.672 Da prodottadaosteoblasti ed osteociti cheriveste un ruolo
fondamental e nella differenziazione e crescita degli osteoblasti e nellaregolazione del metabolismo osseo, controllando i
meccanismi di segnalazione di WNT e LRP5 (Diarra et al., Nature Medicine 2007). In alcuni soggetti con gammopatie
monoclonali di significato indeterminato (MGUS) si verifica, con un meccanismo non ancoradel tutto noto, unincremento
del riassorbimento osseo ed un’ aumentata preval enzadi fratture vertebrali (Minisolaet al., New England Journal of Medicine,
2007). Lo scopodi questolavoro edi valutaresei liveli sierici di DKK-1 svolgano un ruolo nello sviluppo dellacompromissione
scheletricanei pazienti con MGUS.

Materiali emetodi. | Livelli sierici di DKK-1 sono stati dosati in 128 pazienti affetti daMGUS (61 1gGk, 351gGLA, 91gAK, 13
IgAA, 81gMk e 2 IgMA)(51 femmine, 77 maschi; eta media 71+/-16 anni) ein 48 soggetti comparabili per sesso ed eta. 11
dosaggio del DKK-1 & stato eseguito con metodica immunoenzimatica a sandwich su micropiastra (Biomedica
Medizinprodukte, Wien) con CV intra-assay del 7%. Nessuno dei pazienti con MGUS edei soggetti di controllo presentava
fratture vertebrali o evidenze radiologiche di ostedlisi.

Risultati. | risultati hanno evidenziato una concentrazione siericadi DKK-1 significativamente pit bassanei pazienti affetti
daMGUS (8.6 +/- 7.9 pmol/l) rispetto ai soggetti di controllo (27 +/- 13.1 pmol/l); p< 0.001.

Discussione e conclusioni. Recenti studi suggeriscono che un aumento dell’ attivita osteocl astica sostenuto da vari fattori
attivanti (RA NK-L, parathyroid hormone-related protein, interleuchina-1 e macrophage protein 1-alfa) svolge un ruolo
determinante nellacompromissione scheletricache s sviluppain molti pazienti con mielomamultiplo ein acuni soggetti con
MGUS (Politou et a., British Journal of Haematology, 2004). Lariduzionedei livelli sierici di DKK-1 chefisiologicamente
svolge un ruolo di inibizione dell’ attivita degli osteoblasti, da noi osservata nei soggetti con MGUS, potrebbe essere
determinatadaun meccanismo di feed-back per contrastare|’ aumentato riassorbimento 0sseo con unincremento dell’ attivita
degli osteoblasti.

IL D-DIMERO NELLA DIAGNOSI DELLE TROMBOSI VENOSE PROFONDE A2-17

D. Gigante, C. Mazzone, M. L aneve, B. Gross
Laboratorio di PatologiaClinicadel P.O. Occidental e (M ottola-Castellaneta) AUSL Taranto

Scopo del lavoro: 1l tromboembolismo venoso acuto si manifesta clinicamente con trombosi venosa profonda (TVP) ed
eventuale emboliapolmonare (EP) e presentasiafattori di rischio ereditari che acquisiti. Il dosaggio del d-dimero (prodotto
di idrolisi dellafibrina), se negativo, esprimeun alto valore predittivo nell’ escludere TV Pe EP. L’ obbiettivo di questo studio
estato quello di valutarelafrequenzadi richiestadel dosaggio del d-dimero nei pazienti ricoverati, suddivisi per reparto, e
nei pazienti ambulatoriali esterni, osservando il numero dei soggetti arischiodi TVP.

Materiali e Metodi: |l dosaggio del d-dimero é stato ottenuto su plasma, dopo prelievo del sangue in provette con citrato
di sodio. Abbiamo utilizzato I’ analizzatore VIDAS (bioM erieux), principio EL FA (Enzyme Lynked Fluorescent Assay), che
impiegaanticorpi monoclonali in grado di riconosceregli epitopi non esposti del fibrinogeno o dei suoi prodotti di degradazione.
Risultati: Nel periodo compreso tra giugno 2007 e giugno 2008, presso il nostro Laboratorio di Patologia Clinica, € stata
condottal’ indagine su un totale 750 pazienti di cui 692 interni, 80 dellaCardiol ogia, 40 dellaChirurgia, 98 dellaMedicina, 394
dellaGinecologia, 72 del Pronto Soccorso, 6 dell’ Ortopedia, 2 dellaPediatria, e 58 pazienti esterni. Concentrazioni di d-dimero
inferiori 2500 ng/ml sono considerati normali, in gravidanzaanche fino a2000 ng/ml; valori tra2000 e 10.000 ng/ml fanno
sospettare TVP. Tratutti i reparti studiati lamaggior parte dei pazienti, che ha presentato un alta percentuale di sospetto di
TVP, & stata quella della Ginecologia con il 22%, seguito dall’ 8% dei pazienti esterni, 4,5% della Medicina, 3,5% della
Cardiololgia, 3,2% del Pronto Soccorso, 2,4% dellaChirurgia, 0,8% dell’ Ortopediae0,2% dellaPediatria.

Conclusioni: LaGinecologia, nell’ ambito dellaprevenzione del rischio di episodi tromboembolici in gravidanza, harichiesto
il maggiore numero di dosaggi del d-dimero, il 52%, con una percentuale di pazienti arischio di TVPdel 22%. L'indagine
condottain questo studio evidenzial’importanza strategicadel dosaggio del d-dimero nelladiagnosi precoce del rischio di
TVR
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VALUTAZIONE DI LABORATORIO DEI FATTORI DI TROMBOFILIAIN CHIOGGIA A2-18

G. Gessoni, S. Valverde, E. Trabuio, F. Antico
Servizio di Medicinadi Laboratorio Ospedale di Chioggia (VE)

Premesse: Latrombosi venosa é spesso il risultato dellainterazione di molteplici fattori di rischio, congeniti od acquisiti,
con un evento scatenante. In questo studio gli autori riportano la loro esperienza in una coorte di pazienti Italiani con
pregressa trombosi.

Materiali e Metodi: Sono stati considerati 292 pazienti consecutivi. Ciascun paziente e stato valutato utilizzando con il
seguente pannello di test funzionali e genetici per ricercare i fattori di rischio trombofilico piu rilevanti: PT, aPTT, TT,
Fibrinogeno, D-Dimero, AT 111 (AT3), ProteinaC (PC), Proteina S (PS), resistenzaallaPC attivata (APCR), anticoagulante
lupico (LA), Mutazione G1691A del FV (FVL), mutazione G20210A della protrombina, mutazione C677T del gene
MTHFR, anticorpi anti protrombina (PR) 1gG ed IgM, anticorpi anti B2GP1 1gG ed IgM, anticorpi anti cardiolipina (CL)
1gG ed IgM, Omocisteina.

Risultati: Nei 292 pazienti considerati abbiamo evidenziato 7 deficit di AT3, 4 di PC, 2 di PS, 3 mutazioni G20210A
della protrombina, 124 FV Leiden (11 omozigoti), 164 mutazioni MTHFR (30 omozigoti). 62 pazienti erano positivi ad
almeno un test per laricerca degli auto anticorpi anti fosfolipidi con il seguente pattern di positivita: 50 per LA, 25 per
anti-CL (14 1gG e 11 IgM), 27 per anti GP1B2 (17 1gG e 10 IgM), 10 per anti PR 1gG 33 soggetti presentavano livelli
plasmatici di omocisteina elevati.

Conclusioni: Nella coorte di pazienti esaminati il singolo piu frequente fattore di rischio trombofilico era la resistenza
alla PC attivata legata alla presenza del FV Leiden. | test per gli auto anticorpi anti fosfolipidi erano positivi in 62
pazienti, quasi la meta dei quali presentava reattivita multiple (da 2 a 6). 1l pannello di test prescelto permetteva di
evidenziare la presenzadi un fattore di rischio trombofilico nella grande maggioranza dei pazienti (80%). In 124 soggetti
(44%) era possibile dimostrare la presenza di molteplici fattori di rischio (da 2 a 4).

EVALUATION OF APROTHROMBIN TIME BASE TEST FOR DETECTION OF ACTIVATED A2-19
PROTEIN C RESISTANCE

G. Gessoni, S. Valverde, E. Trabuio, F. Antico
Servizio di Medicinadi Laboratorio Ospedale di Chioggia (VE)

Background: Factor V Leiden mutation (FVL) isthe more common cause on inherited thrombophiliain western Countries
and usually in Clinical Pathology Laboratories the approach to diagnosis of FVL is based upon functional tests that
allowed the revelation of an activated protein C resistance (APCr) phenotype by using aPTT based assay. In this study the
authors evaluated efficiency of two functional assays in comparison with to genetic diagnosis.

Materials and Methods: We considered 292 patients send to our Laboratory to investigate the presence of thrombophilia
after an episode of deep venous thrombosis. These subjects were evaluated by using routine protocol adopted in our
Laboratory. Moreover all these samples we re tested by using beside the routine aPTT based assay (Diagen APC-R), with
anew PT based test for revelation of APCr (Pefakit APC-R).

Results: Among the considered 292 patients the genetic study identified 124 (42.5%) FVL carriers: 111 heterozygous
and 13 homozygotes. In discrimination between normal subjectsand FVL carrier the aPTT based assay had a SE 1.00 and
SP of 0.99, in discrimination between homozygous the performance was less satisfactory (SE=0.93, SP=0.96). In
discrimination between normal subjectsand FVL carrier the PT based assay had a SE 1.00 and SP of 1.00, in discrimination
between homozygous the performance also very good (SE=1.00, SP=0.99). The heterozygous subject classified as
homozygous by both methods, showed a FV deficiency and was considered as a “ pseudo-homozygote”.

Conclusions: Usually aPTT based test showed a satisfactory analytical performance to discriminate normal subjects
from FVL carriers but are less useful to discriminate between heterozygus and homozygous patients. Moreover these
tests are subjected to some interfering factors even iatrogenic (i.e. anticoagulant therapy) even due to the concomitant
presence of other thrombophilia risk factors (i.e. protein C deficiency or anti phospholipids auto antibody). In our
experience this PT based APC resistance assay provides improved discrimination between normal subjects and FVL
carriers compared with classical a PTT based methods, moreover this new assay allowed a good discrimination between
homozygous and heterozygous FVL patients.
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VELENO DI VIPERA DI RUSSEL DILUITO NELLA DIAGNQOSI DI LAC: A2-20
CONFRONTO DI REAGENTI

D. Giavarina, B. Faresin, U. Pizzolato, G. Soffiati
Laboratorio di Chimica clinica ed Ematologia, Ospedale “San Bortolo” — Vicenza

Scopo del Lavoro: 1l Veleno di Vipera di Russel Diluito (DVVR) & uno dei reagenti maggiormente utilizzati nella
diagnostica del Lupus anticoagulante (LAC), per la sua somiglianza alla trombina associata all’ insensibilita all’ eparina.
Lacorrezionedell’ allungamento del tempo mediante mix con plasmafresco esclude lapresenzadi anticorpi antifosfolipidi,
mentre la mancata correzione al mix e la correzione con eccesso di fosfolipidi conferma la diagnosi. E' noto che i
reagenti per i test coagulativi presentano ampie variabilita di sensibilita. Scopo di questo lavoro € verificare se tate
variabilita é presente anchetrai reagenti per test con DVVR, con e senza eccesso di fosfolipidi

Materiali e Metodi: sono stati valutati i reattivi Staclot® DRVV Screen and Staclot® DRVV Confirm (Diagnostica Stago,
Asnieressur Seine, France) (Stago) e DV Vtest® e DVV confirm® (american diagnosticainc. Stamford, CT, USA) (AD) su95
soggetti indagati per ricercadi LAC, in 14 dei positivi allo screening, con test di mix ed in 7 positivi al mix con test di
conferma. Il cut-off per lapositivitaera50 secondi. La

concordanza & stata val utata con test K di Cohen. 100 °

Risultati: Nel test di screening laconcordanza e stata Rmerican Giagn] 4 ° °

di 88 su 95 Nel mix di 14 su 14, mentre il test di [Btage | _nea  pos q
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UTILIZZO DI MULTIPLATEPERIL MONITORAGGIO DELLA TERAPIAANTIAGGREGANTE A2-21
(TA) CONACIDOACETLSALICILICO (ASA)

C.Rizzo, P. Pergolini, R. Ralla, G. Bellomo, E. Franchi*
Laboratorio di Ricerche Chimico-Cliniche; *UnitaOperativa Cardiologial,
Azienda Ospedaliera-Universitaria“MaggioredellaCarita’, Novara

Scopo del lavoro: La TA piastrinica costituisce uno dei piu efficaci sistemi di prevenzione secondaria delle patologie
cardiovascolari acute e croniche. Trai farmaci usati, I’ acido acetil salicilico (ASA), inibendoirreversibilmentelaCOX1 delle
piastrine, rappresentauno dei sistemi pit semplici ediffusi per il controllo dell’ emostasi dei pazienti arischio trombotico.
Tuttavia e difficile monitorare questo trattamento e individuare eventuali resistenze al farmaco. Abbiamo quindi voluto
monitorarei pazienti in trattamento con ASA, con dosaggi differenti, mettendo aconfronto due diverse metodiche di studio
dellafunzionalitapiastrinica.

Materiali e Metodi: Campione: (¢)127 pazienti del reparto di Cardiologiatrattati con ASA (75 mg, 100 mg, 160 mg, 300 mg) di
cui:

cl: 37% in trattamento esclusivo con ASA

c2: 55% in trattamento con ASA eclopidogrel 75 mg

€3: 6% intrattamento con ASA, clopidogrel 75 mg, eparina

c4: 2% intrattamento con ASA, clopidogrel 75 mg ed anti GPIIbllla.

Metodi. PFA 100 (Dade Behring): test di funzionalita piastrinica su sangue interno che valuta il tempo di ostruzione del
flusso impi egando cartucce contenenti CoEpi e COADP. Multiplate (Dasit): test di aggregazione piastrinicasu sangueintero
per impedenza, multicanale, che utilizzacometest di stimolazione ac.arachidonico (ASPI test), ADP(ADPtest), collagene
(COL test).

Risultati: Nel gruppo c1 tutti i pazienti esaminati sono positivi ad ASPI test, mentre soltanto il 35% € positivo a CoEpi; nel
gruppo c2 il 97% é positivo ad ASPI test, il 96% é positivo ad ADP, mentreil 59% é positivo a CoEpi; nel gruppo c3 tutti i
pazienti sono positivi ad ASPI test, 85% positivi ad ADP test mentre solo il 14% é positivo a CoEpi; nel gruppo c4 tutti i
pazienti sono positivi ad entrambi i test del Multiplate ed il 66% e positivo a CoEpi

Discussione e Conclusioni: Nella casistica esaminata, i tests di aggregometriaimpedenziometrica utilizzati su Multiplate
(Dasit), si sono rilevati in grado di evidenziarel’ efficacia della terapia antiaggregante con acido acetil salicilico,
indi pendentemente dal dosaggio impiegato, adifferenzadel test CoEpi si PFA che, a contrario, haevidenziato unasensibilita
decisamenteinferiore.
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EFFETTODELL'APLOTIPOHR2 SUL TEST PERAPC-R PRO-C GLOBAL A2-22

R.Radlla, R. Portalupi, G. Bellomo
Laboratorio di Ricerche Chimico-Cliniche; Dipartimento di Patologia Clinica; Azienda Ospedaliera- Universitaria“Maggiore
dellaCaritd’, Novara

Scopo del lavoro: Laresistenza alla proteina C attivata (APC-R) rappresenta il piu comune fattore di rischio genetico
associato allapredisposizione allatrombosi venosa. Nell’80% dei casi con fenotipo APC-resistance € presente lamutazione
puntiforme Leiden del gene del fattore V. Nel restante 20% altre mutazioni sembrano responsabili dellaresistenzaallaAPC,
tra queste I’ aplotipo HR2 (H1299R). Diversi studi hanno riconosciuto HR2 come un fattore di rischio protrombotico
confermabile siadaunasignificativariduzione dei valori di APC-ratio in vitro, che daun aumentato rischio protrombotico,
inquel soggetti cheereditano |’ aplotipo HR2 elamutazione FV Leiden. Si é quindi deciso di indagare |’ effetto dell’ aplotipo
HR2 sul test ProC Global della Dade-Behring, utilizzato nel nostro laboratorio.

Materiali e Metodi: Sono stati inclusi nello studio 84 pazienti (pz) consecutivi, afferenti al laboratorio analisi conrichiesta
di APC-R eindagine geneticaper il FV Leiden, selezionati per lapresenzadell’ aplotipo HR2. Per |ladeterminazione di APC-
R é stato utilizzato il test ProC Global della Dade-Behring in combinazione con plasma carente di FV, su BCS XP. Per
I'indagine genetica é stato utilizzato il “trombofiliastrip assay” dellaNuclear Laser Medicine, che permettedi studiare con
unasolareazione multiplex-PCR diversevarianti del geneFV, tracui il FV Leiden el’ aplotipo HR2.

Risultati: Tutti gli 84 pz. analizzati erano negativi per la mutazione di Leiden Sia gli eterozigoti che gli omozigosi per
I’ aplotipo HR2 sonorisultati negativi al test APC-R ProC Global dellaDade-Behring (cut-off ratio 0.7). Inp articolarei 79 pz
eterozigoti edi 5 omozigoti presentavano valori medi di APC ratio rispettivamentedi 1.0 (sd 0.17; range 0.71-1.84) edi 0.89 (sd
0.054; range 0.8-0.94). Inoltre nessuna differenza significativa nei livelli di APC ratio é stata riscontrata tra eterozigoti e
omozigoti per |" aplotipo HR2 e unapopol azionedi controllo.

Discussione e conclusioni: Nellanostraesperienzalaboratoristica, con un limite decisionale pari a0.7 di ratio normalizzata,
il ProC Global/FV eingrado di evidenziarelapresenzadel FV Leiden con unasensibilitadel 98% ed unaspecificitadel 99%.
Tuttavialo stesso test non permette di identificarei pz. negativi per FV Leiden eportatori dell’ aplotipo HR2, siain eterozigosi
cheinomozigosi.

CORRELAZIONETRAPATTERN IMMUNOISTOCHIMICO INFLUORESCENZAE B-01
TEST SPECIFICI PERAUTOANTICORPI ANTI-gp210 EANTI-Sp100 IN PAZIENTI
CON CIRROS! BILIAREPRIMITIVA

F. Pesente, F. Cucchiaro, M. Forgiarini, N. Bizzaro
Laboratorio di Patologia Clinica, Ospedae Civiledi Gemonadel Friuli (UD)

Scopo del lavoro. La diagnosi di cirrosi biliare primitiva (PBC) si basa sulla contestuale presenza di criteri biochimici,
istologici e di anticorpi anti-mitocondri (AMA). Tuttavia, un 5% circa del soggetti con PBC non presenta positivita per
AMA, rendendo piu difficile ladiagnosi dellamalattia. Recentemente & stato dimostrato che autoanticorpi diretti verso le
proteine gp210 e Sp100 hanno un’ elevata specificita per PBC. Lapresenzadi queste due specificitaanticorpali st manifesta
nel test per anticorpi anti-nucleo (ANA) coni quadri di fluorescenza rispettivamente di tipo membrana nucleare e nuclear
dots. Nell’ambito di uno studio nazionale sulla prevalenza e sull’ accuratezza diagnostica di questi nuovi marcatori
autoanticorpali, abbiamo verificato la corrispondenza trai pattern immunoistochimici osservati in immunofluorescenza
indiretta (IF1) elaspecificitaautoanti corpal e corrispondente ottenuta con metodi ELISA.

Metodi. Il siero di 251 pazienti con diagnosi clinicaeistologicadi PBC (di cui 98 AMA-negativi e 153 AMA-positivi) edi 110
controlli (38 epatite autoimmune (AIH) di tipo 1, 12 AlH tipo 2, 12 colangite sclerosante, 25 cirrosi epaticaHCV-correlata, 9
cirros epaticaHBV-correlatae 14 epatite cronicaattiva) é stato studiato con metodo | Fl su cellule HEp-2 (InovaDiagnostics,
S.Diego, CA) econ metodi ELISA per anticorpi anti-gp210 e Sp100 (Inova).

Risultati. In1Fl 13/251 campioni sono risultati positivi per laminanucleare e 21/251 per nuclear dots. In ELISA i positivi per
gp210 sono stati 12 e 21 per Sp100. Lacorrelazione gp210/laminanucleare é risultata del 99% e quella Sp100/nuclear dots del
92%. Di notevolerilievoil riscontro che anticorpi anti-gp210 e anti-Sp100 sono risultati positivi nel 12% e nel 21% dei sieri
AMA-negativi. Nel gruppo di controllo, solo 2 pazienti sono risultati positivi per anti-gp210 (specificita 98%) e 4 per Sp100
(specificita96%).

Conclusioni. E' stataevidenziataun’ ottimacorrelazionetrail quadro osservabilein IFl elaspecificitaanticorpalein ELISA
e un’ elevata specificita diagnostica per ambedue i pattern anticorpali. Pertanto, quando nel test ANA-screening in IFI si
osservaun pattern lamina nucleare o multiple dots & opportuno confermare il dato con un test per I’ anticorpo specifico, in
grado, sepositivo, di fornireal clinico informazioni di grandeimportanzaai fini diagnostici e prognostici.
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DETERMINAZIONE DI AUTOANTICORPI NEL SIERO DI PAZIENTI CON PATOLOGIE B-02
CRONICHE DEL FEGATO

B. Porcdlli'?, C. Scapellato?, M. Rubinc?, L. Ter zuolit?

Dipartimento di Medicinalnterna, Scienze-Endocrino Metaboliche e Biochimica, Universitadegli Studi di Siena, Siena;
2U.0.C LaboratorioAnalisi Cliniche, Azienda Ospedaliera Universitaria Senese, Siena; 3U.O.C. Malattie Infettive, Azienda
OspedalieraUniversitaria Senese, Siena

Scopo del lavoro. Verificarelapresenzaelaprevalenzadegli anticorpi anti-mitocondrio (AMA), anti-muscolo liscio (ASMA),
anti-microsomi epatici erenali (LKM) eanti-cellule parietali gastriche (PCA) in soggetti con patologie croniche del fegato.
Materiali e Metodi. Sono stati analizzati 230 pazienti (107 femmine e 123 maschi) con malattie croniche del fegato, di eta
compresatra20 e 90 anni. 193 pazienti presentavano epatite cronica, mentre 37 pazienti erano affetti dacirros epatica. Per la
ricercadegli aut o-anticorpi AMA,ASMA, LKM e PCA nei campioni di siero & stato usato un metodo aimmunofluorescenza
indiretta (ImmuGlo Autoantibody Test System COMV I-111 Mouse liver/kidney/stomach, Immco Diagnostics).

Risultati. La positivita autoanticorpal e era presente nel 19,1% (44/230) dei 230 soggetti analizzati: trai pazienti affetti da
virusepatotropici (HBV, HCV) con patol ogie cronichedel fegato, questaerapresente nell’ 88,6% (39/44) dei casi, mentre nei
pazienti con malattie croniche del fegato ad eziologianon infettivalapositivitaautoanticorpal e eraosservatanell’ 11,4% (5/
44) dei casi. In particolare, trai pazienti affetti dapatol ogie croniche del fegato ad eziologiainfettiva, risultavano positivi gli
autoanticorpi ASMA (32/39, 82%), e gli autoanticorpi PCA (7/39, 18%), mentretrai pazienti affetti da patol ogie croniche del
fegato ad eziologianon infettiva, risultavano positivi solo gli autoanticorpi ASMA (5/5, 100%).

Discussione e Conclusioni. Rispetto ai numerosi lavori presenti in letteraturache hanno analizzatoiil profilo autoanticorpale
di soggetti affetti daepatite cronicaHCV correlata, in questo studio abbiamo focalizzato lanostra attenzione sulla presenza
eprevalenzadegli autoanticorpi in pazienti con patologie croniche del fegato. Avendo quindi adottato dei criteri diversi epit
ampi di selezionedellapopolazione di pazienti dastudiare, abbiamo rilevato unaprevalenzadi positivitaautoanticorpale piu
bassa (19,1%) di quellariportatain |etteratura. Al contrario, i dati danoi ottenuti confermano il consenso general e, secondo
cui gli autoanticorpi sierici sono comunementetrovati in pazienti con epatite ad eziologiainfettiva, con un positivitaper gli
ASMA compresatrail 5eil 91%del casi, asecondadei divers approcci metodologici utilizzati. Questapositivitaautoanticorpale
rappresenterebbe una manifestazione secondaria del danno epatocellulare favorita dal background genetico dell’ agente
infettivo.

ANA SCREENING CONMETODICA DI IMMUNOFLUORESCENZA INDIRETTA: B-03
RISULTATI DI DUEANNI DI ATTIVITA’ DIAGNOSTICA

C.Mazzone, M. Laneve
Laboratorio di Patologia Clinicadel P.O. Occidentale (Mottola) AUSL TARANTO

Scopo del lavoro: Obbiettivo del nostro studio e stato quello di valutare !’ incidenza della presenzadegli anticorpi antinucleo
(ANA) nei pazienti afferenti al nostro laboratorio. Il dosaggio degli ANA rappresentail test di 1° livello nelladiagnostica
delle malattie autoimmuni sistemiche (MAIS), pur essendo talvolta presenti anchein patol ogieinfiammatorie e neoplastiche.
Le MAIS sono caratterizzate dallapresenza di autoanticorpi diretti contro numerosi costituenti del nucleo cellulare.
Materiali e metodi: Abbiamo esaminato 866 pazienti (pz), ricoverati eambulatoriali, afferenti da giugno 2006 agiugno 2008
al nostro laboratorio con il sospetto clinico di MAIS. |l dosaggio degli ANA e stato effettuato con il metodo
dellI’immunofluorescenzaindiretta (IFl) sulineecellulari Hep 2 (SCIMEDX — CORPORATION) con unadiluizione(dil) dei
campioni di 1:40e, in caso di positivita, 1:80, 1:160 e cosi via.

Risultati: Dei pz studiati ne sono risultati positivi (dil >1:80) 82 (10%), 68 femmine(83%) e 14 maschi(17%), con i seguenti
pattern fluoroscopici: speckled 40, omogeneo 24, centromerico 14, nucleolare 4. Sono risultati dubbi (dil >1:40 e< 1:80) 80 pz
(9%); in questi casi si suggerivaun ulteriore controllo adistanzadi a cune settimane. Negativi sono risultati i restanti 704 pz
(81%).

Conclusioni: Il 10% della popolazione studiata e risultata positiva agli ANA, il 9% si trova in una zona overlap tra la
popolazione sana e quellaaffettadaMALIS, inoltre, come giasegnalato in letteratura, trai positivi, prevalgono le femmine
con 1'83%. Nel due anni di attivita abbiamo rilevato un incremento progressivo di richieste di dosaggio degli ANA,
probabilmente per unamaggiore attenzione dei clinici alladiagnosticadelle mal attie autoimmuni, tuttavia questo dato non
corrisponde ad un aumento significativo dell’ incidenzadi tali malattie. | suddetti risultati confermano I’importanzastrategica
del Laboratorio di Patologia Clinicanelladiagnosi e nel monitoraggio delle MAIS.
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VALUTAZIONEMARCATORIAUTOIMMUNITA'INSOGGETTI CONINFEZIONE B-04
CRONICADAHCV

P.Minchella, R.A. Leone A. Bordli, V. Caruso, S. Piccioli, D. Caruso, M. Camerino, M.I. Carlei, M. Piccoali,
C.DiLeo, C.Foalino, B. Gagliardi, A. Nicolazzo, A. Luciano
U.O. MicrobiologiaeVirologia, Azienda SanitariaProvincialedi Catanzaro, LameziaTerme (CZ)

Introduzione. L’ infezione cronica da HCV é talvolta associata a disfunzioni del sistemaimmunitario come malattie con
produzione o depositi di complessi immuni o patol ogie francamente autoimmuni con presenzadi autoanti corpi organospecifici
o non organospecifici. Il linfotropismo di HCV pud suggerirel’ipotes di unlegametrainfezioneviraecronicaed insorgenza
di disordini di tipo autoimmunitario.

Scopo del lavoro. Valutarel’ eventual e positivitadi alcuni marcatori di autoimmunita(ANA,AMA,ASMA, LKM, anti-PR3,
anti-MPO) in un gruppo di pazienti con infezione croni cadaHCV, monitorati periodicamente pressol’U.O. di Microbiologia
eVirologiadel PO. di LameziaTerme (Azienda SanitariaProvincialedi Catanzaro), durantel’ arco di unanno.

Materiali. Sono stati presi in considerazione n. 181 pazienti (118 maschi e 63 femmine, eta media di circa 40 anni) con
infezione cronicadaHCV, con viremiacompresatra 19.000 €8.100.000 Ul/mL, non ancorasottoposti aterapiafarmacologica,
monitorati nel periodo gennai o-dicembre 2007.

Metodi. A) HCV-RNA: metodo PCR Redl - Time, test COBAS TagMan HCV (DittaRoche Diagnostics); B) Marcatori autoimmunita
ANA, AMA, ASMA ed LKM: Metodo IFI su vetrini con substrato di cellule HEP2 per ANA e sezioni di fegato, rene e
stomaco di ratto per AMA,ASMA, LKM (dittaAlifax); i campioni sono stati analizzati con diluizione 1:40; i sieri positivi
sono stati successivamente valutati con diluizioni scalari fino alladeterminazione del titolo; & stato utilizzato un microscopio
afluorescenza(dittaNikon) el’ osservazione e stataeseguitaal riparo dallaluce. C) Marcatori autoimmunitaAnti-PR3 eAnti-
MPO: Metodo EIA (dittaAlifax).

Risultati. N. 8 pazienti sono risultati positivi per ANA con un titolo 1:80 (n 1 con fluorescenza granulare diffusa, n. 5
finemente granulare e n. 2 omogenea); n. 4 pazienti sono risultati ANA positivi con un titolo 1:160 (n. 3 con fluorescenza
finemente granulare ed n. 1 omogenea); n. 1 paziente é risultato positivo per LKM; n. 1 paziente é risultato positivo per
ASMA.

Discussione e Conclusioni. Dai risultati ottenuti si evidenziacome su 181 pazienti solo n. 12 hanno presentato positivita per
ANA (7 %), n. 1 positivitaper LKM (0,5 %), n. 1 positivitaper ASMA (0,5 %), mentre ben 167 (92 %) non hanno dimostrato
alcuna positivita. Si puo pertanto concludere che nella popolazione pervenuta all’ osservazione € stata riscontrata una
percentuale bassadi positivitaai marcatori di autoimmunita, che indicaassenzadi correlazione tramarcatori ed infezione
cronicaHCV, mapur sempre unasituazione di iperattivitadel sistemaimmunitario.

RUOLO DEL LABORATORIO NELLA DIAGNOSI DI GASTRITEAUTOIMMUNE B-05

A.Antico, R. Bertolo, F. Siviero, G. Scuccato, A. Cappelletti, M. Pandin, P. Sartore, L. Bacelle
Dipartimento di PatologiaClinicaU.L.S.S. 15-Regione Veneto, PO. Cittadella(PD)

Scopo del nostro studio é stato definirei sintomi di laboratorio presenti precocemente nellagastrite autoimmune (GAI) che
rendono indicatal‘ esofagogastroduodenoscopia (EGDS) in un paziente clinicamente asintomatico.

Materiali e metodi: sono stati sottoposti a EGDS 36 pazienti, etacompresatra 25-87 anni, che mostravano anemiadacarenza
di vitamina B12 e ferropriva resistente alla terapia per os, risultati positivi per anticorpi anti cellule parietali gastriche
(APCA) inimmunofluorescenza (1Fl) atitolo significativo (EUROIMMUN); 7 presentavano anche anticorpi anti fattore
intrinseco (anti FI) (Immunaoblotting ALIFAX). Nel 36 soggetti abbiamo dosato anche gastrinemia(MEDICAL SYSTEM) e
grelinemia(IBL) , marcatori biochimici di GAI egli anti tireoperossidasi (aTPO, ROCHE) predittivi di tiroidite.

Risultati: 15 pazienti con etamedia 53 anni, assenzadi anti FI e gastrinemia10 volteil cut-off mostravano quadro istologico
di GAI e presenzadi aTPO nel 44% dei casi. 7 di etamedia 70 anni con anti Fl e gastrinemia 15 volteil limite decisionale
presentavano atrofiametapl asicadellamucosagastricae positivitaper aTPO nel 40% dei casi. 5 soggetti, etamedia71 anni,
senzaanti Fl e normogastrinemiaerano affetti dagastrite multifocale daHelicobacter pylori; nessuno presentavaal PO. 9 di
etamedia46 anni con assenzadi anti Fl e normogastrinemia evidenziavano al’ esame bioptico flogosi linfocitariae al PO nel
40%dei casi. | valori di grelinarisultavano significativamenteridotti nei 36 pazienti APCA positivi (x=16 fmol/mL) rispetto
allapopolazione sana (95 fmol/mL), senza correl azione con gastrinemia, anti FI e quadro istologico.

Discussione: dai nostri dati emerge chetitoli > 1:160 di APCA eipergastrinemiahanno elevato valore predittivo di GAl ela
presenzadi anti Fl correlacon dannoistologico piti severo. |1 titolo APCA presenta evidente overlap trapazienti con GAl e
atrofiagastrica; il calo dellagrelinemiasi associacon lapresenzadi APCA, non con uno specifico quadroistologico. 11 40%
dei pazienti con GAI evidenziaaTl PO. Studi prospettici servono per valutareil significato clinico di APCA nei pazienti con
meno di 40 anni eflogosi linfocitaria dellamucosa, normogastrinemiae assenzadi anti Fl.

Conclusioni: Laricercadi APCA, anti Fl eil dosaggio della gastrina sono indicati nei soggetti che presentano al’ esame
obiettivo di laboratorio anemia sideropenica resistente alla terapia per os, anemia da carenza di vitamina B12 o tiroidite
autoimmune. L’ efficaciaclinicadi tali sintomi di laboratorio consentono un’ appropriata selezione del paziente asintomatico
dasottoporreaEGDS.
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ANTI TNFa EDAUTOIMMUNITA’ IN 75PAZIENTI REUMATICI B-06

L. Bettoni, P. Perini, B. Milanesi
Dip. Medicinadi Laboratorio, A.O. Desenzano del Garda(BS)

Scopo dello studio. Il trattamento con farmaci biologici diretti controil TNFa haportato agrandi progressi e successi nella
terapiadelle mal attie reumati cheinfiammatorie. Peraltro, qualsiasi agente biologico pudindurrelaformazionedi autoanticorpi.
Lostudio s proponedi valutarenei nostri pazienti |’ induzione di autoimmunitaesercitatadagli anti-TNFa egli effetti clinici.
Pazienti emetodi. Sono stati val utati 75 pazienti (28 maschi e 47 femmine) afferenti all’ ambul atorio reumatol ogico negli anni
2002-2008, i cui esami immunologici, eseguiti primadi esseretrattati con anti-TNFa, erano risultati tutti negativi. L’ etamedia
eradi 48,6 anni (range 36-65). | pazienti che hanno ricevuto Infliximab sono stati 26, Etanercept 43 ed Adalimumab 6. La
maggior parte di era affetta da artrite reumatoide (65 pazienti), 9 da artrite psoriasica ed 1 paziente da spondilite
anchilosante. Dopo 12 mesi dall’inizio dellaterapia biologica e stato rivalutato |’ assetto immunologico e, nei positivi per
autoanticorpi, € stato attuato un monitoraggio dei segni clinici per 36 mesi.

Risultati. | pazienti che hanno ricevuto Infliximab, anticorpo chimerico, umano-murino, monoclonale |gG1, hanno presentato
una positivizzazione degli anticorpi anti-nucleo nel 34,6% dei casi (9/26 pazienti) e degli anti ds-DNA nell’ 11,5% (3/26);
Etanercept, dimero di proteinachimericageneticamente preparatatramite fusione del dominio extracellulare del recettore 2
del TNFa umano (TNFR2/p75) responsabile del legame conlafrazione Fc dell’immunoglobulinal gG1, haindotto positivita
per anti-nucleo nel’ 11,6% dei casi (5/43 pazienti) e per anti ds-DNA nel 6,9% (3/43); Adalimumab, anticorpo monoclonale
ricombinante 1lgG1 umano specifico per il TNFo umano, haindotto solo formazione di anti-nucleo nel 16,6% dei pazienti
(1/6), senzaevidenzadi anti ds-DNA.. In nessun caso e stato riscontratalaformazione di auto-anticorpi organo specifici. Si
einoltre osservato che la positivizzazione per autoanticorpi € statariscontrata solo nellaquota di pazienti affetti daartrite
reumatoide. Infine, in nessun paziente con segni sierologici di autoimmunita indotta dagli anti-TNFa si é rilevata, nel
periodo di osservazione, lacomparsadi sindromi lupiche o patol ogie autoimmuni.

Conclusioni. | farmaci biologici bloccando il TNF stimolano la produzione di autoanticorpi, alterando i meccanismi di
controllo dell’ organismo sull’ autoimmunita. Taleinduzione anticorpal e & direttamente correl ataalle caratteristiche del farmaco
impiegato. La presenza di auto-anticorpi (anti-nucleo ed anti dsDNA), benché frequente in corso di terapia con farmaci
biologici, nellanostra casisticanon hadeterminato segni clinici nel lungo termine. Si rileva, quindi, unasostanziale analogia
del buon profilo di sicurezzaedi efficaciadei farmaci biologici.

SIGNIFICATO CLINICO DEGLI ANTI MIDBODY B-07

L. Bettoni, P. Perini, B. Milanesi
Dip. Medicinadi Laboratorio, A.O. Desenzano del Garda(BS)

Scopo dello studio. Nelladiagnostica fluoroscopi ca dell e patol ogie autoimmuni sistemichelapresenzadi quadri mitotici &
abbastanza rara e con una correlazione clinica non ancora esattamente definita. Lo studio si propone di anaizzare le
caratteristiche clinichedi pazienti con positivita per anticorpi anti midbody.

Pazienti e metodi. Sono state val utate clinicamente e prospetticamente 7 pazienti di sesso femminile. L’ etamediaeradi 33,2
anni (range 29-39). Tuttele pazienti presentavano una positivitaper anticorpi anti-nucleo a pattern midbody, confermatain
almeno 2 distinti controlli, con titolo uguale o maggiorea 1:160.

Risultati. Le pazienti, al momento della primaval utazione, presentavano le seguenti caratteristiche cliniche: Raynaud alle
mani (7/7 pazienti), dita edematose o “puffy fingers’ (5/7), artralgie (5/7), astenia (5/7), disfagia (1/7). Nessuna di esse
presentavalesioni trofiche acroposte. Non sono emerse alivello anamnestico patol ogie o farmaci di rilievo. Tuttele pazienti
sono state sottoposte ad approfondimento diagnosti co con: capillaroscopia periungueale ed esami ematici. Lacapillaroscopia
ha documentato in 5/7 pazienti aterazioni aspecifiche, mentre 2/7 pazienti presentavano uno “scleroderma pattern slow
type”; gli esami di routine ed ormonali erano in tutte nellanorma, |’ assetto immunol ogico eraalterato in 6/7 pazienti con una
lieveriduzione del C3, lo studio dell’ autoimmunita evidenziavasolo la persistente positivita per anti midbody. In assenzadei
necessari criteri non si € potuto diagnosticare una connettivite differenziata (CTD) in nessuna paziente. A tutte € stata
consigliataterapia con I drossiclorochina 200 mg/die, monitorando semestralmente il campo visivo. Nel corso del “follow
up” (36 mesi) si e evidenziata una normalizzazione dei valori di C3 in tutte le pazienti. In un caso si € notato uno “ shift”
fluoroscopico da anti midbody ad anti Scl-70, senza peraltro associate variazioni cliniche. || quadro capillaroscopico &
evoluto in tutte le pazienti verso uno “sceroderma pattern slow type”. Infine, dal punto di vista clinico, a termine del
monitoraggio, le pazienti presentavano le seguenti caratteristiche: Raynaud alle mani stabile (7/7 pazienti), “ puffy fingers”
(717), astenia (5/7). Le pazienti continuano, dopo 36 mesi, ad essere clinicamente inquadrate come affette da connettivite
indifferenziata(UCTD) “ ad improntasclerodermica’.

Conclusioni. Lapresenzadi anti midbody, nellanostracasistica, si correlaad uno stato pre-sclerodermico, senzasignificative
evoluzioni verso unaformadifferenziata, nell’ arco di 36 mesi. Ulteriori studi chiariranno setali evidenze sono caratteristiche
di questo “subset” di pazienti o se la capacita immunomodulante dell’ Idrossiclorochina pud aver giocato un ruolo nella
stabilizzazione di maattia.
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INDAGINE SULLA PREVALENZA DELLE IgE SPECIFICHE E DEGLI ANTICORPI B-08
ANTITRANSGLUTAMINASI IgA NELLA PROVINCIA DI MODENA

A.T. Scacchetti, A. Fortuna,A. Melegari
Serv.Lab.An.Ch-Cliniche, Az.Osp.-Universitaria, Policlinico-Modena

Scopo del lavoro: |l tratto GI, rappresentaun luogo di elezione per lereazioni di ipersensibilitain primo luogo costituisce
unadelle pit vaste superfici dell’ organismo, inoltre viene stimolato damigliaiadi antigeni di fonte alimentare come
proteine.Secondo larecente classificazione,US FDA-CFSAN 2006, lapatologiaceliacael’ alergiaalimentare |gE mediata,
sono accomunate nelladefinizione di ipersensibilitaimmunol ogica. || lavoro che presentiamo e volto ad osservare, attraverso
uno studio di prevalenza,i pz con sospetto di ipersensibilita gastrointestinale,che sono risultati positivi €/o sensibilizzati
rispettivamente allaricercadegli Ab antitransglutaminasi 1gA e/o delle IgE Specifiche.

Materiali e metodi: Abbiamo esaminato,dal 2007 al 2008,un campione costituito da 9484 pz (5681 femmine, 3803 maschi,eta
compresatra8 mesi e 88 anni) condiversetipologiedi richiesta: tTG IgA, tTG IgA ed IgE specifiche, IgE specifiche. | pazienti
appartenenti alla provincia di Modena, presentavano le seguenti sintomatologie: perdita di peso nell’ adulto, ritardo di
crescita nel bambino, atopia, nausea postprandiale, vomito, dolore addominale, meteorismo, steatorrea, diarrea,
mal assorbimento, sanguinamento intestinal e occulto. Ladeterminazione dell tTG IgA € statafattacon metodo ElisaEu-tTG
IgA New-Eurospital su strumentazione TeK 4 —Alifax.Laricercadelle | gE specifiche éavvenutaconil sistema Specific IgE
FEIA-Immunocap 250(Phadia).

Risultati: 312 pz sonorisultati positivi a test dellatTG IgA con unaprevalenzade 3,2%.L apop.pediatrica,(4099 pz=43%),ha
mostrato unavistosapositivita (177 pz=56%).Laprev. di sensibilizzazionedelle IgE Specif. vsameno un alergenedimentare,e
risultata del 12%(maggior frequenzadi sensibilizzazione per gli allergeni di origine vegetale, minore sensibilizzazionevs
allergeni di origine animale); 22 pazienti sono risultati positivi ad entrambi i markers indagati.Una sub popol azione(590
pz,appartenenti a diverse etnie)hamostrato unaprevalenzadi positivitae sensibilizzazione rispettivamente al test tTG IgA
elgE Specifichedel 2.5% e del 5%.

Conclusioni: | risultati positivi al test dellatTG IgA sono stati tutti confermati con EMA in IFA. Inaccordo coni dati della
|etteratura, abbiamo riscontrato unamaggiore frequenzadi sensibilizzazione verso gli allergeni di origine vegetal e (probabili
fenomeni di cross-reattivitaconi pollini).Per quanto riguardagli alergeni di origineanimale, sicuramenteil latteel’ albume
(pz.pediatrici prevalenti) mostrano una frequenza superiore rispetto alle carni di pesce, maiale e vitello. La scarsa
sensibilizzazione presente nella sub-popolazione potrebbe essere dovuta alla componente ambientale e alo stile di vita
occidentale:lpotesi Igienica

VALUTAZIONE DI UN PATTERN DIAGNOSTICO DELL'ARTRITE REUMATOIDE IN UNA B-09
POPOLAZIONE SELEZIONATA DELLA REGIONE TOSCANA

S. De Cesaris, S. Del Bonta, A. Buggiani, A.M. Mori, G. Lupi, P. Costagli
Laboratorio Analisi Ospedale - Azienda USL 11 - Empoli - Toscana

Scopo del lavoro: Abbiamo valutato i risultati dell’ utilizzo di un pattern di esami per la diagnosi di Artrite Reumatoide
(AR) in una popolazione selezionata.

Materiali e metodi: Sono stati presi in esame 100 Pazienti (28 M, 72F) consecutivi che erano stati indirizzati a nostro
laboratorio con larichiesta di esami, frai quali era compresa la determinazione del Fattore Reumatoide (FR) €/o degli
anticorpi anti peptidi citrullinati (CCP). A tutti sono stati determinati comunque FR (Immunonefelometria), CCP
(Immunofluorimetria), ed ANA (Immunofluorescenza indiretta). E' stato possibile contattare fino ad oggi 51 medici
curanti, che ci hanno fornito la diagnosi definitiva di 56 pazienti.

Risultati: Di 100 pazienti esaminati: 91 sono FR positivi, 9 sono FR negativi; trai FR positivi ¢ci sono 54 CCP positivi e 37 CCP
negativi; trai FR negativi ci sono 7 CCPpositivi e2 CCPnegativi. Trai 56 pazienti con diagnosi acclarata, 31 hanno AR, 25
hanno altre patologie. Dei 31 pazienti conAR, 25 hanno FR positivo e 6 FR negativo; tutti i FR positivi sono risultati positivi
anche a CCP. Trai 6 pazienti con AR con FR negativo, 4 sono positivi al CCP. Dei 25 pazienti senzaAR, tutti e 25 sono
risultati positivi per il FR esolo 1 positivo per il CCP. Gli ANA sono positivi in 19 soggetti conAR. Complessivamente dei
31 soggetti con AR, 27 hanno FR positivo, 29 CCP positivo. Dei 25 soggetti con diagnosi diversa daAR, quelli con FR
positivo sono 25, quelli con CCP positivo 1.

Discussione e conclusioni: Seppur con una casistica limitata si possono effettuare alcune valutazioni preliminari: nei
soggetti conAR, il FR € positivo nell’ 86%, il CCP e positivo nel 93%. Nei soggetti con patologiadiversadall’ AR, il FR &
positivoin tutti i casi, mentre gli anticorpi anti CCP sono presenti solo in un caso. Si pud quindi concludere che:

1) la determinazione dei CCP & sicuramente piu specifica della determinazione del FR per ladiagnosi di AR;

2) la determinazione degli ANA non aggiunge informazioni utili nelladiagnosi di AR.
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ANTICORPI ANTI-RECETTORE DEL TSH (TRAb): CONFRONTO TRA METODO B-10
IMMUNORADIOMETRICO EMETODO IMMUNOELETTROCHEMILUMINESCENTE

E. Toffalori, F. Dal Bosco, A. Casagranda, E. Maggioni, A. Briani, P. Caciagli
Dipartimento di Medicinadi Laboratorio, Patol ogia Clinica Pergine Val sugana-APSS Trento

Scopo. Attualmente nel nostro laboratorio viene eseguita la determinazione dei TRAb con metodo manuale
Immunoradiometrico(RIA). Abbiamo ritenuto utile confrontareil metodo in uso manual e con un nuovo metodo automatizzato
Immunoel ettrochemiluminescente (ECLIA).

Materiali e metodi. Campioni n. 74 richiesti in routine sono stati congelati a-20C° e analizzati in due sedute analitiche con
metodo RIA kit TY BIA DIASORIN e contemporaneamente anche con metodo ECLIA kit Anti-TSHR ROCHE Diagnostics
utilizzando I’ analizzatore automatico Modular E170. Caratteristiche metodo manuae RIA: competitivoinfaseliquida(miscela
di recettore TSH porcino e siero paziente, aggiuntadi TSH bovino marcato iodiol25 e precipitazionerecettore TSH); lettura
con gammacounter; valori negativi <9, zonagrigia9-14, positivi >14 U/L; dichiarato calibrato con MRC standard LATS-B 65/
122 econ TSAbWHO 90/672. Caratteristiche metodo ECLIA: competitivoin faseliquida (misceladi recettore TSH porcino
eAb murino bictilinato e siero paziente, aggiuntadi Ab monoclonale umano M22 antirecettore TSH marcato con rutenio e
microparticelle con streptoavidina); immobilizzazione magneti ca e rivel azione fotonica; vaori negativi <1,75 IU/L; dichiarato
calibrato con1S90/672 dell’ NIBSC. Come concentrazione minimasono stati utilizzati i valori di sensibilitaanalitica: RIA 2.4
-ECLIA 0.31U/L

Risultati. Le concentrazioni sono state valutate per ogni metodo in relazione a cut-off di normalita indicato dalla ditta
produttrice, 1.75 1U/L per i dosaggi ECLIA e 14 U/L peri dosaggi RIA (conc/cut-off %). Larettadi regressione coni valori
ECLIA sull’assex eRIA iny érisultatay=0.32x + 17.27 con R2=0.92; togliendoii trevaori contitolo anticorpale molto elevato
inentrambi i metodi larettarisultay=0.20x + 23.06 con R2= 0.57. Dallavalutazionedel singoli valori si rilevano concordanti
67/74=90.5% (63 negativi, 4positivi),discordanti 7/74=9.5% (7 positivi solo con ECLIA di cui perd 4inzonagrigiaRIA).
Discussione e conclusione. Complessivamente le due metodiche sono ben correlate, il basso coefficiente di regressione
risultato senzai valori molto elevati & spiegabile dalladifferenzadi concentrazionerilevatanei valori normali. Lametodica
RIA ha sottostimato rispetto a metodo ECLIA il 9% dei campioni che si riduce al 4% considerando positivi quelli con
concentrazionein zonagrigia. Per poter affermare con sicurezzale val utazioni fatte sarebbe necessario verificarelaclinica
del pazienti o avere un metodo di riferimento. 1| metodo ECLIA ha il vantaggio di essere piu veloce, completamente
automatizzato ed utilizzabile con Elecsys 2010, Modular Analytics E170, Cobase411, Cobas e601.

DETERMINAZIONE DEGLI AUTOANTICORPI ANTI-BP230: NUOVO TEST PER LA DIAGNOSI B-11
EDIL MONITORAGGIO DEL PEMFIGOIDE BOLLOSO

M. Tampoia!, A. Zucano!, V. Lattanzi?, R. Filotico?, M.C. Petrélli, A. Fontana!, GA. Vena?, F. Di Serio*
1Laboratorio PatologiaClinical, Ospedale Policlinico di Bari, Italia; 2Dermatologia ClinicaUniversitaria,
Ospedale Policlinico di Bari, Italia

Scopo del lavoro. Il Pemfigoide Bolloso (PB) € una malattia autoimmune della cute, caratterizzata dalla presenza di
autoanticorpi tessutali e circolanti, diretti contro strutture della membrana basale dell’ epidermide, in particolare le
proteine BP180 e BP230. Scopo del lavoro é stato valutare |’ accuratezza diagnostica di un nuovo test ELISA nella
determinazione degli autoanticorpi anti-BP230 in pazienti affetti da PB.

Pazienti e Metodi. Sono stati studiati 36 pazienti (15 maschi, 21 femmine; eta media 76 anni, range 71-85) affetti da
pemfigoide bolloso, conse cutivamente arruolati presso la Clinica Dermatologica, Universita di Bari, da dicembre 2007
a luglio 2008. 15 pazienti presentavano fase attiva di malattia. Sono stati valutati inoltre 25 pazienti affetti da altre
malattie bollose (pemfigo volgare e foliaceo, lichen ruben planus, lupus eritematoso discoide, epidermolisi bollosa) e
40 soggetti sani, cross-matched per sesso ed eta. |l dosaggio degli anticorpi anti-BP230 é stato eseguito con un nuovo
test ELISA che utilizza proteine umane ricombinanti anti-BP230 (MBL, Nagoya, Giappone). Su tutti i pazienti é stato
eseguito anche il dosaggio degli anticorpi anti-BP180 (MBL, Nagoya, Giappone).

Risultati. Al valore di cut off 8.9 U/mL, ottenuto mediante I'analisi delle curve ROC, la sensibilita e la specificita del
test anti-BP230 €& stata dell’ 80% e del 97.8%, rispettivamente. Al valoredi cut off 7.2 U/mL, la sensibilita e la specificita
del test anti-BP180 & stata dell’ 80% e del 95.6%, rispettivamente. Se associati, i due test hanno mostrato una specificita
diagnostica del 98.3%. Nei pazienti in remissione clinica il dosaggio dei due test ha presentato differenze significative:
6/21 (28.6%) sono risultati positivi ai soli autoanticorpi anti-BP180 (P=0.008).

Conclusioni. IL nuovo test ELISA per il dosaggio degli autoanticorpi anti-BP230 ha mostrato un’ elevata specificita
clinica. Il test attualmente disponibile e completamente automatizzabile é utile in associazione al test anti-BP180 ELISA
nella diagnosi e nel follow up dei pazienti con PB.
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25-0H-DAND PTHAFTERA HIGH SINGLE DOSE OFVITAMIN D3 B-12

F.M. Lattanzio*, L. Vianale, A. De Remigis, G. Di Biase*, S. Matera*, B. De Laurentiis, P. De Remigis
Endocrine Unit-Clinic Pathology; * General Hospital Chieti

Vitamin D plays a significant role on bone health and even on extrascheletal targets. In our region a severe deficit of
vitamin D was found in subjects older than 65 yr (25-0H-D less than 10 ng/ml). We planned a vitamin D profilaxis. Here
preliminary results are reported after three months. 80 subjects(65 to 85 yr,70%female)were administered on January
with ergocaciferol single high dose per os as two different formulations (Dibase 300.000 and 600000 U.I). Blood
sample was collected to assay serum 25-OH-D,PTH(commercial tests Diasorin and AIA Pack TOSOH). Figure showes
results:25-0h-D increased and PTH decreased significantly,but with no significant differences between two dose.

The first target isto look at time-course of 25-0H-D and PTH. Asfirst effect 25-D concentrations reached fine levels as
indicated by guidelines; conversely, PTH levels demonstrate a negative correlation with 25-0H-D, showing compensation
of secondary hyperparathyroidism. Asfirst result it was shown the positive effect and the safety of this prophylaxis, that
compesated a severe vitamin D deficit. We are looking foreword to appreciate till when the beneficial effect of one
single high dose will extend.
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THYROID ANTIBODIESPREVALENCE BETWEEN INITALIAN REGIONS B-13

M.F. Lattanzio, G. Mulas*, G. Meloni*, L. Vianale, A. De Remigis, S. Matera, P. De Remigis
Endocrine Unit* and Clinic Pathology** Brotzu Hospital Cagliari; General Hospital - Chieti

From epidemiological point of view Sardinia represents an intriguing model for low-migration population and ethnicity.
A high incidence of some diseases related to autoimmunity was shown. Comparative study was performed in the two
regions for thyroid antibodies (TABS).

Subjects, referred on the last year to labsto get biochemical tests and made TABs. The two groups included 1155 subjects
(503, 69.9% female, 30.1 % malesfrom Sardiniaand 652 from Abruzzo, 57% malesand 43 % females) aged 19to 85 yrs.
Theresults show the prevalence of TA issignificantly higher in Sardiniagroup than in Abruzzo one (seefigure), 38% versus
26%. Significative differenceswerefound in relationship to gender, every age classeswe considered,with higher concentrations
in Sardinia population at any age, and type of TA; in the last case we selected three kind of subjects: with only TgAb or
TPOADb positive, and with both positive.

Thelevels of Tab were higher in all groups, but for the first one (TgAb positive). This evidence may reflect from one side
different genomic patterns, but even environmental factors that have to be investigated.
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IL DOSAGGIO SIMULTANEO DELLE CITOCHINE PRESENTA SIGNIFICATO DIAGNOSTICO B-14
NELLE MALATTIEAUTOIMMUNI DELLA TIROIDE: MITO O REALTA?

R. Tozzali*, G. Kodermaz*, D. Villalta**, E. Tonutti***, N. Bizzaro****

*Laboratorio di Analisi Chimico-cliniche, Ospedale Civiledi Latisana; ** Allergologiaed ImmunologiaClinica,
Azienda Ospedalieradi Pordenone; *** Immunopatol ogiaeAllergol ogia, Azienda Ospedaliero-Universitariadi Udine;
**%*| aboratorio di PatologiaClinica, Ospedale Civile di Tolmezzo

Scopo del lavoro. Le malattie autoimmuni della tiroide (AITD) sono malattie caratterizzate istologicamente da una
infiltrazione linfocitariadell’ organo bersaglio, che portaadistruzionetissutal e e perditadi funzione. Dato chele citochine
e in particolare le chemochine svolgono un ruolo importante nell’ orchestrare il movimento dei linfociti e la formazione
delle strutture linfoidi, lo scopo di questo studio € stata I'analisi dell ’associazione tra variazioni delle concentrazioni
circolanti delle citochine e I’insorgenza e la progressione delle AITD, per evidenziare un ruolo patogenetico e/o diagno-
stico a dosaggio di queste molecole.

Materiali e metodi. Sono stati studiati complessivamente 125 soggetti, 59 dei quali erano affetti da AITD, cioe 29 da
morbo di Basedow-Graves (MG) e 30 da tiroidite di Hashimoto (TH), mentre 66 erano soggetti sani, di pari eta, che
rappresentavanoil gruppo di controllo. 11 dosaggio smultaneo dellecitochinelL 1a, IL-1[3, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, VEGF, IFNy,
EGF, TNFa e delle chemochine IL-8 e MCP-1 é stato eseguito con un metodo immunometrico a determinazione multipla
(Randox Laboratories, Crumlin, UK), che utilizza unatecnol ogia proteomica costituitadaun microarray planare (biochip) ed
un tracciante chemiluminescente; la lettura dei risultati € stata effettuata mediante I"impiego dell’ analizzatore Evidence
Investigator.

Risultati. Rispetto ai soggetti di controllo, leconcentrazioni di IL1a, IL-1f3, IL-2, IL-4, IL-10, IFNy, TNFo non sono risultate
modificate nel pazienti affetti daAITD. | livelli di VEGF, EGF, MCP-1 (CCL 2) sono apparsi significativamente aumentati nei
pazienti affetti daMG mentrele concentrazioni di IL-6 elL-8 (CXCL8) sono risultate aumentate nei pazienti affetti daHT.
Discussione e conclusioni. Lecitochine VEGF, CCL-2 e CX CL 8 appai ono svolgere un importante ruol o patogenetico nelle
AITD eil loro dosaggio presenta utilita diagnostica, anche se ulteriori studi sono necessari, in particolare analizzando i
pazienti nellediversefasi dellastorianaturaledelle AITD.

ANTICORPI ANTI-CARDIOLIPINA EANTI-B2GLICOPROTEINA | IN CORSO DI APS: B-15
METODI A CONFRONTO

P. Sabatini*, A. Sorrentino*, R. lervolino*, Z. Senatore*, L. Clemente*, |. Soriente*
*UOC Patologia Clinica, D.E.A.Il Umberto I-Nocera Inferiore-A.S.L.SA1

Scopo del lavoro: La sindrome da anticorpi anti-fosfolipidi (APS) o sindrome di Hughes € un disordine protrombotico
multi-sistemico, associato allapresenzadi autoanticorpi diretti contro varie proteine leganti fosfolipidi. Per |’ eterogeneita
delle sue manifestazioni la diagnosi di APS & spesso ritardata anche di anni comportando disabilita e aumento della
morbilita e della mortalita. Pertanto € sembrato interessante verificare I’ efficienza di kit diagnostici per il dosaggio di
anticorpi anti-cardiolipinalgG/IgM eanti-B2 glicoproteinal 1gG/IgM, basati sumetodicaEIA e FEIA alo scopo di consentire
unadiagnosi precoce e garantire una terapia adeguata.

Materiali e metodi: Il siero el plasmadi 113 pazienti, di cui 63 con sospetto clinico di APS e 50 sani, in eta compresa
tra 20-70 anni, é stato sottoposto al dosaggio dei tre test-criterio secondo le linee giuda di Sydney 2004. Per le prove
coagulative sono stati utilizzati i kit ed apparecchiatura forniti dalla ditta Instrument Laboratory (IL). Il dosaggio degli
anticorpi anti-Cardiolipina IgG/IgM e anti-32 glicoproteina | 1gG/IgM € stato eseguito con metodica EIA utilizzando kit
diagnostici della ditta Grifols e Alifax, e in FEIA con reattivi della Phadya.

Risultati: lo studio condotto, per il dosaggio degli anticorpi anti-CardiolipinalgG/IgM e anti-32 glicoproteinal 1gG/IgM, ha
mostrato cheil valore predittivo positivo (VPP) € pari a 61% per ladittaAlifax, al 65% per ladittaGrifolsea 71% per la
Phadia. Intermini di valore predittivo negativo (VPN) i risultati mostrano un valore del 94% per ladittaAlifax, del 95% perla
dittaGrifols, edel 9 1% per quelli delladitta Phadia. Per quanto riguardail coefficientedi incidenza (ClI) risultapari a
78% per I’ Alifax, al’ 80% per laGrifolsedl’ 86% per |laPhadia.

Conclusioni: Nel sospetto clinico di APS la diagnosi precoce si avvale dei tre test-criterio di laboratorio. Infatti per la
diagnosi di APS é sufficiente, oltre ad un criterio clinico, la positivita anche di uno solo dei tretest. | risultati ottenuti dal
nostro studio evidenziano che i dosaggi eseguiti con il metodo FEIA hanno una maggiore performance rispetto al metodo
EIA.
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ANTICORPI ANTI-CITRULLINA: GENERAZIONI A CONFRONTO B-16

P. Sabatini*, A. Tedesco, Z. Senatore*, L. Clemente*, |. Soriente*, R. Marchitiello*
*UOC Patologia Clinica,D.E.A.Il Umberto I-Nocera Inferiore-A.S.L.SA1

Scopo: L' Artrite Reumatoide (AR) & una patologia autoimmune che richiede una diagnosi precoce. Il dosaggio degli
anticorpi anti-CCP sembra essere, per la elevata specificita e I’ alto valore predittivo positivo, un buon marcatore nella
diagnosi di questa patologia. Inoltre, vi sono evidenzein letteratura che gli anti-CCP possano comparire nel sangue molti
anni prima delle manifestazioni cliniche edelladiagnosi di AR. E’ sembrato pertanto interessante val utare la performance
di differenti kit diagnostici per il dosaggio degli anticorpi anti-CCP.

Materiali e metodi: Sono stati valutati, 144 pazienti, di cui 49 con sospetto di AR,15 con diagnosi di artrite reumatoide
e 50 sani. | test utilizzati per lo stud io sono CCP 2, CCP 3 (Inova Diagnostics, San Diego, United States of America) e
EliA CCP (Phadia, Freiburg, Germany). | test CCP 2 ed EliA CCP utilizzano lo stesso antigene (CCP di seconda
generazione), mentre il test CCP 3 utilizza un differente antigene definito di terza generazione.

Risultati: Nel gruppo di pazienti con AR conclamata si € osservata una positivita del 93.3%, del 66.7% e dell’ 80.0%
rispettivamente nei test CCP2, CCP 3 ed EliA CCP. La specificita osservata nel gruppo di pazienti con sospetta AR €
statadell’ 84.1%, del 90.9% e del 93.2%. C' € una maggiore disconcordanzatralnova CCP 2 ed EliA CCP chetralnova
CCP3edEliA CCP, nonostantei primi due utilizzino lo stesso antigene. Infatti i 7 campioni, di cui 3 con diagnosi di AR
e 4 con sospetto di AR, sono risultati positivi con il test Inova CCP 2 e negativi con CCP 3, si sono confermati negativi
con EliA CCP che usalo stesso antigene di 2nd generazione del test CCP 2. Soltanto un campione risultato positivo con
i kit di2nd generazione, € invece risultato negativo con quello di 3rd generation (CCP 3).

Conclusioni: Il test di 3rd generazione (CCP 3) non mostra un evidente incremento di sensibilita e specificita. 1l test
Inova CCP 2 produce dei risultati falsi positivi, maquesto & dovuto probabilmente ad un legame aspecifico potenzialmente
creato nei pozzetti per il dosaggio ELISA, dal momento che I’ antigene dei due test di 2nd generazione € identico.

DETERMINAZIONE DEGLI ANCA: ESPERIENZE DEGLI ULTIMI 2ANNI B-17

C.Marin€li,M.Liguori,A.Lubelli,M.Angius
Dipartimento di Medicinadi Laboratorio. Azienda Ospedaliera” G. Brotzu” . Cagliari

Scopo del lavoro: Analizzarei dati ottenuti in tale periodo nelladeterminazione degli anticorpi anti citoplasmadei neutrofili
(ANCA) per ladiagnosi di sospettavasculite, allaluce delle nuove conoscenze e metodol ogie di ricerca.

Materiali e Metodi: Secondo le piu recenti linee guida abbiamo utilizzato la metodica | FI come screening, I' ELISA per il
dosaggio autoanticorpal e e per richieste particolari. Dal marzo 2006 all’ agosto 2008 sono stati eseguiti intotale 1512 test in
ELISA e5594in IFl per determinarerispettivamente MPO e PR3 (ELISA) e pecANCA (IFI). Per I'IFI éstato utilizzato il kit
Mosaic Granulociti 4 (Euroimmun, Germania). Per I” Elisalo strumento Unicap 100 con metodicaElia(Phadia,Svezia), utilizzando
i cut-off proposti dal produttore.

Risultati: ELISA MPO: i negativi totali sono stati 697 (92.19%), 468 (82.2%) calcolati per singolo paziente. | test positivi totali
sono stati 59 (7.8%) mentre per singolo 26 (4.6%). Per i PR3: negativi 669 (88.4%) in totale e 478 (84%) per singolo, i positivi
totali 87 (11.5%), 21 (3.7%) calcolando i singoli. IFI: pANCA 2687 (96%) negativi totali, 95% per singolo. Positivi totali 110
(3.9%), 4.86% nei casi singoli. CANCA totali negativi 2704 (96.6) per singolo 95.88%, totali positivi 93 (3.3%) € 4.11%
singolarmente. Trai casi particolari segnaliamo: 1) test border-line: 14 MPO e 9 PR3tutti risultati positivi in [Fl contitoli tra
1:10/1:40 echein seguito hanno tutti sviluppato positivitaanchein ELISA. 2) 1 caso: positivitaMPO macANCA in|Fl. 3)
In4 casi: doppiapositivitain ELISA ( masolo 1 paziente con alti valori) con pattern |Fl concordanti soloin 3 pazienti. 4) Un
caso: atapositivitaper MPO macANCA positivoin IFI. 5) Nei casi ritenuti urgenti e statarichiestaladoppiametodica: il
dato ottenuto in I Fl & stato sempre confermato dall’ ELISA.

Discussione e conclusioni: Dai dati ottenuti si possono trarrele seguenti considerazioni: 1) LediscrepanzetralFl ed ELISA
per test e singoli pazienti sono verosimilmente da attribuirsi al fatto che i test ELISA sono ripetutamente richiesti per i
positivi gia noti, probabilmente per ottenere il titolo autoanticorpale, che peraltro spesso si osserva restare invariato per
lunghi periodi. 2) Sarebbe opportunaunamaggiore appropriatezzadellerichiestedei clinici eladeterminazionedi propri cut-
off, specie per i border-line. 3) Lieve maggiore positivitadell’ [FI rispetto all’ ELISA, con conseguenti dubbi sull’ effettiva
utilita della doppia metodica IFI+ELISA se non in casi clinicamente selezionati. E' nostra intenzione confrontarci con i
colleghi clinici per chiariremeglioil significato del numeri riferiti e cal colareindici epidemiologico-statistici piu significativi
al finedi adottare soluzioni per un migliore utilizzo del test.
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UN INTERESSANTE CASO DI POLIENDOCRINOPATIAAUTOIMMUNEDI TIPO IV B-18

P. Sabatini****, S, Esposito, M.Agrusta**, A. Pepe***, P. Amato*
*Dipartimento di MedicinaA.S.L.SA1- Noceralnferiore (SA); **U.O.C. EndocrinologiaA.S.L.SA1- Noceralnferiore(SA);
***Dermatologo SpeciaistaA.S.L.SA1- Noceralnferiore (SA); ****U.O.C. PatologiaClinicaA.S.L.SA1

Noceralnferiore (SA)

Scopo: Lasindrome polighiandolare autoimmune (SPA) € unamal attiaautoimmune caratterizzatadallapresenzadi dueo piu
endocrinopatie pit frequente in pazienti maschi (rapporto 3:1) di etacompresatrai 30 e40 anni. LaSPA | étrasmessacon
modalita autosomica recessiva e non ha associazione con gli aplotipi HLA. Le SPA 11, Il e IV hanno una trasmissione
familiareein esseacuni aleli HLA-DR3 e DR4 aumentano lasuscettibilitaallamalattia. Nei tipi [11 elV s possono associare
apatol ogie autoimmuni organo specifiche e non organo specifiche (celiachia, anemiaperniciosa, vitiligine, artrite reumatoide
etc) secondo unaqualsiasi sequenza. Ladiagnosi e resacomplessadallanaturaaspecificade sintomi edallavarieta delle
patologie associate per cui I'integrazione tra clinico e laboratorista risulta indispensabile. Un ritardo diagnostico pud
metterein pericolo lavitadel paziente.

Materiali e metodi: Un soggetto di sesso maschile di 45 anni giungeva all’ osservazione reumatol ogica per una periartrite
scapolo-omerale sx resistente allaterapiamedica. Familiaritaper gozzo tiroideo eceliachia. Ipoacusiain etainfantilebilaterale
piu spiccata a sx per sclerosi della membrana timpanica.Nel 1996 in ambiente endocrinologico veniva posta diagnosi di
diabete mellito autoimmune tipo |I. Dopo circa quattro anni, sempre presso la stessa struttura, veniva diagnosticata una
celiachia per la positivita degli anticorpi anti endomisio, e anti trans-glutaminasi della classe IgA e 1gG e di unabiopsia
gastro- intestinale. Dopo altri sette anni veniva evidenziata una tiroidite autoimmune senza alterazione della funzionalita
tiroidea. Nello stesso anno comparivano all’improvviso chiazze ipocromiche e acromiche al volto, al torace ed agli arti
superiori. Veniva consultato un dermatol ogo che ponevadiagnosi di vitiligine. Le chiazze acromiche comparivano agittate
continue coinvolgendo gran parte del viso con risparmio solo delle zone periorbitarie e perilabiale e inoltre una modesta
alopecia. Venivano richiesti ulteriori esami @) per laricercadi marcatori bioumorali di malattie autoimmuni organo e non
organo specifiche che mostravano un lieve aumento degli anticorpi antitireoperossidasi tiroidei (TPO Ab) e un aumento
significativo degli antinucleo (ANA), senzaunapositivita specificaper i biomarker di patologiareumatica, da seguire nel
tempo, b) per investigare un eventual e anemia da mal assorbimento, che non evidenziavano nessuna alterazione.

Risultati: Il quadro clinico supportato dal profilo diagnostico bioumorale consentivano di porre diagnosi polispecialistica
di SINDROME POLIENDOCRINAAUTOIMMUNETIPOIV.

Conclusioni: Evidenze scientifiche sostengono che, fino ad un quarto dei pazienti affetti da una patologia autoimmune
possono svilupparne un’altra o piu di unanel corso dellavita. I caso clinico riportato evidenzia come la casualitadi una
patol ogia associata ha permesso di porre diagnosi di malattia autoimmune a carattere multidisciplinare consentendo un
migliore outcome sul paziente.

PROPOSTA DI UNNUOVOALGORITMO DIAGNOSTICO PER LA DIAGNOSI EIL FOLLOW UP B-19
DELLA MALATTIA CELIACA (MC)

P.Piergrossit, M. Infantino!, R. Saporito!, S. Salatino!, C. D’ Aserot, M. Ruggeri?
1L aboratorio di PatologiaClinica, Ospedale S. Pietro-Fatebenefratelli, Roma;
2Azienda Ospedaliera S. Giovanni Addolorata, Roma

Scopo dello studio: Dimostrarel’ utilitadiagnosticadi un test di screening sensibile e specifico per laceliachiache permette
di proporre un nuovo agoritmo per ladiagnosi e per il follow up dellamalattiaceliaca(MC). Il presente algoritmo fornirebbe
inoltre unariduzione dei costi ospedalieri in realta medio-grandi scremando cosi I’ alto numero di richieste che ad oggi
presente nei laboratori di analisi clinichein virtu di unamaggiore conoscenzafisiopatologica, clinicaelaboratoristicadella
mal attia e di unamaggiore sensibilizzazione allamal attiada parte dei medici specialisti edei medici di base.

Materiali e metodi: Sono stati analizzati 74 campioni di sieri afferenti all’ Ospedale S.Pietro FBF (Roma) e all’ Azienda
Ospedaliera S. Giovanni Addolorata (Roma) con la richiesta di anticorpi antitransglutaminasi IgA e IgG e di anticorpi
antigliadinalgA e lgG e positivi ad almeno uno di questi anticorpi. Come campioni negativi sono stati utilizzati 26 sieri di
pazienti donatori. Per valutareinfinel’ interferenzadi altri autoanticorpi € stato inserito un terzo gruppo di campioni positivi
atitolo alto per altri autoanticorpi. Per il dosaggio imunoenzimatico degli anticorpi IgA-1gG contro la transglutaminasi
tissutale umana (htTG) econtroi peptidi sintetici dellagliadina(DPG) é stato usato il QuantaLite htTG/DPG screen Inova
fornito dalladittalL. Per il dosaggioimunoenzimatico dei singoli anticorpi sono stati usati i kit QuantaLiteh-tTGIgA elgG
eQuantaElisaDPG IgG elgA Inova, forniti dalladittaMenarini.

Risultati: Percentualedi accordo positivi:32/34(94%); Percentuale di accordo negativi:38/38(100%); Accordo totale: 72/74
(97.9%)

Discussione e conclusione: Gli anticorpi anti-gliadinatradizionali si riscontrano anchein atre patologieal di fuori dellaMC;
in realta perd gli anticorpi anti-gliadina correlati alla MC riconoscono un numero limitato di epitopi dellagliading; si
pensato cosi di passare a una gliadina sintetica, deamidata da parte della tTG specifica di MC e che aumenta in modo
significativolasensibilitaelaspecificita“storica’ di questo test(DPG=deamidated gliadin peptides). E' indubbiaormai nella
popolazione pediatrical’ utilitadiagnosticadegli anticorpi anti-gliadinadeamidatarispetto agli anticorpi anti-gliadinaclassici
erispetto agli anticorpi anti-tTG, in considerazione dellatardivacomparsasierologicadi questi ultimi. Diversi studi hanno
infatti dimostrato chegli anticorpi anti-DPG sono di notevoleaiuto nel follow up dei bambini celiaci ad ietaprivadi glutine
scomparendo sierologicamente piu’ precocemente degli anticorpi anti-tTTG. La combinazione degli anticorpi anti-DPG e
degli anticorpi anti tTG offre una migliore sensihilita senza perdita di specificita nella diagnosi di MC e l’uso nel kit di
screening di un coniugato anti 1gG e anti IgA umane consente di rilevareinoltrelamalattiaanchein presenzadi deficit di IgA.
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PRESENZA DI ANTICORPI ANTI-CCP (CITRULLINA) INPAZIENTI CON INFEZIONE B-20
DA EPATITEC

R. Saporito, M. Infantino, P. Piergrossi, C. D' Asero
Laboratorio di Patologia Clinica, Ospedal e S.Pietro-Fatebenefratelli, Roma

Scopo del lavoro: Unadelle manifestazioni extraepatiche di naturaautoimmune pitl frequenti associate ad epatite C cronica
e unapeculiare formadi artrite, il cui quadro clinico & sovrapponibile a quello di esordio dell’ artrite reumatoide classica.
Attualmenteédifficiledistinguereledueformedi artrite, soprattutto perchéi test sierologici finoradisponibili per diagnosticare
I artrite reumotoide, comeil fattore reumotoide RF, sono poco specifici. Recentemente & stato messo a punto un nuovo test
diretto contro laricercadegli anticorpi anti-CCP (citrullina) che presenta una maggiore specificitae sensibilitaper ladiagnos
dell’ artrite reumatoide. Lo scopo del nostro studio € stato quello di studiare se vi € correlazione tra la presenza degli
anticorpi anti-CCPel’ artrite associataall’ HCV.

Materiali e metodi: Sono stati analizzati 45 sieri di pazienti ricoverati al’ Ospedale S.Pietro FBF(Roma) HCV positivi e 30
donatori HCV negativi come gruppo di controllo. | campioni per larilevazione degli anticorpi anti-HCV sono stati testati
mediante untest ELISA“MONOLISA HCVAg-Ab-ULTRA” (BIORAD). Lapositivitadel campioni agli anticorpi anti-HCV e
stata confermatacon riba—test ricercaRNA virale mediante tecniche di biologiamolecolare(PCR). | campioni per il test anti-
citrullina sono stati testati utilizzando il kit IMMUNOSCAN RA anti-CCP prodotto da Euodiagnostica e distribuito da
Diasorin.

Risultati: Nessun paziente HCV positivo e HCV negativo é risultato positivo agli anticorpi anti-CCP. Lo 0% dei pazienti
maschi HCV negativi € positivo al fattore reumatoide, il 18% dei maschi HCV positivi & positivo a fattore reumatode, il 13%
delledonne HCV negative & positivo al fattore reumatoide, il 26% delle donne HCV positive é positivo al fattore reumatoide.
Discussione e conclusione: L'HCV puo essere responsabile anche di manifestazioni cliniche extraepati che essenzialmente
legate a disturbi del sistemaimmunitario indotti dallo stesso virus; tali manifestazioni comprendono la crioglobulinemai
mista, le patologietiroidee, lasindromedi Sogren,le glomerulonefriti eleartriti. Gli anti-CCP sono anticorpi 1gG diretti contro
peptidi citrullinati ciclici (ccp) nel siero umano. Sono anticorpi altamente caratteristici dellaAR (Artrite reumatoide), malattia
autoimmune sistemicamolto diffusache colpiscel’ 1-2 % della popol azione mondial e e lacui eziologia é sconosciuta. Nella
diagnosticadi laboratorio dellaAR ladeterminazione combinatadel FR edell’ anti-CCPmigliorail valore predittivo positivo
per ladiagnosi di AR portandolo aoltreil 90%. L’ anti-CCP rappresenta un parametro di laboratorio che giain uno stadio
precoce dellaAR ci permette di avallarne ladiagnosi. Inoltre, contrariamenteal FR, égiadi per séinformativo dal punto di
vista prognostico e come marker piu predittivo permette di prevedere un decorso erosivo in molti manonin tutti i pazienti
colpiti. Sebbene €'in prospettiva confermare le nostre conclusioni con un numero maggiore di campioni, i risultati ottenuti
nel nostro studio dimostrano che gli anticorpi anti-CCP non sono presenti nei sieri dei pazienti HCV positivi dove é
frequentetrovarelapresenzadi fattore reumatoi de soprattutto nei sieri di pazienti femmine; questo dimostraquindi chetra
le manifestazioni extragpatiche dell’ HCV ci sono forme artritiche simili manon associabili ad Artrite Reumatoide (AR).

RICERCA DEGLI AUTOANTICORPI INPAZIENTI INTERAPIA CONANTAGONISTI DEL TNF-a: B-21
UN CASODI DILE

L. Cinquanta
Servizio di PatologiaClinicaAz. Osp. S. Giovanni di Dio e Ruggi D’ Aragona Salerno

Scopo del lavoro: Una risposta autoimmune (incremento o comparsa di autoanticorpi in assenza di manifestazioni di
malattia) significativamente aumentata € ben documentata in pazienti in terapia con antagonisti del TNF-a da studi
randomizzati controllati nel corso dei quali, perd, un solo paziente ha sviluppato una sindrome simil-lupus. Altri studi
osservazionali hanno confermato I’ aumento del titolo /o lacomparsadi autoanticorpi specialmente nei pazienti trattati con
Infliximab, taleincremento correl erebbe conlacomparsadegli effetti collaterali. Nel riportare un caso di L upus eritematoso
indotto daAdalimumab (DILE), si evidenzial’ opportunitadi ricercare periodicamente gli autoanticorpi nel pazienti trattati
con farmaci antagonisti del TNF- a.

Materiale e metodi: Unadonnadi 25 anni (A.C.), nel Marzo 2008 si rivolge all’ ambulatorio di Medicinaper lacomparsadi
eritemarilevato a volto, mialgie e mal essere generalizzato; all’ anamnesi risultd chein precedenzale erastata diagnosticata
Artrite Reumatoide Giovanile e che assumevaAdalimumab dall’ Aprile 2006 alladose di 40 mg. fiale s.c. ogni 14 giorni in
associazione a L eflunomide. Venivaeffettuata, insieme agli esami di routinelaricercadegli ab-antinucleo (ANA) e succes-
sivamente, data la positivita di questi ultimi, valutata la presenza di ab anti-DNA nativo e di ab anti-antigeni nucleari
estraibili (ENA).

Risultati: | test impiegati hanno evidenziato aumento dellaVES, lieve consumo dellefrazioni C3 e C4, positivitadegli ANA
ad alto titolo (1:1280) con pattern omogeneo, nonché degli ab anti-istone e negativitaper gli ab anti-dsDNA edegli ab anti-
ENA. Dopo due mesi dalla sospensione della terapia con Adalimuma b e inizio della terapia corticosteroidea per os. la
paziente stavameglio egli esami ematochimici si normalizzavano, mentrerestavainvariatoil titolo degli ANA.
Discussione e Conclusioni; La diagnosi di DILE € stata posta per i seguenti motivi: a)assunzione di farmaco in grado
d'indurrelamalattia, b)anamnesi negativaper LES primad’iniziareil farmaco, c)quadro clinico compatibile, d)positivitadegli
ab anti-istone ed assenza degli ab anti-dsDNA ed anti-ENA. Non é stato chiarito cosa provoca unarisposta autoimmunein
corso di terapia con anti TNF-a, ma & notala possibilita di sviluppare una seconda malattia autoimmune nei soggetti gia
affetti dauna. Lapositivitadegli ANA ei risultati ottenuti dai successivi approfondimenti hanno reso possibile, insieme al
quadro clinico, I'inquadramento dellapatol ogiaautoimmune (DILE). 11 monitoraggio trimestrale degli autoanticorpi € oppor-
tunoin questi pazienti, nonostante larilevanzaclinicadi rim aneincerta, per le segnalazioni di casi di malattie autoimmuni
che migliorano dopo sospensione dellaterapia.
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RUOLO PREDITTIVO DEGLI ANTICORPI ANTI-CELLULE PARIETALI GASTRICHENELLA B-22

SINDROME TIREO-GASTRICA: STUDIO PROSPETTICO QUINQUENNALE IN PAZIENTI CON
TIREOPATIEAUTOIMMUNI

R.Tozzali*, G. Kodermaz*,A.R. Perosa*, M. Tampoia**, A. Antico***
*LaboratorioAnalisi Chimico-cliniche, Ospedaedi Latisana(Udine); ** Laboratorio di PatologiaClinica, Policlinico Consorziale
di Bari; ***Laboratorio Analisi Chimico-cliniche, Ospedaledi Cittadella(Pd)

Scopo del lavoro. Letireopatie autoimmuni (Al TD) costituiscono le piti frequenti formedi patol ogie autoimmuni, dato che
colpiscono circail 10% dellapopolazione. In questi pazienti spesso si associano altre patol ogie autoimmuni, trale quali la
gastrite autoimmune (ABG), a costituire la sindrome tireogastrica nell’ ambito della sindrome poliendocrina autoimmune
(SPA) di tipo 3B. Lareale frequenzadi queste associazioni non & conosciuta, masi ritiene che sia sottostimata.

In questi pazienti lagastrite autoimmune evolve spesso in formaasintomaticao paucisintomatica, con minimi segni ematol ogici
o dispeptici, spesso misconosciuti, e pud sfociare nell’ anemia ferropriva e/o perniciosa e nel cancro gastrico. Scopo del
presente studio e stato laval utazione del ruolo predittivo di malattiagastricadegli anticorpi anti-cellule parietali (PCA) inun
vasto gruppo di pazienti con AITD studiati prospetticamente nel corso di 5 anni.

Materiali e metodi. Sono stati esaminati complessivamente 40 pazienti, risultati positivi allaricercadei PCA con metodo
immunoenzimatico (ELISA infase solidaper laricercadi autoanticorpi rivolti contro laH-K-ATPasi delle cellule parietali
gastriche), al’interno di un gruppoiniziale di 210 pazienti affetti daAlTD (169 con tiroidite di Hashimoto e 41 con morbo di
Basedow-Graves). Nel corso di cinque anni questi pazienti sono stati studiati prospetticamente per evidenziare lacomparsa
di ABG, mediante studio sierologico-biochimico [dosaggio di PCA/H-K-ATPasi, di anticorpi anti-fattore intrinseco (1FA),
gastrina e grelina) e gastroscopio-hioptico.

Risultati. Nel corso del quinquennio le concentrazioni circolanti di PCA sono aumentate significativamente nel 78% dei
pazienti, mentrei livelli di 1FA sono aumentati nel 32%. Trai soggetti PCA positivi, I’80% presentavaipergastrinemia e/o
ipogrelinemia. Traquesti ultimi il 50% mostrava un quadro di infiltrazionelinfocitariao di atrofia dellamucosaall’ esame
bioptico, che consentivadi confermare ladiagnosi di ABG.

Discussione e conclusioni. || dosaggio degli autoanticorpi anti-H-K-ATPasi nel siero con metodo immunoenzimatico €in
grado di predire la comparsa di ABG a distanza di 5 anni nel 40% dei soggetti affetti da AITD, dimostrando |’ elevata
prevalenzadelle SPA nellapopolazioneitaliana.

VALUTAZIONE PRELIMINARE DELL'UTILIZZO DEL MICROARRAY PROTEOMICO B-23
NELLA DIAGNOSTICAALLERGOLOGICAINVITRO

D.Villalta, S. Sella, M. DaRe, P. Martélli
AllergologiaelmmunologiaClinica, DML,A.O."S. Mariadegli Angeli”, Pordenone

Scopo del lavoro. Il primo sistemadi diagnosticaallergol ogicamol ecolare tramite utilizzo di microarray proteomico, € ora
disponibile sul mercato. Esso permette |a determinazione simultanea di 90 specificita anticorpali rivolte verso altrettante
molecol e allergeni che appartenenti apollini, epiteli animali, acari, insetti, muffe, lattice, alimenti. Conil presentestudiosi &
voluto confrontarei risultati ottenuti con tale metodo, rel ativamente ad al cuneimportanti molecol e allergeniche, con quelli
ottenuti con un metodo convenzionale.

Materiali e metodi. | sieri di 20 pazienti allergici, selezionati in base allaclinica e a risultato dei test cutanei, sono stati
valutati con il metodo proteomico (ISAC, VBC GENOMICS; Vienna) e con il metodo ImmunoCAP (Phadia; Svezia). Le
molecole valutate sono state Bet v 1, Bet v 2, Olee 1, Phl p 1, Phl p 5, Pru p 3, Bos d 4 (a-lattoalbumina), Bos d 5
(B-lattoglobuling), Bosd 8 (caseina), Gal d 1 (ovomucoide), gal d 2 (ovoa bumina).

Risultati. Trail metodo microarray e ImmunoCAP ¢’ & stata una assol uta concordanzadi risultati, intermini qualitativi, per
quanto riguardale specificitalgE rivolteverso Olee 1 (5/5), Bet v 1 (5/5), Bet v 2 (4/4), Phl p 1 (7/7), Phl p5(7/7). Dei quattro
pazienti che manifestavano reazioni sistemiche in seguito ad ingestione di pesche, solo due sono risultati positivi per Prup
3a microarray (50%), mentretutti sonorisultati positivi con!’ ImmunoCAP. Due pazienti con clinicasuggestivaper alergia
al latte e positivitaall’ ImmunoCAP per a-lattoal bumina, B-lattoglobulinae caseina, sono risultati positivi a microarray per
Bosd 4, Bosd 5 e Bos d 8; un terzo soggetto positivo solo alla caseina é risultato negativo per Bos d 8. 3 soggetti che
presentavano positivita all’ ovomucoide e all’ ovoalbumina all’ ImmunoCAP sono risultati positivi per GaldleGa d2a
microarray.

Discussione e conclusioni. Anche selacasisticaélimitata, i dati preliminari indicano cheil metodo proteomico ISAC, per
alcunefraleprincipali molecole polliniche, forniscerisultati sovrapponibili aquelli ottenuti con ImmunoCAP, mentre sembra
essere meno sensibile per Prup 3 eBosd 8. Tali dati dovranno essere verificati su casistiche pit ampie, nelle quali dovra
esserevalutataanchel’ efficienzadiagnosticadi atreimportanti molecoleallergeniche. In ogni caso lapossibilitadi definire
inun’unicaanalisi e con soli 20 pl di siero un ampio profilo allergenico, rende tale metodica estremamente interessante, in
particolare qualorasi desideri definirel’ allergogrammain soggetti polisensibilizzati. Per il momento, pero, non puo
sostituire completamenteil metodo tradizionale, in quanto noningrado di identificaretuttele principali molecoleallergeniche.
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VALUTAZIONE DI NUOVI ALLERGENI MOLECOLARI NELLA DIAGNOSTICAINVITRO B-24
DELLA SENSIBILIZZAZIONEADALIMENTI

A. Ferrari, B. Caruso, N. Mélloni, N. Nicolis, M. Rocca, C. Cocco, G.E. Senna*, P. Rizzotti
Laboratorio Analisi Chimico Cliniche ed Ematologiche, *Unita Operativa di Allergologia Ospedale Civile Maggiore
Borgo Trento, Azienda Ospedaliera di Verona

Scopo del Lavoro: Attualmente ladiagnosticaallergologicain vitro si staorientando verso I’ utilizzo di allergeni altamente
purificati anche ottenuti da tecniche di biologia molecolare che siano in grado di identificare la risposta IgE verso
epitopi dimostrati responsabili di reazioni allergiche di grado elevato.

Materiali e Metodi: Sono stati presi in considerazionetreallergeni molecolari: 1. Omega-5 gliadina (f416,CAP Phadia) legato
alareattivitaallafarinadi grano e che sembrerebbein grado di far sviluppare asmadasforzo o shock nei soggetti che hanno
IgE verso questo allergene. E’ stataval utatalareattivitalgE (daluglio 2007 ad agosto 2008) in 86 soggetti positivi allafarina
di grano (f4) per titoli superiori a1l KU/L eseguendo cometest riflessole IgE per I’ omegabgliadina (ImmunoCA P 250 Phadia);

2.Prup 3(LTP) (f420, CAPPhadia) legato alasensibilizzazione alimentare allafruttaappartenente alafamigliadelle rosacee.

E' statavalutatalareattivital gE (dagiugno 2008 ad agosto 2008) in 33 soggetti positivi allamela(f49) per titoli superiori a0.5
KU/L eseguendo cometest riflesso le IgE per Prup p 3 (ImmunoCAP 250 Phadia); 3.Arah 2 (f423, CAP Phadia) legato alla
sensibilizzazione alimentare alleleguminose. E' stataval utatalareattivital gk (dagiugno 2008 ad agosto 2008) in 10 soggetti

positivi alle arachidi (f13) per titoli superiori a2.0KU/L eseguendo cometest riflesso le IgE per Arah 2 (ImmunoCAP 250
Phadia).

Risultati: 1.1n 86 sogget ti f4 con valori superiori a1l KU/L sono stati identificati 4 pazienti (5 %) convalori di IgE per Omega-
5 gliadinasuperiori a0.5 KU/L . Lastoriaclinicain questi soggetti ha confermato la sensibilizzazione allafarinafino alla
sintomatologia grave dell’asma da sforzo complicata in un caso anche dallo shock; 2.In 33 soggetti positivi a frutta
appartenente allafamigliadellerosacee 19 (22%) hanno dimostrato IgE positivitaper Pru p 3 per valori superiori a0.5 KU/I,
ma solo in 9 soggetti (10%) si € riusciti a identificare una storia clinica di sintomatologia grave all’ assunzione di frutta
appartenente ale rosacee ; 3. Nei 10 soggetti positivi alle arachidi solo 2 hanno dimostrato una reattivita per Ara h 2
superiorea 0.5 KU/I ed entrambi presentavano unastoriaclinicasignificativadi reazione grave alle arachidi

Conclusioni: L’utilizzo degli alergeni molecolari per la sensibilizzazione ad alimenti attualmente pud approfondire e
confermare la storia clinicadi allergia alimentare ed essere un valido ausilio per impostare una corretta dieta alimentare
e valutare |’ opportunita di fornire al paziente.

ACCURATEZZA DIAGNOSTICA DEL TEST DI ATTIVAZIONE DEI BASOFILI IN PAZIENTI CON B-25
IPERSENSIBILITAALIMENTARE E PRESENTAZIONE CLINICA DA COLON IRRITABILE

|. Brusca, A. Carroccio, P. Mansueto, M .L. Lo Spalluti, G. Pirrone, M. Barrale, V. Cantisano, SM. LaChiusa, G. lacono
Ospedale Buccheri LaFerla, Universitadegli Studi di Palermo, Ospedale dei Bambini G. Di CristinaPalermo

Background: Ladiagnosi differenziale frasindrome del colonirritabile (IBS) eipersensibilitaalimentare (1A) edifficilee,
datalacarenzadi testsdi laboratorio con dimostrataaccuratezza diagnostica, basata, su criteri clinici:dietadi eliminazione
(DE) echallengein doppio cieco con I’ alimento sospetto(DBC).

Scopo del lavoro: Valutare |’ accuratezza diagnosticadel test di attivazionein vitro dei basofili (flow-CAST) in pazienti con
IBSeauto-riferital A.

Materiali e Metodi: 120 pazienti consecutivi (85 F, 35 M, range 17-61a, mediana46) con diagnosi di IBS secondoi criteri di
Romalll. sono stati osservati per 4 settimane, e poi sottoposti per 4 settimane a DE privadi latte, frumento, uovo, pomodoro,
cioccolato eaimenti positivi all’ anamnesi. Trentasei (GRUPPOA) riferivano I A, ottantagquattro non riferivano |A (GRUPPO
B). All’ingresso: esami di routine, H2-breath test, sierologiaper celiachia, IgE totali, RAST eflow-CAST (Buhlmann) per
alimenti Durantelo studio laval utazione sintomatol ogica & stata effettuata tramite score. | soggetti con miglioramentoin DE,
sono stati sottoposti a DBC.

Risultati: Nel gruppo A si € osservato un miglioramento dello score (P<.01) con scomparsa dei sintomi in 21/36 (58%)
pazienti. Nel gruppo B si @ avutaunariduzionedello score non significativo erisoluzione dei sintomi in 8/84 casi (9%) (VS
gruppoA: P<.0005). 24 dei 29 pazienti (21/21 gruppo A + 3/8 gruppo B) con remissione sintomatol ogicasono risultati positivi
al DBC confermando ladiagnosi di IA. Il confronto dei test allergologici mostra

I pers. alimentare(n=24) Colon Irritabile (n = 96) P
IgE totali elevate 4/24 4/96 N.S
RAST alim. Positivo 5/24 6/96 N.S.
Flow-CAST positivo 21/24 8/96 001

Lasensibilitaelaspecificitadel flow-CAST nelladiagnosi di | A sono staterispettivamente del 87% edel 92%; I’ accuratezza
diagnosticadel 91%.
Conclusioni: Questi dati evidenziano I’ utilita del flow-CAST nella valutazione dei pazienti con IBS e sospetta | A.
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VALUTAZIONE DELLA EFFICACIA DIAGNOSTICA DEL BREATHTEST AL LATTOSIO E B-26
SUA CORRELAZIONE CON IL QUADRO CLINICO

P. Prandini, G. Del Giudice, B. Milanesi*
U.O. Allergologiae MedicinaTrasfusionale Ospedal e di Gavardo
*Laboratori di PatologiaClinicaA.O. Desenzano del Garda (BS)

Scopo del lavoro: valutazione della efficacia diagnostica del breath test al lattosio e significativita del test in rapporto
ala sintomatologia clinica.

Materiali e metodi: sono stati studiati 188 pazienti indagati per sospetta intolleranza al lattosio. E' stato eseguito in tutti
un breath test all’idrogeno con lo strumento Gastrolyzer 2 (ditta Bedfont) dopo somministrazione di 50 gr. di lattosio
disciolti in 400 ml di acqua. Lo strumento preleva campioni di aria di fine espirazione ogni 15 minuti per la prima ora,
poi ogni 30 minuti nell’ ora successiva. Un aumento dei livelli di idrogeno nell’ aria espirata di almeno 20 ppm (parti per
milione) éindice di un risultato positivo. Un aumento di 20-40 ppm indicaunapositivitalieve, di 40-80 ppm unapositivita
di grado moderato, un aumento superiore a 80 ppm € indice di un malassorbimento severo del lattosio.

Risultati: abbiamo valutato 188 pazienti (40 maschi e 148 femmine, di eta compresa tra 11 e 77 anni). Di questi, 99
pazienti (53 %) sono risultati positivi a test e 79 pazienti (42 %) negativi. Trai pazienti positivi, 10 (10 %) presentavano
unaintolleranza al lattosio di grado lieve, 22 (22 %) di grado moderato e 67 (67%) di grado severo. Durante I’ esecuzione
del test, 72 pazienti hanno manifestato unasintomatol ogia caratterizzata da dol ore addominal e, diarrea, nausea, meteorismo
ecefaleaedi questi, 65 pazienti hanno avuto un breath test al |attosio positivo e 7 negativo. Trai pazienti risultati negativi
al test, uno ha manifestato un eritema cutaneo diffuso e due prurito cutaneo diffuso senza rash.

Discussione e conclusioni: il sospetto diagnostico di intolleranza a lattosio & confermato dalla positivita del test in 99
pazienti su 188 con sintomi compatibili, pertanto il test sembra avere una buona sensibilita e una soddisfacente
correlazione col quadro clinico. La comparsa durante I’ esecuzione del test di sintomi gastrointestinali e non (dolore
addominale, diarrea, meteorismo, cefalea) in quasi tutti i pazienti risultati positivi conferma ulteriormente la validita del
test. Per quanto riguarda i tre pazienti negativi al breath test e con sintomatologia cutanea, si € consigliato di eseguire
ulteriori indagini allergologiche per ricercare eventuali altre cause dei disturbi lamentati dai pazienti.

EMOCROMATOSI: MALATTIA RARA O SOTTODIAGNOSTICATA? C-01

L. Giglie?, S. De Cesarig’, A. Buggiani®, I. Masini2, I. Montenora®, V. Mazzantini®, A. Fanciullacci®
aSIMT- USL 11- Empoli - Toscana; 3_aboratorio Analisi Azienda- USL 11- Empoli — Toscana; “CooperativaMedici VEGA

Scopo del lavoro: Abbiamo voluto valutare I’ incidenza di i perferritenemie ed emocromatosi ereditarie in una popolazione
selezionatadellazonadi Empoali.

Materiali emetodi: Hanno collaborato alo studioiil LaboratorioAnalisi(LA),il Servizio Trasfusionale (ST) ed unacooperativa
di Medici di Famiglia(MF). Sono stati valutati complessivamente 6123 donatori di sangue e 27551 Assistiti dai MF della
CooperativaVegaMedica. Sono stati selezionati Donatori e Pazienti con: Ferritina> 300 g/l (&) e>200ul/l (?); saturazione
dellatransferrina> 45%. | Pazienti inviati dai MF ed i Donatori sono stati valutati dal ST che haf atto eseguire esami di |1

livello ed haposto ladiagnosi definitiva, escludendo le forme secondarie di sovraccarico di ferro.

Risultati: | soggetti arruolati sono, ad oggi, 61 (42 M, 19F). | Pazienti con ferritina elevata, con 0 senza saturazione della
transferrinasuperioreal 45%, verificatalanon secondarieta, hanno eseguito laricercaHFE con metodica PCR real time. Tultti

i Pazienti con alterazione HFE sono stati inquadrati come affetti daemocromatosi di | tipo. Latipizzazione haevidenziatole
seguenti mutazioni: 18 con C282Y, 43 con H63D, 1 con S65C. | soggetti sono stati presi in carico dal ST che haprovveduto
allaterapiaspecificadellaqualei Pazienti hanno beneficiato siadal punto di vistalaboratoristico che strumentale, oltre che
soggettivamente.

Discussione: Lamanifestazione fenotipicadell’ accumulo di ferro, aparitadi alterazione genetica, érisultatainfluenzatada
fattori concomitanti: sesso, eta, omozigosi,sindrome metabolica, altrapatol ogiaassociata, stiledi vita, alimentazione, acolismo.
Lemutazioni genetiche nellapopol azione esaminatariflettono quelleriscontratein | etteratura per la popolazione del centro-
sud Italia, con maggiore presenzadi H63D, rispetto aC282Y. Lo studio hapermesso anche di evidenziare nel 52 % associazione
di sindromi metaboliche con HFE mutato.

Conclusioni: 1) Laemocromatosi viene comunemente considerata unamalattiarara. Secondo questo studio, aconfermadi

altri studi, tale malattianon érara, bensi sottostimata. 2) Lemanifestazioni fenotipiche vengono influenzate dallaconcomitante
presenzadi fattori secondari, frai quali haparticolarerilievol’ assunzione di alcolici. 3) Nellanostrazonal’ alterazione H63D
risulta preval ente rispetto alla mutazione C282Y, come nel resto del centro e sud Italia 4) Lacollaborazione fraMedici di

Famiglia, Centro Trasfusionale e Laboratorio Analisi potrebbe permetteredi evidenziare un maggior numero di patologie ad
uno stadio presintomatico e quindi concorrere ad unamigliore utilizzazione dellerisorse del SSN.
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LA CARENZA CONGENITA DI ALFA 1ANTITRIPSINA NELLA POPOLAZIONE SARDA C-02

N. Coghe, M. Pautasso, P. Coni, S. Pillai, E. Di Felice, G. Faa
Azienda Ospedaliero-Universitariadi Cagliari, Ospedal e San Giovanni di Dio, Cagliari

Scopo del lavoro - Lacarenzacongenitadi alfa-1-antitripsina & unamal attia ereditariatrasmessa con carattere autosomico
recessivo che, nelle popolazioni del Nord Europainteressa 1 su 1.800-2.000 nati vivi e predisponeall’ insorgenzadi enfisema
polmonare e danno epatico cronico che pud evolverein cirrosi epatica ed epatocarcinoma. Sono stati fatti pochi studi sulla
frequenzareae del deficit di alfa-1-antitripsinanelle diverse popolazioni ed in general e questa mal attia viene sottostimata
perché i sintomi clinici associati sono spesso confusi con altre patologie e/0 perché non sempre viene eseguito un test
molecolare. Lavariante patologicapit frequentein tutto il mondo elavariante Z anche sein Italiaed in Europalapresenza
di tale mutazione diminuisce spostandosi nelleregioni del sud. In Sardegna, non &€ mai stato fatto uno studio completo sulla
carenza congenitadi alfa-1-antitripsinaanche se sono stati descritti solo alcuni casi clinici ed in particolare uno di questi &
stato caratterizzato molecolarmente e descritto come variante M Cagliari. Per questo motivo, lo scopo di questo studio &
quello di esaminare la carenza congenita di A1AT in un campione di popolazione sarda, filogeneticamente distinta e dove
spesso |e mal attie congenite sono caratterizzate da peculiari caratteristiche cliniche e genetiche,

Materiali e metodi - Abbiamo esaminato 443 soggetti di origine sarda che sono stati suddivisi in due gruppi: un gruppo di
135 casi clinici ed uno di 308 donatori di sangue. Inizialmente é stata determinatalaconcentrazione dell’ A1AT nel siero di
tutti i campioni presi in esame e questi valori sono stati divisi e confrontati in 7 classi di dosaggio. Leclassi di dosaggio piu
basse sono state infine caratterizzate dal punto di vistamolecolare utilizzando due test mol ecolari specifici rispettivamente
per levarianti Z ed Seper lavariante M Cagliari.

Risultati - Mentrelamutazione Mliketipo MCagliari € presente nello 0,7% dei donatori sani esaminati (2 casi eterozigoti), nel
gruppo dei casi clinici lafrequenzadi questamutazionesaleall’ 11% (5 casi di omozigosi e 10 di eterozigosi). Al contrario,
I’allele Z € assente nei donatori mentre & presente solo nello 0,7% dei casi clinici. Le caratteristiche cliniche danoi riscontrate
nella popolazione sarda sono simili aquelle descritte per lavariante Z.

Discussione e conclusioni - | risultati di questo studio indicano chiaramente che in Sardegna quasi tutti i casi di deficit di
A1AT sono associati allavariante patologica M Cagliari, conosciuta anche come M-like 0 M-Malton, variante patologica
molto raranel resto del mondo dove invece é predominante lavariant e Z.

SCREENING PRENATALE DEI DIFETTI CROMOSOMICI.| RISULTATI AGGIORNATI DI UNO C-03
STUDIO EFFETTUATO NELLA ASL RM/A NEL PERIODO GENNAIO 2003-GENNAIO 2008

M.R. Boccolini*, R. De Angelis*, R. Mattei*, M.A. Spina*, R. Impera**, V. Sargentini**
*U. Org. Perinatologia, ASL RM/A —Roma. ; **U.Org. Pat. Clinicalnterdistrettuale, ASL RM/A —Roma

Scopo del lavoro: contribuire all’ elaborazione di un metodo efficace, economico e non invasivo per valutare il rischio genetico dell’intera
popolazione delle gestanti. Molti studi, condotti su ampie casistiche, hanno dimostrato che il soft marker pit importante per I’ identificazione
delle anomalie cromosomiche anche in forma isolata € la Nuchal Translucency (NT), che consiste in un accumulo di fluido sottocutaneo
retronucale. Lo screening nelladiagnosi della Trisomia 21 eseguito mediante associazione fraNT ed eta materna presenta un’ affidabilita di
circail 75% con un 5% di falsi positivi. Aggiungendo markers biochimici quali lafrazione libera dellabeta HCG (aumentatanellas. di Down
eridotta nellatrisomia 18) e la proteina plasmaticaA associata alla gravidanza (diminuitain entrambi i casi) si puo arrivare ad una detection
rate per latrisomia 21 di circail 90% con un 5% di falsi positivi. L’ epoca gestazionale per I’ esecuzione del test combinato € compresatra 11
e 14 settimane con CRL fetale compreso tra 45 e 83mm.

Materiali e metodi. Dal gennaio 2003 a gennaio 2008 abbiamo sottoposto allo screening combinato biochimico ed ecografico, per la
determinazione del rischio per trisomia 21 e trisomia 13-18, 7727 pazienti di eta compresatrai 20 ei 46 anni ( medianadell’ eta 30 aa). 1473
pazienti con eta superiore o uguale a 35 anni. In tutti i casi esaminati & stata eseguita la misurazione ecografica della NT. | criteri per la
valutazione della NT sono quelli della Fetal Medicine Foundation di Londra presso la quale € accreditato il nostro centro. Le determinazioni
biochimiche della free beta HCG e della proteina plasmatica associata alla gravidanza (PAPP-A), sono state eseguite su siero, con metodica
fluoroimmunoenzimatica, utilizzando il sistema Kryptor di Dasit. || laboratorio analisi partecipa a Programma di VEQ per marcatori
biochimici della Sindrome di Down QUALIMEDLAB di EQAS CNR di Pisa. Per il calcolo dell’indice di rischio € stato utilizzato il software
View Point. | risultati relativi ai test eseguiti vengono elaborati e consegnati nel corso della mattinata. Alle pazienti che hanno presentato un
rischio aumentato (>1/300) é stata offerta la possibilita di uno studio del cariotipo fetale mediante villocentesi.

Risultati. In 287 casi (3.7%) € stato ottenuto un indice di rischio superiore o uguale a 1/300. 237 casi sono stati sottoposti a diagnosi invasiva
(25 casi hanno rifiutato e 25 sono stati persi a follow-up) che ha permesso di diagnosticare 35 aneuploidie, mentre si sono avuti 227 falsi
positivi e 1 falso negativo. Nelle 35 aneuploidie diagnosticate, in 18 casi I’ eta delle pazienti erainferiore a 35 anni ( 9 casi di trisomia 21. 2
di trisomia 13, 2 di trisomia 18, 2 di sindrome di Turner e 3 di mosaicismo). Particolare interesse hanno destato 8 casi in cui il valoredellaNT
era < 90° centile per cui fondamentale per la diagnosi € risultato il dato biochimico ( 4 casi di trisomia 21, 1 caso di trisomia 18, 1 caso di
triploidiae 2 casi di mosaicismo).

Discussione e conclusioni. | risultati ottenuti dal nostro studio sono conformi a quanto riportato in letteratura e dimostrano che lo screening
condotto nel | trimestre, relativamente al’individuazione della patologia cromosomica fetale, presenta maggiore efficacia rispetto ai test
attualmente offerti dal SSN (diagnostica invasiva riservata alla popolazione con eta >35a3). La non invasivita del test permette infatti di
screenare anche la popolazione con eta <35aa ( 75% delle gestanti) senzail rischio di perditafetale (1%) legataalladiagnosticainvasiva. Nella
nostra casistica sono state consigliate solo 287 diagnosi invasive a fronte delle 1473 previste coni criteri attuali. Particolarmente importante,
per la diffusione del test, risulta essere la precocita della sua esecuzione e |’ ottima accettazione da parte delle pazienti per cui € auspicabile
I’ offerta di tale screening a tutte le gestanti, riservando la diagnostica invasiva a quei casi nei quali larielaborazione della stima del rischio
ecceda il cut-off di 1/300.
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CARATTERIZZAZIONE ERUOLO DELLA NIBRINA (NBS1) NEL CONTROLLO C-04
DEL L' ESPRESSIONE POLIMORFICA DEL DNA: CONSIDERAZIONI PER LA PATOGENESI
DEI TUMORI EPERLO STUDIO DEI PROCESS| EVOLUTIVI

S. Matera®, B. DeLaurentiis®, S. Ursi®, G. Vitullo®, E. Toniato®, A. Marchetti*, F. Bitutta*, F. Massimini®, G. Isani®,

R. Moscati®, A. Gulinog§, M. Zanis, S. Martinotti®

AUnita Operativa ComplessaDi MedicinaPredittiva E DiagnosticaMolecolareAsl Chieti- Universita Chieti; * Unita Operativa Complessa
Di Anatomia PatologicaAsl Chieti- Universita Chieti; 8Dipartimento Di Medicina Sperimentale E Patologia, Policlinico “Umberto I”
Universita’ Di Roma*“LaSapienza’; °UniversitaDegli Studi Di Bologna Biotecnologie Veterinarie

Scopo del lavoro e’ andlisi, dacampioni tumorali, in particolare tumori dell’ ovaio edel polmone, del livello di espressionedel geneNBS1
(cheinsieme aRAD 50 e aMRE11 forma un complesso che interviene nellariparazione dei danni del DNA a doppio strand). Abbiamo
utilizzato, come matrice, I'RNA estratto da biopsie di tessuto tumorale. |1 razionale €: evidenziare in vivo, la presenza di lesioni €/o
alterazioni del processing dell’ RNA di Nibrina (in particolare evidenziare |’ introne criptico giadescritto nellalineacellulare SW626 di
colon).(EMBO Rep Mar; 3(3): 248-254, 2002). L' RNA estratto proveniva da biopsie di: tumori ovarici (16) tumori polmonari (10)
tessuto polmonare normale dei pazienti con tumore polmonare (10) Su tali tessuti abbiamo retrotrascritto il template. Inoltre abbiamo
estratto RNA da sangue intero di 10 volontari sani utilizzando un sistema di estrazione automatico. | primers erano specifici per la
regione del gene (NBS1 564 pb) interessatadall’ aberrazione dello splicing tragli esoni 2-3. Per isolare eamplificarel’ introne criptico (50
pb; amplicone di 263 pb) abbiamo disegnato primer specifici e visualizzato i prodotti di PC R (amplicone NBS1 di 564 pb e amplicone
introne di 263 pb). Abbiamo inoltre utilizzato |’ esone 4 come riferimento interno normale e, per gli stessi campioni, retrotrascritto ed
amplificato il gene housekeeping BActinacome gene normalizzatore.

Conclusioni: Dalle sequenze ottenute, & stata evidenziato un introne criptico. Taleintrone (50 pb) &“ splaisato” dall’ esone 2 di Nibrina.
Il framedi letturapresentaun sito di terminazione UAG che cade entro le prime 6 basi del trascritto intronico, producendo un trascritto
tronco. L’ introne criptico era presente nel 43,75% dei tumori ovarici e in tutti i tumori polmonari; tale introne € stato trovato anche nei
tessuti normali polmonari degli stessi pazienti. Abbiamo analizzato anchel’ RNA dasangue (linfociti) di 10 volontari sani, dalle sequenze
del gene NBS1di questi volontari € stata, in tutti, evidenziato I’ introne criptico. Abbiamo quindi rilevato cheil livello di espressione
dell’introne & maggiore ne | tessuto tumorale polmonare rispetto a tessuto normale polmonare degli stessi pazienti e cheil livello di
espressione dell’ introne € maggiore nel tessuto normale dei pazienti con tumore del polmonerispetto al sanguedei volontari sani. Inoltre
abbiamo notato nei pazienti un diverso grado di espressione dell’introne criptico rispetto all’ esone 4 di Nibrina (esone stabile) costante
intutti i pazienti. E' infase di valutazione la possibilitadi misurare, in modo piu preciso, il diverso grado di espressione con una PCR
guantitativareal time. Un altro punto che vogliamo considerare € quello di vedere se questa aberrazione dello splicing rappresenta una
caratteristicacomune dei tumori. Nei tumori umani, I’induzione neo trasformante avviene per perturbazione internadell’ omeostasi del
DNA. Il grado di controllo della stabilita genomica potrebbe essere il primo gradino di attivazione neoplastica. Si produrrebbe un’ alta
entropiadel sistema DNA che attiverebbe unatrascrizione incontrollata. La valutazione del meccanismo e del grado di riparazione del
DNA potrebbe essere utilizzato come marker di orientamento terapeutico e di progressione dellamalattia.

VALUTAZIONE PRELIMINARE DI UNTEST GENETICO NELLA IMPOSTAZIONE DI UNA C-05
TERAPIAANTICOAGULANTE

R.Tripaldi*, L. Nisi’, S. Bradamante?, R. Conserval
!l aboratorio Analisi-PatologiaClinicaP.O. Centrale-ASL TA; 2S.S. Dipartimentale Centro FCSA n.57 ASL TA

Scopo del lavoro.E’ noto che esiste una grande variabilita individuale alla esposizione ai farmaci, attribuibile a fattori
fisiologici (eta, sesso), patologici (mal attie epatiche o renali), adifferenze comportamento-ambientali (dieta) eacomponenti
genetiche. L’ anticoagul azione con Warfarin presentaal cune problematiche legate allaristrettafinestraterapeuticaeall’ ampia
variabilitadel rapporto dose/rispostanei divers pazienti, con conseguente rischio o di rispostainadeguatao di sanguinamento.
Per verificare I’ effetto della componente genetica sono state individuate tre mutazioni associate a due geni chiave per il
metabolismo dellacumarinaVK ORC1 (mut 1639 G>A); CY P2C9 (mut 430A>C); CY P2C9 (mut 1075A>C). Scopo del lavoro
e studiare un gruppo selezionato di paziente afferenti al nostro Centro FCSA.

Materiali emetodi. Sono stati studiati 34 pazienti, selezionati in base amaggiore difficoltanel giungere aunastabilizzazione
delladose settimanal e di anticoagul ante. M ediante unametodicacommerciale (PGX-TROMBO STRIPASSAY NLM), che
utilizza una amplificazione con primers biotilinati e ibridazione inversa su striscia, abbiamo ricercato simultaneamente il
polimorfismo 1639 G>A nel promotore VK ORCL1 dacui lapossibilitadi trovaretregenotipi: GG-GA-AA; elemutazioni 430
A>Ce1075A>C del gene CY P2C9 che codificaper il citocromo P450 2C9, che, asecondadellaloro presenzain eterozigoti
00omozigosi, possonoindividuarei seguenti genotipi: *1/*1.*1/*2 . *1/*3.*2/*2 . *2/*3 . * 3/* 3. Per ciascun paziente sono
stati annotati: eta, sesso, patol ogia principal e che richiede terapiaanti coagul ante e patol ogi e associate, duratadellaterapia,
percentuale di stabilizzazione, dose settimanal e assuntanei primi tre mesi e nei successivi.

Risultati. Per VKORCL: 22 pazienti, pari a 64.7%, risultano GA; 12 pazienti, pari & 35.29%, risultano GG. Per CY P2C9: il 67.6%
e*U*1;il 14.7%e*1/*2; il 11.7%e*1/*3; il 2.9% e*2/*2; il 2.9% e* 3/* 3.Abbiamo verificato chei pazienti con genotipo
*1/*2, * 1/*3, *2/*2 e *3/* 3 hanno ricevuto un pit basso dosaggio di farmaco rispetto a quelli con genotipo: *1/*1 e chei
pazienti risultati GG hanno assunto unadose inferiorerispetto ai GA.

Discussione e conclusione. Lo studio preliminare non ci consente di arrivare a conclusioni significative rispetto a quanto
riportato in letteratura circala possibilita di personalizzare |’ anticoagul azione utilizzando un test genetico preventivo. Ci
riproponiamo di continuare lo studio su un piu alto numero di pazienti, utilizzando un algoritmo pit compl eto.
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VALUTAZIONE DI UNNUOVO METODO RAPIDO INBIOLOGIA MOLECOLARE PER C-06
LATIPIZZAZIONE HLA DQ2-DQ8IN PAZIENTI CONMALATTIA CELIACA

N. Bizzaro, F. Pesente, M.G. Alessio, A. Antico, |. Brusca, D. Villalta

Laboratorio di Patologia Clinica, Ospedale Civile di Tolmezzo (UD), Laboratorio Analisi, Ospedali Riuniti di Bergamo,
Laboratorio Analisi, Ospedale di Cittadella (PD), Laboratorio Analisi, Ospedale Buccheri La Ferla di Palermo,
Immunologia e Virologia, AO Pordenone.

Gruppo di Studio in Autoimmunologia e Allergologia della SIMeL

Scopo dello studio: La malattia celiaca (MC) si manifesta in seguito alla ingestione di alimenti contenenti glutine, in
soggetti geneticamente predisposti che portano gli antigeni HLA DQ2 e/o DQ8. Lo studio degli alleli del DQ2-DQ8 &
percio utile sia a scopo diagnostico che prognostico per I'identificazione dei soggetti affetti e di quelli a rischio di
sviluppare la malattia. | test convenzionali per latipizzazione HLA sono indaginosi e comportano spesso |a necessita di
analizzare unagran quantitadi alleli non necessari per ladiagnosi di MC. In questo studio multicentrico abbiamo valutato
la praticabilita e I’ affidabilita di un nuovo metodo rapido per la tipizzazione degli aleli correlati allaMC.

Metodi: 39 pazienti con diagnosi di MC gia nota e 32 familiari di primo grado sono stati studiati con una serie di test
genetici prodotti da Diagene (Palermo). | campioni di sangue sono stati raccolti mediante digitopuntura su carta bibula o
mediante prelievo venoso in provette con EDTA. || DNA é stato estratto e amplificato con PCR, utilizzando dei primer
allele specifici e visualizzato su gel di agarosio. E’ stato inizialmente eseguito un test di screening (DQ-CD Screen) per
I'identificazione degli antigeni DQ2 e DQ8. | campioni positivi allo screening sono stati successivamente tipizzati (DQ-
CD Typing) per I'identificazione allelica (DQA1*0201,*03,*05, DQB1*02, *0302, DRB1*03,*04,*07) e infine, nel
soggetti portatori dell’alele DQB1* 02, é stato eseguito il test per la valutazione dello stato zigotico (DQ-CD Zygosis).
Risultati: Tutti i 39 pazienti con MC e 21/32 (66%) dei parenti di primo grado sono risultati positivi per gli antigeni
HLA MC-associati. 49 erano positivi per HLA DQ2 (31 DQ2-DRS3, 11 DQ2-DR7, 3 DQ2-DR3/DR7, 1 DQ2-DR4/DR7,
2 DQ2, 1 DQ2-DR4), 9 per DQ8 (DQ8-DR4), e 2 per DQ2/DQ8 (1 DQ2/DQ8-DR3/DR4, 1 DQ2/DQ8-DR7/DR4); 14/
51 (27%) del soggetti DQ2-positivi sono risultati omozigoti per DQB1*02.

Conclusioni: Questo nuovo metodo in biologia molecolare per I'identificazione degli antigeni HLA DQ2-DQ8, degli
alleli MC-correlati e dello stato zigotico, si € dimostrato completamente affidabile, molto rapido, pratico e di facile
interpretazione, alla portata di tutti i Laboratori coinvolti nella diagnostica della MC.

PREVALENZA DEI GENOTIPI HPVY NONVACCINALI NELLA POPOLAZIONE C-07
DEL GARDA BRESCIANO

O. Valentini, S. Cresceri, A. Todeschi, C. Pasini, B. Milanesi
Laboratori di PatologiaClinica,A. O. di Desenzano del Garda

Scopo del lavoro. E' iniziatain Italiaunacampagnadi vaccinazione controil papillomavirusumano (HPV), responsabile del
carcinomadellacervice uterina. Sono attual mente disponibili in commercio due vaccini, uno bivalente (Cervarix) contro i
genotipi 16,18 e uno tetravalente (Gardasil) controi genotipi 6,11,16,18. Entrambi i tipi di vaccino sono risultati altamente
efficaci nel prevenire I'infezione persistente e le lesioni precancerose associate ai tipi di HPV contenuti nel vaccino. |
genotipi 16 e 18 rappresentano i principali manon gli unici genotipi ad elevato rischio oncogeno. Trai circa 200 genotipi
attual mente riconoscibili ve ne sono alcuni altri riscontrabili in lesioni precancerose e quindi dotati di capacital esiva. In
prospettiva & dunque importante conoscere la preval enza, nelle popolazioni trattate, dei genotipi non presenti nel vaccino
e che potrebbero essere soggetti a pressione selettiva positiva ad opera del vaccino stesso.

Materiali e Metodi. Le indagini diagnostiche sono state condotte utilizzando il kit commerciale “ AlphaStrip HPV” della
Alphagenics Diaco Biotechnologies. Il saggio consente I'identificazione di 26 genotipi di HPV, a basso o ad alto/medio
rischio oncogeno; altri genotipi eventualmente presenti vengono rilevati, manon identificati, da una sonda universale.
Risultati. Del 2334 campioni finoraanalizzati 822(35.2%) sono risultati negativi e 1513(64.8%) positivi per HPV: di questi
ultimi 870(37.3) per un singol o genotipo e 643(27.5) per due o piti genotipi. Trai genotipi ad alto o medio rischio oncogeno
si sono osservate e seguenti frequenze percentuali, riportate in ordine decrescente: genotipo 16(17.4); 31(8.7); 53(7.9);
58(7.5); 66(6. 3); 18(6.0); 59(4.5); 35(3.7); 52(3.6); 56(3.4); 33(3.0); 45(2.5); 51(2.3); 39(2.2). | genotipi 16 e 18 rappresentano
complessivamente il 23.4% del totale dei genotipi isolati; tutti gli altri genotipi ad alto o medio rischio da noi riscontrati
rappresentano complessivamente il 55.6% del totale, la restante percentuale essendo rappresentata da genotipi a basso
rischio. Il genotipo 18 risultasolo sesto in ordine di frequenzatrai genotipi ad alto rischio.

Conclusioni. E' documentataunaparziale protezione crociatadel vaccini controi genotipi 31 e45, tuttavial’ elevataprevalenza
di altri genotipi di cui appare documentato |’ effetto lesivo non lascia sperarein unarapidaefacile soluzione del problema.
Vaconsideratotral’ altro |’ effetto di pressione sel ettivaesercitato dai genotipi vaccinali, destinati aessere rimpiazzati daaltri
genotipi circolanti: lariduzione dei genotipi 16 e 18 sarebbe cioé accompagnata dall’ incremento di tutti gli altri geno tipi.
Potrebbe essere allora preso in considerazione, come approccio successivo, I'impiego di vaccini a spettro alargato la cui
composizione siastudiatain relazione alladistribuzione dei genotipi nellasingola popolazione. Lasuccessivaaggiuntadei
genotipi 31 e 58 per un impiego pit mirato su una popolazione come quella da noi studiata ne rappresenta un immediato
corollario.
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GENOTIPI 53E 66 DI HPV: ANALISI DEL RISCHIO ASSOCIATO C-08

O. Valentini, S. Cresceri, C. Pasini, P. Fontana*,A. Torri*,A. Todeschi, B. Milanesi
Laboratori di PatologiaClinicaedi AnatomiaPatologica®, A. O. di Desenzano del Garda

Scopo dd lavoro. Laclassificazionedei genotipi del papillomavirusumano (HPV), responsabiledel carcinomadellacervice uterina,
nellecategoriedi ato o bassorischioin relazionea loro potenzia e oncogenico € soggettaarevisioni e aggiornamenti continui. Alcuni
genotipi sono stati variamente attribuiti oraall’ unaeoraall’ adtracategoria. Sotto questo aspetto ci paiono di particolareinteressei
genotipi 53e66, ancheinrelazionedlaloro prevalenzanontrascurabile. | dati di correl azionedlinicareperibili inletteraturasono ancora
piuttosto limitati e percid ancheil nostro siapur modesto contributo pud forsetrovaregiustificazione.

Materiali eMetodi. Leindagini diagnostich e sono state condotte utilizzandoiil kit commercide” AlphaStrip HPV” dellaAlphagenics
DiacoBiotechnologies. || saggio consentel’ identificazionedi 26 genotipi di HPV, abasso 0 ad dto/medio rischio oncogeno; dltri genctipi
eventud mente presenti vengonorrilevati, manon identificati, daunasondauniversae.

Risultati. Dei 2334 campioni finoraanalizzati 822(35.2%b) sono risultati negativi e 1513(64.8%) positivi per HPV: di questi ultimi
870(37.3) per unsingol o genotipo e 643(27.5) per due o pitigenoatipi. 11 genotipo 53 estato riscontratoin 184 casi (7.9%): in 125 casi
eraassociato con genotipi ad dtorischio, in 3 cas associato conil genotipo 66 (tutti e3LSIL-CIN1), in 16 casi con genctipi abasso
rischio (6ASCUS,1LSIL,6 CIN1,1 CIN2/3, 1 con Pap test negativo, 1 n.d., ossiasenzadati del Pap test) ein 40 casi non associato
(di cui 3n.d., 4 con Paptest negativo, 12 ASCUS, 4L SIL, 2 biopsieborderline, 13 CIN1, 1 CINL1/2, 1CIN2). Il genctipo 66 & stato
riscontratoin 147 cas (6.3%): in 95 cas eraassociato con genotipi ad atorischio, in 3 cas associatoab3 (3L SIL-CIN1), in5cas con
genotipi abassorischio (2ASCUS, 1LSIL, 2 CIN1) ein44 casi non associato (2 senzadati del Pap test, 4 con Pap test negativo, 17
ASCUS, 4LSIL,9LSIL-CIN1, 8 CIN21).

Conclusioni. Laddove ciascun genotipo & stato riscontrato come unico agenteinfettante si osservaun rapporto numerico traquadri
citologici negativi odi incerto significato (ASCUS) equadri conlesioni di basso grado pari a16/19 per il genotipo 53 (per il qualesono
documentati anche2 cas di displasiamoderata) e pari a21/23 per il genotipo 66. E’ interessante notare chelaconfezione53+66 nei 3
cad incui estataosservataerain tutti associataalesioni, seppur di basso grado (diagnosi citologicadi LSIL eistologicadi CIND). | deti
osservati sembrano suggerire unamoderataazionelesivadi questi genotipi, superioreaquelladi genotipi classificeti comeabasso
rischio. D’ dtrapartel’ esiguo numero di casi con lesioni associate non di basso grado, in accordo con dtri dati dellaletteraturache
testimoniano bassi rapporti di prevalenzanei cervicocarcinomi (SCC) rispettoai cas di LSIL per entrambi i genotipi (SCC/LSIL=0.01-
0.02 per il 53 e SCC/L SIL=0.02-0.04 per il 66), ne escluderebbel’ ato rischio e dovrebbe orientare verso unaloro collocazionein una
categoriadi rischiointermedio.

PREVALENZA DELLE MUTAZIONI ASSOCIATEA EMOCROMATOSI EREDITARIANELLA C-09
POPOLAZIONE DEL GARDA BRESCIANO

O. Valentini, S. Cresceri, A. Todeschi, B. Milanesi
Laboratori di PatologiaClinica, A. O. di Desenzano del Garda

Scopo del lavoro. L' emocromatosi ereditaria e unamal attiaautosomi carecessivanon rara (1 su 200-400) nellapopolazione
calcasica, caratterizzata da accumulo di ferro nell’ organismo con conseguente effetto lesivo su vari organi. Lamalattiaé
associataadueprincipali siti di mutazionedel gene HFE, situato in prossimitadel locusA del compl HLA sul cromosoma
6: latransizione 845G>A sull’ esone 4 di HFE con sostituzione cisteina>tirosinadell’ aminoacido in posizione 282 (C282Y) e
latrasversione 187C>G nell’ esone 2 con sostituzioneistidina>aspartato in posizione 63. Unaterzamutazione meno frequente
elatrasversione 193 A>T nell’ esone 2 (S65C) con sostituzione serina>cisteinain posizione 65. Lametodicadanoi utilizzata
per |I'analisi genomica é in grado di rivelare, oltre a quelli ora descritti, altri 15 diversi siti di mutazione e di dare quindi

informazioni circalaprevalenzadi eventuali mutazioni di piu raro riscontro.

Materiali e Metodi. Abbiamo utilizzato il kit commerciale* Haemochromatosis StripAssay A” dellaNuclear Laser Medicine,
che consente I’ identificazione postamplificativa mediante ibridazione su striscia con adese sonde allelespecifiche di 18
divers aleli mutanti relativi ai geni HFE, TFR2 e FPN1.

Risultati. Abbiamo finora effettuato 450 analisi genotipiche per emocromatosi coni seguenti risultati: 218 casi di omozigosi

per I’ alele normale non mutante; 142 casi di eterozigosi per H63D; 33 casi di eterozigosi per C282Y; 7 casi di eterozigosi per
S65C; 17 casi di doppiaeterozigos per H63D e C282Y; 22 casi di omozigosi per H63D; 10 casi di omozigos per C282Y'; nessun
caso di omozigosi per S65C. Inun solo caso si € osservatalamutazione S65C associataaunadelle due mutazioni principali,
per laprecisione H63D: intal caso il quadro ibridativo eracompatibile, in ordine decrescente di probabilita, con unadoppia
eterozigosi intrans, unaomozigosi per H63D associataaeterozigos per S65Ceinfine unadoppiaomozigosi per entrambele
mutazioni. L' indagine condotta sulle restanti 15 mutazioni analizzabili erisultatanegativain tutte le 450 analisi genomiche
effettuate.

Conclusioni. Si conferma che anche nella popolazione da noi esaminata le mutazioni riscontrabili sono le ben note H63D,
C282Y, S65C, elencate in ordine decrescente di frequenza. Tutte le altre mutazioni, di cui in teorianon si puo escludere la
presenza, forse dimostrabile su un campione pitl ampio, sono tuttavia certamente molto rare (nessun riscontro su 450 casi

esaminati). La negativita per ciascuna mutazione e confermata dall’ ibridazione sulla stessa striscia della corrispondente
sequenza genomica non mutante e cio rende la metodica altamente affidabile. Per 1a natura del campione di popolazione
esaminato, i dati raccolti non possono fornireindicazioni sullefrequenzealleliche, senonin termini relativi, ossiadi rapporti

di frequenzatrai trealleli mutanti. Ledistribuzioni relative delle frequenze osservate in omozigoti ed eterozigoti appaiono
essere compatibili con lalegge di Hardy-Weinberg.
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STUDIO PRELIMINARE SULL’ASSETTO METABOLICO ED INFIAMMATORIO IN SOGGETTI C-10
PEDIATRICI CON SINDROME DA APNEA OSTRUTTIVA NEL SONNO (OSAS)

P. Cardelli,A.C. Mas0lo, C. lalongo, M. Ludovici, M. Evangdlisti, F. laniello, M .C. Paolino, M. M ontesano,
M.P.Villa
Il FacoltaMedicinae Chirurgia, UniversitaL a Sapienzadi Roma-Az. Osp. S.Andrea, Roma

Scopo del lavoro: Investigare quali siano i pattern metabolici ed infiammatori esibiti da pazienti pediatrici affetti da
OSAS od obesita prima della sovrapposizione dei due quadri clinici, mediante la determinazione di un completo pannello
metabolico (Sa02, colesterolo, HDL, LDL, trigliceridi, insulina, glucosio, adipochine) ed infiammatorio (PCR-hs, IL-1a, IL-
1B3,1L-2,1L-4,1L-6,1L-8,IL-10, TNFa , MCPL, EGF, VEGF, IFNy).

Materiali e Metodi: lo studio e stato condotto su tre gruppi di soggetti pediatrici, sani (n=10, eta=8,86+4,11 anni),
OSASpuri (n=11, RDI = 1, eta=5,35+1,32 anni), ed o besi (=10, BM1=24,49+4,16, eta=9,39+3,13 anni); i dati biometrici,
metabolici ed infiammatori sono stati analizzati con test non parametrici per la mediana, con un livello di significativita
di p<0,05.

Risultati: differenze statisticamente significative sono state trovate per i valori delle LDL, trigliceridi, insulinemia e
leptina per i parametri metabolici, e PCR-hs e IL-2 per quelli infiammatori; differenze a limite della significativita sono
inoltre state trovate per i valori di IL-6, IL-10, EGF e VEGF.

Discussione: in questo studio preliminare &€ dimostrato quale sia il comportamento di vari parametri metabolici ed
infiammatori, in condizione di OSAS e di obesita, quando nessuna delle due condizioni & concomitante con I’ altra.
Sebbene basato su un piccolo campione, il nostro studio mostra come in pazienti affetti da OSAS lo stato infiammatorio
sia una componente principale della malattia, mentre il profilo lipemico (trigliceridi ed LDL) rasenti quello presentato
nell’ obesita, a fronte perd di valori di BMI non patologici.

TESTOSTERONE LIBERO E BIODISPONIBILE CALCOLATI NELLO STUDIO Cc-11
DEGLI ANDROGENI

R.Irde
Medicinadi Laboratorio - Osp. San Martino - Oristano

Scopo. Valutare i livelli del testosterone totale (T) rappresenta una tappa fondamentale nello studio delle disfunzioni
androgeniche. Lacoesistenzadi altre patologie puo pero portare ad alterazioni delle sue proteinedi trasporto. In questi casi
oltreal dosaggio dell’ SHBG sarebbe utile studiare il testosteronelibero (FT) cherappresentalafrazioneattivaeil testosterone
biodisponibile (BT) (legato all’ albumina) ovvero lasuafrazione rapidamente mobilizzabile. | metodi per studiare FT eBT
sono riservati in genere a laboratori di riferimento. E' possibile ottenere perd una stima alla portata di ogni laboratorio
attraverso alcune formule matematiche. Abbiamo analizzato, in manieraretrospettivai nostri dati per evidenziare sel’ uso
delleformuleper il calcolodel FT e BT avrebbero aggiunto informazioni al semplicedosaggiodel T edell’ SHBG

Materiali e Metodi. Abbiamo valutato, in base ai valori di T edi SHBG, i valori di FT e BT calcolati in 361 soggetti (134 M
(23,9-76,3 anni) €227 F (20 49,5 anni) utilizzando il modello matematico delle equazioni di azione edi massaele costanti di
associazionetraT eAlbumina(Ka) eT e SHBG (Ks) comedescrittoin letteraturae validato per il FT (1) (2) immettendole
formulein un foglio elettronico “ open source”.

Risultati. Su123 M con SHBG nei limiti, nel 104 con T nei limiti, Siail FT cheil BT eranei limiti in 96 (92% concordanza), basso
in6ealtoin2; nei 16 con T basso anche FT e BT erano bassi; nei 3con T alto, 2FT eBT altoe1 FT e BT nei limiti. Su4 M
con SHBG basso in pienaconcordanza 1 hamostrato T, FT e BT nei limiti, e3 T, FT e BT bassi. Nei 7 M con SHBG alto, 4
hanno mostrato T nel limiti, main 2 di questi FT e BT bassi, mentre pienaconcordanzadi T, FT e BT negli altri 3con T basso.
Su179F con SHBG nel limiti, nelle 147 con T nei limiti, rispettivamente per I' FT 128 nel limiti e19 alto eper il BT 50 nel limiti
e97dto; nelle5con T basso, 1 FT nei limiti e4 bassi, e5BT nei limiti, nelle24 con T alto, 20 FT altoe4 nel limiti e24 BT alto.
Su 17 Fcon SHBG basso, nelle11 con T nei limiti, 10 FT nei limiti el ato, 8 BT nel limiti e3alto. Infinesu 31 F con SHBG alto,
nei 25con T nel limiti, 19 FT nei limiti e6 basso e25BT nei limiti, pienaconcordanzanelle2con T bassoenelle4 con T ato.
Discussione. Nei M qualsiasi siail livellodi SHBG T, FT e BT concordano al 100% sui valori bassi. Con SHBG nei limiti la
concordanza complessivaedel 93,5%. Con SHBG altavalutare FT e BT haaggiunto segnali sul basso. Nelle F per SHBG e
T normalevi sono segnali di alti livelli di FT nel 12,9% edi alto BT nel 66%.

Conclusioni. Fornireil calcolodi FT e BT potrebbe aggiungere dati al dosaggio del T e SHBG dacorrelareconlaclinica. (1)
JClin Endocrinol Metab 84:3666, 1999; (2) Clin Chem 52: 474, 2006
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PUO LA E-GFR SOSTITUIRE LA CREATININA CLEARANCE NELLA PRATICA CLINICA? C-12

D. Giavarina, G. Dall’ Olio, G. Soffiati
Laboratorio di Chimicaclinicaed Ematologia, Ospedale “ San Bortolo” —Vicenza

Scopo del Lavoro: In molte situazioni cliniche &importante poter misurarelavelocitadi filtrazione glomerulare (GFR). La
creatininaclearance (CLCR) eil mezzo piu utilizzato, per larelativasemplicita. Esso etuttaviainficiato daal cune problematiche
preanal atiche che la rendono imprecisa e poco gradita ad operatori e pazienti. Scopo di questo lavoro € di valutare la
corrispondenzatravalori di CLCR edellastimadellaGFR (e-GFR), calcolatacon laformuladellaMDRD, nonin condizioni
di screening main soggetti in cui lacondizione clinicaharichiesto unavalutazione della GFR.

Materiali e metodi: sono state valutate le CLCR eseguite nel periodo 11 agosto 2007 - 10 agosto 2008, pari a 506
pazienti esterni e 267 pazienti interni (di cui 194 in terapiaintensiva-rianimazione), comparando i valori di CLCR con i
valori di e-GFR. Le determinazioni di creatinina sono state eseguite con metodo enzimatico tracciabile IDMS (Siemens,
Terrytown, US). | dati sono stati confrontati per criteri di classificazione dei pazienti, secondo le soglie della
classificazione Kidney Disease Outcomes Quality Initiative; maggiore di 90, tra 60 e 90, tra 30 e 60, tra 15 e 30 e <15
mL/min/1,73m?

Risultati: Laconcordanzacompletadi classificazionesi € avutale 56% degli esterni e nel 59 % degli interni. Considerando
una sola classe di scostamento, la concordanza € del 96,8% per gli esterni, del 92,1 per gli interni. | pazienti esterni
mostrano un bias negativo per lacreatininaclearance, per e-GFR > di 90, non evidenziato nei pazienti interni.

Interni Esterni
eGFR >90 60:89 30:59 15:29 <15 eGFR >90 60:89 30:59 15:29 <15
Creat. Clearance Totale  Creat. Clearance Totale
>90 110 17 6 1 1 135 >90 143 14 4 161
60-89 17 12 10 2 41 60-89 (119 52 16 2 189
30-59 3 9 14 13 8 47 30-59 9 32 45 4 1 91
15-29 8 11 13 32 15-29 12 12 3 27
<15 1 11 12 <15 5 33 38
Totale 130 38 38 28 33 267 Totale 271 98 77 23 37 506

Conclusioni: Laconcordanzatrae-GFR e CRCL édiscretaelae-GFR e pud essere utilizzatacome stimadellaGFR. | problemi
preanalitici affliggono lamisuradella CLCR. La e-GFR rimane una stimadella GFR e presenta limiti nelle condizioni di
cambiamento acuto dellafunzionalitarenale.

B-TYPE NATRIURETIC PEPTIDE RESPONSESTO WET AND DRY HYPERBARIC C-13
ENVIRONMENT

B.Biasialit, E. Senner'? P. Grassi?, G. Delbello?, C. Piccininil, B. Biancar di?, G. Berlot?2
Department of Laboratory Medicine, A.O.U Trieste, 2Department of Anestesiaand Intensive Care, A.O.U Trieste, 3School
of Sport Medicine, University of Trieste

Aimof the study. Itiswell known that immersion increase cardiac prel oad by central blood pooling with arisein both cardiac
output and blood pressure while exposure to cold increase afterload by vasoconstrictive effects. Moreover, ventilation with
high density gas mixture causes modificationsin intrathoracic pressure that could further perturb both prel oad and afterl oad.
B-type natriuretic peptide (BNP) is preferentially produced and secreted by the ventricles of the heart in response to wall
stretch, ventricular dilation and/or increased pressures, all resulting from fluid overload. In a previous study we found no
variations in plasma BNP concentrations in healthy volunteers exposed to hyperbaric oxygen at 2,5 ATA in a hyperbaric
chamber while other authors documented a significant raise in N-terminal pro-BNP after scuba diving. The aim of these
study wasto investigate the different influences, if any, of dry hyperbarism with respect to open sea SCUBA diving on BNP
secretion.

Material and methods. 9 male healthy volunteers performed a1-hour SCUBA diving (depth: -10m; water temperature: 18°C)
and few days later they repeated a dive with the same profile inspiring gasin a hyperbaric chamber. Three blood drawing
were performed during both the experimental protocol: before and after theimmersion (T0O and T1) and hyperbaric chamber
(CTOand CT1) and 5 hoursafter exiting thewater (T2) and chamber (CT2) during which the volunteerswere asked to avoid
strenuous physical exercise. Each blood drawing was collected from the ante-cubital veinin vacuum tubes containing antic
oagulant EDTAK3 in powder form and analysed, after been centrifugated (3000g, 10 minutes), within 4 hours of being
drawn. The Triage® BNP test (Biosite) was performed on Access2 -Beckman Coulter. Statistical analysis: firstly a non
parametric two-way ANOVA (Friedman test), to test whether measurements collected at the considered time points were
dfferent and then anon parametric Wilcoxon test for paired samples (SPSS 14.0 statistical software).

Results. We measured asignificant increasein BNPvalueswith respect to theinitial conditionsboth after theimmersion (TO-
T1: median values 32.7%; range: 12.5-99.3%) and 5 hours after the performance (TO-T2: median values 28%; range:14.4-
93.8%). No significant resultswere found during the hyperbaric chamber experimentation.

Discussion and conclusions. We conclude that underwater and dry hyperbarism have different effects on BNP secretionin
healthy subjectslikely dueto environmental conditionsinfluences(i.e. water tem perature) and neoprene wetsuit compression.
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VERY HIGH PROCALCITONINLEVELSINA PATIENT ADMITTED TO THE DEPARTMENT OF C-14
ANESTESIAAND INTENSIVE CARE: CASE REPORT

E. Senner!, M. Viviani3, W. Michelit, A. Sirotich? G. Berlot? B. Biasioli*
Department of Laboratory Medicine, A.O.U Ospedali Riuniti di Trieste, 2Department of Anaesthesia, Intensive Care and
Emergency, A.O.U Ospedali Riuniti di Trieste, University of Trieste, - Italy

Aimof study. Theaim of thiscase study was a) to analyzethe clinical course of apatient with avery high procalcitonin (PCT)
concentration (266.6 ng/mL) reached few hours after the admission to intensive care (ICU) and b) to verify its possible
correlation with cardiac markers (Troponin | (Tnl), type-B natriuretic peptide (BNP), creatin kinase (CK and CK-MB) and
other routine requested conventional inflammatory parameters (C-reactive protein (CRP), white blood cell count (WBC),
axillary temperature).

Methods. Tnl, CK and CK-MB, WBC wer e measured on admission, at 4, 6, 12, 18, 22 hours and every day thereafter. PCT,
BNPand CRPwere measured daily. PCT assays (Brahams) were performed on Liaison (DiaSorin).

Results. A patient 42 yearsold, with aprevious history of AMI treated with percutaneoustransluminal coronary angioplasty,
was referred from home to the emergency department for a severe respiratory insufficiency leading to arespiratory arrest
and an inhalation event during resuscitation. On admission he complained cardiogenic shock requiring endotrachesal intubation
and emergency aortic conterpul sation. Then the patient wastransferred to | CU dueto the severe hypoxemiaand haemodynamic
instability. Department of Intensive Care: Day 1. iperlactacidemia, hypotension, el evation of cardiac markers (max value: Tnl
31.24 ng/mL, CK-MB 203 pg/L) and PCT (2.9 ng/mL). Diagnosis: acute respiratory distress syndrome (ARDS) associated
with acute coronary syndrome (ACS). Day 2. PCT (266.6 ng/mL), BNP(639.6 pg/mL), PCR (223 mg/dL) and WBC (29.200 cdll/
uL) peaked, the fever increased; Tnl, CK-MB slightly decreased. Diagnosis: cardiogenic shock was rapidly complicated
with septic shock. Broad spectrum antibiotic therapy including L evofloxacin, Clindamicin and Ceftazidime, was started. The
clinical condition improved after antimicrobial treatment even if blood, tracheal aspirate and intravascular devices cultures
were negative.

Discussion and conclusions. Our data suggest that initially PCT dlightly increased in responseto inflammatory processthat
occurs during ACS and ARDS while the day 2 it peacked because the severe aspiration pneumonia. PCT max values
correlated with PCR, WBC, fever and BNP (which rose in response to the myocardial dysfunction and the global tissue
hypoxia). More Trl and CK-MB assayswith respect to PCT during thefirst 2 days avoid conclusions about concordance of
these parameters. Inthiscasereport, PCT valueswere hel pful for diagnosing complicating sepsisin apatient with cardiogenic
shock leading to an early appropriate therapy.

OXIDATIVE STRESSAND ANTIOXIDANT STATUSIN PATIENTSWITH ERECTILE C-15
DYSFUNCTION

GV.Mdz d'Erilt,A.Barassi!, GM. Colpi?, G. Piediferr?, G. Dogliotti®, M.M. Cor si3*

Dipartimento di Medicina, Chirurgiae Odontoiatria, Polo Universitario San Paol o, Universitadegli Studi di Milano, Milano;
2U.0. Andrologia, Azienda Ospedaliera San Paolo, Milano; 3l stituto di Patologia Generale, Facoltadi Medicinae Chirurgia,
Universitadegli Studi di Milano, Milano; “Laboratorio di Applicazioni Biotecnologiche, IRCCS | stituto Galeazzi, Milano.

Introduction. Oxidative stress occurs when there is an imbal ance between pro-oxidants and the ability of the antioxidants
to scavenge excess reactive oxygen species. Hydrogen peroxide and other derivates of peroxides are produced during the
physiological processes and they increase in some conditions, such as the erection process. Plasma comprises various
antioxidant componentsto prevent freeradical injury. Evidence from basic scientific studiesindicates that oxidative stress
may have aroleintheimpaired cavernosal function such aserectile dysfunction (ED) (Arch Esp Urol 2001;54:361-366).
Aim. The aim of this study was to analyze the metabolic status of patients with aterogenic and non aterogenic impotence.
Material and methods. Forty men (mean age 46 years, range 19-70 years) underwent eco-colour Doppler examination of
cavernosal arteriesin conjunction with intracavernousinjection of prostaglandin E1 to induce an erection. Aterogenic ED
was diagnosed in patients with peak systolic velocity less than 25 cm/sec after intracavernous injection at the Doppler
examination carried out for 30 min. Reactive oxigen metabolites were eval uated in serum by anew spectrophotometric assay
(d-ROMstest, Diacron, Italy) kindly provided by Diacron S.r.I. and used in line with the manufacturer’srecommendations.
The test measures the serum levels of reactive oxigen metabolite (ROM) such as hydroperoxides, generated in cellsas a
consequence of therespiratory burst. Resultsare expressed in arbitrary units, called “U. CARR.” One U.CARR. corresponds
t00.08 mg/I00 mL H,O,. Antioxidant status (TAS) in mmol/L was established in the serum with the RANDOX NX2332 test
(RANDOX LaboratoriesLtd, Ardmore, UK).

Results. Out of the 40 males, 20 patients had aterogenic ED (mean age 50 years, range 26-70 years) and 20 patients had non
aterogenic ED (mean age 41 years, range 17-60 years). Serum ROM s concentrationswereincreased (349.75 + 53.35 SD U.
CarrVs285.43+ 25.58 SD U.Carr, p<0.001) and serum TA S concentration were decreased (0.54 £ 0.16 SD mmol/L Vs0.94 +
0.28 SD mmol/L, p<0.0001) in patientswith aterogenic ED respect to patientswith non aterogenic ED.

Conclusion. Our observation may be usefull to better understand and discriminate the differences between aterogenic and
non aterogenic ED, using laboratory analysis.
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ANALISI DEI LIVELLI SERICI DI BLYSEDAPRIL INPAZIENTI CONTIROIDITE C-16
AUTOIMMUNE

M. Fabris*, D. Visentini§, C. Fabro*, F. Grimaldi#, D. Villalta®, S. DeVita*, E. Tonutti§
*Clinicadi Reumatol ogiae §Laboratorio di Immunopatol ogiaeAllergologiae#Unitadi Endocrinologia, AziendaOspedaliero-
Universitaria, Udine; ° ImmunologiaClinicaeVirologia, Ospedale Civile, Pordenone

Scopo del lavoro. | disordini autoimmunitari dellatiroide, tiroidite di Hashimoto (HT) emorbo di Graves-Basedow (GBD),
sono le pit comuni malattie autoimmuni organo-specifiche. Nonostante la fervida ricerca, I’ etiopatogenesi € ancora
sostanzialmenteignota. Elevati livelli serici etessutali dellecitochine BLyS (B-Lymphocyte Stimulator) ed April (aproliferation
inducing ligand) sono stati descritti in numerose mal atti e autoimmuni sistemi che. Abbiamo pertanto voluto analizzarei livelli

serici di BLySedApril inpazienti contiroidite autoimmune. Materiali e Metodi. Settantotto pazienti con tiroidite autoimmune
(56 con HT e 22 con GBD) sono stati arruolati nello studio e confrontati con 80 donatori sani, comparabili per etae sesso. |

livelli sierici di BLySed April sono stati dosati con kit ELISA (Quantikine Human BAFF/BLYS, R& D Systems, Minneapoalis,
MN, USA eHumanApril Elisa, Bender Med System, Vienna, Austria).

Risultati. | livelli sierici di BLyS sonorisultati significativamente piu elevati nei pazienti con tiroidite autoimmunerispetto ai

controlli (1.12+0.39ng/ml vs0.666+0.240ng/ml; p<0.0001), senzasignificativedifferenzetraHT e GBD (1.08+0.38ng/ml e
1.21+0.42ng/ml rispettivamente). | livelli serici di April non differivanoin modo significativo trapazienti e controlli (8.1+30.4ng/
ml vs 9.5+29.8ng/ml), tuttaviaun’ elevata percentuale di pazienti con HT (71.4%) presentavalivelli serici di April sottoil limite
di rilevabilita, mentrei casi sottoil limite, nel pazienti con GBD, erano comparabili aquelli dei controlli (36.4% vs41.3%).
Pertanto i pazienti con HT mostravano una significativa diminuzione dei livelli serici di April, sia rispetto ai controlli

(p=0.0008), cheai pazienti con GBD (p=0.0025). Non é stataosservataa cunacorrelazione significativatrai livelli di BLyS ed
April, nétralecitochineei livelli degli autoanticorpi. Unasignificativacorrelazioneinversatrai livelli di BLyS e quelli del

TSH é statainveceriscontratanei pazienti con HT (r=-0.42; p=0.0256).

Conclusioni. L'aumento dei livelli serici di BLyS nelletiroiditi autoimmuni suggerisce un ruol o patogenetico importante di

guesta citochina anche nei disordini autoimmuni dellatiroide e indica nel BLyS un possibile nuovo marker diagnostico,
prognostico eterapeutico. Inoltre, I iperespressionedi BLYS potrebbe spiegare |’ associazionefrequentetratiroiditi ed altre
mal attie autoimmuni €/o linfoproliferative. Lariduzionedei livelli serici di April differenziainvecei pazienti con HT daquelli

con GBD, suggerendo un ruolo peculiare di un’ alterata espressione di April solo nellaHT.

IL DOSAGGIO DELLA CREATININA PERLAVALUTAZIONEDELLAVELOCITA’ C-17
DI FILTRAZIONE GLOMERULARE

G.Olivieri, L. Paterna, M.G.Alessio, F. Lavarda
Laboratorio di Analisi Chimico Cliniche e di Ematol ogia—Azienda Ospedal e San Carlo Borromeo Milano

Introduzione. Le nefropatie croniche (CKD) costituiscono uno dei maggiori problemi sanitari alivello mondiale. Per la
diagnosticadelle CKD si utilizzalaGFR (Glomerular Filtration Rate) che pud essere valutatacon lamisuradellaclearance
urinariadi vari marcatori esogeni. Unaalternativaaquesti el’ utilizzo dellaclearance dellacreatinina. Questo metodo € poco
accurato acausadellaraccoltadelle urine. Stime pit accurate dellaGFR si possono ottenere mediante |’ impiego di equazioni.

QuellapitiusataelaMDRD (Modification of Diet in Renal Disease) a quattro variabili. Uno dei problemi nell’ utilizzo di

questaformula e che differenti calibrazioni della metodica per la dete rminazione della creatinina possono introdurre una
significativafontedi errore nellastimadellaGFR. Daqui I'importanzadi utilizzare metodi standardizzati e specifici.

Scopo e Metodi. Verificare lacomparabilitadellastimadel GFR conlaformulaMDRD e con laClearance della Creatinina
utilizzandoi valori di creatininaottenuti con il metodo attual mentein uso nel laboratorio (picrato acalino) e quelli ottenuti

con unametodicadi tipo enzimatico considerata piu specifica. Entrambi i metodi sono riferibili al materiale di riferimento
SRM 914. | campioni utilizzati sono stati 51.

Risultati. Larettadi regressionetrai due metodi di determinazione della creatininahaevidenziato unaintercettadi 0.00 (IC
95%-0,03-0,00); unapendenzadi 1 (1C 95% 0,00-1,02); R2=0,99. Il confronto tralaGFR ottenutaconlaformulaMDRD ela
clearance dellacreatinina, utilizzando la creatininadosatacon il metodo del picrato a calino (comevisto ddl tutto sovrapponibile
al metodo enzimatico), ha evidenziato la seguente retta di regressione (Clearance creatinina= -5 + 1,38 (eGFR MDRD)
R2=0,76.

Conclusioni. | due metodi della determinazione della creatinina sono del tutto sovrapponibili e possono essere utilizzati

entrambi nellaformuladel MDRD. Nel confronto traclearance dellacreatininae MDRD esistono evidenti differenze (i valori

di MDRD sonoil 38% piti bassi di quelli dellaclearance) che portano adifferenze nellaclassificazione dei pazienti con GFR
superiore oinferiorea60 ml/min.

| Infusino, M. Panteghini, Referibilitametrol ogicae validitadelladeterminazione della creatininacomeindice di funzionalita
renale. BiochimicaClinica, 2007;31:23-18
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ANALISI DEI LIVELLI SIERICI DI BLYSEDAPRIL INPAZIENTI CON DEFICIT DI IgA, C-18
CONE SENZACONCOMITANTEMALATTIACELIACA

M. Fabris*, A. Picierno§, D. Visentini§,A. Leruss*, D. Villalta#, M .G. Alessio**, M. Tampoia™,

S. DeVita*, E. Tonutti§

*Clinicadi Reumatologia e 8Laboratorio di Immunopatologia eAllergologia, Azienda Ospedaliero-Universitaria, Udine;
#lmmunologiaClinicaeVirologia, Ospedal e Civile, Pordenone; ** Laboratorio di ChimicaClinica, Ospedali Riuniti, Bergamo;
"Patologia Clinica, Policlinico Consorziale, Bari

Scopo del lavoro. Il deficit selettivo di 1gA (IgAD) € la piu comune forma di immunodeficienza. Molte altre malattie si
associano al’lgAD, in particolare, quelle autoimmuni. L’ associazione piu frequente € con la celiachia. | meccanismi
etiopatogenetici allabase del deficit di IgA e dell’ eventual e sviluppo di autoimmunita sono ancora sostanzialmenteignoti.
Elevati livelli delle citochine B -Lymphocyte Stimulator (BLyS) ed April (aproliferation-inducing ligand) sono stati recentemente
descritti in numerose mal attie autoimmuni. Abbiamo qui analizzatoii livelli serici di BLySed April inunaseriedi pazienti con
IgAD, con e senzaceliachia.

Metodi. I livelli serici di BLyS ed April sono stati analizzati con kit ELISA (Quantikine Human BAFF/BLYS, R& D Systems,
Minneapolis, MN, USA eHumanApril Elisa, Bender Med System, Vienna, Austria) in unaseriedi pazienti con IgAD (di cui
36 con concomitante diagnosi di celiachia effettuata mediante dosaggio degli anticorpi anti-tranglutaminasi 1gG e biopsia
duodeno-digiunale). April € stato dosato anche in una serie di 73 pazienti con celiachia senza IgAD, nei quali era stato
precedentementedosatoil BLYS (M. Fabris, Scan J Gastroentherol 2007). | pazienti sono stati confrontati con unaseriedi 80
controlli sani, comparabili per sesso e provenienzageografica.

Risultati. | pazienti con IgAD presentavano un marcat o incremento dei livelli serici di BLyS (1.57+0.51 ng/ml vs0.66+0.24
ng/ml; p<0.0001) ed April (8.85+10.03 ng/ml, mediana4.12 ng/ml, vs9.49+29.81 ng/ml, mediana 1.19 ng/ml; p=0.003) rispetto
a controlli. Nessuna differenza € stata riscontrata tra pazienti con e senza celiachia. Mentre i livelli di BLyS erano
significativamente pit elevati, sianei pazienti con IgAD, chein quelli con celiachiaenormali IgA, April erasignificativamente
piu elevato solo nei soggetti con IgAD.

Conclusioni. SiaBLyS cheApril sonoiperespressi nei pazienti con IgAD e potrebbero contribuire all’ incrementato rischio
di sviluppo di autoimmunitanei soggetti con tale deficit immunologico. PoichéApril €implicato nello switch isotipico ad
IgA, lasuaincrementata espressione nei pazienti con IgAD suggerisce cheil deficit di IgA non sia collegato ad un deficit
primario di April. Il blocco terapeutico di BLyS potrebbe rivestire unimportante ruol o in futuro nellagestione delle mal attie
autoimmuni associateal’ IgAD.

RUOLO DELL'ORMONEANTI-MULLERIANO (AMH) NELLATECNOLOGIA C-19
RIPRODUTTIVAASSISTITA(ART)

D. Poz!, P. Cappdllettit, M. Manno?
PatologiaClinica(1) e Centro per o Studio dell’ Infertilita (2) AOSMA Pordenone

Premessa: AMH é stato recentemente proposto come marker indicativo di riserva ovarica e predittivo di risposta alla
stimolazioneovaricanei cicli di ART. Il suo vantaggio potenzialerispetto agli altri parametri abitualmentevalutati (FSH, LH,
Estradiolo, Inibina-B) elegato allastabilitadei suoi valori duranteil ciclo mestruale per cui il prelievo puod essere effettuato
in qualunque momento.

Scopo del lavoro: évalutarel’ AMH comeindice di riservaovarica, primadellasuaintroduzione cometest di routine per la
valutazionedi pazienti candidateacicli di ART.

Materiali e metodi: In 67 donne di eta < 40 anni (eta media 34.6+3.3 anni; range 27-41; mediana 35) consecutivamente
sottoposte ad ART, sullabase dell’ assetto ormonale basale (incluso I’ AMH), sono stati studiati FSH e Estradiolo (prelievo
venoso in 3a giornata del ciclo mestruale; metodo immunoenzimatico) e AMH (prelievo venoso random e metodo
immunoenzimatico sandwichin 2 fasi). Sullabase del numero di ovociti recuperati sono stati identificati 2 gruppi di pazienti:
POOR RESPONDERS selacontaovocitariaera<5; GOOD RESPODERS selacontaovocitariaera= 5. Vaori di AMH <1 ng/
mL sono stati considerati indice di ridottariservaovaricaevalori >6 ng/mL sono stati considerati potenzialmentearischio
di OHSS (sindrome daiperstimolazione ovarica).

Risultati: LacorrelazionetraAMH e numero di ovociti recuperati ér = 0.47. AMH érisultato essere piu elevato nel gruppo
delle GOOD RESPONDERS: 3.6 ng/mL vs 2.3 ng/mL, pur non raggiungendo la significativita statistica (p 0.28). Per
I"identificazione delle GOOD RESPONDERSI’ etanon & apparsasignificativa, mentre FSH si (P<0.01) Non sembraesservi
relazionetrail valoredi FSH eAMH (r =0.27). 1l valoremedio di AMH nelle pazienti che hanno sviluppato una OHSS (n=11)
erisultato esseredi 5.11+5.36 ng/mL mentrequello di FSH 5.9+1.5mUI/mL.

Discussione: | dati preliminari evidenziano una, seppur debole, relazionetrai livelli di AMH eil numero di ovociti recuperati
e, insostanza, lariservaovarica, anche se valutazioni analoghe si posso ottenere dalladeterminazionedi atri indicatori (in
particolare FSH). AMH sembraricoprire unacertasignificativitanellaval utazione delle donne potenzialmente arischio di
sviluppo di OHSS, sebbene non possa essere ancora identificato come adeguato predittore se considerato da solo. | dati
ottenuti sono sovrapponibili a quanto riportato in |etteratura ma sono necessarie ulteriori osservazioni per un inserimento
efficace di AMH nel protocollo clinico routinario, datala scarsa numerositadel campione osservato.
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PROCALCITONIN USEFULNESSIN CLINICAL DECISION MAKINGABOUT ANTIBIOTICUSEIN| C-20
CHRONIC OBSTRUCTIVE PULMONARY DISEASE EXARCERBATIONS: PRELIMINARY DATA

E. Senner?, G. Milani?, W. Micheli, M. Confalonieri?, B. Biasioli*
!Department of Laboratory Medicine, AOU, Trieste, 2Pulmonology Department, AOU, Trieste

Aim of the study. While antibiotic (atb) treatment has been recommended for pts with exacerbation of chronic obstructive
pulmonary disease (COPDex) abacterial etiology has been found in only ahalf of these pts. Procalcitonin (PCT) has been
indicated asamarker of bacterial infectiousdisease, however, thereliability of PCT asamarker for different atb treatment in
ptswith COPDex has not been adequately established. This preliminary study aimed to investigateif PCT could be used to
predict bacterial isolationin COPDex allowing areduction of atb treatments.

Methods. 8 consecutive pts, hospitalised in our Pulmono logy (diagnosis: respiratory failure due to COPDex), received
standard medical therapy including atb therapy. PCT (Liaison, Brahams) was evaluated: on admission (T0), at 24 (T1) and 48
(T2) hoursand performed on Liaison (DiaSorin). C-reactive protein, leukocyte count, bacterial isolation and identification
on expectorate were performed. An arbitrary cut off value was selected for each of the following parameters: white blood
cells> 12000 cel/uL, PCR>5mg/L, PCT > 0.5 ng/mL, temp > 37.5°C, daily expectorated volume changewith respect to initial
condition higher than 3 mL. 1 was attributed to values exceeding cut off limits while O to lower values. Each day these
parameters were evaluated and contributed to a score between 0 and 5 which were summed up on T2 to get a predictive
score (S) of infectious risk (0-15). A positive result to sputum bacterial culture was considered absolute indication to
continue atb therapy. On T2 the attending physician, informed about the f inal score, decided whether to maintain atb
therapy or suspend it.

Results: 6 pts showed PCT level snot suggestivefor bacterial infection (ST2: 3 - 6), 2 ptsshowed higher level of PCT (ST2:
9 and 11). Atb therapy was suspended in 2 ptsfollowing S calculation. In 2 pts ath therapy was continued and decision was
in line with Svalues (9-11). In 4 pts atb therapy was continued even if S showed low probability of infection. No patient
showed positive sputum bacterial culture. PCT levels showed good correl ation to negative sputum culturein low infection
risk pts. PCT showed analogous trend evol ution to other infection/inflammation clinical and laboratory markersin all the
pts.

Discussion and conclusions: our data suggest that PCT levels show a promising common trend to other more widespread
clinical and laboratory markersand could be used to assessrisk of bacterial infection in non-sepsis pts. From aclinical point
of view new diagnostic toolsaredifficult to inte grate in medical decision-making, regarding atb usein ptswith COPDex. We
need to improve our pts.

INUSUALE RISCONTRO PARASSITOLOGICO NEL SEDIMENTO URINARIO D-01

M. Daves!, G. Cosid?, P. Innocenti?, P. Holzfeind?, P. Seehauser, F. Rizza!
L aboratorio di Biochimica Clinica, 2Laboratorio Aziendale di Microbiologia e Virologia, Azienda Sanitaria dellAlto
Adige, Comprensorio Sanitario di Bolzano

Scopo del lavoro: riportiamo un caso di inusuale riscontro parassitologico in un campione di urina riferito ad una
paziente giunta al nostro Laboratorio per una routine phisical check.

Materiali e metodi: nel nostro Laboratorio vengono analizzati giornal mente circa 350 campioni di urina. L”esame prevede
I"analisi chimico-fisica con analizzatore Aution-max (Menarini) e I'analisi automatizzata del sedimento con strumento
UF-100 (Dasit). | campioni che presentano incongruenze tra esame chinico-fisico ed esame della parte corpuscolata e
comungue ogni campione che il medico laboratorista ritiene che lo strumento non abbia letto in modo soddisfacente
viene valutato a microscopio a 250 ingrandimenti dopo centrifugazione. |l campione in esame presenta delle anomalie
per quanto riguarda i grafici forniti dallo strumento UF-100, inoltre viene riportata la presenza di miceti e un humero
molto elevato di particelle contate come Others, cioe elementi che |"analizzatore non € in grado di riconoscere e
classificare. Per tale motivo viene alestito un vetrino per |"esame microscopico che mette in evidenza la presenza in
numero notevole di microrganismi ciliati mobili di notevoli dimensioni, presenza di cellule epiteliali di sfaldamento
(riportate anche allalettura strumentale) e I’ assenza di miceti. |1 campione di urinaviene inviato a collega microbiologo
che effettua il riconoscimento del parassita presente come Balantidium Coli, un protozoo ciliato che si ritrova di horma
nei suini. L infezione a livello intestinale nell"'uomo €& in genere asintomatica e autolimitante ma in soggetti debilitati
puo provocare diarrea emorragica e severa disidratazione. Contattiamo il medico curante della paziente che informiamo
del riscontro del protozoo nel campione di urina come possibile contaminazione e consigliamo | esecuzione di un
esame delle feci per ricerca parassitologica.

Conclusioni: nonostante il grado di automazione e I’ affidabilita dell’esame urine rimane sempre determinante la
valutazione attenta del referto strumentale e I”approfondimento da parte del medico di Laboratorio di tutti quei casi che
riportano anomalie dei grafici forniti dal lettore del sedimento e incongruenze tra esame chimico fisico e parte
corpuscol ata.
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STUDIO DELL’ANTIBIOTICO RESISTENZA DEI GERMI ISOLATI NELLE INFEZIONI D-02
DELLEVIEURINARIE

M. Laneve, C. Mazzone
Laboratorio di Patologia Clinica del P.O. Occidentale (Mottola) dellaA.USL TA

Scopo del lavoro: 1l nostro studio si propone di valutare |” antibiotico-resistenza dei germi isolati dalle urinocolture
(urinoc) positive.

Materiali e Metodi: Nel periodo compreso traluglio 2007- luglio 2008 abbiamo analizzato 1422 urinocolture di pazienti
ambulatoriali esterni. La coltura delle urine € stata effettuata con il kit della BIO-DETECTOR (Liofilchem),
I"identificazione dei germi con i sistemi Api 20 E, Strep e Staph (bioMérieux) e gli antibiogrammi con i sistemi ATB
URS, PSE, STAPH 5e STREPS5 (bioMérieux).

Risultati: Su 1422 urinocolture 320 sono risultate positive (22%) con unaprevalenza, trai Gram negativi (G-), di Escherichia
coli (E.coli) 62%, seguita da Klebsiella sp.(Kleb)10%, Pseudomonas sp.(Pse) 5,95% e Proteus sp. (Prot) 5%. Trai Gram
positivi prevalgono gli Staphilococchi (Staf) 5,32% egli Enterococchi (Ent) 2%. Lasensibilitadel microrganismi nei confronti
degli antibiotici éillustratanellaseguentetabella:

GERMI L

ANTIBIOTICL | - - Conclusioni: Dai dati s evince cheamoxicillinae
. coli Kleb Prot Pse Staf Ent ) . X

Amoiciling m 55 5 20 27 o cotrimoxazolo hanno alte percentuali di

Amo-ac.cla 85 70 80 20 30 30 resistenza. Imipenem, fosfomicina, amikacina,

Piperacillina 68 86 75 75 / / ceftazidima e cefotaxima sono i piu attivi nei

Ciprofloxacina 78 57 45 45 45 40 ; P s mi i Al i A

Cotrimoxazolo 56 52 25 25 75 / CO”fFOU“ del G- m|n0c_|cl|r_1a, vancomicina €

Coftazidima o4 6 o7 o3 7 7 oxacillina sono molto efficaci nelleinfezioni da

Cefotaxima 96 86 71 71 / / stafilococco.

IGe_mamicina 18070 ffg ;ff ;2 7/0 2/0 Si ribadisce’ importanzadell’ antibiogramma per

mipenem 5 5 : i A

J—— % e 73 73 ; ; unacorrettaterapiaantibioticadelleVU.

Fosfomicina 100 86 83 / 50 56

Nitrofurantoina 99 86 17 / 05 9

Minociclina / / / / 100 /

Vancomicina / / / / 100 /

Oxacillina / / / / 99 /

EZIOLOGIA EFREQUENZA DELLE INFEZIONI BATTERICHE URINARIE D-03

C. Mazzone, M. Laneve
Laboratorio di Patologia Clinica del PO. Occidentale (Mottola) dellaA.USL TA

Scopo del lavoro: Le infezioni delle vie urinarie (IVU) stanno assumendo sempre maggior rilievo da un punto di vista
epidemiologico; sono seconde solo a quelle dell’ apparato respiratorio e rappresentano I'infezione piu frequentemente
contrattain ambito ospedaliero. L’ incidenza aumentacon I’ eta e, nelladonna, € bassain eta prepuberale, ma aumenta con
I'inizio dell’ attivita sessuale, con le gravidanze e dopo la menopausa; nell’uomo tende ad aumentare in eta avanzata.
L’ obbiettivo di questo studio € stato di valutare, nei pazienti (pz) ambulatoriali esterni, la frequenza delle IVU, i
microrganismi coinvolti e la distribuzione dei pazienti per sesso ed eta.

Materiali e Metodi: Presso il Laboratorio di Patologia Clinicadel PO. di MottolaA.USL Taranto, nel periodo compreso
tra luglio 2007- luglio 2008, sono state esaminate 1422 urinocolture, di pz ambulatoriali esterni. Nella nostra indagine
e stato usato il kit dellaBIO-DETECTOR (Liofilchem) che utilizzadei dip-slide con i seguenti terreni di coltura: @) Cled
Agar per la determinazione della carica microbica totale; b) Mac Conkey Agar per i batteri Gram negativi in genere; c)
Cetrimide Agar per i batteri del genere Pseudomonas; d) Malto Agar per i miceti; €) BileAesculin Agar per gli enterococchi.
L'identificazione dei germi e stata effettuata con i sistemi Api 20 E, Api 20 NE, Api Strep, Api Staph (bioM érieux).
Risultati: Su 1422 urinocolture analizzate, 320 (22%) sono risultate positive (caricabatterica= 100000 cfu/ml) con prevalenza
del sesso femminile (75%) rispetto al sesso maschile (25%). Lamaggior parte delle 1V U sono risultate essere sostenute da
batteri Gram negativi (92,05%) con prevalenza di Escherichia coli (62%), seguita da Klebsiella pneumoniae (7,5%),
Pseudomonas aeruginosa (5,95%) e Prateus mirabilis (5%), Citrobacter freundii (2,5%), Serratiaodorifera(2,5%), Morgandla
morganii (1,89%), Aereomonas sobria(1,25%), Klebsidlaornithinolytica(1,25%), Klebsiellaplanticola(0,63%), Candidassp.
(0,63%), KlebsiellaOxytoca (0,63%), Enterobacter cloacae (0,63%), Citrobacter K oseri (0,32%). Trai Gram positivi (7,32%)
prevalgono gli Staphilococchi (S.), S. aureus (3,75%), S. saprophyticus (0,94%), S. haemolyticus (0,63%) e gli Enterococchi
(2%).

Conclusioni: Il presente studio ha evidenziato che, nell’ eziologia delle IVU, I'Escherichia coli € il germe piu
frequentemente isolato (62%) rispetto agli altri microrganismi identificati. Inoltre aumenta sempre piu la variabilita dei
germi responsabili di tali infezioni e, come gia segnalato in letteratura, le IVU sono piu diffuse nel sesso femminile
(75%), tendendo ad aumentare con |'eta. In conclusione, i risultati delle nostre osservazioni confermano I’ utilita del
laboratorio di patologia clinica nella sorveglianza delle IVU.
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HUMAN PAPILLOMAVIRUS: DETECTION IN THE URINE OF HEALTHY INDIVIDUALSAND D-04
TRANSPLANTED PATIENTS

E. Papa!, T. Feccial, R. Massaréllil, V. Luciani?, L. Giuliani?, M. Ciotti?, G. Federici?, M. Dessit
12Department of Laboratory Medicine, Laboratoriesof *Clinical Biochemistry and 2Molecular Virology, University Hospital
Tor Vergata, Rome, Italy

Introduction: Infections by the human papillomavirus (HPV) are ubiquitous in humans. More than 96 HPV types have
been identified of which approximately 30-40 types have been found in female genital tract infections. HPV viruses are
classified in low-risk types (6,11,42,43,44) and high-risk types (16,18,31,33,35,39,45,51,52, 56,58,59,68); they are
detected in the urine of infected patients. HPV DNA can be identified in more than 90% of invasive cervical carcinomas,
therefore HPV DNA screening has become a critical assay to identify women with persistent HPV infection that are at
risk of developing high grade cervical lesions and cancer.

Objective: The aim of our study was to determine the prevalence and the genotypes of HPV in the urine of healthy
individuals. Urine is an easy specimen to obtain that could be used to monitor the circulation of HPV genotypes among
individuals.

Materials and Methods: The presence of HPV DNA was examined in the urine pellet by polymerase chain reaction
(PCR) using primers MY 09/11 and SPF followed by genotyping with line probe assay (LiPA).

Results: The frequency of HPV reactivation was low (6,8%) with the prevalence of high-risk types (HPV 16/18; HPV 39;
HPVIA 18). We screened by PCR 108 healthy individuals and 25 transplanted patients (22 for kidney and 3 for liver) for
the presence of HPV in urine specimens. The HPV positive cases were genotyped by sequencing. Six out of 108 healthy
individuals were positive for HPV (5,5%), while among the transplanted patients 4/22 were positive (18,1%).
Discussion and Conclusions: Of the 10 positives cases, 9 were infected by a single genotypes and 1 by two genotypes.
The 9 single infections were represented by 4 high-risk types (1 HPV18, 1 HPV 39, 2 HPV53, 1 HPV70) and 2 low-risk
types (2 HPV6, 1 HPV62). The doubleinfection was due to HPV 16/18. One HPV was not typeable. Our data showed that
urineis avaluable specimen for HPV screening and that the prevalence of infection is higher among immuno-suppressed
individuals. Since urineisasample easy to abtain, it could be particularly useful in devel oping countries and for screening
recalcitrant individuals, especially men, by a non invasive technique.

DETECTIONAND TYPING OF BKV, SV40AND JCV IN THE URINE OF HEALTHY INDIVIDUALS | D-05
AND KIDNEY TRANSPLANTED PATIENTS

M. Dessit, E. Papal, T. Feccial, A. Agnolil, V. Luciani!, L. Giuliani?, S. Casciani!, M. Ciotti?
12 Department of Laboratory Medicine, Laboratories of 'Clinical Biochemistry and 2Molecular Virology, University Hospital
Tor Vergata, Rome, ltaly

Introduction: Human polyomavirus JC and BK infect the worldwide population, remain latent in the kidney and are
excreted intheurine. They usually cause asymptomatic infection that occur early inlife: about 60-80% of adults population
presents antibodies against the two viruses which establish a latent infection in the kidney. In patients with
immunodeficiency induced by diseases, immunosuppressive drugs or transplant recipients, BKV or JCV can reactivate
and cause damage to the host. In particular JCV infect the oligodendrocytes causing progressive multifocal leucoence
phalopathy (PML) ademyelinating disease of the brain often seen in AIDS patients. BKV can cause renal tubular necrosis
and rejection of the allograft in renal transplanted recipients and hemorrhagic cystitis in bone-marrow transplantation
patients. SV40 is a monkey polyomavirus that was accidentally transmitted to humans by contaminated polio-vaccines.
SV 40 causes asymptomatic infections, remains latent in the kidney and may produce a demyelinating disease similar to
PML.

Objective: The aim of this study was to determine the prevalence and the genotypes of BKV, JCV, SV40 in the urine of
healthy individuals. We screened by PCR the urine of 57 healthy individuals and 22 kidney transplanted patients for the
presence of JCV, SV40 and BKV- DNA. The amplified product was digested with Bam HI restriction enzyme which cuts
a nucleatide sequence present in JCV but not in BKV. A highly conserved region of DNA of BKV and JCV was also
amplified and sequenced to genotype both viruses. We detected 4 BKV-DNA (7%) and 13 JCV-DNA (22,8%) in the urine
of healthy individuals, while the cases positive in the transplanted patients were 2 (9%) for BKV and 5 (22,7%) for JCV.
BKYV genotyping reveal ed the presence of the J2B-2 type in healthy individuals and J2B-11 in transplanted patients. JCV
type 1 was the predominant variant in both groups. The presence of SV40 wasn’t found. Through the genotyping of BKV
and JCV we will be able to determinate the frequency in the healthy population. It will be interesting to compare the
different transcriptional control region (TCR) of viral types in immuno-suppressed patients and in allograft transplanted
recipients.
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STAPHYLOCOCCUSAUREUSMETICILLINO-RESISTENTE: D-06
NECESSITA' DI LINEE GUIDA AZIENDALI PER LA SORVEGLIANZA ATTIVA

G.l. Potente, S. Nistico, M. T. Cerminara, M. Piccoli, M.l. Carlei, A. Luciano
U.O.C. di MicrobiologiaeVirologiaPO. di LameziaTerme

Scopo del lavoro. Lo staphylococcus aureus Meticillino-resistente (MRSA) rappresenta una grave minaccia per la salute
dei pazienti , siain strutture ospedaliere che in residenze comunitarie , nonché un notevole aggravio delle spese sanitarie
sostenute per le complicazioni a cui i pazienti spesso possono andare incontro. La trasmissione del germe é correlata
all’ assistenzasanitariaed € attuata attraverso le mani degli operatori sanitari. Nel nostro P.O., comein molti altri del nostro
Paese, non esistono dati epidemiologici precisi nélinee guidaaziendali per lasorveglianzaattivadi tale patogeno. Per avere
dei dati, anche se sicuramente sottostimati, abbiamo valutato, dal periodo 01/01/2007 a 30/06/2008, il numero di ceppi di
MRSA isolati davari campioni biologici provenienti dapazienti ricoverati.

Materiali e Metodi. Gli isolati di MRSA provenivano da colture di routine di vari campioni biologici seminati su terreno
universale (agar Columbiaarricchito con sangue di montone della ditta Becton-Dickinson). L e colonie sospette sono state
sottoposte ad identificazione di specieattraverso untest al lattice per laricercadellacoagulas stafilococcica (Staph latex kit
delladittaPro-Lab) ead untest di screening a lattice per laricercadellaMeticillino-resistenza (Slidex MRSA Detection della
dittaBioMerieux). Per ulteriore confermai ceppi in esame sono stati sottoposti ad identificazione biochimicae asaggio di
sensibilitaagli antibiotici utilizzando il sistemaautomatizzato Vitek2 delladitta BioM erieux.

Risultati. Nell’ anno 2007 sono stati isolati 7 ceppi di MRSA, un ceppo da sondino endotracheal e un ceppo daliquido si
noviale, tre ceppi da tampone auricolare, uno da tampone cutaneo ed uno da tampone faringeo. Due ceppi mostravano
resi stenzaanche aVVancomicina, antibiotico utilizzato come alternativaterapeuticanei pazienti infettati daMRSA. Nel primo
semestre del 2008 sono stati isolati altri sette ceppi di MRSA, due da tampone faringeo, due da tampone oculare, due da
tampone ferita ed uno da tampone ferita. Nessun ceppo resistente aVancomicina.

Discussione e Conclusioni. E' necessario, alaluce dei dati ottenuti, avviare un protocollo diagnostico-terapeutico per la
sorveglianza attiva dello Staphylococcus aureus Meticillino-resistente, considerando anche I’isolamento dei due ceppi
resistenti aVancomicina. Tutto cio nell’ intento non solo di ridurreil numero di infezioni correlate all’ assistenza sanitaria, ma
anche di migliorare le conoscenze necessarie a contrastarle e prevenirle, nonché per il non trascurabile risparmio di spesa
sanitariache ne deriva.

RICERCA DI CHLAMYDIATRACHOMATISDA TAMPONE ENDOCERVICALE ED URETRALE: D-07
VALUTAZIONE COMPARATIVATRA METODICAIMMUNOENZIMATICAE
DIAGNOSTICA MOLECOLARE

G.I. Potente!, S. Nistico!, M.T. Cerminara? A. Luciano!
1S.C. Microbiologia e Virologia ASP Catanzaro; 2Scuola di Specializzazione Microbiologia e Virologia Universita di
Catanzaro

Scopo del lavoro: L'infezione da Chlamydia trachomatis, generalmente asintomatica, nei soggetti di sesso femminile,
se non diagnosticata e trattata tempestivamente, € in grado di determinare malattia infiammatoria pelvica e quindi di
incidere profondamente nellafertilita delladonna, ma & anche fortemente implicata nell’ insorgenza di prostatiti giovanili
nei soggetti di sesso maschile. Questo lavoro vuole valutare, mediante la comparazione dei dati, le potenziaita di due
sistemi diagnostici profondamente diversi.

Materiali e metodi: All’uopo abbiamo sottoposto a test in d oppio 171 pazienti (140 donne e 31 uomini) afferiti a
nostro ambulatorio nel periodo compreso tra il gennaio ed il luglio 2008 utilizzando un dosaggio immunoenzimatico
(IDEIA PCE Chlamydia, OXOID), che utilizza una doppia amplificazione per laricercadell’ antigene di Chlamydiaeun
test di diagnostica molecolare (Chlamydia trachomatis Q-PCR Alert Ampliprobe) per I’ amplificazione e la rivelazione
real time del DNA di Chlamydia. Entrambi i sistemi sono validati per la ricerca datampone uretrale e/o endocervicale.
Risultati: sui 140 tamponi provenienti da pazienti di sesso femminile, entrambi i sistemi hanno dato risultato negativo.
Si é verificata una sola discrepanza, in cui il test immunoenzimatico dava risultato negativo e quello di amplificazione
del DNA determinava un dosaggio di 9 copie. Su questo dato, anche in relazione ad una precedente esperienza simile
realizzatasi con un Controllo di Qualita, si € convenuto accettare il risultato ottenuto con il sistema immunoenzimatico.
Dei 31 campioni provenienti da pazienti di sesso maschile, 30 sono risultati negativi ed un solo campione, che tral’ altro
presentava un quadro sintomatico, ha dato risultato positivo con entrambi i sistemi.

Discussione e Conclusioni: | dati ottenuti confermano I’ estrema validita del test immunoenzimatico, che presenta
sensibilita e specificita sovrapponibile a quanto ottenibile con I’amplificazione genetica, con il vantaggio di costi
fortemente inferiori e di minori complicazioni in termini di spazi e personale dedicato. Pertanto, riteniamo estremamente
valida la scelta di utilizzare come test di screening il sistema immunoenzimatico.
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VALUTAZIONE DI POTENZIALE EFFICACIA PROTETTIVA DELLA VACCINAZIONE HPV D-08
NELL’AREA PORDENONESE

M.L.Modoalg, S. Sulfaro*, W. Marus*, R. DeRosa, M. Avalio, A. Camporese
SC MicrobiologiaeVirologia,* SC AnatomiaPatologica- Azienda OspedalieraS. Mariadegli Angeli, Pordenone

Scopo del lavoro: Nell’ambito del programma di screening regional e, atutte le donne “ positive” (ASCUS/AGUS-D o piu
grave) inviateal centrodi 2° livello dell’ AOSMA (7/99-12/07) & stato eseguito prelievo per determinazionedi HPV-DNA. In
guestapopolazione (n=660) si € osservataunaprevalenzadi HPV 16 e 18 (44.4%) inferioreaquellariportatain atreareedella
regione, che ¢i ha indotto a valutare la potenziale efficacia della vaccinazione HPV in donne con lesioni squamose o
ghiandolari istologicamente confermate.

Materiali e Metodi: Sono stati istologicamente osservati 276 casi con lesioni di b asso grado (60 condilomi, 97 CIN1) o di

alto grado (59 CIN2, 34 CIN3, 18 CIS, 3AlS, 5 carcinomi sgquamosi invasivi). Laricercadi HPV-DNA é stata eseguita su
materiale dacytobrush con polymerase chain reaction (PCR) eanalisi dei polimorfismi di restrizione. HPV 16 e 18 sono stati

anche rilevati con PCR tipo-specifica. La copertura vaccinale e stata considerata “ completa” (protezione totale, PT) in
presenzadei genotipi vaccinali (HPV 16/18/6/11), “parziale-HR” (PP-HR) se coinfezioni dagenotipi HPV 16/18 con dltri genctipi

ad altorischio (HPV-HR) /o aprobabilealtorischio (HPV-pHR), “parziale-LR” (PP-LR) se HPV6/11 (HPV abasso rischio,
HPV-LR) associati ad altri genotipi non vaccinali, e*non protezione” (NP) seHPV diversi dai vaccinali.

Risultati: Sono stateidentificate 184 infezioni daHPV-HR (33 coinfezioni), 25 daHPV-pHR (5 coinfezioni), 16 daHPV-LR (3
coinfezioni), e 51 con HPV-DNA+, non identificato (HPV 16/18 negative). Rispetto ai gen otipi identificati (225 casi), la
coperturaipoteticasarebbe: PT 41.3%, PP-HR 11.6%, PP-LR 0.9%, NP 46.2%. Considerando il vaccino bivalente, includendo
quindi i casi HPV-DNA non tipizzato/HPV 16/18 negativi, |a potenziale coperturasarebbe: PT 33.7%, PP-HR 9.4%, PP-LR
0,7% eNP56.2%. Rispetto allacategoriadi rischio di HPV, 1aPT sarebbe del 25% per LRHPV e dd 48.4% per HR-HPV; laPP-
HR elaPP-LR sarebberispettivamentedel 14.1% edd 1.1% per HR-HPV, mentrelaNP sarebbe del 75% per LR-HPV, del 100%
per HPV pHR edel 36.4% nei HR-HPV. Rispetto allelesioni istologicamente confermate, escludendoi 51 casi con HPV-DNA

non tipizzato (36 casi con lesioni di basso grado e 15 casi conlesioni di alto grado), laprotezione potenziale nellelesioni di

basso grado (121 casi) sarebbe: PT 29,8%, PP-HR 13,2%, PP-LR 0,8% NP 56,2% enellelesioni di ato grado (104): PT 54,7%,
PP-HR 9,6%, PP-LR 1% e NP 34,6%. In quest’ ultimo gruppo, considerando il vaccino bivalente, include ndo quindi i casi

HPV-DNA non tipizzato/HPV 16/18 negativi, lacoperturaipoteticasarebbe: PT 47,9%, PP-HR 8.4%, PP-LR 0,8% eNP42.9%.
Discussione e Conclusioni: Tenuto conto della distribuzione dei genotipi osservati, il vaccino sembrerebbe esprimere una
potenzialeefficaciaprotettiva(PT+PP) nel 43.1% delleinfezioni daHPV, nel 62.5% ddlleinfezioni daHPV-HR enel 56.3% delle
lesioni di alto grado.

ISOLAMENTO E SEQUENZIAMENTO DI UN CEPPO DI NOCARDIA CYRIACIGEORGICA D-09

G.Bertiato, E. Modolo, M. Battistd, V. Mondar dini*, R. Schiavon, A. Tessar i
LaboratorioAnalisi e Microbiologia, * Malattie Infettive, Ospedale “ San Martino” Belluno

Nocardia cyriacigeorgica € stata recentemente descritta come una nuova specie emergente di Nocardia capace di causare
mal attie nell’ uomo, anche se studi molecolari laindicherebbero come patogeno gianaoto, fino ad oggi incluso in Nocardia
asteroidescomplex.

Scopo del lavoro. Descrizione di un caso di infezione articolare sostenuta da N. cyriacigeorgica in paziente portatore di
artroprotes al ginocchio evalutazione ddl I’ efficaciadellarapidaidentificazione dell’ agente eziologico ai fini dell’ allestimento
di unacorrettaterapiaantibiotica.

Materiali e metodi. Operato di artroprotesi a ginocchio destro daun mese un paziente di 73 anni riferiva edemae rossore
acarico del ginocchio perduranti dacirca20 giorni. || materiale daartrocentesi € stato sottoposto ad esame microscopico e
seminato suterreni agarizzati einterreno liquido, incubati a37°C per cinquegiorni inaerobios einanaerobios. L' identificazione
presuntivaé stataeseguitaconil sistemaAPI 32C (bioM érieux®) con incubazionedi sette giorni mentrel’ identificazionedi
specie é stata ottenutacon il sequenziamento dell’ unitaribosomiale 16S (rRNA). L' antibiogramma é stato eseguito mediante
E-test.

Risultati. Lamicroscopiadel preparato harivelato lapresenzadi numerosi granulociti neutrofili e di batteri Gram positivi
filamentosi ramificati. Dopo 48h di incubazionein aerobiosi si sono potute osservare coloniedi aspetto puntiforme, chenei
giorni successivi hanno assunto I’ aspetto a polvere di gesso con presenza di ife aeree e caratteristico odore pungente. La
microscopiadelle colonie presentavalamedesimamorfol ogiariscontratanell’ esame diretto del materiale. I sistemaAPI 32C
hafornito unacorrettaidentificazione di genere maun profilo di specie dubbio. || sequenziamento dellaregione dell’ unita
ribosomiale 16SrRNA haidentificato il batterio comeN. cyriacigeorgica. | valori di MIC ottenuti hanno indicato sensibilita
del ceppo per amikacina, cotrimossazzol o, imipenem, ceftriaxone.

Discussione e conclusioni. N. cyriacigeorgica & unaspecie di recente descrizione che sta suscitando un crescente interesse
inambito clinico comedimostrano casi di infezioni gravi riportatein | etteraturanegli ultimi anni. L’ utilizzo del sequenziamento
hapermesso di identificare con accuratezzaein tempi rapidi |’ agente eziol ogico, permettendo il tempestivo allestimento della
piu idonea terapia antibiotica. Dopo trattamento con amikacina e cotrimossazolo endovena per due settimane seguito da
assunzione orale di cotrimossazolo per quattro settimaneil paziente hariportato unacompletaremissione, mentrel aterapia
empirica con ampicillina-sulbactam e teicoplanina dell e due settimane precedenti non aveva portato a miglioramento del
quadro clinico.
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SALMONELLOS NEONATALE CONMENINGITE: DESCRIZIONE DI UNCASO D-10

M. Fuoti °, C. Carmignani °°, G. Bergamaschi °, C. Pasini °°, K. Shiha°, S. DeFilippi °°, B. Milanesi°°
°U.O. di Pediatriae PatologiaNeonatale, °° Laboratori di PatologiaClinicaAziedndali - A.O. di Desenzano d/G

Introduzone: Numerosi sonoi quadri clinici legati ad infezione daSalmonelle non tifoidee: dallo stato di portatore asintomatico
alla gastroenterite acuta, ale piu rare batteriemia e disseminazione con suppurazione localizzata. Le infezioni invasive
neonatali risultano rare nei Paesi di piu alto tenore socioeconomico. Nei Paesi inViadi Sviluppo appaiono piu frequenti e
SONo spesso gravate da un alto numero di complicanze e un alto tasso di mortalita. Sono riportati casi in cui il contagio
neonatal e avviene attraverso il latte materno.

SoriaClinica: Riportiamoil caso di unaneonatadi 21 giorni chegiungeall’ attenzionedell’ UO di Pediatriadell’ Ospedaledi
Desenzano d/G per iperpiressia, vomito einappetenzada2 giorni. Dall’ anamnesi emerge chelapiccolaénataatermineda
parto cesareo, in assenzadi problemi perinatali ed éallattata con latte formulato. Non si rilevano quadri infettivi recenti nei
familiari. L’ obiettivitaevidenziapianto lamentoso, irritabilita, marezzatura cutanea, discreto stato di idratazione, fontanella
anteriore normotesa. Gli indici di flogosi risultano elevati e si evidenzia neutrofiliarelativain assenza di leucocitosi. La
rachicentesi mostraraccoltadi liquor opal escente con iperprotidorrachia e ipoglicorrachia, 8000 gh/mm? (80% neutrofili;
20% linfociti) e la colturamostrala crescitadi Salmonella panama (SP). Anche I’ emocolturaevidenzialo sviluppo di SD,
mentre |’ urocoltura e la coprocoltura danno esito negativo. Si chiarisce dunque un quadro di sepsi e meningite da SP.
L antibi oti coterapiacon ampicillinae gentamicinaimpostataall’ ingresso viene modificataameropenem e cefotaxime sulla
base dell’ antibiogramma complessivamente per 30 giorni. Si osservadungue miglioramento clinico ein 6° giornatascomparsa
dellafebbre. Rachicentesi di controllo evidenziano lagraduale normalizzazione del parametri liquorali, parallelaallariduzione
degli indici di flogosi. Lavalutazione neurol ogicaclinicae strumental e non evidenziaanomalie. Coprocolture eseguite sui
familiari, senzasintomi clinici, rilevanolacrescitadi colonie di SP solo sullefeci materne. Labambinaad unfollow up clinico
di 2 anni non mostra sequele.

Discussione: Salmonella spp. € potenzialmente responsabile di infezione invasiva neonatale ed in particolare di sepsi
tardiva e meningite. Lo stato di portatore asintomatico pud essere associato a rischio di trasmissione. La positivita della
coprocoltura maternafornisce un indizio circalafonte di contagio neonatale e suggerisce che I’ effettuare la coprocoltura
nelle madri nel peripartum possaridurreil rischio di infezione invasiva neonatale, attraverso il trattamento materno e la
diagnosi precoce.

STREPTOCOCCO BETA-EMOLITICO DI GRUPPO B: UNANNO DI ESPERIENZA D-11

B.Gross, M.G. Tindli,L.Tursi, M. Laneve, A. Francavilla, C. Cavallo
Laboratorio di Patologia Clinica, PO. Occidentale (Mottola) AUSL Taranto

Scopo del lavoro: Lo Streptococco beta-emolitico di gruppo B (GBS) € un germe gram-positivo, immobile,
preval entemente anaerobio; € la causa principale di polmonite, meningite e sepsi neonatale. L'infezione del neonato
avviene per contatto diretto duranteil passaggio attraversoil canaledel parto, seladonna presenta col onizzazione vaginae
da GBS. Per individuare le donne infette da GBS & importante effettuare uno screening con tampone vaginale,
eventualmente associato a tampone perianale, tra la 35a e la 37a settimana di gestazione. Nel nostro studio abbiamo
valutato la frequenza dell’isolamento del GBS e la relativa antibiotico resistenza nelle donne gravide afferenti a nostro
Laboratorio di Patologia Clinica.

Materiali e metodi: Nel periodo compreso tra da Giugno 2007 a Giugno 2008 abbiamo esaminato nel nostro Laboratorio
di Patologia Clinicai tamponi vaginali di 310 donne gravide per laricerca del GBS. | campioni sono stati seminati su
piastre di CNA (bioMerieux) in CO2 per 24-48 ore. Per I'identificazione di gruppo abbiamo utilizzato il kit Slidex
Strepto Plus (bioMerieux) e per |'antibiogramma I’ ATB Strep (bioMerieux).

Risultati: Su un totale di 310 pazienti, 44 (14%) sono risultate positive per il GBS. Inoltre i ceppi isolati sono risultati
sensibili al 80% ala penicillina, al 91% all’amoxicillina, al 70% al cefotaxime, al 47% alla eritromicina, al 45% alla
clindamicina, al 75% al cotrimoxazolo, a 68% alla vancomicina.

Conclusioni: Sullabase dei risultati ottenuti possiamo rilevare che la frequenza di isolamento del GBS nella popolazione
studiata & pari a 14% e questo dato concorda con quanto segnalato in letteratura, tuttavia si registra una discreta crescita
della antibiotico resistenza, dovuta soprattutto all’ uso indiscriminato di questi farmaci chemioterapici. Infine si sottolinea
I"utilita dellaricercadel GBS in gravidanza ai fini del controllo e della prevenzione delle infezioni neonatali.
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UOVA DI TRICHURISTRICHIURA INUN CAMPIONE CITOLOGICO CERVICO-VAGINALE: D-12
CASOCLINICO

P. Fazii', F. Pistolal, A. Pelatti, E. Colagrande, L. Clerico!, C. Crescenzi?, D. Angelucci?, M.N. Fonzo?
1U.0.C. di Laboratorio Analisi Chimico-Cliniche e Microbiologia- PO. “ Spirito Santo” - Pescara; *Servizio di Anatomia
Patologica - Ospedale Clinicizzato Chieti-Ortona

Introduzione. LaTricocefalosi € un’infestazione causatada Trichuristrichiura, el mintaappartenente al Phylum Nematoda,
comunemente definito “verme afrusta’. L' infestazione ha diff usione ubiquitaria sebbene siamolto frequente nelle regioni
tropicali e subtropicali; si trasmette per assunzione di uovadaalimenti crudi contaminati (vegetali, frutta), acquainquinata
e, in ambito pediatrico, per geofagia. | vermi adulti, localizzati nell’intestino cieco, provocano una parassitosi che e
generalmente asintomatica, salvo che nelle forme con elevata carica parassitaria dove s rilevano sintomi o segni clinici
importanti (dolori addominali, sindrome diarroica con tracce di muco e sangue, anemia, prolasso rettale). Questo report
descrive un caso di Tricocefalosi cervicale pervenuto alla nostra osservazione.

Caso clinico, Materiali e Metodi, Risultati. Una donna di 48 anni di Ripa Teatina (CH), di professione impiegata, nel
Maggio 2007, aderendo a programma nazionale di screening del carcinoma invasivo della cervice uterina, eseguiva,
presso I’ Ospedale G. Bernabeo di Ortona (CH), un PAP-test convenzionale. L' osservazione microscopica dello striscio
citologico ottenuto dallo scraping della cervice uterina, colorato con tecnica di Papanicolaou, evidenziava, oltre che
numerose cellule sqguamose superficiali, alcune uova di Trichuris trichiura, talora abnormi nella morfologia ma tutte con
i caratteristici tappi mucoidi alle estremita. La paziente veniva sottoposta immediatamente (anche se dal giorno di
esecuzione del PAP-test erano passate alcune settimane) ad esame copro-parassitologico (metodica di concetrazione in
formolo-etere su 5 campioni di feci raccolti a di alterni) con esito negativo. |l trattamento con mebendazolo (Vermox®,
Janssen-Cilag) impiegato al dosaggio di 100 mg die € stato eseguito per 3 giorni. L'esame citologico della cervice
uterina e I’ esame copro-parassitologico ripetuti successivamente hanno mostrato esito negativo.

Discussione e Conlusioni. Sebbene in letteratura siano state descritte infestazioni cervico-vaginali sostenute da vari
nematodi (soprattutto Enterobius vermicularis ed Ascaris lumbricoides) la presenza di uova di Trichuris trichiurain un
campione citologico della cervice uterinarappresenta un evento particolarmente raro. Questo nostro ritrovamento mostra,
ancora una volta, quanto sia utile I’ esame citologico cervico-vaginale nella diagnosi di infestazioni causate da parassiti
in donne asintomatiche.

URETRITE NON-GONOCOCCICA DAHAEMOPHILUSINFLUENZAE SIEROTIPO B: D-13
DESCRIZIONE DI UN CASO CLINICO

P. Fazii, F. Pistola, A. Pelatti, E. Colagrande, L. Cosentino, M. Stella, M.C. Gattone
U.O.C. di Laboratorio Analisi Chimico-ClinicheeMicrobiologia- P.O. “ Spirito Santo” - Pescara

Introduzione. Le uretriti sono infezioni a preval ente trasmissione sessual e ad eziologia specifica, uretriti gonococciche, o
aspecifica, uretriti non gonococciche (NGU). | principali microrganismi coinvolti nelle NGU sono Chlamydiatrachomatis (11-
43 %) e Mycoplasmagenitalium (9-25 %). Altri patogeni in causasono Adenovirus (2-4 %), Trichomonas vaginalis (1-20 %)
e Herpes simplex virus (2-3 %). Questo report descrive un caso di NGU da Haemophilusinfluenzae sierotipo B biotipo IV
pervenuto alla nostra osservazione.

Casoclinico. Nel mese di Novembredel 2007 giungevaallanostra osservazione un uomo di 40 anni di Pescara, di professione
avvocato, che presentava daalcuni giorni abbondante secrezione uretrale, fastidio uretrale, lieve disuria.

Risultati. Il secreto uretrale, francamente purulento, venivaraccolto per esami microbiologici. L’ esame microscopico con
colorazionedi Gram evidenziavalapresenzadi numerosi leucociti polimorfonucleati per campo (x 1000) e nessun diplococco
gram-negativo intracellulare. L’ esame colturale, effettuato su terreni di coltura standard, in accordo con le linee guida
internazionali, evidenziava, suAgar Cioccolato, dopo incubazionea37 °Cin CO2 al 5-10 %, lapresenzadi colonieumidee
grigiastre. L’ osservazione microscopica delle stesse, colorate con latecnicadi Gram, evidenziavabacilli pleomorfi, gram
negativi. Il test di identificazione utilizzando dischetti conil fattoreV e X edil test NH dell’ API® (Biomérieux) permettevano
I"identificazione elabiotipizzazione del ceppo cherisultavaHaemophilusinfluenzae sierotipo B biotipo V. L' amplificazione
genicaper laricercadel genomadi Chlamydiatrachomatis eseguitacon sistema COBASAMPLICOR (Roche Diagnostics)
risultava negativa. L' amplificazione genica per laricercadel genomadi HSV 2 eseguita con sistema LightCycler (Roche
Diagnostics) risultavanegativa. Laricercadei micoplasmi urogenitali eseguitacon sistemaMycoplasmalST 2 (Biomérieux)
risultavanegativa. Laterapia, impostata precocementein base ai risultati degli esami microbiologici, con amoxicillina/acido
clavulanico (Augmentin, Smithkline Beecham)1000 mg x 2 die per 10 giorni, hapermesso lacompletarisoluzionedel quadro
clinico.

Discussione e Conclusioni. Sebbene Haemophilus influenzae sia considerato un possibile agente eziologico di NGU, in
| etteratura sono pochele segnalazioni. Inaccordo conA.K. Ditzen e P. Spornraft-Ragal ler (Haemophilusinfluenzae: Relevanter
Erreger fur Harnwegsinfektionen? Hautarzt 2006 — 57:622-624) riteniamo che laprevalenzadi Haemophilusinfluenzaenelle
NGU siasottostimata.
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IL LABORATORIO NELLA DIAGNOSI PRECOCE DELLE SEPSI D-14

A. Conti, D. Piccoli, S.Gaino, G. Saccani, M. Caputo
Laboratorio Analisi e Microbiologia, AUSL 22 Veneto, Bussolengo

Scopo del lavoro: L’isolamento colturale dei microrganismi dal sangue € indispensabile per ladiagnosi di laboratorio di
batteriemia, endocardite infettiva e molte atre patologie infettive associate ad una condizione clinica di febbre di origine
ignota. Abbiamo cercato di migliorareil Turn Around Time Terapeutico (TTAT) rivedendo I’ organizzazione e la gestione
delle procedure analitiche, lefasce orarie di presenzamedicanel settore, il flusso di lavoro eil protocollo di comunicazione
dei risultati.

Materiali emetodi: |1 segnaledi positivitadel flaconeinnescal’ intervento del tecnico in guardiaattiva (24/7) che provvede
ad allestire un preparato GRAM e laseminasui terreni di coltura. Il Medico in turno di Pronta Disponibilitah24 valutail
preparato, dispone eventuali test diretti da flacone e contattail reparto di provenienza per la comunicazione dei morfotipi
rilevati e per acquisire informazioni cliniche. Il tecnico ed il Medico compilano una scheda di rilevazione di emocoltura
positiva, nei campi di competenza, in cui vengono registrati: ID di Tecnico e Medico, data e oradellachiamatadel Medico
di Laboratorio, risultato del GRAM; data, ora della comunicazione al Reparto; 1D dell’ interlocutore chiamato; test diretti
disposti. Test diretti daflacone: Coagulasi- MRSA CHROM (Stafilococchi) - Identificazione ed Antibiogrammadiretti su
VITEK 2

Risultati: Nel periodo Gennai 0—Agosto 2008 sono state eseguite 837 emocolturedi cui 102 (12%) positive. | test diretti sono
stati attivati solo per bacilli Gram negativi e cocchi Gram positivi. Escludendo gli isolati replicati, sono stati identificati 16
bacilli Gram negativi e 37 cocchi Gram positivi. Il tempo medio di rispostacompletadallapositivizzazione del flacone é stato
di 18 h per i Gram negativi e 32 h per i Gram positivi. Lamediadel tempo trascorso trala positivizzazione del flaconeela
comunicazione del morfotipo a clinico da parte del Medico di Laboratorio € stato di 50’. La coerenza fra il morfotipo
comunicato ed il microrganismo isolato é statadel 98%. 11 confronto fraantibiogrammadiretto e convenzional e hamostrato
intutto 5 errori minori e 2 errori maggiori su 53 eseguiti in doppio e su un totale di 636 molecol e antibiotiche testate.
Conclusioni: Ogni giorno perso per giungere aladiagnosi eziologicadi sepsi e per valutare la sensibilita dell’isolato agli
antimicrobici aumentadi 1-2 volte la probabilita di decesso del paziente Il processo dei flaconi positivi 24/7, |e procedure
analitiche aggressive (test diretti) ed il coinvolgimento del Medico di Laboratorio h24 hanno ridotto i tempi di rispostadelle
emocolture mettendo adisposizione dei clinici dati microbiologici attend ibili ed unaeventual e consulenzaper un approccio
assistenzialeottimale.

CASA DI RIPOSO-OSPEDALE: IL CIRCOLOVIZIOSO DEI BATTERI RESISTENTI D-15

C.Mazzi,A. Conti, D. Piccoli, M. Caputo
LaboratorioAnalisi ClinicheeMicrobiologia, AUSL 22 Veneto, Bussolengo (VR)

Scopo del lavoro: Le ESBL (B lattamasi a spettro esteso) sono enzimi prodotti dai batteri Gram negativi cheidrolizzano tutte
le 3-lattamine, compresele Cefalosporinedi 111 e IV generazione e rappresentano un meccanismo di difesache si trasmette
attraverso plasmidi. Questi batteri, per il loro fenotipo di resistenzae per lamodalitadi diffusione orizzontal e, rappresentano
unadelle cause pit frequenti di infezione nosocomiale. Abbiamo voluto val utare laprevalenzadi infezioni daE. coli ESBL +
valutando lafrequenzadi isolati sucampioni di urine provenienti dapazienti transitati in Residenze Sanitarie assistite (RSA)
primadi esserericoverati in uno dei nostri ospedali.

Materiali e metodi: Abbiamo rivisto la casistica dal 31.07. al 31.08.2008. Lo studio ha interessato 12 RSA e 3 reparti
ospedalieri (Medicinae GeriatriaaBussolengo, Medicinaalsolad/S). Campioni utilizzati: urine con caricabatterica> 105
Ufc/mL; isolato: E.coli, notoriamenteil microrganismo di gran lunga pit frequentementeisolato nelleurine. L' identificazione
battericaé stataeseguitacon Card Vitek 2 GN el’ antibiogrammacon Card Vitek 2 AST-GN13 (Biomerieux I talia Spa)
Risultati: Nelle RSA sono stati isolati in totale 205 ceppi di E.coli di cui 86 (42%) ESBL+. Nei Reparti ospedalieri sono stati
isolati intotale 167 E.coli di cui 29 (17%) ESBL+. Gli ESBL+delleRSA, esclusi i replicati, sono stati attribuiti a59 pazienti. Di
questi 59, il 63% (37 pazienti) non é stato ricoveratoin reparti ospedalieri nel periodo considerato, mentreil 37% (22 pazienti)
haavuto almeno unadegenza. In 9/22 di questi (41%) si eisolato ancoraun E.coli ESBL + dalle urineraccolte nei giorni di
ricovero, mentre per i rimanenti 13 non € mai stato richiesto un esame colturale durante ladegenza.

Discussione: Con |’ emergenzadei ceppi multiresistenti, molte dellearmi tradizionali dell’ arsenal e medico risultano spuntate:
ci si trovaad affrontareinfezioni cherispondono solo afarmaci costosi o tossici o per e quali non vi éterapiaefficace. Una
frazione importante dei germi multiresistenti € rappresentata dai produttori di ESBL. Un serbatoio fondamentale sono le
comunita con numerosi residenti in modo permanente come, tipicamente, le RSA. Questi dati preliminari confermano la
necessitael’ urgenzadi implementare e mantenere un buon livello di sorveglianzamicrobiologicasui pazienti che, datal’ eta
e le polipatologie, migrano frequentemente verso reparti ospedalieri favorendo la diffusione di queste potenziali bombe
biologiche. Il Laboratorio di microbiol ogia deve svolgere un ruol o attivo nel monitorare gli isolati dacampioni clinici per
promuovere e mantenerein uso procedure efficaci di prevenzione e contenimento delle infezioni nosocomiali.
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LETTURAAUTOMATIZZATA DEL SEDIMENTO URINARIO PER LO SCREENING D-16
DI INFEZIONE URINARIA

D. Poz, P. Metus, P. Cappélletti
PatologiaClinica, DML, AOSMA Pordenone

Premessa. L'iQ 200 IRIS™ éun sistemaautomatico di analisi del sedimento urinario in microscopiaintelligente.

Scopo del lavoro e valutare i dati forniti dallo strumento (batteri, globuli bianchi e allarme quantitativo definito come
“piccoleparticelle”) al finedi uno screening infettivologico, inriferimento a citofluorimetro Sismex UF100.

Materiali e metodi. In 7615 pazienti consecutivi con contestual e esame delle urine e urinocoltura, le relazioni urinocoltura
pos/neg - numero di piccole particelle e urinocoltura pos/neg - numero di leucociti sono state elaborate statisticamente
mediante|’ applicativo Analyse-it. Sono stati applicati diversi cut-off per dicotomizzarelevariabili quantitative (leucociti e
“piccoleparticell€”) e calcolate e efficienze dei test come screening per urinocolturapositiva. Selezionati i cut-off migliori,
le due variabili quantitative, leucociti e “piccole particelle”, sono state sommate secondo logica“ OR” elogica“ AND” per
verificare un eventuale aumento dell’ efficienza del test. E stato inoltre verificato il grado di concordanza tra presenza o
assenzadi batteriuriaespressacome giudizio dall’ operatorein sede di analisi dell’ urinael’ esito dell’ urinocoltura.
Risultati. Larelazione trale variabili “urinocoltura’ e “piccole particelle” con un cut-off di piccole particelle n=5000 (il
miglioretraquelli provati: 1000-10000) dimostra sensibilita 63%, specificita 93,1%, valore predittivo positivo (PPV) 83%,
valore predittivo negativo (NPV) ’ 82,5% e efficienza82,6%. Larelazionetralevariabili “ urinocoltura’ e“leucociti” conun
cut-off di leucociti n=25 (il miglioretraquelli provati: 5-35) dimostrasensibilita59,7%, specificita93, 4%, PPV 82,9%, NPV
81,2% eefficienza81,7%. Larelazionetralevariabili “urinocoltura’ e particelle OR leucociti” registrasensibilita 79,3%,
specificita86,9%, PPV 76,4%, NPV 88,7% e efficienza84,3%. Larelazionetralevariabili “ urinocoltura’ e“ particelleAND
leucociti” registrasensibilita44,1%, specificita99,0%, PPV 96,1%, NPV 79,8% e efficienza 79,9%. Laconcordanzatrail
giudizio sullapresenza o assenzadi batteriuriaespresso dall’ operatore eil risultato dell’ urinocoltura (K appa-test) fornisce
unvaloredi 0,61. Laconcordanzatra positivita e negativitadell’ urinocoltura e quellache deriverebbe dal giudizio fornito
dallo screening “ particelle OR leucociti” (Kappa-test) fornisce un valoredi 0,66.

Discussione e conclusioni. L’ utilizzo di semplici parametri ottenuti da 1Q 200 consente di ottenere un ottimo PPV maun
insufficiente NPV afini di screeninginfettivologico. E necessario approfondireleformuledi interrel azione dei dati strumentali.
Il confronto frametodi di screening infettivol ogico fornisce una concordanza non adeguata.

UN CASO DI SEPSI DA HISTOPLASMA CAPSULATUM D-17

G. Bertiato, E. Modolo, M. Battistel, L. Cimarosto®, R. Schiavon, A. Tessari, V. Vincenzi®, F. Tremolada®
Laboratorio Analisi edi Micrabiologia, °Medicina, Ospedale” San Martino” di Belluno

H. capsulatum € un fungo dimorfo diffuso in tutto il mondo, endemico negli USA. L’ habitat naturale & il suolo, in campi
aperti, nei parchi e in vecchi edifici, particolarmente contaminato da deiezioni di galline, uccelli e pipistrelli. La spora
trasportatadall’ ariasi depositanegli alveoli con diffusioneai linfonodi regionali. Per disseminazione ematogenasi sviluppano
focolai metastatici in fegato, milza e altri organi. Si sviluppa una immunita cellulomediata con formazione nelle sedi di
infezione di granulomi, con 0 senzanecrosi caseosa. L' infezione primariaé spesso asintomatica. L’ istoplasmosi disseminata
eunararamalattiacronica, progressiva, insorgein presenzadi anomalie dell’immunitacellulo-mediata, in associazione con
mal attie oncoematologiche, come linfomi e leucemie, cancro, LES, sarcoidosi e in soggetti in terapia corticosteroidea e
immunosoppressiva.

Caso clinico. Nel 2005 in unuomo di 34 anni, con linfoadenomegalie al mediastino, sopraclaveari, addominali, epitrocleari,
inguinali, labiopsiadi un linfonodo inguinal e evidenziavaun quadro di linfoadenite granulomatosa non caseosa competibile
con sarcoidosi. Nel marzo 2008, dopo un soggiorno in Messico, comparivaiperpiressia (ripetute puntate febbrili precedute
dabrivido) associata a compromissione delle condizioni generali e artromialgie diffuse. Unalaparoscopia esplorativacon
prelievi di linfonodi addominali escludeva problemi ematologici maevidenziavalapresenzadi inclusi cellulari di possibile
naturafungina, confermatadallapositivitaanticorpali per H. capsulatum.

Materiali e metodi. Due set di emocolture (aero, anaero e mycosis) vennero incubate a35°C in Bactec 9240 BD, ea 25°C.
Risultati. Positivitadel flacone per miceti atemperaturaambiente dopo tre settimane. In colturaa25°C lamuffaé cresciuta
lentamente, con un evidente micelio aereo fioccoso, dapprimabianco poi sempre piu scuro sino abruno-nerastro; pigmento
circoscrittoai conidi; ifesottili e settate; microconidi sferici o piriformi, lisci, di diametro di 2-6 mm, sessili e peduncolati per
brevi conidiofori. Caratteristicalapresenzaall’ esame microscopico di macroal euriosporetubercolate (2-25 mm di diametro)
dalla spessa parete provvistadi proiezioni lunghe anche alcuni micron. 1l loro reperto non trova riscontro diagnostico per
nessun altro micete patogeno.

Conclusioni. L’incremento di segnalazioni di queste micosi in Europa e nel nostro Paese risulta chiaramente condizionato
dallo straordinario sviluppo delle comunicazioni intercontinentali: ogni anno centinaiadi migliaiadi persone senzasaperlo
si infettano con H. capsulatum. Doveroso, pertanto, richiamarel’ attenzione sui diversi aspetti diagnostici eclinici di questa
patologia.
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A NEW APPROACH TOTHE OCCULT BLOOD TEST FOR DIAGNOSISAND SCREENING E-01
OFADULT POPULATION

A. Caleffi, M. Mercadanti, C. Monica
U.O Diagnostica Ematochimica- Dipartimento Diagnosticadi Laboratorio, Azienda Ospedaliero Universitariadi Parma

Aims. The screening programmes for the prevention of Colon Rectum Cancer have created aheavy increasein occult blood
tests. The purpose of the study is to assess our methodology of analysis, setting a correct report for diagnosis that could
suggest the possibility to continue the research, moreover to discuss about some new perspective after introduction of
automation for this test.

Materials and methods: Since septembrer 2007 we used an immunological method with oligoclonal antibodies against
human haemoglobin in faeces (OC Sensor Micro—-AlfaWassermann) to discover occult blood. The workload is about 150
samples/day. The study was carried out to verify the results produced in one we ek to know the new methodol ogy.
Results: We actually establish Positive cut off =>100 ng/ml; Negative < 49 ng/ml and Grey Area (50-99 ng/ml). The patients
examined were 282: 125 male (44,3 %), 157 femal e (55,7%), yearsrange 17-93 (the most frequent range value 50-75 years).
Positive patients were 53(18,7%), negative 210 (74,6%), doubt 19 (6,7%). Number of samples were 507: 82 positive, 411
negative, 25 doubt. The most frequent group of patients has 3 samples, in the second place a group with only one sample
(diagnosisor follow up).

Discussion: We verified that patients with 3 samples, with almost one positive, have often the other two in arange value of
50-99. What interpretation we can givein the case of asingle samplewith doubt result?We writein thefinal report the same
cut off of Regional Screening Program but also a grey zone for symptomatic patients. We suggest to continuein clinical
research. We are waiting for anew more appropriated cut off an d new indication from Health Regional System to examine
at least two samples also for screening program.

Conclusion: We are interested having much more informations about the doubt values. We think that clinical phatologists
today have to use immunological test in automation for occult blood and the report have to differentiate if screening or
diagnosis. We believeit is correct to have at | east three samples every patients and now isthe moment to use new and more
specific markersin case of positive or doubt occult blood results.

1-M.Plebani, D. Basso “ Old and new markersfor colo-rectal cancer: from diagnosisto prognosis. RiMeL/IJLaM 2008;4

LA DETERMINAZIONE DI PSA (TOTALE E LIBERO) SU Dimension® RxL E SU E-02
ADVIA Centaur® XPNELL'AMBITO DELLA VALUTAZIONE DI IDONEITA’ALLA
DONAZIONE DI ORGANI

C. Cocco, M. Bertolani, A. Massocco, N. Melloni, L. Lippa, B. Caruso, C. Lo Cascio, P. Rizzotti
Laboratorio di Analisi Chimico Cliniche ed Ematologiche, OCM, Azienda Ospedalieradi Verona

Scopo del lavoro: Gli esami urgenti inun Laboratorio di un Ospedalein cui € previstal’ attivitadi trapianto d’ organi prevede
I’ esecuzione anche del PSA (totaleelibero). Lelinee guidanazionali (G.U. n.297 del 23-12-2003) per I’ accertamento della
idoneitadel donatore raccomandano |adeterminazione del PSA totale e del rapporto PSA libero/ totalein maschi > 50 anni.
Il prelievo di organi € consentito per valori di PSA totale< 4 ug/L , per valori piti elevati ed < 10 pg/L il valore del rapporto
PSA libero/ totale deve essere > 25% .In questaottica e stato eseguito u n confronto frai risultati ottenuti sullastrumentazione
dedicataalle urgenzerispetto allaroutine.

Materiali e metodi: 62 campioni di siero di pazienti con etamediadi 65 anni (51-84 anni) provenienti dallaroutine sono stati
processati nella stessa giornata con i due metodi. Il confronto é stato effettuato fra PSA totale, PSA libero e rapporto PSA
libero/totale ottenuti con Dimension® RxL (Y) dedicato al’ urgenzae ADVIA Centaur® X P (X) dedicato allaroutineein cui
il PSA libero e ottenuto per calcolo (PSAt — PSAcomplessato).

Risultati: L' analisi statisticautilizzando Analyse-it® evidenziaquanto segue: PSA totale: Y=1.715x —1.69, R2=0.972; PSA
libero: Y=0.858x—0.013, R2 = 0.996. Rapporto PSA libero/ totale: Y=0.703x + 0.02, R2=0.875. Con ADV A Centaur® XPil
PSA totale (media, pg/L) = 4.30, mediana= 2.83. Il PSA libero (media, pg/L) = 1.23, mediana= 0.60. 1| rapporto PSA libero/
totale (media, %) = 26.8, mediana= 25.4.Con Dimension® RxL il PSA totale (media, pg/L) = 5.69, mediana= 3.34; PSA libero
(media, pg/L) =1.06, mediana= 0.53.11 Rapporto PSA libero/totale (media, %) =18.9, mediana= 17. Il diagrammadi Bland
Altman evidenziaper il PSA totale un biascompreso fra0.19 e 2.58; per il PSA libero un biascompresofra—0.27 a—0.07 e
per PSA libero/totale un bias compreso fra—9.20 e—6.70. Considerando i pazienti convalori <4 pg/L, i pazienti classificati
comeidonei sarebbero risultati n =47 (75%) con ADVIA® Centaur XPen =42 (67%) con Dimension® RxL. Considerandoi
pazienti con PSA compreso nell’intervallo 4 -10 pg/L eil rapporto PSA libero/totale >25 % (n=11), i potenziali donatori
sarebbero stati ritenuti idonei in 5 casi con ADVIA Centaur® XPein 1 caso con Dimension® RxL.

Discussione e Conclusioni: | risultati ottenuti dimostrano unadifferenzaintermetodo significativae pertanto I'impossibilita
di utilizzo, anche selimitato, dei due metodi in uno stesso L aboratorio; evidenziano inoltre lanecessitadi aggiornarei criteri
relativi allaval utazione biochimicariportati nellanormativaufficiae.
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RIORGANIZZAZIONE DI UN’AREA SPECIALISTICA (ENDOCRINOLOGIA E INDICATORI DI E-03
NEOPLASIA) DEL LABORATORIO: MIGLIORAMENTO DEI TEMPI DI REFERTAZIONE (TAT)
EDELL'UTILIZZO CLINICO DEGLI ESAMI

N.Méelloni, L. Lippa, M.Rocca, D. Nicalis,A. Ferrari, B. Caruso, C. Cocco, P. Rizzotti
Laboratorio di Analisi Chimico Cliniche ed Ematol ogiche, OCM, Azienda Ospedalieradi Verona

Scopo del lavoro: Si évoluto analizzareil percorso di implementazione di nuovi sistemi diagnostici effettuato nel settoredi
Endocrinologia e Indicatori di Neoplasia(EINA) allo scopo di evidenziarei miglioramenti attesi nell’ ambito dei tempi di
refertazioneedell’ utilizzoclinico .

Materiali e Metodi: 11 settore EINA eseguei seguenti esami/anno per patologia: Tiroide: 56.000, Fertilitae Infertilita: 15000.
Metabolismo eAnemia: 42.000, Surreneelpertensione: 5400, Indicatori di Neoplasia(IN): 54.000. Laprecedente or ganizzazione
prevedeva6 Analizzatori “ stand-alone”; 2 Analizzatori SiemensADV A Centaur (40% degli esami/ settimana), 2 Analizzatori
DiaSorin Liaison (30% degli esami/settimana) e 2 Analizzatori Medical Systems Immulite (25% degli esami/ settimana). I
rimanente 5% degli esami con tecniche RIA. In seguito all’ aggiudicazione di gara del novembre 2007 é stata prevista
I’'implementazione di unacatenaanaliticaADVIA LabCell in grado di eseguire circa70% degli esami in giornata. Sono stati
mantenuti 2 Liaison (23% degli esami/settimana) e 1 Immulite (2% degli esami/settimana). Nell’ arco di 5 mesi (danovembre
2007 amarzo 2008) durante |’ installazi one sono state effettuate prove comparative che hanno riguardato 25 esami (NCCL S
EP9/A2). Per lavalutazionedel TAT si sono confrontati i tempi di refertazione nelle due diverse organizzazioni, per 2 analiti
ritenuti significativi in basea numero dellerichieste: TSH e PSA.

Risultati: Dal confronto metodi si € ottenuto unaverificadegli I.R. per: CEA, CA 15-3, CA 125, PSA, TG, IGF1. Per 2 analiti,
PSA e TG, il cambiamento ha permesso un approfondimento con i clinici e I’identificazione di nuovi valori decisionali.
L’ ottimizzazione dell e risorse umane haportato ad un miglioramento dei tempi di refertazione. Per quanto riguardalavalutazione
del TAT si erilevato quanto segue: lamedianadel TSH rilevata con lanuovaorganizzazione erisultatadi 303 minrispetto a
347 min dellaprecedente (- 44 min); lamedianadel PSA rilevatacon lanuovaorganizzazione érisultatadi 307 minrispetto a
387 min dellaprecedente (- 80 min). | vantaggio e molto evidentecon gli IN in cui il 90% delle determinazioni di PSA, CEA,
AFP, CA 125, CA 15-3, CA 19-9risultadisponibileper lavalidazionealeh.13.

Discussione e Conclusioni: L’ innovazione tecnologica migliora senza dubbio la fase analitica maiil suo effetto € anche
quello di indurreil miglioramento di tutti gli asp etti organizzativi che riguardano sialafase preanaliticache postanalitica.

THE CUT-OFF POINT OF FECAL OCCULT BLOOD TEST OF OC-SENSOR E-04
AUTOMATEDANALYZER

M. Rosetti, L. Ricotti, M. Foschi, C. Strocchi, R. Dorizzi
Dipartimento dei Servizi, U.O. Laboratorio Analisi Ospedal e M orgagni-Pierantoni,
AziendaUnita SanitariaLocaledi Forli, Italy

Objectives: Screening by faecal occult blood testing (FOBT) has been shown to be effective in reducing colorectal
cancer (CRC) mortality and population-based screening is currently recommended by the European Community and is
under implementation in several countries, including Italy. Automated FOBT using immunoassay with 100 ng/ml
haemoglobin (Hb) cutoff is currently employed in the Emilia Romagna project of colon cancer screening. This study is
carried out to assess the optimum cut-off point yielding the highest sensitivity and effectiveness.

Methods: We used an automated FOBT immuno-analyzer, OC-Sensor [ (AlfaWassermann, Milan, Italy) and amethod based
on the fl occulation reaction between human HbA and multiple monoclonal anti-HbA latex-adsorbed antibodies. HbA
concentration was measured by reading flocculation as an optical change of absorbance at 660 nm. Positive FOBT results
were assessed with colonoscopy and high risk adenoma was diagnosed when more than two adenomas or of at least one
adenoma larger than 9 mm/presenting with severe dysplasia or with avillous/tubulovillous pattern was found.

Results: 68 (5.2%) out of the 1,300 screened subjects were positive and underwent colonoscopy: the diagnosis was
cancer in 4 (5.9%); high risk adenomasin 33 (48.5%) and negative in 17 (25%). Sensitivity and specificity (low and high
risk adenomas and cancers) were 90.2% and 99%, 66.7% and 99.2% , 51 and 99.6% at the cut-off of 137 ng/ml, 200 ng/
ml and 416 ng/ml, respectively. Sensitivity and specificity (only high risk adenomas and cancer) were 70.3% and 98.0%,
67.6% and 98.3%, 54.1% and 98.7% at the cut-off of 177 ng/ml, 208 ng /ml and 348 ng/ml, respectively.

Conclusions: Since most colon cancers are primary adenocarcinomas, according to our data the 137 ng/ml is the optimal
cut-off level, yielding high sensitivity, specificity and likelihood ratio (92.25); the sensitivity at higher cut-off is
unsatisfactory for a screening test.

References: NakamaH et al, 2001; Castiglioneet al, 2002; RubecaT et al, 2006.
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SENSIBILITA DI METANEFRINA E NOR-METANEFRINA NELLA DIAGNOSI BIOCHIMICA E-05
DI FEOCROMOCITOMA

A.Fortunato, C. Marchetti,L. Zanuso, G. Soffiati
Laboratorio di Chimicaclinicaed Ematologia- Ospedale“ San Bortolo” - Vicenza

Introduzione: laletteratura (Lenders, JAMA 2002) indicaladeterminazione delle metanefrine come parametro con maggiore
sensibilita(fino a 97%) nelladiagnosticadel feocromocitoma. Lamisuradell’ acido Vanilmandelico (VMA), come esamedi

confermain seguito al riscontro positivo di ameno unadelle metanefrine, portalaspecificitadelladiagnosi biochimicafino
a 99%.

Scopo del lavoro: valutazione dei risultati ottenuti nel nostro Laboratorio, per evidenziare differenze di sensibilitatrale
determinazioni di Metanefrinae NOR-Metanefrina

Materiali e Metodi: sono stati considerati i risultati ottenuti in 1063 pazienti, 586 donne (etamediadi 51,4 anni; range 0-90)

e 477 uomini (etamediadi 47,4 anni; range 0-92). Tutte le determinazioni sono state effettuate con metodo HPL C (Bio-Rad,
Milano).

Risultati: 880 pazienti (82,8%) sono risultati negativi per entrambi i parametri, 7 (0,7%) positivi per entrambi, 1 (0,1%)
positivo solo per Metanefrinae 175 (16,5%) positivo solo per Nor-metanefrina. Trai positivi 19 (7,1%) sono stati confermati

dal VMA.

Conclusioni: la determinazione della NOR-M etanefrina risulta decisamente molto pit sensibile della Metanefrina nella
individuazione dei casi successivamenterisultati positivi alladeterminazionedel VMA.
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PARAMETRI LABORATORISTICI INTRE CASI DI INTOSSICAZIONE DA MONOSSIDO E-06
DI CARBONIO

M. Daves!, G. Sacco?, R. Cemin?, G. Cosiot, F. Rizzal
1_aboratorio di BiochimicaClinica, 2Pronto Soccorso eAstanteria, *Divisionedi Cardiologia,
Azienda Sanitariadell’ Alto Adige, Comprensorio Sanitario di Bol zano.

Scopo del lavoro: L intossicazione damonossido di carbonio (CO) rappresenta unaemergenza. || paziente intossicato pud
manifestare unasintomatol ogiadi tipo neurologico, gastroentericae cardiol ogica. Riportiamo il comportamento di marcatori
di danno cardiaco intre casi di intossicazione da CO.

Materiali e metodi: giungono in PStre pazienti, madre di anni 46, figliadi anni 23 efidanzato di anni 22 per intossicazione
acutada CO dovutaamalfunzionamento di unastufaagas presente nell” abitazione. Duranteil trasporto in ambulanzaviene
loro somministrato ossigeno terapia (10 litri/minuto). Lamadre presenta cefalea, nausea, vomito e leggero stato confusionale,
il ragazzo esclusivamente cefalea, mentre la figlia, che ha trascorso maggior tempo in casa, lamenta, dopo un episodio
sincopale, nausea, vomito e cefalea. Vengono eseguiti all’ingresso emogasanalisi (ABL 725, Radiometer) con valori di
carbossiemogl obina (COHb) rispettivamente di 36.5%, 31.8% e 23.3%. Eseguiamo ladeterminazionedi troponinal (Access
2, Beckman Coulter) cherisultano rispettivamentedi 0.06 ng/ml, 0.00 ng/ml €0.05 ng/ml. Gli ECG non riportano alterazioni
significative. Dopo 5 ore vengono ripetute le determinazioni dellatroponinache per lamadrerisultadi 0.30 ng/ml, lafiglia
0.33ng/ml eil ragazzo 0.04 ng/ml. In secondagiornatavieneridosatalatroponinaevienedosatoil BNP (Triage BNP Biosite):
lamadre presentaunatroponinadi 0.42 ng/ml con un BNPdi 244 pg/ml, lafigliatroponinadi 0.28 ng/ml eBNPdi 107 pg/ml
mentre il ragazzo presenta una troponina di 0.04 ng/ml e un BNP di 82 pg/ml. Vengono eseguti gli ecocardio che non
evidenziano alterazioni patol ogiche. Vengono eseguiti test neuropsicologici cherisultano nellanorma. | pazienti sono stati
trattati con ossigeno terapiaiperbaricae dimessi asintomatici in terzagiornata.

Conclusione: interessante in questi casi risultail comportamento dei marcatori di danno cardiaco. A differenza dei valori
della COHb che non mostrano relazione con la sintomatol ogia, in parte spiegabile anche con la precoce 0ssigeno terapia
instauratagiadal personaledel 118, latroponinarisultaessere piu elevatanelle due donne che presentano sintomi all ingresso
piu gravi. Stesso discorso per il BNP che puo essereinterpretato come danno funzional e cardiaco e evidenziaunacorrelazione
allamaggiore sintomatol ogia presentata dall e due donne. Anche se sarebbe necessario una casi sticamaggiore sembrerebbe
essere utileladeterminazione seriatadi tali marcatori che presentano unabuonacorrelazione con lagravitadell intossicazione
anchein assenzadi sintomi cardiologici.
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| VALORI PLASMATICI DI NT-PROBNP POSSONO PREDIRE LA SEVERITA ED E-07
ESTENSIONE DELLA CORONAROPATIA INPAZIENTI CON SINDROME CORONARICA
ACUTA NON-ST ELEVATO?

M. Schinella',V. Curcit,D. Armottit, A. DeAngdi, R. M affei?, G. Peterlinit, G. Vergar &,

F. Imperador€?, G. M usur aca?

1U.0O.PatologiaClinica-Dipartimento di Medicinadi Laboratorio 2U.0. CardiologiaOspedae S. Mariadel Carmine Rovereto-
A.PS.STrento.

Introduzione: Scopo del nostro lavoro é stato quello di stabilireil valore diagnostico dell’NTproBNP in rapporto ad altri
markers biochimici nel predirelaseveritaed estensione dellacoronaropatiain pazienti con sindrome coronaricaacutanon-
ST devato (SCA-NSTE).

Materiali e Metodi: 67 pazienti dei quali 19 accolti con diagnosi di angina instabile (gruppo A) e 48 con diagnosi infarto
miocardico non-ST elevato (gruppo B) sono stati oggetto dello studio. In tutti i pazienti veniva dosata la troponinaT, la
proteina C reattivael’NTproBNP. Venivarilevatalaconcentrazione plasmaticadi picco dellatroponinaT. | pazienti sono
stati sottoposti aindagine coronarograficaduranteil ricovero. Unastenosi coronarica>50% e stataconsideratasignificativa
Risultati: | pazienti del gruppo A avevano minore elevazione del NT-proBNPrispetto ai pazienti del gruppo B (243 versus
1481pg/mL) enonvi eraunadifferenzasignificativaper i valori di PCR (10 versus8.1 mg/L)

Discussione: L'analisi dei valori di NT-proBNPnel gruppo A in rapporto alla estensione dellacoronaropatia, evidenziavaun
trend versolivelli pit elevati nei pazienti con coronaropatiatrivasal erispetto aquellabivasale emonovasal e (229,184,172pg/
mL rispettivamente). Erapresente unasignificativacorrelazione positivatravalori di NT-proBNP e PCR nel sottogruppo dei
trivasali. Pazienti con interessamento critico (stenosi > 75%) dell’ arteria coronaria discendente anteriore presentavano
valori piu elevati di NT-proBNP rispetto a quelli con interessamento critico della arteria coronaria destra e dell’ arteria
circonflessa (239,88, pg/mL rispettivamente). Nel gruppo B, aparitadi valori plasmatici di troponinaT, |’ analisi dei livelli di
NT-proBNP evidenziava un trend verso valori piu elevati nei pazienti con coronaropatia trivasale rispetto ai bivasali e
monovasali (2597,551,450 pg/mL rispettivamente). Nei pazienti trivasali si confermavaunacorrel azione positivatravalori di
NT-proBNP e PCR ed una correlazione negativatravalori di NT-proBNP e frazione di eiezione. L' interessamento critico
dell’ arteria coronaria discendente anteriore confermavaun trend verso valori pit elevati di NT-proBNPrispetto allaarteria
coronariadestraeallaarteriacirconflessa (1653,1164, 478 pg/mL rispettivamente).

Conclusioni: Nelle SCA-NSTE elevati valori plasmatici di NTproBNP sono associati a una maggiore estensione della
coronaropatia e dell’ areaischemicaarischio e cio potrebbe dare ragione dellaloro relazione con una prognosi avversa.

PATHFAST MITSUBISHI: LA COMMUTABILITA DELLA MATRICE BIOLOGICA E-08
NELLA Tnl IN URGENZA

T.Zorzan,A.Tinelo, M. Ercolin,V. Sartori,V. Cantarello, L. Fornasiero, | . Bountis, M .Turetta, F. Manoni
Servizio Medicina di Laboratorio Este- Monselice Az. ULSS 17 Regione Veneto

Scopo: Lanotevoleimportanzadel TAT nell’ urgenzaper lerichiestedi Tnl spiegail ricorso al plasma(LiEp) o, in POCT, a
sangue intero (K3EDTA). L'uso di eparina o di EDTA non & per0 privo di interferenze. | contenuti innovativi del sistema
diagnostico PATHFAST con Tnl di |11 generazione ci hanno indotto asperimentarela commutabilita dellamatrice biologica
Materiali e metodi: Pathfast utilizza cartucce monotest in fase solida a sandwich. 30 pazienti di UTIC, Rianimazione,
Medicinae Pronto soccorso, venivano prelevati in 3 provette; 1) senza additivo 2) con litio eparina 3) con K3 EDTA.

Su tutti € stata determinata la Tnl con la metodica standard. Elaborazione statistica con test di Wilcoxon e regressione
secondo Passing-Bablok.

Risultati: | risultati non mostrano influenza dellamatrice utilizzatarispetto a siero: p=0,47 e p=0,50. Laregressionelineare
evidenzia: sierovsplasmay =0.006327 + 0.9884 x; siero vssangue y = 0.00007823 + 1.0050 x. Il grafico evidenzia
I’andamento del dosaggio nelletre matrici considerate.

Discussione e conclusione: Pur nellaridotta casistica, € evidente lacommutabilitadelle matrici utilizzatetrasiero, plasmao
sangue intero con vantaggiosi riflessi sul TAT.
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PATHFAST GEPA Tnl DI 11 GENERAZIONE: LA STESSA QUALITA'INPOCT E E-09
LABORATORIO CENTRALE

P.Hoffer, A. Tinello,M. Ercolin, M. Ferrari, E. Giraldo, V. Temporin, D. Cioetto, C. Vigato, G. Casar otto, F. Manoni
Servizio Medicinadi Laboratorio Este- Monselice Az. ULSS 17 Regione Veneto

Scopo: L' IFCC raccomandaun cut-off al 99° percentile dellapopolazione di riferimento con CV < 10%. Taleindicazione e
criticaper molti sistemi diagnostici. Lo scopo di questo studio évalutare I'imprecisionealivelli prossimi il cut-off (0,030
ug/L) del sistema.

Materiali e metodi: Pathfast Mitsubishi-GEPA usa cartucce reagenti omnicomprensive cTnl (metodo sandwich in
chemiluminescenza) fornisce 6 risultati/17’ . The PATHFA ST assays are immunochemiluminescent assays (in single reagent
cartridges) employing two mono- or polyclonal antibodiesin a sandwich test format. Sono stati selezionati 11 pazienti con
valori: negativi (0,001-0,020 ug/L); intorno al cut-off (0,021 - 0,039) e debolmente positivi (0,040 a0,066 ug/L).

Risultati: 1l test hamostrato ottima sensibilitaanalitica (0.002 ng/ml) un profilo di imprecisione che superaleindicazioni
IFCC: CV £5,1% ( Tabella).

Discussione e conclusioni: Lo studio evidenzia una ottima performance di sensibilita e precisione per Tnl che superale
indicazioni IFCC. Laveocitaelafacilitad uso; lapossibilitadi analizzare diverse matrici con risultati sovrapponibili (dati in
pubblicazione) con reagenti in cartucce “tutto in uno” senzaapporti esterni, dimensioni ridotte, rendono Pathfast adatto a
qualsiasi ambiente e sono ideali per I’ urgenzasiain Laboratorio centrale chein POCT.

mpracisions
:_ campicni selezionati ripetuti per cingue volte

campioni ACHFAST |  1det 4 det. 3 det. 4 det. 6 det. media ds cvh
1 0,001 6,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000 0,00%)
3 0,017 G,016 0,015 0,017 0,016 0,016 0,001 5,16%
1 ¢,020 0,019 0,020 0,021 1,020 0,001 3.54%)
0,023 0,004 3614
0,029 0,001 1,86%)
0,033 0,001 2,65%
£,020 0,004 1,81%
0,042 0,001 274%
| 0,050 0,001 1.66%
0,086 0,001 1,50%
0,085 0,002 2,24

GEM PREMIERIQM-IL: DAL SISTEMA QUALITA’ALLA RIDUZIONE DEL RISCHIO CLINICO E-10

V.Temporin, A.Tinello,M. Ercalin, T. Zor zan, L. Fornasiero, V. Cantarello, M. DallaM uta, P. Hoffer,
V. Sartori, F. Manoni
Servizio Medicinadi Laboratorio Este-MonseliceAz.ULSS 17 Regione Veneto

Scopo: Lo studio valutal’ emogasanalizzatore GEM ndll’ integrare un appropriato QC con larilevazione delle non conformita
(NC) per risponderealel SO 15189 eridurreil rischio clinico.

Materiali e Metodi: GEM usa una cartuccia sigillata senza manutenzione, iQM automaticamente: validal’integrita della
cartuccia, identificalevariabili analitiche, intraprende azioni correttive (AC), documentaNC eAC intraprese, prepara el aborati
QC. Abbiamo valutato 1 anno di attivita.

Risultati: 121 correzioni in automatico: 71% microcoaguli, 19% interferenze/campione, 10% errori/controlli; O fermo strumento.
LaVIQusa2 soluzioni A eB. Il controllo A vienetestato ~230 volte/mese. Va ori rilevati +DS: pH=6,9+0,01; PCO2 =64+3;
PO2=120+3; Na=100+2; K=6.8+0,1; Ca++=2.7+0,05; Hct=25%+0.5; Il controllo B & testato ~2680/mese: pH=7,4+0,02;
PCO2=34+2; PO2=175+6; Na=144+2; K=3,6+0,1; Cat++=1,20+0,05; Hct=11%+0.5. (fig. 1).

Discussione e Conclusioni: LafunzioneiQM sostituiscel’ utilizzo di controlli di qualitaconvenzionali. Taletecnologiacon
gestione globale della qualita garantisce rispetto e tracciabilita dei requisiti 1SO 15189, garantendo I’ attenta “gestione
analiticadel rischioclinico”.
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CONTRIBUTO DELLE MODERNE TECNOLOGIEALLO STUDIODELLE PATOLOGIE E-11
RENALI: CASE REPORT

E.R.Testal, D. Guerri?, F. Torricellil, R. Testa?, A.M. Cenci?
!Lab.Andlis Centrdizzato, Nuovo Osp. S.Agostino-Estense ASL Modena; 2U.O.Medicinad’ UrgenzaASL MO, Uni.Catania

Scopo del lavoro: Casereport di insufficienzarenale proliferativagrave che necessitadiagnosi eterapiadialiticatempestive,
con valutazione dell’ efficienza diagnosti castrumental e nell’ esame chimico-fisico e del sedimento urinario automatizzati, in
presenzadi positivitadel segni clinici.Larilevazioneavvienepressoil sett. Analisi Urine.

Materiali e metodi: esecuzionedd |’ Esame Urine mediante sistemaAutionMAX AX-4280(A. Menarini, FI) per I’ es.chimico-
fiscoed IRISiQ200TM(IL, MI) per il sedimento. Gli strumenti sono integrati con software gestionale Director (A.Menarini,
FI). Per larevisione morfologicaviene utilizzato un microscopio Olympus BX 41 ad ingrandimenti 20 0-400X. || campione
urinario dacatetere afferivaal laboratorio con laroutine.

Risultati: la paziente & una donna di 59aa, ricoverata presso il reparto di Medicina Int. con diagnosi d’ingresso di
broncopolmonitein diabete || scompensato e fascite non necrotizzante con edemadel moncone dell’ arto inf. sx.Unainsuff.
renal e ingravescente, viene diagnosticatain un secondo momento, supportata dal reperto microscopico non frequente, nel
sedimento urinario, di cilindri cerei edi cilindri granulosi convoluti, segno di severastasi nei tubuli renali, con riscontro,
al’ es. chimico-fisico di proteinuria932mg/dl. Sullabase del reperto microscopico edellacreatininemiadi 5.6 mg/dl, lapz
vieneinviata aterapiadialitica. All’analisi strumentale del sedimento si manifesta una problematica di riconoscimento e
classificazionedei cilindri granulosi convoluti e soprattutto dei cilindri misti cereo-granulari edei cilindri cerel. Questi ultimi,
adifferenzadei cilindri jalini, sono costituiti daunasostanzadiversadaTamm-Horsfall protein, prodottadallecell. dell’ ansa
di Henle. Per lanaturaspecialelegataallanecrosi fibrinoide, i cilindri cerel sonoritenuti predittivi di prognosi sfavorevolee
soprattutto indicatori di danno glomerulare rapi damente progressivo, con raddoppio della creatininemiain meno di 3 mesi.
Ladiversamatrice eledimensioni potrebbero costituire, verosimilmente unadifficoltanel riconoscimento strumentale.
Discussione e conclusioni: La valutazione della congruenza di risultato dell’ es. chimico-fisico con i dati clinici e la
corrispondenza tra ritrovamenti/suggerimenti strumentali e revisione microscopica nel riconoscimento di elementi del
sedimento urinario, risulta nel caso descritto essenziale per una corretta gestione del pz, con contributo del processo
analitico allaqualitadel risultato. Trefattori ottimizzano ancora una soddisfacente risposta al quesito clinico: I efficienza
strumentale, unaipotesi diagnostic aconcretaelaconoscenzadell’ Operatore, vistaanchelanon sempre completaspecificita
di rispostadei mezzi.

LAVALUTAZIONE DELLA GFRMDIANTE FORMULA MDRD E-12

E.Vidano, P.Belardi?, A.Ferrinit, F. Cantonée?®
1S.C. PatologiaClinica, 2S.C. Nefrologia—Ivrea; 3S.C. Lab. Andlisi - Cirié

Scopi e obiettivi: Gli scriventi si sono proposti di individuare un modello efficace di refertazione dell’ e-GFR calcolata con
MDRD. A tal fine, sono partiti dadati reali (creatininasiericae Clearance Creatininica, (C.C.) misurati su pazienti provenienti
dall’ambulatorio di Nefrologiadell’ Ospedaledi IvreaASL TO 4, e sucampioni di volontari ospedalieri. Si &, inoltre, approfittato
dell’ occasione per mettere aconfronto le prestazioni del metodo Jaffé e del metodo enzimatico per il dosaggio dellacreatinina,
nella gestione della problematica in oggetto. Sui risultati si € condotta un’ elaborazione finalizzata a mettere in evidenzala
coerenzatralastadiazione di IRC fornitada C.C. e quellafornitadae-GFR. In conseguenzadi cio, & poi stato ipotizzato un
modello di refertazione per e-GFR.

Metodologia: Popolazione osservata: composta da 67 soggetti (52 da Nefrologia e 15 volontari). Test chimico clinici
eseguiti: su tutti i campioni sierici ed urinari sono stati misurati: creatininacon metodo Jaffé IDM Stracciabile (Beckman) e
con metodo enzimatico IDM Stracciabile (Roche). Sui campioni urinari sono state misurate le proteine (rosso di pirogallolo
Beckman). Sono poi statecalcolatele C.C., leproteinurie24 helee-GFR.

Elaborazionedei risultati. | risultati dei pazienti sono stati divisi in4 gruppi: normofunzione 1 (Jaffé): 22 elementi classificati
clinicamente (nefrologo) con funzionerenaleintegra. |pofunzione 1 (Jaffé),45 elementi classificati clinicamente come portatori
di compromissione di vario grado della funzione renale. Normofunzione 2 (enzimatico): 22 elementi con funzione renale
integra. |pofunzione 2 (enzimatico): 45 elementi con funzione renale compromessa. Daogni creatinina (Jaffé e enzimatica) &
statacalc olatalae-GFR e desunto o stadio di IRC conseguente allaC.C. ealae-GFR, secondoi criteri NKDEP.

Risultati: Gruppo normof. 1 (Jaffé): laGFR viene sottostimatamediamente del 26% rispetto alaC.C.,secacolatacon MDRD,
il che si traduce in una stadiazione aggravata per il 55% dei soggetti (12 su 22) con una significativita statistica del
99%.Gruppo ipof. 1 (Jaffé): sottostima media del 19%; stadiazione aggravata per il 44% dei soggetti (20 su 45). Gruppo
normof. 2 (enzim.): sottostima media del 17%; stadiazione aggravata per il 41% dei soggetti (9 su 22) con significativita
statisticadel 95%. Gruppo ipof. 2 (enzim.): sottostimamediadel 7%; stadiazione aggravataper il 31% dei soggetti (14 su 45).
Conclusioni: lemisure con metodo enzim. sembrano garantire unamigliore coerenzatra GFR misurato ed e-GFR MDRD. Non
avendo a disposizione tale metodo, e verificato, che per il metodo Jaffé, la sceltadi un cut-off per eeGFR di 60 ml/min non
incrementa significativamente (5%) la sensibilita della misura della sola creatinina, si propone un cut-off di 90% ml/min
(incremento del 55%),con la nota che e-GFR comprese tra 60 e 89 ml/min sono da considerarsi nella norma, in assenza di
ulteriori evidenze di danno renale.
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ADMA (NG,NG,DIMETIL-L-ARGININA) PLASMATICA: UN PREDITTORE E-13
DI VARICI ESOFAGEE?

R.Radlla, M. Sartori,A. Suno, C. Rizzo, M. Vidali, S. Adorno, G. Bellomo
Laboratorio di Ricerche Chimico-Cliniche; Dipartimento di Patologia Clinica; Azienda Ospedaliera- Universitaria“Maggiore

dellaCarita’, Novara

Scopo del lavoro: L' ADMA éuninibitore endogeno dellaNO sintasi: i suoi livelli plasmatici risultano elevati nelle malattie
correlate a disfunzione endoteliale, quali patologie coronariche, ipertensione venosa e arteriosa. Le varici esofagee (VE)
sono lapit frequente complicanzanell’ ipertensione portale (IP) eil rischio di morte conseguente ad un episodio di emorragia
darotturadi varici € elevato, stimabileintorno al 30-35%. Tuttaviale varici sono asintomatiche fino al momento dellaloro
rottura. Nonostanteil loro impatto clinico, i marcatori plasmatici attual mente impiegati hanno mostrato un basso potere nel
predirne lo sviluppo. Sullabase dei dati presenti in letteratura, si € deciso di indagare se I’aumento dei livelli di ADMA
plasmatico possa essere utilizzato nellapratica clinicae laboratoristicacome predittore di VE in pazienti con IP.

Materiali e Metodi: Sono stati inclusi nello studio 75 pazienti (pz) non selezionati con cirrosi epatica di varia eziologia,
sottoposti a gastroenteroscopiaesplorativa. Dei pz reclutati, il 77% appartiene allaclasse Child-Pugh A, il 23% alle classi
Child-Pugh B e C; nel 71% dei pz sono state riscontrate VE. Per valutare la concentrazione plasmatica di ADMA, é stato
utilizzatoil kit ADMA Direct ELISA Kit dellalmmunodiagnostik.

Risultati: 42 pz dei 75 analizzati (56%) erano positivi ad ADMA (cut-off >0.5umol/L). Trai parametri biochimici soltanto
I’ albuminamostravaunasignificativacorrelazione (r=-0.231, p=0.046) coni livelli di ADMA. Unasignificativacorrelazione
(r=-0.254, p=0.028) eraanche presente traconcentrazione sistemicadi ADMA e Child-Pugh score. Inoltrei pazienti cirrotici
appartenenti alle class B-C presentavano sialivelli di ADMA plasmatico (Mann-Whitney p<0.001) chefrequenzadi positivita
ad ADMA (Fisher's exact test p=0.014) significativamente molto pitu elevati rispetto ai pazienti del gruppo A. Sebbene
al’analis univariatalapositivitaad ADMA risultasse associatain manierasignificativadlapresenzadi VE, I analis multivariata
di regressione logistica ha evidenziato che soltanto lo stadio Child-Pugh & un predittore indipendente di varici. Infine
al’analisi ROC il test-ADMA presentava unabassa specificitae sensibilita (51%; 69%) nell’ identificare pz. con VE.
Discussione e conclusioni: Sebbenei livelli plasmatici di ADMA siano associati alla gravita dell’|P (stadio Child-Pugh),
tuttaviai nostri dati evidenziano che ADMA plasmatico hauno scarso valore prognostico nel predirelo sviluppo di VE nei
pzcirrotici.

PREVENZIONE DELL’'INSUFFICIENZA RENALE: STUDIO EPIDEMIOLOGICO E-14

S. Zdlla*, S.Feriozzi**, C. Neri*, A. Ciuccardli*, R. lacono**, R. Polci**, G. Imperato
*UOC Laboratorio di Analisi Ospedale di Civitacastellana(VT); ** UOC Nefrologiae Dialisi Ospedaledi Civitacastellana

(V1)

Scopo del lavoro: Valutare la reale prevalenza della IRC nel distretto di Civitacastellana (VT5), tentando di mettere in
evidenza tutti i soggetti con elevati valori di creatinina (Sc), afferenti a Laboratorio Analisi del nostro ospedale.
Materiali e metodi: Sono stati registrati in un sistema informatico tutti i valori di Sc > 1,5 mg/dl dosati dal Laboratorio,
catturati dai soli pazienti afferenti ai punti prelievo territoriali ed ambulatoriali, inviati dai Medici di MedicinaGenerale. Lo
studio ha necessitato di due fasi:

a) raccoltadei dati preliminari per lamessaa punto dell’ elaborazione (ultimi due mesi del 2006)

b) attivazione di unacampagnainformativaedivulgativa, contarget i medici di MedicinaGenerale.

In questa seconda fase sono state registrate le prime visite ambulatoriali, come indice indiretto dell’ efficacia della nostra
campagnainformativa. Per validarei dati registrati, i pazienti con Sc> 1,5 sono stati suddivisi in personegianoteall’ambulatorio
nefrologico e persone sconosciute che mai avevano registrato valori alterati di creatinina.

Risultati: Abbiamo confrontatoi dati relativi agli ultimi due mesi del 2006 vsi primi due mesi del 2007. Nel 2006 avevamo
registrato 85 pz totali di cui 74 noti e 11 sconosciuti; nei primi due mesi di osservazione del 2007 i pz totali sono giunti a90,
di cui conosciuti 57, quindi una sostanzial e stabilita mentre abbiamo registrato un sostanzial e incremento dei naives (33 pz
, dato triplicatoin due mesi di osservazione). Considerati i risultati preliminari , il periodo di osservazione é stato prolungato
atutto il 2007 ein quest’ambito I’ ambulatorio di nefrologia ha effettuato 615 visite di cui 227 su pazienti naives, con un
incremento stabile delle primevisite.

Conclusioni: L'analisi dei dati ci ha permesso di rilevare un incremento stabile delle prime visite ambulatoriali
nefrologiche con sospetta IRC. Riteniamo che i risultati di questo studio possano essere da stimolo per ulteriori
approfondimenti.
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CARATTERIZZAZIONE DEL POOL DI CELLULE PROGENITRICI ENDOTELIALI MEDIANTE E-15
CITOFLUORIMETRIAIN PAZIENTI CON RISCHIO CARDIOVASCOLARE

M. Greco, F. Accattato, A. Sciacqua*, F. Perticone*, D. Foti, E. Gulletta
Cattedradi PatologiaClinica, * Cattedradi Medicinalnterna, Universita“MagnaGraecia’ di Catanzaro

Le cellule progenitrici endoteliali (EPC), prodotte dal midollo osseo a partire da cellule ematopoietiche staminali, sono
presenti in circolo e hanno un ruolo chiave nella neoangiogenesi dell’ adulto e nel mantenimento dell’ integrita vascolare.
Sono caratterizzate dall’ espressione di antigeni di superficie delle cellule ematopoietiche staminali (CD133+) g, nellefasi
successive di maturazione, dall’ espressionedi antigeni dellecelluleendotéliali, quali CD34 e VEGFR2 (KDR). || numero €/0
lafunzione delle EPC possono essere alterati in condizioni cliniche caratterizzate da el evato rischio cardiovascol are.Scopo
del presente studio € lamessaa punto di un sistemadi caratterizzazione delle EPC circolanti mediante citofluorimetriain
pazienti con rischio cardiovascolare.

Materiali emetodi. Le EPC vengono definite dall’ espressione di tre antigeni di superficie: CD34, CD133 e VEGFR2(KDR).
Sullabase di tali marcatori, abbiamo valutato le EPC nel circolo periferico mediante due strategie: tipizzazione su sangue
intero o su cellule CD133+ ottenute mediante un sistemadi separazione magnetico (CD133 cell isolationkit, Miltenyi Biotec).
Nel primo caso, viene utilizzato sangue addizionato ad EDTA (50-100 pl), sottoposto ad incubazione con Ab monoclonali:
CD34-PerCP(BD), VEGFR2 (KDR)-PE (R&D), CD133/2 (293C3)-biotinilato eAb antibiotinaFI TC (Miltenyi Biotec) ed i
rispettivi isotipi di controllo. Dopolis eritrocitariaeopportuni lavaggi, i campioni vengono analizzati mediante citofluorimetria.
Nel secondo caso, cellule mononucleari (PBMC) vengono ottenute mediante stratificazione su Ficoll apartire da10 ml di
sangueintero e quindi purificate mediante microbeads magnetiche coniugate con Ab-antiCD133. Dopo opportuni lavaggi,
le cellule CD133+ sono sottoposte ad unadoppiamarcaturacon CD34-PerCP e VEGFR2 (KDR)-PE ed i campioni analizzati
mediante citofluorimetria.

Risultati. Sono stati preliminarmente studiati 10 pazienti con rischio cardiovascolare e 4 volontari sani. | due metodi di
caratterizzazione delle EPC circolanti utilizzati hanno fornito risultati sovrapponibili. Lapercentualedellecelluletriplepositive
intutti i campioni analizzati variatra0,4%- 5% dei linfomonociti, in accordo coni dati di letteratura.

Discussione e conclusioni. Alterazioni del pool di EPC possono avere ricadute sul piano clinico in pazienti con rischio
cardiovascolare. E' plausibile che le EPC possano costituire un nuovo prototipo di marcatore biologico. Lamessaa punto
di sistemi riproducibili ed affidabili di caratterizzazionedel pool di EPC rappresentaun nuovo ed importante obiettivo della
medicinadi laboratorio.

GASTROPANEL: “BIOPSIA” SIEROLOGIA O “BIOPSIA” ENDOSCOPICA? E-16
QUESTOE IL PROBLEMA

M.Ruggeri*, M.A. DeCesare**, P. Spiridigliozzi*
*Medicinadi Laboratorio; ** Gastroenterol ogiaed EndoscopiaDigestiva, A. O. S.Giovanni -Addolorata Roma

Scopo del lavoro: |1 test Gastropanel consente di determinare, mediante un prelievo di sangue, se il paziente € affetto da
gastrite. Lagastrite puo essere localizzata nell’ antro, corpo-fondo, o entrambi, pud essere causata da Helicobacter Pylori,
puo essere atrofica e puo essere di naturaautoimmune. Consente inoltreil riconoscimento di pazienti con ulcerapeptica, e
soprattutto, il riconoscimento dei pazienti a rischio elevato di cancro dello stomaco. Nel presente lavoro si propone uno
screening di pazienti dispeptici cronici per individuare soggetti con malattie da reflusso gastroesofageo, Barrett, soggetti
con ulceragastricao peptica (dopo terapie con fans), di evidenziarelapresenzadi infezione daHP e suo monitoraggio dopo
terapia eradicante, e selezionare i pazienti a medio ed alto rischio di cancro gastrico, stabilendo il “timing” dell’ esame
endoscopico, evitando cosi costi sanitari e trattamenti invasivi inutili, diminuendo il rischio clinico ed incrementando il
valore dellamedicinapreventivaedi quelladi base.

Materiali e Metodi: |1 Gastropanel € untest non invasivo che si esegue su siero, ad altasensibilitae specificita. Si possono
misurareil livello dei Pepsinogeni | ell, dellaGastrinal7 edegli anticorpi antiHP utilizzando anticorpi monoclonali altamente
specifici con metodicaELISA. | risultati possono essere utilizzati per riconoscereil tipo di gastrite mediante un algoritmo di
valutazione: il Gastrosoft, un semplice software che permette di interpretarei dati del Gastropanel, di disegnare, mediante un
grafico, I'infezione daHP, lagastrite atroficae determinareinoltrei fattori di rischio per I’ ulcerapepticae per unadegenerazione
neoplastica seguendo le raccomandazioni della*“ Consensus Conference” di Maastricht del 2000.

Risultati: Suun campionedi 74 pazienti, di cui 53 donne,19 uomini e 2 bambini, con un range di eta compreso tra9-85 aa,
sono risultati: normali (N) 35 pazienti, con gastrite non atrofica (S) 27, con gastrite atrofica del corpo (C) 8; con gastrite
atroficadell’antro (A) 1, con gastrite atroficadell’ antro e del corpo (AC)1 ei 2 bambini sono risultati normali (N).
Conclusioni: Il Gastropanel consente di individuare prima, e in maniera non invasiva, i pazienti con rischio elevato di
sviluppare ulcerapepticae cancro dello stomaco. Inoltreidentificaquel pazienti con unagastrite atroficaautoimmune legata
alladeficienzadi vitaminaB12. Dei pazienti N ed S, solo a cuni hanno accettato |averificaendoscopica, mentrei pazienti A,
AC e C sono stati tutti sottoposti ad EGDS con biopsia, con concordanza dei risultati ottenuti.
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COMPARAZIONE DELLA PROCALCITONINA CONLA PROTEINA CREATTIVAADALTA E-17
SENSIBILITA" INPAZIENTI AFFERENTI AL PRONTO SOCCORSO PEDIATRICO

R. Longo?, R. Baricchi?, L. Ricci?, C. Ruberto? A. Parisoli!, E. Mazzini4, C. Gentile*
Dip. Medicina di Laboratorio; 2Dip. Oncoematologico e Malattie Infettive; *Dip. Osterico-Ginecologico e Pediatrico;
“Direzione Sanitaria Arcispedale Santa Maria Nuova di Reggio Emilia

Scopo del lavoro: Comparazione dei risultati dei dosaggi quantitativi della Procalcitonina (Proc.) e della Proteina C
Reattiva ad alta sensibilita (PCR) nel contesto clinico di sospetta sepsi pediatrica; valutazione dellarichiesta simultanea
dei due marcatori.

Materiali e Metodi: Sono state valutate 176 richieste simultanee di dosaggio quantitativo di Proc. e di PCR, relative a
pazienti afferenti a PS pediatrico nel corso del periodo 01/05/2007-31/01/2008. La Proc. € stata dosata con il metodo
di chemiluminescenza (LIASON- Dia Sorin); laPCR con il metodo turbidimetrico (Dimension-Dade Behring). Valori di
riferimento: Proc. < 0,5 ng/ml (pazienti con oltre 3 gg di vita); PCR = 0,05-0,3 mg/dl.

Risultati: Su 176 richieste, 40 casi positivi ala Proc. sono risultati positivi anche alla PCR; 10 pazienti sono stati
dimessi con valori di Proc. compresi tra 0,5 e 2 ng/ml e valori di PCR tra 0,6 e 10 mg/dl. Nei 30 pazienti ricoverati &
stato effettuato il monitoraggio sistematico della PCR e solo in 18 casi anche della Proc. Quattro pazienti di eta compresa
tra 11 gg e 2 mesi, tutti positivi agli esami colturali, hanno evidenziato un incremento dei valori di Proc. da 2 a 10 volte
rispetto a quello iniziale, mentre I'incremento del valore della PCR €& stato modesto;

Discussione e Conclusioni: Come test di screening per patologie infettive gravi nei pazienti afferenti al PS pediatrico,
la Proc. non ha mostrato sensibilita superiore alla PCR; pertanto, nell’ ambito clinico studiato, si consiglia la richiesta di
dosaggio dellasola PCR, riservando I’ uso del test della Proc. ai pazienti ricoverati. A tale riguardo, i nostri dati sembrano
confermare una maggiore specificita della Proc. nella diagnosi di gravi patologie infettive soprattutto nei primissimi
mesi di vita

LIVELLI DI CALPROTECTINA FECALE: E-18
VALUTAZIONE PER SESSO, ETA’ E SOSPETTO DIAGNOSTICO

A. Fontana, M. Tampoia, A. Zucano, A. Massaro, A. Calamita, P. Maggialini, F. Di Serio
U.O.PatologiaClinical,Policlinico di Bari

Scopo del lavoro: valutarei livelli di calprotectinafecalein un’ ampiapopol azione, adultae pediatrica, con sospetto diagnostico
di malattiainfiammatoriacronicaintestinale (MICI).

Pazienti e Metodi: sono state valutate 424 richieste/pazienti pervenute al laboratorio per diagnosi differenziale di MICI.
| pazienti sono stati suddivisi per fasce di eta e sesso ed in base al quesito diagnostico. Il dosaggio € stato eseguito con
metodica immunoenzimatica (Calprest, Eurospital SpA, Trieste, Italia) che utilizza anticorpi policlonali diretti contro la
proteina.

Risultati: ladistribuzione dei pazienti per eta e sesso ela concentrazione mediadi cal protectina sono riportati in tabella. |
livelli medi di calprotectinafecale nei gruppi di pazienti sono stati di 51.1mg/Kg, 124.1mg/Kg, 157.9mg/Kg e 57.0mg/Kg
rispettivamente per DAR (dolore addominalericorrente), MICI, DO (diarreaorganica), DF (diarreafunzionale). L' analisi dei
dati hadimostrato che la differenza ¢ statisticamente significativatrail gruppo di pazienti con DAR e MICI etraDAR e
DO;traDFeMICI etraDF e DO (Kruska Wallistest, P<.0001).

Conclusioni: i nostri dati confermano I’ utilitadel dosaggio dellacal protectinafecale nelladiagnosi differenzialetrapatologia
organicaefunzionaedell’ intestino.

fasce di eta n° pazienti Sesso concentrazione media di calprotectina (mg/Kg)
(424) (FM™M)
0-2 anni 24 12/12 101.6
2-4 anni 45 17/28 83.2
4-8 anni 121 71/50 68.4
8-12 anni 91 54/37 714
12-30 anni 105 54/51 60.8
30-50 anni 24 9/15 39.5
> 50 anni 14 12/2 78.2

Tabella. Distribuzione dei pazienti in base all’ eta e al sesso e concentrazione mediadi cal protectina
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EFFICACIADELLA DETERMINAZIONE DELLA RISPOSTA INFIAMMATORIA IN PAZIENTI E-19

SOTTOPOSTI A CIRCOLAZIONE EXTRA-CORPOREA (CEC)

V. Ventura, F. Onorati*, G. Palmieri, G. Santarpino*, M.C. Tassone, A. Renzulli*, D.P. Foti, E. Gulletta
Cattedradi PatologiaClinica, * Cattedradi Cardiochirurgia, Facoltadi Medicinae Chirurgia, Universita“MagnaGraecia’
di Catanzaro

La sindrome da risposta infiammatoria sistemica (SIRS) in seguito a bypass cardiopolmonare viene indicata come la
causa principale di morbilita e mortalita postoperatoria in cardiochirurgia. Punto centrale nella patogenesi della SIRS &
la disfunzione endoteliale, che induce il rilascio di citochine e I’ attivazione dei neutrofili. La variazione in un definito
arco temporale del field citochinico puo fornire informazioni preziose nel follow-up dei pazienti sottoposti a CEC e
pertanto la determinazione delle citochine mediante metodol ogie multiparametriche offre, atal riguardo, grandi vantaggi
rispetto all’impiego dei singoli dosaggi tradizionali.

Scopo del lavoro: di questo studio € la valutazione del profilo infiammatorio in corso di bypass cardiopolmonare
utilizzando la metodol ogia innovativa del biochip array.

Materiali e metodi: La determinazione di citochine circolanti € stata effettuata su plasma ottenuto da prelievi di sangue
venoso periferico in 52 pazienti sottoposti a CEC. | campioni venivano raccolti in fase pre-operatoria (T0),
immediatamente prima del declampaggio aortico (T1), alafine dell’intervento (T2), a 12 ore (T3) e a 24 ore (T4) dopo
I’intervento. Per la determinazione del profilo infiammatorio, abbiamo utilizzato il sistema*multi-analyte biochip array”
messo a punto dalla Randox laboratories, che permette di determinareIL2, IL4, 1L6, 1L8, IL10, IL1a, IL1B, TNFa, IFNy,
MCP1, VEGF, EGF. Questametodol ogiautilizzail principio immunometrico del sistemaasandwich, lachemiluminescenza
come sistema di rivelazione e permette di misurare simultaneamente tutti gli analiti su ogni singolo biochip.

Risultati: Nell’ambito della risposta pro-infiammatoria, abbiamo riscontrato un progressivo incremento di IL6 e IL8 da
T1 aT3, mentre MCP-1 raggiunge il suo picco al tempo T2, per poi decrescere fino a T4. | valori della citochina anti-
infliammatoria |L-10 raggiungono il loro picco a tempo T2, per poi seguire un progressivo decremento fino a T4. Tali
risultati confermano alcuni dati giaottenuti dal nostro gruppo e sono in accordo con quelli pit significativi dellaletteratura.
Discussione e conclusioni: Uno studio dettagliato del profilo dellarispostainfiammatoriain corso di CEC puo consentire
un migliore intervento atto a ridurre le complicanze postoperatorie. L' utilizzo di metodologie multiparametriche offre
grandi vantaggi rispetto all’impiego di dosaggi tradizionali. In particolare, esse risultano vantaggiose nell’ approf ondimento
di malattie complesse, in cui soltanto la determinazione simultanea di vari analiti nel tempo consente un orientamento
diagnostico e prognostico.

INAPPROPRIATEZZA DELL'UTILIZZO DEL DATO DELL'EMOGL OBINA SU CAMPIONE PER E-20
EMOGASANALISI NELLAVALUTAZIONE DELLO STATO DI ANEMIA

V. Brescia, A. Mileti, M. Tampoia, G. Urso, A. Losito, A. Lopello, F. Di Serio
Patologia Clinica I, Policlinico Bari

| POCT per emogasanalisi forniscono la misura della emoglobina (Hgb). Tuttavia non vi sono “evidence-based review”
sull’ utilizzo del dato analitico di tale dosaggio eseguito su campione per emogasanalisi nella valutazione dello stato di
anemia(1).

Scopo del lavoro: la valutazione della correlazione tra determinazione dell’ Hgb ottenuta su POCT per emogasanalisi ed
analizzatore ematologico.

Materiali e metodi: Sono state valutate 302 pratiche/pazienti consecutive con richiesta di emogasanalisi e di esame
emocromacitometrico pervenute presso il nostro laboratorio in un periodo di 3 mesi. La Hgb & stata determinata su
campione per emogasanalisi (Ca2+LH) con anal izzatore POCT Ciritical Care X press nova biomedical (HgbPOCT) e su
campione di sangue K3EDTA con analizzatore ematologico ADVIA 2120 (Siemens) (HgbhEMO). | due analizzatori
presentavano between-run CV rispettivamente di 1.20% e di 1.18%. L’ analisi statistica ha previsto test parametrici per il
confronto delle medie e studi di correlazione.

Risultati: Il valore medio della Hgb era di 12.4 g/dL (95%CI: 11,8-12,5) eseguita su POCT e di 11,9 (95%Cl: 11,6 -
12,1) eseguitasu ADVIA 2120. I t-test per dati non appaiati haevidenziato un valoredi 1.20 (P=0.22) (ns); I'analisi della
varianza ha evidenziato F-test: 1.74 (P<.001). La comparazione trai metodi con regressione lineare (Passing e Bablok )
ha fornito HgbPOCT= -4.0 + 1.36HgbEMO [Intercept A: -4,00 (95%CIl -5,67 to -2,50); Slope B: 1,36 (95%Cl 1,24 to
1,50)] e uno scostamento percentuale dalla media di -0.8 (+ 1.96 SD= 40.9; -1.96 SD = -42.5) (Bland-Altman plot).
Conclusioni: | nostri dati evidenziano che le performance analitiche dei due metodi risultano idonee se confrontate con
gli obiettivi di imprecisione (CV<1.4%). Tuttavialo studio di comparazione dei risultati evidenzia bias clinicamente non
accettabili. L'influenzadi diversi fattori e variabili preanalitiche potrebbeinficiare |a determinazione della Hgb su POCT.
Tale misura risulta quindi inappropriata per la valutazione dello stato di anemia anche nel paziente critico.

(1) The National Academy of Clinical Biochemistry (NACB): laboratory medicine practice guidelines: evidence-based practice for
point-of-care testing.
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IL REFERTO DEI MARCATORI TUMORALI: STRUMENTO PER RIDURRE L'ERRORE E-21
D’INAPPROPRIATEZZA

V. Brescia, T. lacobellis, A. Mileti, G. Urso, A. Losito, A. Verna, C. Capobianco, M. Varone, F. Di Serio
Laboratorio di PatologiaClinical - Policlinicodi Bari

Larichiesta di un marcatore tumorale risulta appropriata se riferita non solo alla specificita d’ organo ma alla “fase” del
processo di curadel paziente.

Scopo del lavoro: € stato di valutare I’ efficacia della introduzione di un referto con indicazione di specificita d’' uso del
singolo marcatoretumoral e (screening, diagnosi/case-finding, prognosi, monitoraggio) nel migliorarel’ appropriatezzadella
richiesta.

Materiali e metodi: Sono state valutatele modalitadi richiestadi n. 8 analiti (a 1fetoproteina, CA125, CA15.3, CA19.9, CEA,
PSAt, cPSA, NSE) pervenute al Laboratorio di Patologia Clinica del Policlinico di Bari da parte dei medici di base.
L’ osservazione é stata condotta prima e dopo le modifiche introdotte nel referto confrontando un periodo di tre mesi
(Maggio-Luglio) del 2007 vslo stesso periodo del 2008. E’ stataritenuta efficace unariduzione dellapercentualedi richieste
riportanti pit marcatori tumorali. Leindicazioni contenute nel referto sono state formulate in base ai contenuti dellalinea
guidaNACB riguardo I uso dei marcatori tumorali (1).

Risultati: Sono state valutate n. 594 richieste pervenute nell’ anno 2007 e n. 541 nel 2008 . I numero di richiestecon 102
marcatori tumorali € stato di 380 (63,97%) nel 2007 e di 421 (77,81%) nel 2008. La differenza é risultata statisticamente
significativa(chi-square 26.14; P<.0001)

Conclusioni: | nostri dati hanno dimostrato I’ efficacia dell’ azione intrapresa. Un referto dei marcatori tumorali “utile” ha
favorito un uso corretto del test ed & diventato uno strumento di comunicazionetrail laboratorio ed il clinico. Migliorando
I"informazione si & potuto intervenire siasul percorso diagnostico, riducendo I’ errore di inappropriatezza (individuale e di
sistema) e siasull’ economiadi gestione.

(1) NABC: Practice guidelines and recommendations for use of tumor markersin theclinic.
http:/ / www.nabc.org/impg/tumor/chp2_gregs.pdf.

ANALISI DI PROTEINE SALIVARI IN PAZIENTI AFFETTI DA SINDROME DI SJOGREN’S: F-01
POSSIBILEUTILEALTERNATIVA NELLA VALUTAZIONE FUNZIONALE DI
GHIANDOLE SALIVARI?

P.Versurat, N. Malavalta?, C. Codovi?l, G. Vukatana?, L. Ermini2, A.M. Maffione®, G. Gavar uzzi®, E.C. Campos
Dip Oftalmologia, 2Sez Reumatologia, Dip Medicina Interna, *Dip di Medicina Nucleare —Az Osp S.Orsola-Malpighi e
Universitadi Bologna

Scopo del lavoro: vautare laperformance diagnosticadell’ analisi proteicasalivare nel graduarelafunzionalitadelle ghiandole
sdivari nellasindromedi Sjogren (SS-) eil grado di correlazione con Scintigrafia (SG) e Ultrasonografia(US) delle ghiandole
sdlivari.

Materiali emetodi: E’ statadeterminatalaconcentrazione di proteinetotali, lactoferrina, lisozima, albuminaea-amilasi in
campioni di salivaraccolti da 19 pazienti SS-I, sottoposti a SG e US delle ghiandole salivari nei tre mesi precedenti alla
determinazione, ei risultati comparati vs 10 soggetti di controllo sani (t-test e Mann-Whitney test, p< 0.05). Il grado di
correlazionetrale concentrazioni di ciascunaproteinaegli scoredelleindagini SG e US é stato cal colato mediante indice di
Spearman rho (p<0.05). Sensibilita, specificita, ROC curve (Areaunder curve AUC) sono state cal colate per ogni proteina.
Risultati: laconcentrazionedi proteinetotali e significativamente minorenel pazienti vscontrolli (rispettivamente 0,72 + 0,23
vs2,33+ 0,73 mg/ml, p=0.0001), cosi comeil lisozima (6,06 + 2,13vs 11,05+ 7,46 mg/ml, p=0,004). Al contrario, la%di a-amilasi
esignificativamentepit atane pazienti vscontrolli (35,44 + 5,61 vs22,77 + 10,79 p= 0.02) cosi come quelladi albumina(8,34
+ 3,65 vs 4,65+ 2,93, p= 0.02). Unacorrelazione significativa é statatrovata solo trail contenuto di proteine totali e score
scintigrafico (p = 0.034, rho=0.584 ) and score ultrasonografico (p= 0.042, rho= 0.498). Lamigliore performance diagnostica
edimostrataper laconcentrazionedi proteinetotali (cut-off < 1.16 mg/ml, specificita 1.0, sensibilita0.87, AUC 0.954).
Discussione e Conclusioni: Lasalivarappresenta un fluido diagnostico di €lezione nellavalutazione di funzionalita delle
ghiandole compromesse da SS-, fornendo dati specifici anchenei primi stadi dellamalattia. || nostro studio in particolare ha
dimostrato come la concentrazione di proteine salivari totali possa essere considerata un test specifico nella valutazione
dellafunzionalitadelle ghiandole salivari, cheinoltre appare significativamente correl ato a piU invasive e costose tecniche
di imaging; dimostraunabuonaaccuratezzadiagnostica, érel ativamente semplice e facilmente accessibile allamaggior
partedelle unitacliniche.

Il lavoro é stato supportato in parte da un grant della Fondazione Cassa di Risparmio in Bologna a Prof. Emilio C Campos.
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PERFORMANCEANALITICA DEL DOSAGGIO DELLE PROTEINE URINARIE CON F-02
IL PIROGALLOLO ROSSO MOLIBDATO (PRM) SENZA SDS

S.Mingardo, K. Guerra, L. Pulze, M. Pavandlo, V. Sartori, F. Manoni
UOC Medicinadi Laboratorio Ospedale di Monselice (PD) ULSS 17

Scopo del lavoro. Abbiamo voluto valutare le performance della determinazione della proteine urinariein chimicaliquida
con metodo PRM senza Sodio Dodecil Solfato (SDS), nonché verificare |’ allineamento trale apparecchiature utilizzate e
monitorareil raggiungimento dei nostri obiettivi analitici. Laproteinuria, nel nostro laboratorio certificato | SO 9001-2000 e
I SO 15189-2005, viene eseguitasu tutti i campioni con richiestadi esame urine.

Materiali emetodi. Lo studio, secondo il protocollo NCCL S EP-5, dellavalutazione analiticadellaproteinuriasull’ AU2700
Olympus con PRM - reattivo “Urinary/Csf Protein OSRG170 Olympus”-, & stato condotto per verificare la sensibilita del
metodo, lalinearita di risposta, il carry over, laprecisione lacorrelazione del test eseguito sull’ AU640 della stessa ditta,
nonchél’ accuratezzadallerisultanze delle VEQ del Centro di RicercaBiomedica(CRB) di Castelfranco Veneto.

Risultati. Sensibilita=0.009 g/I. Linearita finoa3.73 g/l con r =0.9994 (dichiaratafino a2.00 g/l). Il carry over, di fatto
inesistente, hafornito un K medio di 0.0040. | risultati della precisione hanno mostrato i seguenti valori: ripetibilitaa0,244 g/
I CV =1.57%,a0.488g/l CV =1.38%, a2.113 CV =2.32%; riproducibilitaa0.125 g/l CV = 3.34%, a0.251 g/l CV =2.74%,a1,419
g/l CV =3.10%. Lacorrelazione AU2700 vsAUB40 hafornito un coefficiente angolare di 1.0047. LeV EQ hanno assegnato
“ottimo” (7 volte) e“buono” (3 volte). Obiettivi andlitici: lavariabilitdanalitica, con CVa< 4.0% e nettamente miglioredel CVa
ottimaledi 9.9% presentein letteratura.

Discussione e conclusioni. Lo studio evidenzial’ ottima sensibilitae linearita, 1a pit che buona accuratezza e precisione di
guesto metodo. Le cuvette in vetro inerte poi, non andando in competizione di legame con il PRM conferiscono elevata
specificita. Eccellentel’ alineamento evidenziato tra AU2700 e AU640. Ottimo metodo, quindi, considerato chelaproteinuria,
riveste grande importanza nellavalutazione di lesioni renali, in particolare nelladiagnosi di esclusione di patologie renali
primitive o secondarie.

INTRAOPERATIVE PARATHYROID HORMONEASSAY DURING MINIMALLY INVASIVE F-03
VIDEO-ASSISTED PARATHYROIDECTOMY: CASE REPORT

B.Biasidlil, E. Senner?, C. Dobrinja?, W. Michelit, G. Trevisan?, G. Liguori?
Department of Laboratory Medicine — A.O.U. Ospedali Riuniti di Trieste, Italy, 2Department of General Surgery,
Hospital of Cattinara, University of Trieste, Italy.

Aimof the study. It iswell established that areduction in theintraoperative parathyroid hormone (PTHIO) serum levelsmore
than 50% with respect to the basal values during aparathyroidectomy it’s closely related to an adequate surgical treatment,
namely theremoval of al hyperfunctioning parathyroid tissue. Theaim of thisstudy wasto present acase of parathyroidectomy
during which an increase of PTHIO was reached.

Material and Methods. A female patient of age 56 years was diagnosed a primitive hyperparathyroidism (pHPT) and a
minimally invasive video-assisted parathyroidecto my was performed after a single adenoma smaller than 35 mm was
identified with ultrasonography and 99Tc-sestaM Bl scanning. The PTHIO sampleswere performed: before skinincision
(T0), 5 minutes (T1) and 10 minutes (T?2) after the excision of the parathyroid adenoma respectively. Surgical procedures
were deemed complete when at time T1 a PTHIO drop of more than 50% with respect to the preoperative values was
observed, whileif the drop was not as expected, the surgical procedureswere continued with conversion to open cervicotomy
and bilateral cervical exploration. PTHIO assay: Access2 Beckman Coulter (Fullerton, California). Calcium and PTH in
routine mode were a so measured.

Results. Preoperative calcium and PTH valueswas 10.00 mg/dL and 253 pg/mL respectively. PTHIO valuesrosein T1 (+83%)
and drop in T2 (-30%). Due to the fact that the drop in T2 was not over 50% with respect to the TO values, another blood
drawing was performed after 20 minutes and asignificant drop (-59%) wasfound. PTH and cal cium values reached the day
after the parathyroidectomy were 35 pg/mL and 8.5 mg/dL respectively.

Discussion and conclusions. The PTHIO increaseis correl ated to the former removal of athyroid adenoma (frozen section)
during which there was an accidental physical manipulation of the pathological parathyroid gland (located immediately
posterior of the removed thyroid nodule) that was found, after cervical exploration, in adifferent place with respect to that
indicated by the preoperativeimaging studies. 5 minutes after the removal of thereal parathyroid adenomaPTHIO beganto
drop, evenif not significantly, and after 10 minutesit decreased more than 50% with respect to the preskinincision PTHIO
value. Inthiscasereport PTHIO assay during parathyroidectomy addsinformation in surgical decision-making, leading to
an additional intraoperative investigation and resection of hyperfunctioning parathyroid tissue missed by 99 Tc-Sest aM | Bl
scanning or ultrasounds.
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ANALISI PROTEOMICA DI LACRIMEUMANE IN PAZIENTI AFFETTI DA OCCHIO F-04
SECCO DA IPEREVAPORAZIONE

P.Versural, D. Parisi?, A. Bavelloni®, C. Coslovi?, G. Cioffi®, M. Piazzi®, A. Roda? E.C. Campost
1U.0. Oftalmologia, 2Dip di Scienze Farmaceutiche, Universitadi Bologna, 3IRCCSI tituti Rizzoli, Bologna.

Scopo del lavoro. L' occhio secco daiperevaporazione € causato dainstabilitadel film lacrimale: 1a superficie oculare, non
piu protetta, sviluppadifetti epiteliali avario grado di severita. Abbiamo analizzato al cune proteine che nelle lacrime umane
contribuiscono aladistribuzione e stabilitadel filmlacrimale.

Materiale e Metodi. 5 pl di lacrime non stimolate sono stati raccolti da50 pazienti affetti da occhio secco iperevaporativo
(IDE) e 15 soggetti normali di controllo. Leproteinelacrimali lisozima, lactoferring, albuminasierica, lipocalinaand lipofillina
sono state separate mediante el ettroforesi SDS-PAGE, utilizzando Criterion 20% Bio-Rad gelse colorazione Brilliant Blu G
(Sigma), analizzate mediante tecniche densitometriche vs standard di controllo. L e bande sel ezionate sono state caratterizzate
per analisi elettroforetica 2-D, immunobl otting e isolamento/digestione con 0.05% tripsinae analisi peptidicamediante LC
ESI-Q-TOF MS/MS. | dati sono stati processati ed inseriti nel NCBI non-redundant protein database mediante software
Mascot (Matrix Science, UK). | risultati sono stati statisticamente valutati mediante t-test per dati indipendenti e Mann-
Whitney test per dati non appaiati (significativita p<0,05)

Risultati. A parteil lisozima (p=0,9) per tutte le proteine analizzate si € osservata variazione significativa tra pazienti e
controlli; rispettivamente (dati espress come % media+ SD) Lactoferrina: 8,96 + 3,86 vs 17,41 + 3,46 p=0,000; Lipocalina: 7,35
+1,95vs10,55+ 1,01 p=0,002; Lipdfillina: 3,18 + 1,36 vs4,14 + 1,25 p=0,01; Albuminasieri ca: 9,28 + 6,51 vs 3,49 + 2,35 p=0,005.
L'analisi proteomicahainoltreidentificato nei pazienti una down-regolazionedi lipocalinal edi lipofillinaA, associataa
possibili modificazioni post-trasduzionali.

Discussionee Conclusioni. Nei pazienti il calo di lactoferrinaédariferirsi ad unacompromissionefunzionale dellaghiandola
lacrimale principale mentrel’ aumento di albuminasiericaéespressionedi un fenomeno essudativo causato dainfiammazione.
Il calo nei pazienti delleproteinelipofiliche Lipocalinal e LipofillinaA elaloro modificazione potrebbe rendere conto della
alteratadistribuzione dellacomponentelipidicadel film nellamalattiadell’ occhio secco daiperevaporazione.

Il lavoro & stato supportato in parte da un grant della Fondazione Cassa di Risparmio in Bologna al Prof. Emilio Campos.

L'ELETTROFORESI SIEROPROTEICA IN GEL D’AGAROSIO NELLA F-05
VALUTAZIONE DEGLI STATI INFIAMMATORI

|.Brusca, M. Ruggeri, M. Gallina, M. Barrale, V. Cantisano, V. Vitale, SM. LaChiusa
Gruppo di Studio SIMeL Proteine, U.O. di Patologia ClinicaOspedale Buccheri LaFerlaFatebenefratelli (Palermo)

Introduzione. Lavalutazione simultanea e quantitativadelle plasmaproteine € di notevol e utilitain numerose patologie. Le
metodiche di laboratorio correnti consentono un dosaggio accurato di numerose proteine, i cui costi possono, pero, essere
elevati. L' elettroforesi sieroproteicain gel d' agarosio (ETF) consente di avere una visione armonica delle pit importanti
plasmaproteine con costi molto contenuti ma con una accuratezza diagnostica che alcuni autori ritengono sufficiente solo
all’individuazione di gammapati e monoclonali.

Scopo delle studio. Valutare la capacitadell’ ETF nel riconoscere e segnalare la presenza di uno stato infiammatorio.
Materiali e Metodi. Dal database del programmadi gestione del laboratorio (M etaforalnformatica), sono stati estratti i dati
relativi a 8537 pazienti che dal 2006 al 2008 avevano contemporaneamente effettuato una ETF (alfa Wassermann) ed una
misuradi VES e PCR . | risultati di VES e PCR sono stati confrontati con lamisura delle bande alfal ed alfa2 dell’ETF,
valutandone lacoerenzarispetto ai corrispondenti cut-off. | dati sono stati elaborati tramiteil programmadi analisi statistica
SPSS.

Risultati. Nei pazienti convalori di VESe/o PCR soprail cut-off , lealterazioni quantitative delle zone alfa(misuradi alfal o
alfa2 soprail cut-off) sono presenti nel 69,9 % dei casi, con specificitadel 68,7 %, il Likehood ratio pos. (LR+) €2.24, il
Likehood ratio neg. (LR-) 0.44. Utilizzando cut-off per VES>50 €/0 PCR > 35 mg/L lasensibilitadell’ ETF (frazioni alfal e/o
alfa2 soprail cut-off) édel 71. 2% con unaspecificitadel 79.7 %, il LR+&3.26il LR- 0.45.

Conclusioni. Pur essendo opinione diffusa che le variazioni quantitative della ETF suggeriscano la presenza di uno stato
flogistico, il criterio di basare il riconoscimento/esclusione di stato infiammatorio utilizzando un valore di cut-off della
frazionealfal e/o alfa2 dell’ el ettroforesi sieroproteicain gel di agarosio non assicura sufficiente accuratezza diagnostica.
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INSUFFICIENZA SURRENALE E CORTISOLO SALIVARE F-06

M. Forni*, M. Ramon*, G. Polo*, E. DeMenis**, M. Giannuzzi***, G. Piaserico*
*ULSS 8 Asolo Ospedale Montebelluna Laboratorio Analisi - ** ULSS 8 Asolo Ospedale Montebelluna Medicina
*** Specialista Roche

Introduzione: L insufficienza corti cosurrenalicasecondaria o primaria pud passaretal orainosservatanonostante I’ esecuzione
di tutti i test diagnostici einalcuni casi soggetti normali possono presentaretest con risultato patologico. | test di laboratorio
permettono di coadiuvareil clinico nelladiagnosi dell’insufficienzacorticosurrenalicain modo particolareil test dastimolo
conACTH simile permettedi identificare, in acuni casi, I’ insufficienzasurrenale.

Scopo: In questo elaborato si esploralapossibilitadi sostituireil prelievo venoso per il cortisolo con la sua determinazione
in campioni salivari raccolti con lastessatempisticadei prelievi ematici. Nel soggetti normali il picco del cortisolo sierico
dopo ACTH simile solitamente supera da tre a cinque volte il valore basale; nei soggetti affetti da insufficienza
corticosurrenalicail test non provocasignificativi aumenti dei valori di cortisolo che € giamassimamente stimolato dall’ ACTH

endogeno.

Materiali emetodi: Per lo stimolo sono stati iniettati 250 mcg di tetracosactide acetato con misurazionedel cortisolo sierico
primaa30 e 60 minuti dopo I’ iniezione. |1 cortisolo plasmatico é stato determinato sullo strumento Immulite 2000 (Medical

System) (Sensibilitaanalitica0,2 mcg/dL ; intervallo di misura5-25 mcg/dL), il cortisolo salivare e stato dosato con Modular
(Roche) (sensibilitaanalitica0,018 mcg/dL ; intervallo di misura0,018-63,4 mcg/dL ). Lapopolazionein oggetto e formatada
9 pazienti, 3 uomini e 6 donne, con etamediadi 44 anni (intervallo da25a72 anni).

Risultati: Allo stato attuale sono disponibili solo dati preliminari utili per la verifica della tempistica da adottare per il

controllo del cortisolo salivare. Intutti i casi il cortisolo salivare € aumentato da4 a 10 volteil valore basale (valore tempo
zero: media0,09 meg/dL con DS0,07; aloradopo stimolo media0,87 meg/dL DS0,6). Il sierico haavuto aumenti di 20 3 volte
il valore basale (valoretempo zero: media9,13 meg/dL con DS5,31; aloradopo stimolo media19,23 meg/dL DS 10,07). Solo
inuncasoil valoresierico esalivare sono stati inferiori ai limiti di sensibilitaanalitica, il paziente & stato sottoposto aterapia
sostitutiva. Degli altri 8 casi 3 non soffrono di insufficienzasurrenale e 5 sono stati invitati aripresentarsi per ripetereil test
dastimolo.

Conclusioni: Il cortisolo salivare sembrarispecchiare |’ andamento del cortisolo sierico edi fornirele medesimeinformazioni

nello stesso tempo di osservazione. Laraccolta salivare risulta pero non invasiva e di piu facile accettazione da parte del

paziente soprat tutto nei casi in cui si debbaripetereil test da stimolo.

L'ESCREZIONE FRAZIONALEDI IgG E’IL PIU' POTENTE FATTORE PREDITTIVO DI F-07
RENO-PROTEZIONE DA ACE INIBITORI NELLA NEFROPATIA 1gA

G.Olivieri*, D. Casdlato®, V. Rizza*, F. Lavarda*, C. Bazzi®
*Laboratorio di Analisi Chimico Cliniche e di Ematol ogia— Ospedale San Carlo Borromeo, °Fondazione D’ Amico per la
Ricercasulle Malattie Renali — Milano “Unita OperativaNefrologiae Dialisi —Ospedal e San Carlo Borromeo- Milano

Introduzone. Pochi ed eterogenei lavori hanno val utano le proprieta reno-protettive degli inibitori dell’ Enzimadi Conversione
dell’ Angiotensinall (ACEi) nella nefropatia IgA (IgAN); in particolare, € opportuno identificare quali sono i fattori che
influenzano larispostaallaterapiae percio i pazienti che ne possono beneficiare.

Scopo: valutare su 140 pazienti (pz) affetti dalgAN (73 non trattati con ACEi e 67 trattati) quali fattori predicono lareno-
protezione nel confronti dellaprog ressione allalnsufficienza Renale Terminale (IRT) o al raddoppio dellacreatininasiero.
Fattori di rischio (FR) considerati: PressioneArteriosa(PA), Creatininasiero (sCr), Proteinuria24 ore (UPTdie), Escrezione
Frazionaledi IgG (EFIgG) edi afal-microglobulina(EFalm), Sclerosi Glomerulare Globale (SG) e Segmentaria(SS), Danno
Tubulo-interstiziale (DTI) eldinos Arteriolare (1A).

Metodi. La proteinuria & stata misurata con metodo Blue-Coomassie+SDS; |a creatinina con metodo di Jaffé senza
deproteinizzazione e | e proteine specifiche mediante immunonefelometria. | parametri istologici sono stati valutati sulla
biopsiarenale.

Risultati e Conclusioni. Con ROC analisi i pz sono stati divisi in due gruppi in base al cut-off con lamigliore sensibilitae
specificita per la progressione. | pazienti con tutti i FR < a cut-off non beneficiano dellaterapia. | pz con 5 FR clinici e
proteinurici edueistologici convalori = al cut-off, presentano unasignificativariduzione dellaprogressione nei pz trattati.
LaEFIgG = 0.006 presentalapiu el evatapredittivitadi reno-protezione nel pz trattati vsi non trattati (20% vs 62% p=0.0004)
ed eI’ unico FR associato significativamente ad unariduzione della proteinuriada—100% a—30% neil pazienti non trattati vs
i trattati (23% vs60%, p=0.03). All’ analis multivariatai fattori indipendenti di progressione sono EFIgG, sCr e non trattamento
conACEi. Lapresenzabasale di unsingolo FR clinico e proteinurico = a cut-off & un criterio idoneo aidentificarei pz che
possono giovarsi degli ACEi. Tratutti i FR, I’ EFIgG hail piu alto valore predittivo di reno-protezionenei pz trattati.

Dillon JJ: Angiotensin-converting enzymeinhibitors and angiotensin receptors blockersfor 1gA nephropathy. Semin Nephrol 2004;24:218-
224
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RAPPORTI FRA GENOTIPO E FENOTIPO DI PARAOXONASI ECONCENTRAZIONE F-08
PLASMATICA DI APOPROTEINA A-I

R.Radlla,A. Suno, M. Bagnati, B. Bardone, P. Zumaglini, G. Bellomo
Laboratorio di Ricerche Chimico-Cliniche, Universitadel Piemonte Orientale, Novara

Scopo: La proteina responsabile della attivita paraoxonasica (PON)/arilesterasica (ARI) si trova, nel plasma, associata
invariabilmenteallelipoproteine ad altadensita(HDL ) ed allaloro apoproteina(ApoA-1). E' statavalutatalacorrelazionefra
concentrazione plasmaticadi ApoA-l, attivita PON ed ARI e polimorfismo Q192R del gene PON-1.

Materiali e Metodi: Sono stati reclutati 237 pazienti differenziati in tre gruppi asecondadei livelli plasmatici di colesterolo
HDL (<20 mg/dL; 21-80 mg/dL; >80 mg/dL). In tutti i pazienti & stato valutato il profilo lipidico, € stata dosata
spettrofotometricamente |’ attivitadi PON ed ARI ed é stata eff ettuata una genotipizzazione di PON-1 (polimorfismo Q192R)
mediate Real-Time PCR con sonde FRET.

Risultati: A fronte di una correlazione evidente fra concentrazione plasmatici di Apo A-1, nel caso della PON esiste una
differenziazione nettain base a polimorfismo Q192R, mentre nel caso dellaARI, tale differenziazione € completamente
assente. Tuttavia, per valori di Apo A-lI <40 mg/dL si osservaun marcato aumento dellaattivita specificasiadellaPON che
dellaARI, come se unamaggiore quantitadella proteinaad attivita enzimati cafosse associataalle singole particelledi HDL.
Nel caso di PON, si mantiene una significativa differenziazione del comportamento a seconda del polimorfismo genico,
differenziazione completamente assente nel caso di ARI. Indagando, infine, la correlazione esistente fra concentrazione
plasmaticadi ApoA-I erapporto PON/ARI normalizzataper ApoA-l, si osservaunadistribuzione apparentemente random
dei dati asuggerirel’ assenzadi qualsivogliacorrelazione. Ladifferenziazionedei risultati in base al polimorfismo Q192R
modificanettamenteil quadro complessivo. Nel caso, infatti, di genotipo QQ, si osservaunasignificativacorrelazionedi tipo
logaritmico negativo con un notevol e aumento del rapporto per valori di Apo A-l inferiorea40 mg/dL. Intali condizioni il
rapporto passadacirca0.15 per valori elevati di ApoA-l a0.50 per valori molto bassi di apoproteinaA. Nel caso di genotipo
QR, lacorrelazione e di tipo lineare con il rapporto che passada0.25 per valori elevati a0.45 per valori molto bassi di Apo
A-l. Néd caso, infine, di genotipo RR non si osservapitl alcunacorrelazionefrai parametri indagati, con il rapporto cherimane
sostanzialmente stabile attorno a0.35 - 0.45 per tutti i valori di ApoA-l.

Conclusioni: | dati ottenuti aprono nuovi scenari nell’ ambito del rapporto fenoti po/genotipo dellaparaoxonasi e suggeriscono
che, in condizioni di bassi livelli di colesterolo HDL, il fenotipo della paraoxonasi si avvicinaa quello riscontrato per il
genotipo RRin condizioni di valori normali o elevati di colesteroloHDL.

DINAMICA DEL FENOTIPO LIPOPROTEICO IN GRAVIDANZA F-09

C. Cassani, F. Riboni, B. Bardone, M .G. Sulas, E. Mairate, N. Surico, G. Bellomo
Laboratorio RRCC, ClinicaOstetricae Ginecol ogica, Universitadel Piemonte Orientale, Novara

Scopo: Lo sviluppo di ipercolesterol emiarappresenta un evento pressoche costante durante la progressione dellagravidan-
za. L e caratteristiche biochimiche, i meccanismi patogenetici eleimplicazioni fisiopatologichedi tale alterazione metabolica
non sono ancora compl etamente conosciute. Questo studio & stato condotto allo scopo di meglio caratterizzare il fenotipo
dellelipoproteine abassadensita (LDL) in un gruppo di donne con gravidanzafisiologica.

Pazienti e Metodi: Sono state indagate 10 donne senza alcuna evidenza di patol ogie associate che sono andate incontro ad
una gravidanza non complicata. A ciascuna di esse sono stati eseguiti prelievi di sangue venoso allal 2a, 24a, 36a e 40a
settimana, nell’immediato post-partum e adistanzadi circaun anno dal parto stesso. |1 dosaggio di colesterolo totale (CT),
LDL, HDL, trigliceridi (TG), apoproteinaA (apoA) ed apoproteina B (apoB) € stato effettuato con metodi commerciali
implementati su SiemensADV A 2400. Lafenotipizzazionelipoprotei ca é stata eff ettuata medi ante metodi ca el ettrof oretica
con tecnologiaLipoprint, fornitadalladittaPolyMed.

Risultati: Nel corso della gravidanza si osserva un progressivo aumento della concentrazione di CT fino a raggiungere
valori di 256 + 34 mg/dL. Cio éassociato ad un progressivo aumento dei TG edel colesterolo LDL e ad un brusco aumento
del colesterolo HDL, gia evidente alla 12a settimana. Anche la concentrazione plasmatica di apoA e di apoB presentano
aumenti significativi (pit precoce quello di apoA, piutardivo quello di apoB), con un parallelo aumento del rapporto apoB/
apoA (da0.49 a0.66), senzaperaltro mai raggiungereil valoredi 1,0, indicativo di elevato rischio aterogeno. Lacaratterizza-
zionede fenotipo delleLDL rivelaunaprogressivariduzione del diametro medio delleparticelledi LDL (da271+ 1.5a261+
4.5A), associataad unadifferente distribuzione delladensitadelle particelle che, limitataalle prime 3 classi, si estende poi ad
altredue, piu piccole e dense. Al momento del parto, intuttele pazienti, il fenotipo lipoproteico viene classificato cometipo
B. Il controllo di tutti questi parametri, nelle stesse pazienti, lontano dalla gravidanza, evidenzia un completo ritorno a
condizioni di assolutanormalita ed un fenotipo lipoproteico di tipo A in tutte le pazienti.

Conclusioni: Nel corso dellagravidanzadi verificaun incremento dei livelli plasmatici di colesterolototale, LDL ed HDL,
associato ad una modificazione del fenotipo biochimico delle LDL con particelle pit piccole e dense (fenotipo B). Tali
modificazioni sono del tutto reversibili dopoil parto.
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VARIAZIONI DELLA DISTRIBUZIONE LIPOPROTEICA DEGLI ANTIOSSI DANTI F-10
LIPOSOLUBILI IN GRAVIDANZA

G. Bellomo, F. Riboni, C. Cassani, B. Bardone, E. Mairate, M.G. Sulas, P. Zumaglini, A. Branco,
N. Surico, M. Bagnati
Laboratorio RRCC, ClinicaOstetricae Ginecologica, Universitadel Piemonte Orientale, Novara

Scopo: Lagravidanza é stata general mente associata ad un aumento della concentrazione plasmaticadi al cuni antiossidanti
liposolubili, fra cui atocoferolo (AT). | principali antiossidanti liposolubili sono pero distribuiti in modo disomogeneo
al’internodellevarieclass di lipoproteine circolanti. In gravidanzasi osservaunavariazione non solo dellaconcentrazione
ma anche della composizione delle lipoproteine. Scopo di questo studio € stato quello di indagare la concentrazione dei
principali antiossidanti liposolubili nelle principali classi di lipoproteinein un gruppo di donne con gravidanzafisiol ogica.
Pazienti e Metodi: Sono state indagate 10 donne senza alcuna evidenza di patol ogie associate con una gravidanza non
complicata. A ciascunadi esse sono stati eseguiti prelievi di sangue venoso allal?a, 24a, 36a e 40a settimana, nell’immediato
post-partum eadistanzadi circaun anno dal parto stesso. || dosaggio di colesterolototale (CT), LDL, HDL, trigliceridi (TG),
apoproteinaA (apoA) ed apoproteinaB (apoB) e stato effettuato con metodi commerciali implementati su SiemensADVIA
2400. Levarieclass di lipoproteine sono state i sol ate mediante ultracentrifugazione su gradiente. Laconcentrazionedi AT,
g-tocoferolo (GT), licopene (L) eb-carotene (BC) & statamisuratamediante HPL C.

Risultati: Mentre le concentrazioni plasmatiche di GT, L e BC rimangono costanti nel corso dellagravidanza, quelladi AT
presentaun aumento significativo apartire dalla 24a settimana. Tuttavia, lanormalizzazione per colesterolo plasmatico dei
valori ottenuti dimostraunasostanziale costanzadellaconcentrazionedi GT ed AT ed unariduzionedi L e BC. Lamisurazione
di tali antiossidanti nelle varie classi lipoproteiche evidenzia una significativa riduzione della loro concentrazione nelle
VLDL (GT: -42%; AT: -30%; L: -28%; BC: -12%), unamodesta e non significativariduzione di L e BC nelle LDL ed un
significativo aumento, se pur con cinetiche differenti, di GT (+78%), AT (+245%), L (+103%) e BC (+115%) nelleHDL.
Conclusioni: | risultati ottenuti dimostrano che, nel corso della gravidanza, si verifica una ridistribuzione dei principali
antiossidanti liposolubili al’interno delle principali classi di lipoproteine. L’ incremento dellaloro concentrazionenelle HDL,
associato ad un parallelo aumento dellaconcentrazione delle particelle di HDL depone afavoredi un ruolo critico svolto da
gueste lipoproteine nella difesa antiossidante anche in gravidanza.

DOSAGGIODELLE MOLECOLE DI ADESIONE INPAZIENTI CON CRIOGLOBULINEMIA F-11

C.lalongo*, G. Salerno*, G. Ferranti*, A. Giuliano**, M. Ludovici *, P. Raso*, M.T. Cor setti*, P. Car delli*
*|1 Facoltadi Medicinae ChirurgiaUniversitadegli Studi La SapienzaRoma;** Azienda OspedalieraS AndreaRoma

Scopo del lavoro: Nel nostro studio abbiamo analizzato 58 pazienti con crioglobulinemia valutando sul siero e sul
crioprecipitato lapresenzadi VCAM1,1CAM1,P-L-E-selettine; tipizzato ogni paziente mediante |aclassificazione di Brouet
ed indagatalapositivitaal virusdell’ epatite C.

Materiali emetodi: Tutti i crioprecipitati sono stati risospesi in 350 ul di pbsed utilizzati siaper I'immunofissazione(kit | F 2/
4 dellaSebialtalia) siache per ladeterminazione delle molecole di adesione (biochip evidenceADHESION MOLECULES
ARRAY dellaRandox)

Risultati: Rispetto alaclassificazionedi Brouet, abbiamo ottenuto due g ruppi di pazienti, rispettivamente con crioglobulinemia
di tipo 2(52%) e di tipo 3(48%), nella nostra stati stica non abbiamo evidenziato pazienti con crioglobulinemiadi tipo 1. 11
valoremedio del crioprecipitato per le molecoleV cam,lcam,P-E-sel ettine é risultato essere maggiore nei pazienti con classe
2, mentrelal-sdlettinaérisultatasuperiore nel pazienti di tipo 3. | pazienti HCV neg sono risultati essereil 38%( 36,4% di tipo
2; 63,6% di tipo 3) mentrei pazienti HCV possonoil 62%(61,1% di tipo 2 38,9 di tipo 3). || valoremedio di tuttele molecole
di adesione érisultato essere maggiore nei soggetti HCV positivi, rispetto aquelli HCV neg. Inoltre abbiamo riscontrato una
correlazione (indicedi Pearson) tra E-P selettine nel criop. dei soggetti HCV posdi 0.715 contro 10 0.449 degli HCV neg.
Discussioneeconclusioni: | valori medi pit alti nel crioprecipitato di pazienti con crioglobulinemiadi tipo 2, per lemolecole
di adesione,eindice dellamaggiore severitadel processo rispetto a soggetti con tipo 3. Inoltre,poiché i soggetti HCV pos,
presentano medie sul crioprecipitato maggiori rispetto ai soggetti HCV neg ed unacorrelazione significativatra E-P sel ettine,
si pud concludere che i danni vascolari ed endoteliali in tali individui siano pit marcati. In definitiva, il dosaggio delle
sdlettineedin paricolaredelle E edelle Psul crioprecipitato di pazienti HCV pos, pud essere utile per valutarelacompromissione
dell’endotelio elagravitadell’insulto vascolare.
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LA DETERMINAZIONE DEL TSH NEI PAZIENTI AMBULATORIALI ED OSPEDALIZZATI F-12

A.Fortunato, D. Giavarina, G. Soffiati
Laboratorio di Chimicaclinicaed Ematologia—Ospedale” San Bortolo” —Vicenza

Introduzione: le evidenze deducibili dalla letteratura portano al’indicazione che, nella valutazione dei valori del TSH,
I’ utilizzo per i pazienti ricoverati dello stesso intervallo di riferimentoin uso per i pazienti ambulatoriali pud comportare una
perdita di specificita clinica nella valutazione della funzionalita tiroidea. Tuttavia gli studi pubblicati risultano eseguiti
quando lasensihilitadel metodi analitici disponibili eramolto inferioreaquelladei metodi attuali.

Scopo del lavoro: verificare se, coni metodi ad elevata sensibilitaanalitica, si evidenziano differenze nelladistribuzione dei
risultati ottenuti per i pazienti ambulatoriali rispetto aquelli in regimedi ricovero per patologie non tiroidee.

Materiali e Metodi: sono stati analizzati i valori di TSH ottenuti nel nostro laboratorio nel periodo di 12 mesi conil sistema
Advia® Centaur™ (Siemens, Tarrytown, USA). Dall’ analisi sono stati esclusi i pazienti ricoverati per patologietiroidee, i
risultati derivanti daripetizioni del prelievo sullo stesso paziente, i valori di TSH inferiori 20,05 e superiori a20 mUI/L.
Risultati: ladistribuzionedi 38452 valori di TSH di pazienti ambulatoriali € 5098 ricoverati hamostrato rispettivamente una
medianadi 1,64 mUI/L (1.C. 95%: 1,62-1,65) e 1,44 mUI/L (1.C. 95%: 1,40-1,47). Anche seladifferenzadellemedianedelledue
popolazioni érisultatasignificativaconil test di Mann-Whitney per campioni indipendenti (p<0,0001), tale differenzarisulta
modestacome valore assol uto (0,20 mUI/L) ele duedistribuzioni hanno unaformasovrapponibile. Rispetto all’ intervallo di
riferimento in uso nel nostro Laboratorio (0,4-3,7 mUI/L) lapercentuale dei campioni classificati come“ipotiroidei” risulta
sovrapponibile tra pazienti ricoverati e ambulatoriali, 8,9% e 9,3% rispettivamente; una percentuale maggiore di pazienti
ricoverati (8,8%) éclassificato come“ipertiroidel” rispetto ai pazienti ambulatoriali (6,5%).

Conclusioni: ledistribuzioni dei valori di TSH nelle due popolazioni considerate non risultagaussiana, come quelle ottenute
con metodi analitici con sensibilitainferioreriportatein letteratura. Lasignificativita statisticadellamodestadifferenzatrai
valori di medianaé attribuibile allaelevatanumerositadelle popolazioni considerate ed al conseguente limitato intervallo di
confidenza. Lapercentuale di pazienti, che presentano valori di TSH superioreal limiteelevato dell’ intervallo di riferimento
in uso, & confrontabile nelle due popolazioni e, per quanto riguardai valori di TSH a basse concentrazioni non risulta di
alcuna utilita, nellanostraesperienza, I’ uso di intervali di riferimento differenziati per i pazienti ospedalizzati rispetto ai
pazienti ambulatoriali.

UTILIZZO DI UN DATABASE PER LA CREAZIONE DEI DOCUMENTI DEL SISTEMA QUALITA’ F-13

C.LoCascio, M. Nundini, P. Rizzotti
Laboratorio di Analisi Chimico Cliniche ed Ematologiche, Ospedal e Civile Maggiore, Azienda Ospedalieradi Verona

Scopo del lavoro: Dopo aver creato un database per la compilazione delle schede esami, ovvero le specifiche tecniche ed
interpretative degli esami effettuati pressoil laboratorio, averlo compilato per quanto riguardail settore chimicaclinica, ed
aver cominciato a diffonderlo all’interno di tutto il laboratorio, si € capitala possibilita di generare da questo numerosi

documenti, sfruttandoi dati giainseriti €/o inserendone mediante tabelle collegate. Scopo del lavoro éillustrare un esempio
dellatipologiadi documenti del Sistema Qualitagenerabili datale database.

Materiali e metodi: “ Schede esami” compilate mediante Access; Software Access® (Microsoft®)

Risultati: Dallaap plicazioneAccess, contenenteleinformazioni relative ai test effettuati, sono stati ricavati documenti che
sono diventati parte integrante del Sistema Qualita siadei singoli settori che del laboratorio in generale. Tali documenti

attualmenteriguardano: I’ elenco delleanalisi effettuabili, con relative modalita di raccolta, tempi di esecuzione, intervalli di

riferimento e informazioni di carattere amministrativo; |’ elenco aggiornato dei controlli di qualitainterno ed esterno, dei

calibratori edei reagenti; i limiti di linearita, lediluizioni ei rerun automatici impostati sullastrumentazione; I’ elenco delle
regoledi validazione utilizzate dal sistemaesperto con lerelative azioni daintraprendere.

Conclusioni: La compilazione di un database, che ha come nucleo centrale le specifiche tecniche dei test effettuati dal

laboratorio, stilato in base alleinformazioni richieste dagli enti di certificazione e di accreditamento, oltre che essere utile di

per sé, consente di estrarre una serie di documenti informativi specifici, rapidamente consultabili, diffusibili siaall’ interno
cheall’ esterno del laboratorio. 11 vantaggio di questamodalitadi stesuradel documenti consiste nellanecessitadi aggiornare
un dato una sola voltain un unico documento, trasferendo I’informazione in tempo reale a tutti i documenti derivati; la
presenza di tabelle collegate permette inoltre che piu figure, tramite password specifiche, contribuiscano alla stesura dei

documenti stessi.
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ESPERIENZA NELLA ORGANIZZAZIONE DI UN CORSO, DIRETTOAGLI INFERMIERI F-14
DI REPARTO, PERIL CORRETTOAPPROCCIOAL SERVIZIO DI MEDICINA DI LABORATORIO

L. Penzo, S. Valverde, G. Gessoni
Serviziodi Medicinadi Laboratorio Ospedale di Chioggia(VE)

Premessa: L' attivitadei servizi diagnostici si attua mediante o scambio continuo di materiali ed informazioni tra Servizio
Reparti. Si trattadi incentivare attivitache sul piano dell’ impatto formativo e del miglioramento organizzativo si ritengono
potenti e responsabilizzanti. Per questo motivoil Servizio di Medicinadi Laboratorio (SML) di Chioggiahaorganizzato un
corso, destinato agli Infermieri dei Reparti per trattare del 1oro ruolo nellafase pre e post analitica.

Materiali e Metodi: Metodol ogie didattiche prevalenti - Lezioni frontali standard - Lavoro apiccoli gruppi. Ogni gruppo ha
affrontato ediscussoletematichedi areaprevedendo azioni critiche e progetti di miglioramento. Materiali didattici consegnati
- Dispensa con testi di approfondimento sugli argomenti del corso - Supporti multimediali contenenti il Manuale del
Laboratorio, il Protocollo per e Prelievi edil Trasporto dei Materiali Biologici, relazioni.

Risultati: Il corsosi €postoi seguenti obiettivi educativi e formativi: implementazione della sicurezzadegli operatori e dei
pazienti, far acquisire delle conoscenze teoriche e aggiornamenti, far acquisire abilita manuali, tecniche e pratiche, far
migliorarele capacitarelazionali e comunicative ed infinefar acquisire competenze per I’ analisi elarisoluzionedei problemi
nei vari contesti. Il corso a cadenza annuale € stato ripetuto per 4 anni coinvolgendo 250 |.P. dei reparti dei due Ospedali
Aziendali. Il gradimento e stato confermato dai seguenti indicatori: miglioramento trasporto campioni, riduzione del 40%
delleN.C., 90% dell’ attivazione on linereferti.

Discussione: |l corso € articolato in quattro edizioni ciascunasu sei ore tenute due per ciascun Ospedale dellaASL halo
scopo di rivedere, correggere e migliorare tutte le procedure operative da parte del personale sanitario nei confronti di un
corretto approccio al SML, dalla preparazione del paziente, a prelievo, al trasporto delle materiali, la conservazione dei
campioni, laconsegnadegli stessi in Laboratorio, lacomunicazione, lagestione delle problematiche, documentazione delle
non conformita. In tale manierall luogo di lavoro diventail centro operativo privilegiato per utilizzare |’ esperienza come
fontedi apprendimento, per condividere con colleghi e collaboratori i processi formativi eleloro ricadute operative, per far
diventare|’ educazione continuaun’ attivita“realmente continua” efontedi miglioramento delle prestazioni.

IL TRASPORTO DEI MATERIALI BIOLOGICI: DA PROBLEMA PREANALITICO F-15
DEL LABORATORIOALLA GESTIONE GENERALE NELLAA-ULS14

L.Penzo!, A. Zugno!, A. Rossetti?, L. Battistello?, M.R. Boscol@?, S. Valver det, G. Gessoni
1) Servizio di Medicinadi Laboratorio 2) Direzione SanitariaA-UL S 14 Chioggia

Premessa: || servizio Trasporti Materiali Biologici (TMB): Leattivitaconnesse con laspedizione ed il trasporto di sostanze
infettive (o potenzialmente tali), di campioni diagnostici o di atri materiali biologici sono da considerarsi delle fasi pre-
analiticheatutti gli effetti, darispettare per garantirel’ accuratezzadelle prestazioni diagnostiche. I noltre, queste costituiscono
un potenziale pericolo di contaminazione del personale edell’ ambiente, in caso di fuoriuscitadel materialedai contenitori, in
particolare modo se tali incidenti avvengono per inappropriato confezionamento. Scopo del servizio TMB: Garantire i
risultati analitici e la sicurezza degli operatori coinvolti nelle operazioni di confezionamento, trasporto e spedizione di
meateriali biologici.

Materialee Metodi: E' stata effettuata preliminarmente un valutazione delle criticitaconnesse alle diversetipologiedi TMB
inbaseal tipo di materiale, |asuapotenzial e pericolositae considerando lasualabilitanonché le problematiche connesse alla
tipologia di trasporto: intra-ospedaliero, tra ospedali etc. Particolare attenzione é stata riservata alla normativa vigente. A
questo puntoil progetto e stato presentato allaDSAziendale chelo hacondiviso ed autorizzato dando mandato di costituire
un gruppo multi disciplinare presieduto dal sig. A. Zugno (TSLB conincarico di coordinamento nel Dipartimento di Patologia
Clinica) per stendere un progetto Aziendale. Superataquestafase si € provveduto all’ acquisto dei materiali per effettuareil
TMB ed astendere lerelativeistruzioni

Risultati: Il materiale & stato acquistato e distribuito atutti gli interessati. E’ stato predisposto un manuale generale che &
stato reso disponibile sul sito intranet Aziendale. Estratti di detto manuale contenenti le istruzioni specifiche per ogni
singolo aspetto sono state consegnate agli interessati. |1 Laboratorio ha coordinato una serie di interventi di formazione
diretti atuttoil personale coinvolto utilizzando sialaformazione sul campo chelaformazioneformale classica. |l progetto &
pienamente operativo dal Maggio 2008.

Discussione: Le appositeistruzioni vengono applicate ogni qualvoltasianecessario confezionare, trasportare (all’ interno o
all’ esterno delle strutture ospedaliere dall’ UL SS14) o spedire campioni diagnostici, sostanzeinfettive e materiali biologici.
Ogni punto di prelievo o smistamento di materiali biologici € fornito di dotazioni idonee ed il personale € informato sulle
semplici procedure daseguire per confezionarei materiali etrasportarli. | materiali per il confezionamento sono darecuperare
eriutilizzare. Le attivita TMB specifiche variano a seconda dellerichieste dei singoli servizi e quindi esistono linee guida
distinte. A livello ULSS, il TMB é coordinato da un Servizio di Sorveglianza che controllalaregolarita e funzionalita dei
trasporti, tale attivita & coordinatadal sig. A. Zugno.
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UNASPETTONEL CAMBIAMENTODELLAMEDICINADI LABORATORIO: F-16
IL PROFESS ONISTACOMEANIMATORE DI FORMAZIONE

L . Penzo, G. Gessoni, S. Valverde, A. Padoan, C. Longhin
ASL 14 Chioggia

Scopo del lavoro: Laformazione del personal e rappresenta un impegno etico per tutti e deve essere realizzata con un lavoro
di squadra integrando il miglioramento del singolo con la crescita del gruppo. Per far questo il Servizio di Medicina di
Laboratorio dell’ ASL 14 di Chioggia ha attivato un percorso d' aggiornamento con le altre unita operative, in cui un ruolo
determinante e stato svolto dall’ animatore di formazione; Questo ha portato ad avere un modello organizzativo capace di
promuovere momenti di verificaedi confronto .

Materiali e Metodi: Lo studio tracciaun bilancio dell’ attivitadegli animatori di formazioneall’ interno del Dipartimento di
Patologiaclinicadell’ ASL 14 di Chioggianel periodo 2003 —2008; attivitache nasce daun corso SIMeL ( ottobre 2003) eche
si sviluppapoi, in collaborazione con I’ Ufficio Formazione ed Aggiornamento mediante progetti formativi aziendali. I lavoro
ha attivato collaborazioni e sinergie che aloro volta hanno innescato a cascatainiziative e progettualita.

Risultati: Nel periodo 2003-2008 sono stati realizzati n.42 eventi formativi che hanno coinvolto tutto il Dipartimento di
patologia Clinica (54 professionisti) e n. 18 eventi formativi rivolti al personale dei reparti (300 operatori tra medici ed
infermieri). Gli eventi sono stati gestiti dall’ animatore di formazione, chehasvolto ruol o di referente presso I’ ufficio Formazione
aziendal e che ha supportato tutto I’ accreditamento ECM degli eventi ( 180 crediti formativi).

Discussione: |l lavoro svolto in questi sei anni ha portato alla costruzione di uno spazio Intranet responsabilizzato
dall’ Uff.Formazione aziendale e un link nel sito aziendal e com e passo collegato, la costituzione di un gruppo di animatori
dellaformazione edellaQualita. Un’informazione capillare haposto le basi del lavoro, lacreazionedi punti ECM informativi
nei Dipartimenti, lavalutazionedi analisi di fabbisogno, I’ individuazione di tematiche specifiche. Inoltre sono stati costruiti
report semestrali dell’ attivita per interventi di miglioramento predisposti secondo indirizzi aziendali. Il lavoro hacoinvolto
anche stagisti e tirocinanti, che hanno potuto cosi non solo “avvicinarsi “ alla diagnostica ma sperimentare sul campo il
lavoro di gruppo. L’ animatore dellaformazione, partito dall’ esperienzain SIMeL, hacostituito lefondamentadi un proficuo
impegno, atto acaratterizzare un aspetto dellaprofessionalitaal passo conil cambiamentoin atto. L' animatoredi formazione
hapermesso di essere catalizzatoredi iniziative edi eventi, haevidenziato un aspetto della professione del Tecnico Sanitario
come operat ore capace di dare sostegno alle iniziative, per coordinarle in team allo scopo di migliorare la qualita della
Medicinadi Laboratorio, promuovendone gli aspetti comunicativi.

ACCREDITAMENTO DEI LABORATORI, COMPARAZIONE I SO 17025 E 1 SO 15189 F-17
PERLA QUALITA’ANALITICA

M. Pradella
UnitaAutorizzazione e Accreditamento, AziendaUL SSn. 8 Asolo, TV; Commissione SIMel. QualitaeA ccreditamento

Scopo del lavoro. 34 paesi europel sono rappresentati nella European Cooperation for Accreditation (EA), nata dalla
fusione di EAL—Laboratory Accreditation ed EAC-Accreditation of Certification and I nspection Bodies, EA lavoracon la
Commissione Europea, secondo un Memorandum d’ intesa, applicando | SO/IEC 17011 (enti di accreditamento). Gli organi-
smi nazionali aderenti ad EA seguono principalmente | SO/IEC 17025. Recentemente, EA haammesso I’ accreditamento dei
laboratori medici secondo 1SO 15189 con lamodalitadello “ scopo flessibile”. Staquindi iniziando un’ attivitain cui organiz-
zazioni eispettori familiari con ISO/IEC 17025 si confrontano con laboratori che conoscono meglio SO 15189. In questo
studio si c onfrontano i due standard, superando latabellainternadi corrispondenza, per verificare puntualmente peculiarita
edifferenze nell’ areadellaqualitaanalitica

Materiali eMetodi. | testi di UNI CEl ISO/IEC 17025:2005 edi EN 1SO 15189:2007 sono stati disaggregati e, senzariguardo
allanumerazionedei punti néallatabelladi corrispondenzainterna, sono stati confrontati in parallelo per rilevare affinitae
differenze.

Risultati. Inmolti punti SO 15189 eSO 17025 corrispondono. Per laqualitadel metodi (faseanalitica) 15189 5.6.1 (internal
quality control systems) haun paralleloin 17025 5.9.1. L' incertezzadi misuraé sviluppato in 17025 in unasezione completa
(5.4.6) enon prevede esenzioni di sorta, mentre 15189in 5.6.2 ammette casi di non applicabilita 1SO 15189 punto 5.6.3 della
calibrazionetrovaun corrispondentein 17025 nell’ interasezione 5.6 (da5.6.1 a5.6.3.4). | concetti sono simili, main 17025 e
piu dettagliatalagestionedei mat eriali di riferimento. Nei laboratori clinici a cunefunzioni dipendono dallainterazionetra
laboratorio efornitori di reagenti, consumabili e sistemi. Al contrario, il punto 5.6.4 dei confronti inter-laboratorio éfortemen-
teespresso in 15189, mentre viene solo toccato da17025in 5.9.1. Il punto 5.6.6 dellacomparabilitainternaé del tutto assente
in1S0O 17025. Infine, analisi del risultati ed azioni sono uguali in 151895.6.7 €170255.9.2.

Discussione e Conclusioni. Nell’ambito della qualita analitica le corrispondenze sono molte, si rilevano in 15189 aree di
discrezionalitaper I'incertezzadi misuraesi percepisceil peso maggiore del ruolo dei fornitori di reagenti esistemi. Il giudizio
finale potra essere espresso sol o dopo I’ esame completo dei due documenti, maappare possibile chei requisiti di SO 15189
vengano verificati con i criteri delle ispezioni finora condotte secondo ISO/IEC 17025. Saranno perd necessarie liste di
riscontro e linee guida applicative per interpretareil differente peso attribuito ai requisiti nei due standard.
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LA COMUNICAZIONETRATECNICI DI LABORATORIO: F-18
UNA NECESSITA’ O UNA OPPORTUNITA’ NEL CAMBIAMENTO

C.Cirimbdllit, L. Penzo?
!Dipartimento di Medicinadi Laboratorio A.O. NiguardaCa GrandaMilano; 2Laboratorio di Analisi Ospedale Civile
ASL 14 Chioggia

Scopo del lavoro: Lacomunicazionetrai Professionisti nelladiagnosticarappresentaunanecessitaper il Tecnico Sanitario,
al quale oggi non e richiesta solo competenza professional e ma anche capacita gestionali e comunicative. Le tecnologie
informatiche mettono adisposizionedel professionistamolteplici opportunitacomunicative, o studio anaizzaquali potenziaita
di comunicazionehaoggi il Tecnicodi Laboratorio ecomele utilizza. 11 nostro primo obiettivo élacondivisioneeil confronto
trasoci al fine di scambiare idee e raggiungere soluzioni innovative. Occasione di confronto sono sempre stati i congressi
scientifici dove vengono presentate nuove metodichedi analisi, esperienzecliniche. Nel contesto attuale, andrebbe realizzato
uno specifico progetto di organizzazione di rete: In...form@zione (Informare come comunicazione, formazione come
aggiornamento professional e azione come progetti ed iniziative per lamedicinadi laboratorio).

Materiali e metodi: La tecnologia informatica diventa mezzo tecnico attraverso il quale incontrarsi e condividere la
comunicazione. Sono nati cosi in rete diversi portali: SIMeL e SIBIOC: il confronto trai tecnici avviene attraverso news,
gruppi di studio, forum, rivisteinternazionali, collegamenti con societa europee. Spazio Tecnici di Laboratorio Biomedico:
dedicato agli studenti del CdL in Tecniche di Laboratorio Biomedico dell’ Universita di Bologna (forum e organizzazione
didattica). Laprofessionedei Tecnici di Laboratorio: informazioni riguardo allo sviluppo della professione, forum, sezione
leggi. MolecularLab: notizierilevanti in campo biotech, medico e molecolare, scambio culturale traricercatori, docenti ed
aziende, lezioni interattive. ANTEL : notizie, forum, corsi e convegni, sezionelegidativa; Al TIC: sono disponibili forum, blog
scientifico, partecipazioneallastesuradel Libro del Laboratorio.

Risultati: il contesto lavorativo non € piu solo locale, ma € inserito al’interno di organizzazioni a rete, dove i vantaggi
dell’interscambio dati e dell’ attivitacomunicativasi integrano. In ogni laboratorio si individuano spazi per costruire progetti
daportare avanti attraverso la partecipazione attiva, si partecipaa cambiamento dellamedicinadi laboratorio, apartire da
queste realtainformatiche e possibile elaborare programmi di formazione ed aggiornamento professionale.

Discussione e Conclusione: si crea quindi unarete che prevedeil coinvolgimento di tutti i professionisti, la possibilita di
promuovere idee, progetti. Questo ci permettera di crescere insieme coordinando le energie e individuando spazi di
consultazione, di studio, di dialogo in un team composto datutti i professionisti del laboratorio.

L’AUDIT CLINICOIN MICROBIOLOGIA: F-19
ESPERIENZA FORMATIVA E MIGLIORAMENTO CONTINUO DELLA QUALITA

G. Saccani, D. Piccoli, C. Mazzi, A. Conti, M. Caputo
LaboratorioAnalisi ClinicheeMicrobiologia, AUSL 22 Veneto, Bussolengo (VR)

Scopo del Lavoro: Verificare selariorganizzazione recentemente implementata nella gestione delle emocolturerisponde alle
effettive esigenze cliniche. Coinvolgere e motivareil personale del laboratorio e quello dei reparti amodificare abitudini ed
atteggiamenti. Implementarelevariazioni ritenute utili a miglioramento continuo dellaqualita.

Materiali e metodi: In collaborazione con I’ Ufficio Formazione aziendal e abbiamo costruito un percorso formativo basato
sul ciclo dell’ audit clinico. Si € costituito un gruppo di studio coordinato dal Direttore del Laboratorio come garante del
progetto e composto datutto il personale del 1aboratori o, che & poi stato distribuito in tre gruppi di lavoro. Laprimafase &
stata la quantificazione del fenomeno: analisi delle modalita operative in uso e delle modalita di richiesta con particolare
riguardo allerichieste di “emocolture solitarie”. Si € poi proceduto a definire standard accettati e misurabili in base alle
evidenze disponibili in letteratura. Quindi si € studiata la concordanza delle procedure in atto con quanto raccomandato
dagli standard di buonapratica. Infinesi €intrapresal’implementazione delle modifiche all’ organizzazione ritenute necessa-
rie al perseguimento degli standard concordati.

Risultati: Laformulazione del progetto, steso in collaborazione con I’ Ufficio Formazione e presentato come attivitaformativa
per I’anno in corso & stato riconosciuto valido dalla commissione regionale ECM, che ha attribuito 17 crediti atesta per il
personal e partecipante, 25 per i tutor, 16 per il responsabile scientifico e 9 per il garantedi progetto. L' analisi dell’ esistente
haevidenziato un sotto-utilizzo dell’ esame da parte dei reparti e unaimperfettaconoscenzadellericadute assistenziali di una
efficace etempestivarispostadel laboratorio in questo settore. Laridefinizione delle modalita operative haottenuto I’ obiet-
tivo di ridurre significativamenteil TAT terapeutico (TTAT) medio.

Discussione: L' audit rappresentala componente “verifica’ nel circolo di miglioramento della qualita. Pur essendo ampia-
mente noto e praticato in altri contesti, non € ancora conosciuto ed utilizzato nelle nostre realta assistenziali come si
potrebbe e dovrebbe. La nostra esperienza, del tutto preliminare, vuole porre le basi per una definitiva appropriazione
“culturale” di questo strumento nella comune pratica assistenzial e nella convinzione che il miglioramento degli outcome
sanitari € obiettivo realisticamente raggiungibile solamente conil coinvolgimento pieno e convinto di tutto il personaledelle
strutture sanitarie. 11 riconoscimento dellavaliditadell’ iniziativada parte degli organismi ECM incoraggiaaproseguire su
guesta strada.
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EVIDENZA DELLA PRESENZA DI FONTI DI PERICOLO DAAGENTI BIOLOGICI INUN LABORATORIO | F-20
DI MICROBIOLOGIAA SUPPORTO DELLAVALUTAZIONE DEL RISCHIO BIOLOGICO DELIBERATO

R.D’lsanto,A. Migliozzi, M .P. Cocco
A.S.L.NA 2Dipartimento di PatologiaClinica

Scopo del lavoro: La presenteindagine nasce dallanecessitadi tutelarel’ operatore nell’ ambiente di lavoro. Tutti i fattori del microclima
dell’ambiente di lavoro, come temperatura, ventilazione, umidita, illuminazione, condizionano I’accumulo di sostanze, polveri e
microrganismi e la presenza di quest’ ultimi nell’ aria e sulle superfici di contatto, pud rappresentare un fattore di rischio per la salute
umana.

Materiali e metodi: || seguentelavoro svoltosi in unlaboratorio di Analisi Microbiologichesi articolain duefasi:

1) Si emonitoratoil livello di contaminazione microbicadelle apparecchiature e superfici di lavoro come possibile sorgente di infezione
per contatto, ed il grado di contaminazione dell’ aria-ambiente. Poi le superfici di |avoro ed apparecchiature sono stati decontaminati con
germicidi (soluzione acquosadi ipoclorito di sodio al 10% o fenolo a 2,5%) allafinedellasedutadi lavoro. Laventilazione € stataregolata
in modo che sono stati possibili 5 ricambi aerei/h, con temperatura compresafra 20 e 23°C,con umidita del 50-60%.

2) Successivamente si & eseguito un secondo campionamento.

Risultati:

Tabella n. 1. Numero di Microrganismi espresso in UFC, presenti in un mcubo di aria

MICRORGANISMI

LABORATORIO DI MICROBIOLOGIA MESOFILI TOTALI MUFFE COLIFORMI STAFILOCOCCHI
ARIA 376 CONFLUENTI 0 24
*CONFLUENTI = quantita di colonie non computabili

Tabella n. 2. Numero di Microrganismi espresso in UFC presenti in 24 cmq di superficie.

MESOFILI MUFFE COLIFORMI STAFILOCOCCHI
PARETI 10 0 0 1
PAVIMENTO CONFLUENTI CONFLUENTI 3 3
SUPERF. LAVORO 12 2 0 1
COMPUTER, MOUSE, TASTIERA, SCHERMO 10 3 2 1

Conclusioni: L'analisi dei risultati dimostrachei limiti di accettabilita sono superati per quanto concerne i mesofili totali ele muffe sul
pavimento del laboratorio di microbiologia. Inoltre esso presentalivelli eccessivi di muffe nell’ aria, pertanto nel |aboratorio di microbiologia
Vi é unapersistente presenzadi muffe. Lo stato di conservazione ele caratteristiche strutturali dei locali, laloro ventilazione, lafrequenza
el efficaciadel trattamenti di puliziae di disinfezione sono fattori che definiscono la qualita microbiologica dell’ ambiente di lavoro.|
risultati ottenuti non sembrano preoccupanti, ma segnalano la necessita di tutelare I’ operatore nell’ ambiente di lavoro, costantemente,
perché nell’ ambiente confinato si possono determinare con maggior frequenza condizioni che arrecano disturbo o danno alla salute.

QUALITY IMPROVEMENT DELLE EMOCOLTURE: IL RISULTATO DI CINQUE ANNI F-21

R.DeRosa, M. Avolio,M.L.Modolo,A. Camporese
S.C. MicrobiologiaeVirologia, AziendaOspedalieraS.Mariadegli Angeli, Pordenone

Scopo del lavoro: Lapercentualedi emocolture solitarie (ES), il livello di potenziale contaminazione (LPC) eil monitoraggio
del TAT sono considerati significativi indicatori di qualita preanalitica e postanaliticadelladiagnosi di sepsi. I College of
American Pathologists (CPA) raccomandail monitoraggio periodico di ESedel LPC comemisuradellaqualitatotaleanalitica
edellaqualitacomportamentaledi chi s occupadellaprescrizioneede prelievo. Gli Standard 1SO 15189:2003 a punto 5.8.11
definiscono che“il TAT deverifletterele necessitacliniche”, mentre Joint Commission International allo Standard AOP5.3
sottolinea che “results are reported within atime frame based on patient needs, services offered and clinical staff needs’.
Materiali emetodi: Il nostro laboratorio, certificato | SO 15189: 2003, procede con continuitaalaverificadi ES, LPC e TAT.
Nel presentelavoro, sono stati presi in considerazionei risultati di quality improvement dal 2003 al 2007. Conil terminedi ES
si eintesoil singolo set di emocolture (aerobi+anaerobi) prelevato per paziente nell’ arco di 24 ore; come LPC si € considerata
la % degli isolamenti di Stafilococchi coagulasi negativi ottenuti da un solo flacone su piu set prelevati. || TAT é stato
ottenuto estrapolando gli orari di accettazione erefertazionedal LIS.

Risultati; Dal 2003 a 2007, su 11.540 pazienti, per untotaledi 29.828 set di emocolture, [a% di ES épassatadal 13,4% del 2003
al 5,2% del 2007. || LPC é passato dal 4,4% del 2003 al 2,3% del 2007. || TAT medio delle emocolture, che gianel 2003
raggiungevail livellodi pitdel 70% dei risultati disponibili avideoin reparto entro 48 ore e piti dell’ 85% ent ro 72 ore, nel
2007 & passato a piu dell’ 80% entro 48 ore e piu del 95% entro 72 ore.

Discussione econclusioni: | risultati dimostrano I’ elevato livello di qualitae appropriatezzaraggiunto dal nostro laboratorio
nelladiagnosticadelle emocoltureel’ utilitadi possedere dei benchmarkscon cui monitorarelaqualitael’ appropriatezzadei
processi preanalitici-analitici-postanalitici intervenendo, quando e se necessario, con updates culturali-formativi mirati al
miglioramento dei comportamenti del personale. Il risultato di quality improvement raggiunto € infatti in buona parte
riconducibile all’intervento di revisione del protocollo aziendale per I’ esecuzione delle emocolture condiviso coi reparti e
alla contestuale modifica del sistema di detersione/disinfezione, ambedue volti a ottenere una migliore compliance
nell’ esecuzione delle procedure di prelievo. Si conferma, altresi, il notevole contenimento del TAT dovuto alla continuita
analiticagarantitasu sette giorni e aladisponibilitadei referti avideo.




RIMeL / IJLaM 2008; 4 (Suppl.) 203

QUALITA’' DEL PRODOTTO DA AFERESI: VALUTAZIONE MEDIANTE PARAMETRI F-22
ERITROCITARI CON STRUMENTAZIONE EMATOLOGICA

V. Brescia*, A. Mileti*, M. Tampoia*,A. Lopello*, L. Cazzato®, C. Citarella®, F. Di Serio*
*PatologiaClinical,°SIT Policlinico Bari

Scopo: valutare I’ effetto del trauma meccanico sui globuli rossi,(frammentazione e/o emolisi) prodotto da macchine per
aferesi mediante lavalutazione di parametri eritrocitari forniti dastrumentazione ematologica

Materiali emetodi: Sono stati anaizzati 37 prodotti daaferesi. Laconcentrazione dellaemoglobinatotal e (fotometrica)(Hbmis),
dellaemoglobinaintraeritrocitariacal colata (Hbcal c) elacontadel frammenti eritrocitari(f.e.)(cut-off:0,10x 106f .e.)sono steti
determinati suADVIA 2120(Siemens) Il grado di emolisi (Hbemol) ottenuto come [(Hbmis-Hbcal c)/Hbmis]x100, & stato
confrontato con I’ Errore Totale Analitico(ETA) intralaboratorio per I'Hb: 4.1%. La conta ottica degl i schistociti é stata
effettuata secondo | e raccomandazioni del GFHC. L' analisi statisticahaprevisto test parametrici per il confronto dellemedie
edellavarianza

Risultati: 8 prodotti daaferesi hanno presentato valori di %f.e.>cut-off 0,20% (m.o.) e 2 un grado di emolisi significativo
(differenza% traHbmise Hbcalc>ETA)

RBC % f.e. % f.e. tab la Hb mis Hb calc. differenza % tab 1b
x10° automazione m.o. o/dl o/dl
v. medio 5,1 0,7 0,49 v. medio 14,7 14,9 1,1
95% L.C. 4,4-5,8 0,2-1,2 0,14-0,8 95% L.C. 12,7-16,7 12,8-17,0 -3,1-0,9
Paired t-test: % f.e.=-2.8 (p<.001) Paired t-test Hb (g/dl) =-1,3 (p=0,19)

Conclusioni: Tale proceduradi verificadellaresaqualitativadel prodotto di aferesi, per lasemplicita e riproducibilitadei
risultati, € proponibilein fasedi validazione e di controllo periodico(cqi) sulle macchinein uso.

VALIDAZIONE DEL PRIMO STANDARD INTERNAZIONALEWHO PER GLI ANTICORPI F-23
ANTI-PEPTIDI CITRULLINATI

N.Bizzaro, D. Villalta, R. Tozzoli, E. Tonutti, A. Antico
Gruppo di Studio in AutoimmunologiadellaSIMelL

Scopo dello studio. 1 Center for Disease Control (CDC) di Atlanta (Georgia, USA) ha messo a punto un preparato liofilo
ottenuto da un pool di sieri di soggetti con artrite reumatoide (AR), che verralicenziato dal WHO come primo standard
internazionale per gli anticorpi anti-peptidi citrullinati (ACPA). Al Gruppo di Studio in AutoimmunologiadellaSIMeL é stato
chiesto di effettuare in anteprima mondiale uno studio di valutazione del comportamento del siero in rapporto a diversi
metodi analitici.

Metodi. Per laverificaabbiamo utilizzato 11 metodi commerciali per ACPA, valutando oltre al risultato quantitativo ottenuto
coni diversi metodi, anchelalinearitadel dosaggio mediantediluizione seriale dello standard (da1:1 a1:32). |1 coefficiente
di variazione (CV) intra-batch é stato calcol ato effettuando 12 ripetizioni su ciascunadi 10 fiale, utilizzando il test ELISA
CCP2 prodotto da Eurodiagnostica (Arnhem, Paesi Bassi). Infine, per valutarel’ efficaciadellastandardizzazione, 10 diversi
campioni di siero di pazienti con AR con concentrazione anticorpale variabile, sono stati analizzati con gli 11 metodi
commerciali elerelative concentrazioni sono state cal colate utilizzando come curvadi calibrazionele 6 diluizioni del siero
WHO al quale era stata assegnata provvisoriamente una concentrazione di 100 unita.

Risultati. Lalinearitadello standard érisultatacttimacon tutti gli 11 metodi impiegati (r2 compreso tra0.94 e0.99) dimostrando
cheil sero WHO é utilizzabile come calibratore universale anche dametodi cheimpiegano antigeni dasorgenti diverse. [l CV
medio intra-batch erisultato del 4.5% (1.20-5.87). Lecurvedi calibrazione ottenute per ciascuno degli 11 metodi utilizzando
come cdlibratori lediluizioni del siero WHO, hanno consentito di normalizzarelaconcentrazionedei 10 sieri AR esaminati,
riducendo significativamenteladispersione del valori (CV mediodei 10 sieri AR con curvadei kit 81.1% e con curvastandard
WHO 19.5%).

Conclusioni. Questaprimaverificadel comportamento dello standard WHO per gli ACPA, preliminare allasuadiffusionea
livellointernazionale, hadimostrato cheil sierorispondeai requisiti richiesti essendo utilizzabile datutte e aziende produttrici
per I elaborazione di curvedi calibrazione del loro metodi diagnostici e cheéin grado di standardizzarei valori anticorpali
anche se ottenuti con metodi diversi.Ladiffusione di questo standard e la conseguente adozione di unitainternazionali di
concentrazione anticorpale, consentira una pit accurata definizione del significato diagnostico e prognostico del valore
quantitativo degli ACPA e della sua utilita nel monitoraggio dei pazienti in trattamento e un notevole passo in avanti per
I’inclusione degli ACPA trai criteri diagnostici di AR.
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IL REFERENCE CHANGE VALUE NEL MONITORAGGIO DEI TEST COAGULATIVI F-24

V.Brescia, M. Tampoia, A. Mileti, G. Urso, A. Losito, F. Di Serio
PatologiaClinical, Policlinico Bari

Scopo del nostro lavoro é stato di determinareil reference change value (RCV) per i test di coagulazione utilizzando per il
calcolo dellavariabilitabiologicatempi lunghi di osservazione ed un sistemaanalitico stabile

Materiali e metodi: Sono state eseguite quattro determinazioni (unaogni tremesi) di Prothombin time (PT INR) e activated
partial thromboplastin time (APTTsec) in 38 soggetti (10F e 28M; etamedia 35.6 anni) apparentemente sani (nessun segno
di disfunzione epatica o di stati infiammatori; nessuna assunzione di farmaci). Tutti i campioni di sangue sono stati trattati
incondizioni standardizzate per ridurrelavariabilitapreanalitica. | test sono stati eseguiti su coagulometro CA7000 utilizzando
DiagenTROMBOPLASTINA-S(Dasit) e Biopool APTT-EA (Dasit); il long-term analytical CV eradi 2.1% per PT INR e 2% per
APTTsec. Lavariabilitabiologicaintra-individuale (CVI) ed inter-individual e (CV G) sono tati cal colati mediantetest ANOVA.
Inoltre sono state utilizzateleformule: RCV =2 1/2 x1.96x(CVA2+CV12)%2; I1I=CVI/ICVG

Risultati: vedi tabella

Conclusioni: Modifichedel valoredel PT INR > del 20,28% e/o dell’ APT Tsec > del 14,67% riscontratein unindividuotra
due determinazioni successive possono indicare variazioni clinicamente rilevanti ascrivibili apatologie o all’ assunzione di
farmeci

test Media ds CVa% CV: % CVs % II RCV %
PT INR 1,01 0,05 2,1 5,2 8.8 0,59 20,28
APTT sec 37,04 2,88 2,0 3,5 8.4 0.41 14,67
BRIDGING TAO-EPARINA: ESPERIENZA DELL'U.O. DI PATOLOGIA CLINICA G-01
DEL P.O.S.CHIARA DI TRENTO

S. Dazzi, L.G. Menghini, C. Lorenz, S. Deimichei, P. Caciagli
U.O. di PatologiaClinicaOspedale S. Chiaradi Trento

Introduzione: Nei pazienti anticoagulati a rischio trombo-embolico basso-moderato, che vanno incontro a procedure
chirurgiche con rischio di sanguinamento senza possibilitadi effettuare un’ emostasi |ocale efficace, come negli interventi

per cataratta con anestesiaretro bulbare, laTAO deve essere momentaneamente sospesa e sostituitada EBPM in modo da
ottenereunvaloredi INR < 1.5. LanostraU.O. dacircaun decennio & coinvoltain manieradirettanellagestionedel pazienti

sottoposti ad intervento di cataratta, con anestesiaretrobulbare, assistendo il chirurgo non solo mediante |adeterminazione
dei parametri biologici, maanche nella preparazione dell o schematerapeutico con embricazione dellaterapiaeparinica. Al

fine di agevolare questo percorso assistenziale e migliorare la qualita totale del servizio offerto € stato messo a punto un
protocollo operativo.

Scopo: Scopo del lavoro e valutare | efficacia del protocollo operativo adottato dalla nostra UO per i pazienti TAO da
sottoporre ad intervento chirurgico per catarattacon anestesiaretrobulbare e verificareil miglioramento dell’ appropriatezza
d’ impiego di EBPM rispetto al protocollo standard FCSA.

Metodi: Sono stati valutati retrospettivamente, nel biennio 2006-2007, 58 pz (31 femmine e 27 maschi, etamedia 78 anni e
range 55-88 anni) in terapiaanticoagul ante (95% Coumadin e 5% Sintrom) arischio medio-basso di tromboembolismo (84%
con FA di cui il 60% isolata), che si sono attenuti scrupolosamente allo schematerapeutico. Il nostro protocollo prevedela
sospensione dellaTAO nel 3 giorni precedenti I’ esecuzione dell’ intervento (se paziente € in range terapeutico al momento
della sospensione) ed inizio dell’ eparinaal giorno -2 (usando dosi profilattiche di EBPM ogni 24 h); ripresadellaTAOQ il

giorno dell’intervento (se non controindicazioni) con una dose doppiarispetto a quella abituale, ugualmente al giorno +1,
per passare a una dose del 50% superiore aquella abituale al giorno +2 e ala dose abituale al giorno +3 con sospensione
dell’eparing, seINR &> 2.

Risultati: L’ applicazione del nostro protocollo hapermesso di raggiungere un valoremedio di INR pre-intervento di 1.38, un
valoremedio a giorno + 3 dall’ intervento di 2.20, con un raggiungimento dell’ obiettivo pre-intervento (INR < 1.5) nel 77.6 %
dei pazienti edopo ripresadellaTAO (INR >2) nel 70.7% dei casi; di questi il 92.7% rientravanel range terapeutico ottimale
(INR2-3).

Conclusioni: Nellanostra esperienzal’ applicazione di questo protocollo si € dimostrata efficace nell’ ottimizzazione della
gestione dei pazienti TAO a basso rischio sottoposti ad intervento chirurgico per cataratta con anestesia retrobulbare e
nellarazionalizzazionedell’ utilizzo in profilassi di EBPM con un contenimento dei costi.
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DIAGNOSTICA SIEROLOGICA DELLA CELIACHIA: NOSTRA ESPERIENZA ORGANIZZATIVA G-02

B. Porcelli'?, C. Scapellato?, P. Rossi?, L. Pieri2, S. Martini?, L. Regoli? L. Terzuolil?
Dipartimento di Medicinalnterna, Scienze-Endocrino Metaboliche e Biochimica, Universitadegli Studi di Siena, Siena;
2UOC LaboratorioAnalisi Cliniche, Azienda OspedalieraUniversitaria Senese, Siena

Scopo del lavoro. Nell’ ambito della riorganizzazione presso la AOUS della Diagnostica di Laboratorio e nell’ ottica del
Miglioramento Continuo della Qualita, la diagnostica sierologica relativa alla malattia celiaca (MC) (anticorpi anti-
transglutaminasi, anti-endomisio, anti-gliadina) e statatrasferitaallaUOC LaboratorioAnalisi Cliniche. Riportiamo lanostra
esperienzariguardo all’organizzazione del settore celiachia, dallafase pre-analiticaallafase post-analitica.

Materiali e Metodi. Fase pre-analitica: codificadegli andliti per I’ accet tazione on-line; creazione di un unico foglio di lavoro
cheriportatutti i markers anticorpali di nostra pertinenza; conservazione in aliquote della provetta madre. Fase analitica:
organizzazione delle sedute analitiche; introduzione dei controlli di qualitaesterni (abbonamento ai Programmi di Val utazione
Esternadi Qualita, Policlinico Sant’ Orsola-Mal pighi, Azienda OspedalieraUniversitariadi Bologna) per tutti gli analiti. Fase
post-analitica: strutturazione del referto; definizione dei diversi percorsi diagnostici e conseguente referto interpretativo.
Risultati. La codifica degli analiti ha portato alla stesura di codici di accettazione semplici e di pronto utilizzo per gli
operatori. || foglio di lavoro unico hapermesso di avere, per ogni singolo paziente, il panoramadi tutti gli analiti richiesti,
facilitando la fase di aliquotazione della provetta madre. Sono state programmate piu sedute analitiche settimanali per
I"'impossibilitadi gestirein un’unicasedutai dosaggi dei vari autoanticorpi, eseguiti attualmente con metodi compl etamente
manuali. Il programma proposto dal Sant’ Orsola per i controlli di qualita esterni permette I'invio dei risultati on-line,
semplificando notevolmentele procedure. || refertorelativo ai markersanticorpali dellaM C riportale caratteristicherichieste
dall’1SO 15189: vaori di riferimento e metodi di analisi ed € stato costruito in manieratal e darispettare laveste graficadel
referto del Laboratorio. Abbiamo definito opportuni percorsi diagnostici (1); da questi € scaturito un referto interpretativo
con dei commenti, opportunamente codificati, che permettono a secondadelle situazioni di dare delleindicazioni preciseal
clinico.

Discussione e Conclusioni. Questo tipo di organizzazione tiene conto dellarealtain cui operiamo, e permette di avere una
completatracciabilitadel campione, di migliorareil tempo di rispostae di razionalizzareil percorso diagnostico.

(1) Tonutti E et al. RIMEL 2005, 2: 110-122.

DIAGNOSTICA SIEROLOGICA DELLA CELIACHIA: G-03
CONGRUITA’ DELLE RICHIESTE, NOSTRA ESPERIENZA

L.Terzuali, C. Scapellato, L. Pieri, P. Rossi, B. Porcelli
UOCAndlisi Cliniche, AziendaOspedaliera Universitaria Senese, Siena

Scopo del lavoro. Nell’ anno 2005 sono state pubblicate, ad operadel Gruppo di Studio Autoimmunitaed Allergologia(1), le
piu recenti linee guidariguardanti lamalattia celiaca. In laboratorio, per ladiagnosi ci si avvale principalmentedi tretipi di
test: il dosaggio degli anticorpi antitransglutaminasi tissutale (tTG), il dosaggio degli anticorpi antigliadina (AGA) el
rilevamento degli anticorpi antiendomisio (EMA). Nell’ otticadi unamigliore appropriatezza dellarichiesta, lelinee guida
suggeriscono specifici percorsi e, fondamentalmente, li differenziano asecondachei pazienti abbiano un’etaal di sotto o al
di sopradei 5anni. Primeindagini: tTG elgA totali, per escluderne un eventuale deficit. Gli AGA hanno un valore diagnostico
solo per i bambini con eta< 5 anni, dato che per o pitisi avrasieroconversioneper anti-tTGtrai 5ei 7 anni. L’ aumento delle
richieste per questa patol ogia hacomportato o spostamento delleanalisi al laboratorio di Analisi Chimico-Cliniche. Durante
lafase organizzativadi questanuovadiagnosticaabbiamo val utato, nell’ arco di tremesi, i tipi di richieste pervenuteci, al fine
di evidenziarnelacongruitaed, eventualmente, poter impostare le necessarie correzioni.

Materiali e Metodi. | dosaggi sono eseguiti coni kit fornitici dallaDitta Eurospital (Trieste): Eu-tTG IgA, a-Gliatest SIgA
elgG (test ELISA); Antiendomysium (test I FI).

Risultati. Richieste analizzate: 546. Di questeil 68% erano richieste esterne all’ ospedale. Soloil 17% riguardava pazienti con
eta< 5anni. Per questo tipo di pazienti avevamo il 79% di richieste per tTG, I’ 83% per EMA, il 43% per AGA IgA, il 25% per
AGA 1gG. Nel 22%dei casi avevamo larichiestacontemporaneadi tutti e quattro i dosaggi. Nel restante 83% dei pazienti,
coneta> 5 anni, avevamoil 65% di richiesteper tTG, il 79% per EMA,, il 46% per AGA IgA, il 35% per AGA 1gG. Nél 19% dei
casi avevamo larichiesta contemporaneadi tutti i dosaggi.

Discussione e Conclusioni. Dall’ analisi eseguitaemergelatendenzaad unarichiestaglobal e dei test, senzaseguireletappe
consigliate. Questo atteggiamento potrebbe essere in parte giustificabile dall’ elevata percentuale di pazienti esterni
all’ ospedale, che con una richiesta completa evitano un loro eventuale ritorno al laboratorio. Non € pero giustificabile
I’elevatarichiestadi AGA, sialgA che lgG nel gruppo di pazienti con eta> 5 anni. Per contro, solo in bassa percentuale si
verifica un eventuale deficit di 1gA totali. Da quanto emerso sembrerebbe necessario intervenire per un miglioramento
dell’ appropriatezzadellarichiesta, indicandoi corretti percorsi diagnostici.

(1) Tonutti E et al. RIMEL 2005, 2: 110-122.
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UNO STUDIO DI HEALTH TECHNOLOGY ASSESSMENT (HTA) APPLICATOALLA GESTIONE G-04
DELLA SICUREZZA TRASFUSIONALEAL LETTODEL PAZIENTE

B.Milanesi?, M. Vigand?, A.Lama?, A. Ghedi®, A. Rovere?, P. Perini?, G. Bar baglic®

1_aboratori Patologia ClinicaA.O Desenzano (BS), 2Servizio Immunoematologiae MedicinaTrasfusionale A.O Desenzano
(BS), 3Servizio IngegneriaClinicaA.O Desenzano (BS), “Ufficio Qualitd/Rischio Aziendale A.O Desenzano (BS), °Direzione
SanitariaAziendaleA.O Desenzano (BS)

Scopo del lavoro: una gestione efficace ed efficiente dei Processi sanitari, non pud fare ameno di disporre di uno strumento
di valutazione per I'introduzione di nuove tecnologie: I’ Health Technology Assessment &€ un modello valido ed innovativo,
utilizzato nellanostraA.O. dal 2005, che svolge unaimportante funzione di supporto nelle decisioni di politica sanitariaai
diversi livelli decisionali producendo val utazioni delleimplicazioni cliniche, economiche, etiche, legali, oltreché organizzative,
inerenti I’ adozionedi tecnologie.

Materiali e metodi: I’ approccio allo studio di HTA applicato alla Gestione della Sicurezza Trasfusionale, ha previsto la
costituzionedi un gruppo di lavoro (Ing. Clinica, SIMT, Reparto pilota, Ufficio Qualita/Rischio, Provveditorato) attraversoil
quale é stato sviluppato il progetto cosi articolato: 1-Analisi dei bisogni (prevenzione errori trasfusionali, identificazione al
letto del paziente/operatori), 2-Applicabilitaclinica(gestionerichiestatrasfusional e, gestione dati trasfusionali), 3-Identifica
zione delle tecnologie aternative (tecnologie e sistemi presenti sul mercato a finedi individuare il sistemamigliore per la
realta contingente, punti di forza, punti di debolezza), 4-Analis comparata dell’impatto organizzativo sui Reparti (prove sul
campo, somministrazione questionario di gradimento per valutazione operativitd), 5-Analis economica(costi diretti eindiretti).
Risultati: leinformazioni raccolte per laval utazione daparte del gruppo di lavoro, hanno evidenziato omogeneitadi visione.
I1 100% dei questionari di gradimento somministrati dopo valutazione operativahadimostrato semplicitad’ uso, miglioramen-
todellasicurezzared e e percepita, accettabilitadegli operatori. || monitoraggio effettuato dal SIMT dei near miss(quasi eventi
indesiderati) del Processo Trasfusionale, nel periodo Gennaio-Agosto 08, haidentificato 2 episodi di errataidentificazione
paziente/4600richiestetrasfusionali. L' analisi dei dati economici haevidenziato potenziali modifichedei costi assicurativi (un
ospedale di un centro di 50mila persone deve pagare una polizza assicurativa che oscilla attorno a Euro 750.000 che pud
arrivarea Euro 1-2ml se strutture pit grandi)con significativariduzione del canone se applicato sistemadi sicurezzaal letto.
Discussione e conclusioni: |’attuazione di processi di HTA pone I’ attenzione su una corretta determinazione dei bisogni
clinici ed esdltainoltrelacentralitadel team multidisciplinare.

INTEGRAZIONE TRA LABORATORIO E CLINICA NELLA GESTIONE DEL G-05
PAZIENTE ONCOEMATOLOGICO

D. Tanca*, G. Devoto*, M. Scudelletti**, G. Berisso**, A. Raffo**
* LaboratorioAnalisi ASL 4 Chiavarese, Lavagna; ** MedicinalnternaASL 4 Chiavarese, Sestri Levante

Scopo del Lavoro: presentare un modello organizzativo che prevede la gestione integrata, diagnostico-terapeutica, del
Paziente oncoematol ogico.

Materiali e Metodi: dacircadue anni abbiamo attivato, in collaborazione conil reparto di Medicinalnterna, un Ambulatorio
Interdipartimental e per la Diagnosti ca e Terapiadelle patol ogie oncoematol ogiche.L’ attivitaviene svoltapresso lasede del
Laboratorio Centrale, a cadenza settimanale, con la presenza di un Medico del Laboratorio e di un Medico
Internista. Attualmente il carico di lavoro si attesta sulle 10 visite settimanali.Tale attivita integra quella effettuata da un
analogo Ambulatorio di Ematologia Clinicagestito dallaMedi cinadi Sestri Levante.

Risultati: abbiamo raggiunto i seguenti obiettivi: 1) riduzione dei tempi di attesa per visite ematologiche entro i parametri
regionali 2) ottimizzazione dellarichiesta di esami per sospetto di patol ogia oncoematologica 3) rivalutazione del ruolo
professionaledel Medico di Laboratorio 4) stesurae applicazionedi linee guida condivise per laDiagnosticae Terapiadella
LeucemiaLinfaticaCronicaedelle Miel odisplasie 5) ottimizzazione dei tempi di ricovero edi Day-Hospital.

Discussione e Conclusioni; molti sono gli strumenti per la qualificazione e/o riqualificazione professionale del Medico di
Laboratorio,in un momento di proliferazione di nuove figure professionali ein assenzadi chiari riferimenti normativi. La
nostra esperienzaconsolidata, unicanellaRegione Liguria, chesi affiancaaquellapluridecennal eincentrata sullaGestione
della Terapia Anticoagulante Orale, € la dimostrazione che non esistono barriere culturali all’integr azione tra Medici di
Reparto e Medici di Laboratorio, nessun ostacolo di tipo burocratico amministrativo allo sviluppo di nuove attivita
diagnostico-terapeutiche. Spesso quello che manca a noi Medici di Laboratorio € la sufficiente voglia di cambiare e di
assumersi delle nuove responsabilita professionali che in realta sono parte integrante del nostro ruolo di Medici.
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“GESTIONE DEL RISCHIO CLINICOIN LABORATORIO”: LA NOSTRA ESPERIENZA G-06

V. Pdlegrino, N. Tricarico, G. Candido, S. Rao, M. Cannata, M. Salvia, S. Scola, B. Palma
Laboratorio di patologiaclinicaP.O. Civico-A.R.N.A.S. Civico-Ascoli-Di Cristina- Palermo

Scopo del lavoro. Lo studio dell’ errore rappresenta un momento centrale nel miglioramento della qualita stessa, anche se
difficolta insorgono a momento della sua stima e documentazione. |l test di laboratorio influenza aimeno il 70% delle
decisioni cliniche, di qui la capacitadi esprimere la sua enorme potenzialita. Pertanto non poteva non suscitare interesse
I'insiemedelle problematiche che gravitano sullagestione complessivadel pazienteedel rischio clinico. Il nostro laboratorio,
in collaborazione con I’ U.O. per la Qualita ha attuato un progetto della duratadi circa un anno, finalizzato a monitorare e
ridurre il fenomeno degli errori in laboratorio, diffondendo la cultura del “segnalare e non colpevolizzare”, nonché della
ricerca delle cause che generano o potrebbero generarel’ errore.

Materiali emetodi. Il progetto s éarticolato in duefasi. Laprima(marzo- settembre 2007) é servitaacreare un team (4 medici,
4 tecnici e un biologo) allo scopo di formare ed informare gli operatori che hanno aderito a progetto; successivamente
stato pianificato un sistema di Incident Reporting ideato su base volontaria ed anonima. La seconda fase (ottobre 2007-
gennaio 2008) si € basata su unaseriedi incontri durantei quali sono stati presentati i risultati dell’ Incident Reporting e altri

dati relativi aun questionario asceltamultipla.

Risultati. L'analisi dei dati raccolti durante il progetto ha consentito di individuare dei “punti critici” di potenziali rischi

(applicando il sistema FMEA) e di pianificare un percorso proattivo che mirasse all’ individuazione/ elimina zione delle
criticitadel sistema primachel’incidente si verifichi. Quest’ ultimo aspetto € stato attuato con lastesuradi una RCA alo
scopo di studiarein manieracriticagli incidenti ei near-miss pit frequenti nell’ ambito dell’ intero processo (clinico, tecnico,

organizzativo) e con lafinalita di pianificare strategie correttive daimplementare. Dall’ elaborazione dei dati si € inoltre
riscontrata una maggiore incidenza di errori nellafase pre e post-analitica rispetto alla fase analitica, a conferma dei dati

riportati in|etteratura.

Discussione e conclusioni. |l progetto ha avuto sicuramente il grosso merito di avere coinvolto attivamente tutte le figure
professionali del laboratorio e di avere evidenziato lo stretto legame esistente tra rischio clinico e Qualita, facce opposte
dellastessamedaglia, se &€ vero che un evento sfavorevole rappresental’ opposto di “cio che soddisfale esigenzeimplicite
ed esplicitedel paziente/ cliente”, che élapit elementare definizionedi Qualita

PTHINTRAOPERATORIO: UN'ESPERIENZA MULTIDISCIPLINARE G-07

E. Toffalori?, G. Pegoretti?, S. Dematte’®, P. Valduga®, C. Eccher¢, P. Caciagli®
#Patologia Clinica, "MedicinaGeneral e, ‘Chirurgia General e, Ospedale Santa ChiaraAPSS Trento

Scopo. Implementareil dosaggio del Paratormone (PTH) intraoperatorio con |’ obiettivo di migliorarel’ efficaciaddl’ intervento
chirurgico ndl’iperparatiroidismo primitivo (IPT).

Materiali e metodi. E statarealizzataunaanalisi di fattibilitaval utando risorse strumentali, personal e disponibile e tempi di
rispostain urgenza. In collaborazione conil chirurgo e con I’ endocrinologo é stato concordato un protocollo dopo analisi
dellaletteraturaedi altre esperienze; verificatalafunzionalitadei trasporti e dei tempi di risposta; formalizzataunaprocedura
dettagliatanei particolari operativi ed interpretativi dei valori del PTH. Campioni in provettacon EDTA analizzati su Elecsys
20 10 Roche Diagnostics, metodo ECLIA, tempo di esecuzione 18 minuti. Prelievi eseguiti in S.O. primadella escissione,
dopo 10 edopo 20 minuti dall’ asportazione dellaghiandola. Consegnaimmediatadel campioneal tecnico di riferimento del
settore urgenze e comunicazione telefonicain SO entro 30/40 minuti. | criteri per valutare la completa asportazione del
tessuto i persecernente prevedevano un calo almeno del 50% dopo 10 minuti e dell’ 80% dopo 20 minuti. E stato concordato
conil personaledel reparto chirurgico di raggruppare piu sedute operatoriein uno stesso giorno edi avvertireil laboratorio
con alcuni giorni di anticipo.

Risultati. I| PTH intraoperatorio € stato eseguito su sette interventi. In un caso il dosaggio & stato determinante portando
ad unaimmediata ulteriore escissione con un successivo calo di oltre’80% i valori iniziali. Intutti gli altri casi il calo dei
valori del PTH giadopo 10 e 20 minuti dimostravala corretta asportazione. |1 protocollo é stato validato per funzionalitae
rispetto dei tempi di risposta.

Discussione e conclusione. Laguarigionedell’ IPT & possibile solo asportando tutto il tessuto paratiroideo i perfunzionante.
Numerose sono ledifficoltadellariuscitachirurgica: distinguere un adenomadaadenomi multipli o daiperplasia; possibile
ectopia o ghiandola soprannumeraria o di piccole dimensioni. || dosaggio del PTH intraoperatorio, possibile per labreve
emivita, hapermesso di documentarein fase chirurgicalacompletaasportazioneo di attivare un’immediataulteriore escissione.
Nellanostra esperienza é stata essenziale la collaborazione e comunicazionetrail personaledi chirurgiaedel laboratorio,
nonchélacollaborazioneddll’ endocrinologo per laselezionedei pazienti dainviared chirurgo. Lacoordinazionetrai diversi
professionisti eladisponibilitadel PTH intraoperatorio hacreato i presupposti per continuare ad eseguirenell’ UO Chirurgia
Generaledell’ Ospedaledi Trento tutti gli interventi chirurgici per IPT evitando!’invio dei pazienti in sedi extraprovinciali.
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THE OUTCOME OF REGIONAL URINE GROUP EXPERIENCE: STRENGTH OF NEW G-08
METHODOLOGICAL APPROACHESBY AVOLUNTARY TEAM OF CLINICAL PATHOLOGISTS

A. Caleffil, M.G. Silvestri?, P. Menozzi®, R. Balducci?, P. Billi®, |. Bugoni®, E. Dieci®, P. Selva’, R. Agnolettié,

M. Brini®, E. Poggi®, G. Volpones', C. Monica'

I1Clinical Patology L aboratory Azienda Ospedaliero-UniversitariaParma, 2Policlinico S. Orsola-Mal pighi Bologna,
A zienda OspedalieraReggio-Emilia, “AUSL Rimini, SAUSL Ravenna, SAUSL Piacenza, "Ospedale MaggioreAUSL
Bologna, BAUSL Forli

Aim: Chemical and morphological urine examination was for many years considered of little impact or obsolete. With the
increased technology in automation for sediment, the attention has moved on standardization of the analytical process.
Technol ogical innovation has encouraged specialiststo reorgani ze and share anew way to manage the analytical processes.
Now it seemsto revive theimportance of agood sediment examination and we had the intent to create moments of debate
among specialistsinthefield

Materials and methods: On June 2006 we organized the first Urine Regional Improvement Group Meeting at University
Hospital of Parma. Theinvitation was extended to al involved inthe Urine Divisions of Emilia-RomagnaL aboratories. The
aimwasformalised by sending the notice at the Regional Health Agency. The team used aworking list of emerging issues,
assigned the topicsto analyse; than were produced documents and planned about following meetings. A report was written
every time and sent to each participant. The events has been introduced by Parma Hospital training office. Individua
activity consists on search for bibliographic documentations, devel opment of procedures and protocols, data and specimens
collection to produce experimental analysis.

Resullts: Since June 2006 we have organi zed 6 meetings. We agreed to choose threshol d values about uriner eports; we have
made information and support about the appropriateness of the request and the collected samples and pre-analytical
phases with indications shared for outpatients and physicians; were discussed national and international Guidelines; in
2007 were organi zed two regional scientific courses of high specialization for expertsin urinary morphology in Parmaand
Bologna, and in 2008 we cared for urine preanal ytical problems.

Conclusions: We focused threshold decision to standardize the methodologies, to revise the reporting and issues of
interpretation on patients and diseases. This methodology has highlighted differences also in preanalytical and post
analytical phases, sometimes depending on relationships with operators and the organization of the system for collecting
samplesand redistribution of reports. Were improved the conditions for exchange of experiences and scientific information
trying to resolve problems not alone but in team. The goal would be to improve quality for patient safety as final result.

VALUTAZIONE DEL BENESSERE ORGANIZZATIVO DEI TECNICI DI LABORATORIO. G-09
STUDIO PRELIMINARE

D. Nigris*,A. Tamigi®
* Azienda Ospedaliero-Universitaria-LaboratorioAnalisi d’ Elezione-Udine
°ASS5 BassaFriulana- LaboratorioAnalisi - Palmanova(UD)

Scopo del lavoro: |l presente € uno studio che analizzera, oltre I’ organizzazione dei Laboratori Analisi del Friuli Venezia
Giulia, il temadel benessere organizzativo nel mondo del Tecnici di Laboratorio, inteso comeinsiemedei nuclei culturali, dei
processi e delle pratiche organizzative che animano la convivenza nei Laboratori d'analisi, promuovendo, mantenendo e
migliorando laqualitadellavitaeil grado di benesserefisico, psicologico e sociale.

Materiali e metodi: Per questo studio preliminare e stato predisposto un questionario sottoposto al personale tecnico di un
laboratorio di mediedimensioni. Lasceltadel questionario @dovutaai noti vantaggi di rapiditaed anonimato. Lapopolazione
€ compostatotalmente da persone di sesso femminile, con un eta medianadi 45 anni (range: 29-61anni); circail 77% haun
etacompresatrai 35 ei 54 anni, mentreil restante 23% si suddividetrapersone di eta superioreai 55 anni e giovani entroi
34 anni. Tutti hanno un contratto atempo indeterminato; il 15% sono impiegati atempo parziale. | titoli di studio vanno dal
corso di abilitazioneallalaureain biologia.

Risultati: Sono stati assegnati dei punteggi che vanno da 1=insufficiente a 4=buono alle possibili risposte. Alla prima
domanda, riguardante lasicurezza, lamediaédi 2,8; per laseconda, riguardante lafunzionalitadell’ ambientedi lavoro, € pari
a3,1. Per laterzadomanda, riguardante lacomunicazione e lachiarezza degli obiettivi, lamediaé nettamente insufficiente
(1,5). Il quarto quesito, riguardante laval orizzazione delle competenze, haavuto unamediadi 2,2 mentreil quinto, riguardante
larelazionefracolleghi, di 3,3. Lerelazioni coni dirigenti hanno raggiunto lasufficienzaconun 2,5, inferiorelamediarelativa
alla divulgazione delle informazioni lavorative, con una media di 2,0; infine la domanda sull’innovazione ha avuto una
rispostapari a 3,2.

Discussione e conclusione: Daquanto € emerso i punti di forzadi questa organizzazione sono lasicurezzaelafunzionalita
dell’ ambientedi lavoro, lerelazioni interpersonali fraTecnici eil grado di innovazione tecnol ogica. Risultano insoddisfacenti
laconoscenzaelacondivisionedegli obiettivi el’ accesso aleinformazioni pertinenti lo svolgimento del lavoro. L’ ambiente
relazionale con i dirigenti € da ritenersi mediamente soddisfacente. Rapportando i dati ai titoli di studio emerge che la
percezione del benessere organizzativo € omogeneo per tutti i percorsi formativi. Questi risultati sono preliminari rispetto ad
uno studio che vedra coinvolti nei prossimi mesi tutti i Tecnici di Laboratorio operanti in strutturedi Analisi Cliniche della
Regione Friuli VeneziaGiulia, seguiralapubblicazione dei dati e soprattutto delle conseguenti analisi.
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IMPIEGO DI CONSERVANTI PERL'ESAME DELLE URINE G-10

P.Billi*?, C. Cimmino?, S. Laghi!, V. Zanardi', M.G. Silvestri2, A. Caleffi2, R. Balducci?, P. M enozzi?,
|. Bugoni?, E. Dieci?, P. Selva?, R. Agnoletti?, M. Brini?, E. Poggi?, G. Volpones?, C. M onica?
L aboratorio Analist AUSL Ravenna—P.O. Lugo; 2Gruppo Urine Regione Emilia-Romagna

Scopo del lavoro: Laconcentrazione degli esami presso Laboratori di dimensioni medio/grandi, determinaallungamento
dei tempi preanalitici; per I’ analisi delle urine cid comportaun mancato rispetto delle raccomandazioni delle Linee Guida
internazionali (1). E' stato valutato I'impiego di conservanti per garantirelamigliore conservabilitanel tempo delleurine
per I’ esecuzione dell’ esame compl eto.

Materiali e Metodi: Sono stati esaminati 100 campioni presi dallaroutine. Per laraccoltadelle urine é stato utilizzato
contenitore sterile a bocca larga e prelievo da mitto intermedio, € stata fatta aspirazione in provette sottovuoto e sono
state prodotte tre aliquote per : a) provetta“ Greiner bio-one urine colture”; b) provetta“ Becton Dickinson UA
preservation tube”; ¢) provetta senza alcun conservante “ Greiner bio-one urine no additive”. Le 3 aliquote sono state
esaminate al tempo O (entro 1 oradallaraccolta) e dopo 6 ore; su tutti i campioni € stato eseguito I’ esame chimico su
strumento Aution Max Menarini, I’ esame citofluorimetrico su UF-100 Dasit, mantenendo le provette ae b atemperatura
ambienteelaprovettaca+ 4°C.

Risultati: | risultati ottenuti sono stati confrontati con il dato di base rappresentato dal campione di urine raccolto in
provetta senza conservante ed esaminato al tempo 0. Il criterio usato per valutare la concordanza é stato quello proposto
daKouri (2) ecioeun aumento del 100% od unariduzione del 50% di ciascun parametro. Lamigliore concordanza é stata
ottenuta con le urin e senza additivi conservataa4 gradi C, per le provette ae b si sono avuti concordanze accettabili.
Coni conservanti attualmente disponibili in commercio e statarilevatainterferenzadi fondo nel conteggio
citofluorimetrico degli elementi corpuscolati, in particolare sovrastimadegli eritrociti sui campioni che, nellaprovettadi
riferimento, presentano valori a di sotto del cut-off di normalitastabilito.

(1) ECLM-European Urinalysis Group. European Urinalysis Guidelines.Scand J Clin Lab Invest 2000;60: Supplement 231
(2) Kouri T, Maminiemi O., et al. Clin Chem Lab Med 2008 ;46(5):703-713

MODIFICHE ORGANIZZATIVE CONSEGUENTI ALL' INTRODUZIONE DEL NUOVO SISTEMA G-11
INFORMATICO GESTIONALE DI LABORATORIO EDEL SETTORE PRE-ANALITICO:
VANTAGGI ECRITICITA’

D. Nigris, S. Zinutti
Azienda Ospedaliero-Universitaria, Dipartimento di Medicinadi Laboratorio, Udine

Scopo del lavoro: L'introduzione del nuovo sistema informatico di laboratorio e della strumentazione preanalitica ha fatto
si che anche nella nostra azienda I’intero processo pre-analitico—analitico—post-analitico iniziasse ad essere del tutto
tracciabile. L' introduzione di un sistema gestionale dialogante con gli analizzatori dei vari settori del Laboratorio ha permesso
che la fase pre-analitica divenisse un “centro di controllo di processi”. Lo scopo di questo lavoro € quello di andare ad
analizzare quali sianoi punti di forzae quelli critici in un organizzazione dinamicaed in viadi completa riorganizzazione come
e quella del Dpt di Medicina di Laboratorio dell’ Azienda Ospedaliero Universitaria di Udine.

Materiali e metodi: La fase pre-analitica & seguita sia da personale che afferisce alla dotazione organica del Laboratorio, che
da personale proveniente da altre realta; il coordinamento delle risorse umane e I’ ottimizzazione delle strumentazioni pre-
analitiche risultano percio particolarmente complessi. Queste problematiche possono essere affrontate soltanto tramite un
innovativo modello tecnologico-organizzativo, quindi basato su cid che I'industria ha messo a punto pit di recente ma
condiviso da tutte le figure professionali coinvolte. L’ intero ciclo per i pazienti previsto nella nostra realta prevede i
seguenti passaggi: - Accettazione—-CUP Analisi (pazienti esterni) - Check-in dell’ attivita esterna - Decentralizzazione della
fase di accettazione interni - Passaggio in preanalitica - Carico dell’ attivita nel le liste di lavoro - Check-out a fine giornata
lavorativa -Validazione risultati Firma Digitale - Stampa referti - Consegna referti ai pazienti esterni; invio diretto in cartella
clinica elettronica dei referti dei pazienti in regime di ricovero. L’ Information and Clinical Technology (ICT) rappresenta una
risorsa strategica sempre pit importante nella Governance del sistema sanitario e nel management del paziente. Vanno
quindi risolti i problemi che hanno finoraimpedito la piena utilizzazione di questa risorsa in ambito sanitario. Appropriatezza
del processo analitico: — Ottimizzazione dei flussi operativi e riduzione del TAT — check-in e tracciabilita — reflex testing —
validazione tecnica e medica — assicurazione della qualita analitica (EQA)

Risultati: E' ben dimostrato che oltre il 50% dell’ attivita globale di laboratorio viene assorbita dalla fase non analitica e
soprattutto dallafase preanaitica (lafas e post analiticatrovagia oggi importanti e adeguate soluzioni nella computerizzazione
del laboratorio). La maggior parte degli errori di Laboratorio si riscontrano nella fase preanalitica che, se eseguita non
correttamente, pregiudica un risultato ottenuto mediante I’ utilizzo delle tecnologie piu sofisticate.

Discussione e conclusione: L’information Technology applicata alle fasi pre-analitiche, analitiche e post-analitiche della
diagnostica di laboratorio ala luce delle nostre personali esperienze maturate negli ultimi anni si & dimostrata una scelta
vincente. Assai critica risulta ancora la fase pre-analitica, il numero delle non conformita riscontrate & ancora €levato;
I’avvio della strumentazione dedicata ha contribuito alla tracciabilita del campione a partire dal suo arrivo in laboratorio, di
certo perd non ha ridotto gli errori dalla precedente fase “pre-pre analitica’.
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PROGETTO 2008 LA FORMAZIONE: STRUMENTOATTIVO DI SUPPORTO DEI G-12
PROFESSIONISTI EALL’ORGANIZZAZIONE DEL LAVORO DEL LABORATORIO

F.Manoni, |. Bountis, G. Rosa,A. Granieri, K. Guerra, M. Pavandlo, M. Ferrari,M .L. Girardi,
G. Scarparo, M. Ercolin
Servizio Medicinadi Laboratorio Este-MonseliceAz. ULSS 17 Regione Veneto

Scopo del lavoro: |1 nostro periodo storico € contrassegnato dalla tecnologia. L'ingegno umano pare non avere limiti ele
industrie sfornano continui avanzamenti tecnologici. LaL egge di Moore prevede che ladensitadei microprocessori (velo-
citaememoria) si raddoppi ogni 18 mesi. L e tecnologie bio-mediche dopo aver pervaso tutto I’ Ospedal e, si diffondono nel
territorio. Il Laboratorio € evoluto conil piti alto contenuto tecnol ogico: flusso continuo dei referti e TAT sempre pit brevi.
Questo “Nirvanatecnologico” nasconde unagrandeinsidia: il gap trapotenzialita ed operativita frutto di unaformazione
tradizionale che spesso &: 1)lontana dai reali contenuti operativi; 2)carente di coinvolgimento diretto, pratico, verificato.
Spesso siamo coinvolti ininiziative“fast-food” con abbuffate di modelli precotti, ECM muniti daconsumarein frettaele cui
ricadute nella praticasono limitate o nulle. Procedendo dalle esigenze emerse nei riesami periodici delladirezione abbiamo
definito un progetto formativo come un strumento attivo di supporto all’ organizzazione del lavoro in grado di colmareil gap
fratecnologie disponibili e conoscenzeindividuali

Materiali emetodi: 1l nostro Servizio propone un progetto formativo annual e condiviso fratutti gli operatori del Laboratorio
Analisi contracciabilitadel percorso di miglioramento dei processi. Il progetto contemplagli aspetti essenziali del migliora-
mento continuo: il riesame dell’ attivita prodotta, il coinvolgimento di tutto il personale ripartito per Aree diagnostiche, le
azioni correttive (GdL) leazioni preventive e di formazione (Tutor ). || personalecoinvolto édi 61 operatori (TSLB, Dirigenti
elnfermieri) del MediL ab.

Risultati: 1l progetto & stato accreditato regione Veneto come Formazione Sul Campo: 30 Crediti ECM assegnanti per
operatore. Prevede: tre incontri di due ore per anno e un’ ora di autoformazione per settimana, al progetto quindi € stato
riconosciuto tempo per |’ autof ormazione tracciatadal report individuale“elementi in entratadelleriunioni”.

Conclusione ediscussione: Coerentemente con I’ avvio della sperimentazione del progetto VEN FSC n° 135 si e avviato un
percorso di confronto e di verifica. La Formazione sul Campo ha preso avvio con gennaio 08 e si € progressivamente
consolidata, verificando interesse e positiva rispondenza da parte degli operatori: ad agosto 08 risultano 14 verbali di
riunioni d' areacon 42 elementi in uscitaper il miglioramento dellaqualita. Crediamo si possaaffermarechelaFSC in corso
di realizzazione rappresenti uno strumento di crescitaculturaletrasversale, conriflessi immediati etangibili sull’ organizza-
zionedel lavoro.

IL SELF MONITORING IN SARDEGNA. REALTA E PROSPETTIVE DELL’AUTODIAGNOSI G-13
INFARMACIA

N. Camusso
Serv.di Medicinadi laboratorio PO.” San Martino” A.S.L n°5 Oristano

Comeinaltreredta, anchein Sardegnasi é sviluppato dadiversotempo, al’interno dellefarmacieil servizio di self monitoring
o0 autodiagnosi. Con I’intento di conoscere lo sviluppo e I’ organizzazione del servizio e in previsione di una possibile
collaborazione con le stesse, lasez.Sardegnadella Societaltalianadi medicinadi Laboratorio hacollaborato con laFond.ne
SantaMariaValverde nellarealizzazione di un’incontro sul tema: “ Esternalizzazione degli esami di laboratorio” rivolto ai
farmacisti.

Materiali emetodi: All’interno dell’ incontro & stato somministrato ai partecipanti, provenienti dadiverse parti dell’isola, un
guestionario composto da sette domande, riguardanti lagrandezzadell afarmacia, I’ esistenzao meno di un settore dedicato
al Self Monitoring, lapresenzadi un sistemadi gestione dellaqualita, I' eventuale volontadi parteci pare ad un programmadi
valutazione esterna dellaqualita, e per quelle farmacie che non fornivano tale servizio, se esistevalavolontadi attivarlo.
Risultati: Su trentuno questionari somministrati solo nove farmacie hanno presente un settore dedicato al Self Monitoring,
e soltanto due hanno un sistemadi gestione attivo. | parametri maggiormente dosati sono: Glicemia, Asseto Lipidico, Hb.
Tutte le farmacie dove € presente un settore dedicato e quelle che intendono aprirne uno si sono dichiarate favorevoli a
partecipare ad un programma di valutazione esterna di qualita. Le farmacie dov’ & presente questo settore sono medio/
piccole, e non tutte hanno nelle vicinanze un presidio ospedaliero.

Conclusioni. Riteniamo che lo sviluppo del Self Monitoring sia ben pit ampio di quello che risultadal |avalutazione del
guestionario. Risultaevidente anche dai colloqui intercorsi all’interno dell’ incontro, cheil discorso Self Monitoring suscita
interesse, se pur con qualcheremora, legato ai costi di gestione. Matutti si sono dichiarati disponibili ad attivare un dialogo
su argomenti come valutazione esternadi qualita, riferitanon solo a settore Self Monitoring, formazi one ed aggi ornamento
su argomenti di medicina di laboratorio, soprattutto come possibile intervento del farmacista quale primainterfaccia del
paziente che allo stesso si rivolge per I esecuzione el’interpretazione del test. Riteniamo che questi due ultimi punti siano di
notevoleimportanzaper la SocietaltalianaMedicinadi Laboratorio, che potrebbe svolgere un ruolo non solo di consulente
per lefarmacie, maanche avere un ruolo di formatore/informatore su tali argomenti. Lasez.Sardegnaringraziail presidente
dellaF.ne SantaMariaValverde per aver dato lapossibilitadi somministrare eil questionario.
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IL PAZIENTEAL CENTRO DELL'ESAME DI LABORATORIO: COMUNICAZIONETEMPESTIVA | G-14
DI VALORI EMATICI CRITICI

F. Minetti, G. Seghesio, R. Scar so
Dipartimento di PatologiaClinica- Laboratorio Analisi - Ospedal e San Paolo - Savona

Scopo del lavoro: | risultati degli esami di laboratorio, quando superanoi valori di panico, possono evidenziare un quadro
clinico particolarmente critico, tanto darichiedere lacomunicazione tempestivadei dati al medico curante, il quale metterain
atto gli interventi piu efficaci per evitarelacompromissione dellasalute del paziente.

Materiali emetodi: A gennaio 2007, durante esperienzadi brainstorming trail Direttoreei Dirigenti dei 3 Laboratori Analisi
del Dipartimento di Patologia ClinicadellaASL 2Savonese é statarevisionatalatabelladegli analiti per i quali effettuarela
comunicazionetempestivaerelativi valori di criticita, con riferimento araccomandazioni dellaJCAHO, IFCC, CAP,RCP, o
affidandosi acriteri di prudenza derivanti dall’ esperienza sul campo. Latabella & stata inserita nella istruzione di lavoro
dedicataallavalidazione dei dati. Quando un Dirigente valida un dato altamente patol ogico, per esami non urgenti, previa
esclusionedi errori in qualsiasi fase del processo analitico, si attiva per comunicarlo nel minor tempo possibile a clinico
coinvolto nel trattamento del paziente alivello diagnostico e terapeutico. Di grande ausilio ai Dirigenti del Laboratorio
Analisi nella evidenziazione tempestivadei valori critici € il modulo DNSEV (della ditta Noemalife), sistema esperto di
validazione, cheéingradodi filtrarei test coni risultati critici evidenziati daallarmi generati sullabasedi regoleinseritenella
faseinizialedi configurazione. Ai fini di rendere omogeneo |’ operato all’ interno del Laboratorio, vieneregistratanel sistema
informativo gestionale I’ avvenuta notifica precisando a chi € stata effettuata. Per age volare questa fase sono state
precodificate delle note nel sistemainformativo gestionale del Laboratorio, note che vengono stampate automaticamente
sul referto.

Risultati: I monitoraggio costante delle comunicazioni effettuate dal personale del Laboratorio Analisi dell’ Ospedale San
Paolo, evidenziachevi € modesta preponderanzadi comunicazioni al clinico (58%) piuttosto cheall’ interessato (42%) e che
i casi impossibili di notificasono moltorari (N°3in 19 mesi).

Discussione e conclusione: L' iniziativahaaumentato I’ interazionetraclinicaelaboratorio e hatrovato gradimento siatrai
clinici chetrai pazienti (ringraziamenti). Visto il congruo numero di segnalazioni di pazienti inviati al pronto soccorso e
quindi aricovero ospedaliero per effettuare opportuni interventi volti amigliorare lo stato di criticita, amaggio 2008 si &
ampliatalatabelladi analiti per i quali effettuarelacomunicazione. | costi vivi sostenuti dall’ azienda (costo delle telefonate)
sonoirrisori in confronto ai benefici intermini di sicurezzadi cui giovano i pazienti.

VALUTAZIONE DI STRUMENTAZIONEAUTOMATICAALFRED-HB&L PER SCREENING G-15
UROCOLTURE: ASPETTI GESTIONALI

M.R. Cavallo, D. Car pi, E. Peyronel, D. Enrici Baion , E. Richetta, S. Berti,A. Guglidmet,
A.Laurenti,A. Pasgualucci
Presidio Ospedaliero di PineroloASL TO 3

Scopo del lavoro: Larapiditadi refertazione delle urinocolture consentitadal sistemaautomaticoAlfred-HB& L per
urinocoltura(3 ore) offrelapossibilitadi valutare, con maggiore tempismo lanecessitadi prescrizione e somministrazione
di terapiaantibioticaed evitarei trattamenti superflui, situazione difficilmenterealizzabile utilizzando i metodi tradizionali.
Scopo del lavoro évalutarel’ entitadei benefici, per il paziente e per I’ Azienda Sanitaria, di un referto tempestivo di
urinocoltura.

Materiali e Metodi: Sono state condotte due indagini nei trereparti di medicina, in urologiaein nefrologiadel presidio
Ospedaliero di Pinerolo:

- laprimaper definirelaprassi terapeuticaseguitanei casi di sospettainfezioneurinaria, i tempi ei modi di prescrizionee
somministrazione nonché di modifica o sospensione della terapia stessanel caso di accertatainutilitadel farmaco
somministrato;

- laseconda per valutarei cambiamenti ei benefici ottenuti con I’ introduzione della nuova metodol ogia

Risultati: La primaindagine harilevato che era consuetudine |’ avvio dellaterapia antibioticaprimadi conoscerel’ esito
dell’ urinocoltura, coniil rischio di cure antibiotiche costose ed improprie. La seconda, condotta dopo quattro mesi di
utilizzo di Alfred-HB& L, haevidenziato un netto miglioramento nell’ appropriatezzadi prescrizione.

Discussione e Conclusioni: | risultati ottenuti elapossibilitadi ricevereintempi pitirapidi il referto dell’ urinocolturaedi
refertarein poche orei negativi ci permette di ben sperarein un risultato positivo in termini di riduzione di spesa, nella
limitazione delle antibiotico resistenze e nel contenimento delleinfezioni da Clostridium difficile . Un connesso progetto
di sviluppo di nuovi collegamenti informatici permetteraabreve di estendere questi vantaggi anche ai medici di medicina
generale che potranno collegarsi inrete al |aboratorio e verificare in tempo reale la necessita o meno di procedere con
terapiaantibiotica.
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NUOVI SCENARI DEL PROGRAMMA NAZIONALE DI EDUCAZIONE CONTINUA IN MEDICINA G-16

S. Lazzerini
L aboratorio ChimicaClinicaed Ematol ogia- Nuovo Ospedale San Giovanni di Dio—Firenze

Scopo del lavoro: 1l programmaNazionale di Educazione Continuain Medicina(ECM), dopo una primafase sperimentale
(2002-2007), é stato riordinato con I’ accordo della Conferenza Stato/Regioni del 1° agosto 2007 per il triennio 2008-2010.
Siamo passati daun programmaECM dovel’ attenzione erarivoltaai singoli eventi ed ai progetti, accreditati direttamente
dallaCommissione Nazionale per laformazione continua (CN) edalle Regioni (secondo criteri comuni, condivisi attraverso
accordi dellaConferenza Stato/Regioni) ad un sistemarivolto al miglioramento dellaqualitadell’ offertaformativa, attraverso
organizzazioni responsabili della programmazione, realizzazione e valutazione dei processi di formazione continuaedelle
lororelazioni.

Materiali emetodi: L' ECM e statoistituzionalizzatoin Italiadal DL 30 dicembre 1992, n. 502, integrato in seguito dal DL 19
giugno 1999, n. 229; I' ECM eedaborato dallaCN (costituitacon decreto del Ministero dellasaluteddl 51uglio 2000, riorganizzata
nel 2008) eriguardatuttoil personale sanitario, sia pubblico che privato (circa1.000.000 di operatori). || Credito Formativo
ECM (CF) misural’impegno ed il tempo che ogni operatore dedica all’ aggiornamento ed al miglioramento della qualita
professionale. Il riordino dell’ ECM prevede per il triennio 2008-2010 I’ acquisizionedi 150 CF, 50 CF|’anno (minimo 30 e
massimo 70); aimeno 90 CF dovranno essere “nuovi”, mentre i rimanenti 60 CF potranno derivare dal riconoscimento di
quelli acquisiti nellafase sperimentale. | CF sono assegnati direttamente ai partecipanti ad eventi formativi dai “ provider”
accreditati, soggetti attivi nel campo dellaformazione conti nuain sanitacherispondono ad unaseriedi requisiti minimi; i CF
devono essere registrati presso un’ anagrafe formativa regionale ed una nazional e, questa ultima gestita dal Consorzio per
laGestione dell’ Anagraficadelle Professioni Sanitarie (COGEAPS). L' atto conclusivo del nuovo percorso procedurale ela
certificazionedel CF; questaéeseguitadall’ Ordine, dal Collegio o dall’ Associazione professional e competente per territorio.
[l riordino prevedeinoltre strumenti comeil Dossier formativo individuale o di gruppo, il Piano dellaFormazioneAziendae
ed il Rapporto sullaFormazioneAziendale.

Discussione e conclusioni: 1l sistema ECM & potenziato dallanuova organizzazione, chelo rende uno strumento ancorapit
efficace per garantire la formazione continua, finalizzata sia a migliorare le competenze e le abilita professionali che a
stimolare il cambiamento dei comportamenti degli operatori sanitari. I nuovo sistema ECM hal’ obiettivo di assic urare
efficacia, appropriatezza, sicurezza ed efficienza all’ assistenza prestata dal Servizio Sanitario Nazionale, garantendo nel
tempo laqualitael’innovazionedei servizi erogati.

COMUNICAZIONE DI VALORI CRITICI INURGENZA COME INDICATORE DI QUALITA’ G-17
EXTRA-ANALITICA

M. Morandini, N. Retto, P. Pascutto, L. Laghi, F. Grizzo,A. Di Monte, B. Bertoli (Gruppo Settore Urgenze),
D. Rubin, P. Cappédlletti
Laboratorio di PatologiaClinica, DML, AOSMA - Pordenone

Premessa. Il nostro DML, certificato | SO 15189 dal 2006, ha, comerichiesto dallanorma, definito un elenco elemodalitadella
notificadi analiti convalori di criticita.

Scopo del lavoro. Valutazione dellanumerosita, tipologiae tempi di comunicazione dei valori critici di pazienti ricoverati e
o afferenti al Pronto Soccorso daparte dei Tecnici di Laboratorio del settore Urgenze del Laboratorio di Patologia Clinica.

Materiali e metodi. La comunicazione dei valori critici degli analiti individuati avviene in base avalori di criticitae a
differenze significativerispetto ai precedenti del paziente. Per ogni comunicazione sono registrati: identificativo del paziente,
reparto, datae ora, valore critico (dato e unitadi misura), identificativo del professionistasanitario chericevelacomunicazione
econtrollodi read back. |1 periodo di valutazione & stato di 1 anno, articolato per turno sulle 24h (mattino, pomeriggio, notte),
dipartimento, ricevente, analita.

Risultati. Le comunicazioni telefoniche nell’ anno 2007 sono state 481 su 284.405 test (0.17%), prevalentemente agli infermieri

(67%) contempo medio di 5minuti dall’ ottenimento del risultato e prevalentemente nel turno pomeridiano (13-20). | Dipartimenti

coinvolti sono stati: DE-UCI 76.9% (0.17% totaletest richiesti), D. Chir Generale 8.1% (0.24%), D. Chir Specialistica4.8%
(0.22%), D. Med Spec 6.4% (0.27%), D. Med Spec/Riab 1.9% (0.15), D. Mat/Inf 1.9% (0.04%). | principali analiti coinvolti
sono stati: glucosio (19.9%), potassio (14%), piastrine (13.3%), HGB (12%), CBC (11.8%), WBC (7 .7%).

Discussione e conclusioni. 1l riscontro di valori elevati (>600 mg/dL) di glucosio haindividuato 5.5% di campione non
adeguato (contaminazione dainfusione) e differenze significative rispetto al precedente quali dati non attesi per il 60.4%.
Escludendoi campioni emolizzati, leiper eipopotassiemie sono staterispettivamenteil 58.1% e 19.4%. | valori di CBC hanno
permesso di intercettare 21.6% di scambio paziente e 38.9% di campione non adeguato. |l 27.9% di piastrinopenie sono
risultate dato non atteso cosi comeil 20% di leucopenie. Lacorrettagestione dellacomunicazionedi risultati critici rappresenta
una misuraimportante per dimostrare I’ efficacia del laboratorio, con importanti ricadute sugli outcome clinici (ed anche
economici) dellastrutturasanitaria(Clin Lab Med 2007; Sept 27:909-930). Per lanostraesperienza, |lerecenti Raccomandazioni
intersocietarie SIMelL-SIBioC-CISMEL per I'identificazione e lagestione dei valori critici nei labo ratori clinici (RIMeL
2008;4:28-35) costituiscono un chiaro e basilare documento per laloro corretta gestione.
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LUCI EOMBRE SULLA CONCORDANZA DEI METODI DI LABORATORIO G-18

A.T. Scacchetti, A. Melegari, M. Tagliazucchi, T. Trenti*, A.M. Cenci*, D. Campioli
Lab.An.Ch-ClinicheAOU Policlinico di Modena; * Lab.Pat.ClinicaNOSAE-AUSL Modena

Scopo del lavoro: Il risultato di laboratorio deve soddisfare requisiti di qualita analitica e fornire informazioni inerenti il
quesito diagnostico. La performance analitica & correlata ad inaccuratezza e imprecisione delle misure. Con opportune
proceduredi controllo, il laboratorio pud verificarele proprie prestazioni in rapporto atraguardi analitici precostituiti, sulla
base di conoscenza ed esperienza. La recente rivoluzione culturale e tecnologica, dal singolo laboratorio clinico a
centralizzazioni di pit servizi su baseterritorial e, pone problematiche nuove ecruciali, ad es. lanecessitadi allineamento di
metodiche oltre che nello stesso laboratorio anche su scala pit ampia per creare una “rete” affidabile, capace di garantire
unicitadi informazioneclinica. Diventaquindi necessario verificarel’ efficaciadell’ analisi statisticacomunementein uso per
I’ allineamento di metodiche, e gli endpointsdavalutare. || presente studio richiamal’ attenzione, attraverso alcuni esempi,
sulle diverse valutazioni statistiche occorrenti in quattro settori diagnostici differenti per traguardi analitici e outcome
clinico: chimicaclinica; diagnosticaallergologicain vitro; diagnosticadelle patol ogie immuni; ematologia

Materiali e metodi: Vengono valutate alcune metodologie presenti nei diversi laboratori del territorio della provincia di
Modena: 1.due metodi per la determinazione dell’ Emoglobina glicata; 2.due metodiche per lo studio di alcuni allergeni
inalanti; 3.concordanza tra ricerca degli Anticorpi anti dsDNA con metodo Elisa 0 immunodosaggio e dsDNA in
Immunofluorescenzasu Crithidialuciliae; 4.alcuni parametri (Hb e PIt) dell’ esame emocromocitometrico eseguito in automazione
con differenti metodologie.

Risultati: 1. In chimica-clinicai metodi hanno mostrato un buon “alineamento” intermini di Re C.V.tot.% .2. Inalergometria
VPRV PN mostrano unaval enzasuperiorerispetto allasensibilita, specificita, C.V eBIAS. 3. In autoimmunita é necessario
indagaresullavera“ antigenicita’, allabaseddledifferenzetrai vari test impiegati nei Laboratori. 4. Inematologiaérilevante
impostare un sistema efficiente nel constestualizzare lavalutazione elericadute cliniche dei vari parametri emocitometrici.
Discussione e conclusioni: Lapienacoscienzadel problema, €il primo requisito per laricercadellecriticité/eccellenzadi un
sistema diagnostico,” chi non sa quel che cerca non comprende il significato di quel che trova’ (C.Bernard). Solo una
conoscenzaadeguatadei mezzi idonei per raggiungerla e unaconoscenzaoperativaaltrettanto adeguata per padroneggiarli
abilmente, possono far fronte con soddisfazione ai continui mutamenti dellaMedicinadi Laboratorio.

LA GOVERNANCE CLINICA DEL POCT: MISSIONE IMPOSSIBILE O CONQUISTA PAZIENTE? G-19

G. Saccani, C. Mazzi, R. Zanzoni, A. Conti, M. Caputo
LaboratorioAnalisi ClinicheeMicrobiologia, AUSL 22 Veneto, Bussolengo (VR)

Scopo del Lavoro: La carenza di una governance clinica rappresenta il maggiore rischio connesso alla implementazione
diffusadi sistemi per Point Of Care Testing (POCT) in Medicinadi Laboratorio. Abbiamo voluto verificare nella nostra
esperienza |’ impatto dell’ empowerment e aggiornamento continuo strutturato sulle prestazioni analitiche e sul grado di
coinvolgimento e responsabilizzazione del personal etecnico (TSLB) einfermieristico addetto allaoperativitaquotidianadel
POCT ospedaliero.

Materiali e metodi: Nella nostra realta esistono: a) sistemi per POCT extra-ospedalieri, collocati presso i punti di Primo
intervento di strutture sanitarie (ex ospedali) riconvertite ad attivitaambulatoriali e b) un sistemaper POCT ospedaliero che
prevede il posizionamento di strumenti presso reparti e servizi interni. In una prima fase il Laboratorio ha costruito un
percorso formativo di base comune per illustrare a tutti gli utilizzatori gli obiettivi e -in collaborazione con le aziende
produttrici- introdurrelerisorse strumentali. Si € quindi provveduto aselezionare un gruppo di TSLB in grado di affrontare
le problematicheriguardanti i POCT, dallagestione del materiae, inclusi i magazzini reagenti, aleverifiche di buon funziona-
mento presso le sedi esterne. Nel funzionigramma giornaliero € stato inoltre inserito un tecnico (arotazione) preposto al
monitoraggio del sistemaeallapresain carico fino allaauspicatarisoluzionedi eventuali problematiche attinenti il POCT. Gli
accessi dei singoli operatori ai Sistemi, tracciati dal software gestionale, sono serviti dabase per laprogrammazione dell’ ag-
giornamento e formazion e continua personalizzata.

Risultati: 11 numero complessivo di personale coinvolto nelle iniziative € stato di 60 tra TSLB e infermieri. |l percorso
formativo € stato strutturato in un corso base comune e in singoli corsi monotematici dedicati a specifici strumenti per un
totale di 20 incontri nell’arco di 8 settimane. L' aumento del numero di infermieri coinvolti ha causato un significativo
aumento delle prestazioni correttamente eseguite (dalle 4836 del primo trimestre 2008 alle 6794 del trimestre successivo). In
6 mesi di attivitanon si sono registrate chiamate di SOS per blocco strumental e totale da parte degli infermieri.
Discussione: La Governance clinica, componente fondamentale per il miglioramento di qualitain ogni attivita sanitaria, &
indispensabile nellaimplementazione di un sistemaPOCT. Nellacomplessaarticolazione di un sistemadi gestione efficace
lapaziente costruzione di percorso formativo e di adeguati meccanismi di verificae valutazione delle prestazioni contribui-
sce significativamente aridurrei rischi di inappropriatezza e le relative ricadute sui costi di gestione e sulla patient safety.
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ANALISI DECENTRATE. PERCORSO NELLEVALLI PIEMONTESI G-20

A.Villani*, A.Andriotta**
* Pinerolo, Torino, ** AviglianaASL 3 Torino

Scopo del lavoro. Descrizionedi un piano di riconversione ospedaliera, con riduzionedi posti letto e servizied in particolare
conil Pronto Soccorso trasformatoin PPI. (Punto di Primo Intervento) ed incremento delle attivitaambulatoriali.

Materiali e Metodi. LaDirezione Sanitariaeil Dipartimento del Servizi Diagnostici, dopo aver esaminato i punti di forzae
debolezza, sceglie d’implementare un sistemaPOCT con software gestional einterfacciato al sistemadi laboratorio. Leattivita
propedeuticherichieste a laboratorio sono: acquisizione conoscenze tecniche e manualita (CPSI); definizione delle compe-
tenze e delleresponsabilita; stesuradelle procedure, istruzioni operative, schede di registrazione; partecipazione all’ addestra-
mento del personale non qualificato con approfondimento d’informazioni e conoscenze teoriche; pratica delle conoscenze
acquisite.

Risultati. Gli obiettivi raggiunti sono: strumentazi one semplice, software gestionale con collegamento remoto bidirezionale
tragli strumenti periferici eil L1S; gestioni programma CQ e correlazioni strumentali conil dato del laboratorio, elaborazione
consumi, statistica sospetto diagnostico erelativi esami; TAT POCT da 1 min. aun max 20 min. e qualita analitiche secondo
le esigenze cliniche; gli utilizzatori del POCT sono professionisti non del Laboratorio, mentre la gestione e controllo del
processo rimaneai professionisti del Laboratorio; motivazione del personale e climadi fiduciaprovengono dallacreazione di
un team di professionisti di diverse competenze professionali.

Discussioneconclusione. || POCT €oggi unarealtaoperativa. Lasuaadozione pud portare alariduzione del TAT emigliora
mento degli outcome clinico. Ci sono anchele premesse per convertire questi elementi in un miglioramento significativo del
rapporto costo/beneficio del processo assistenziale. La soluzione organizzativa é piu affidabile chein passato ed i vantaggi
sonodiversi: ottimale utilizzo dellerisorse e del personale, tempi di rispostarapidi, riduzione dellamovimentazione di campioni
ereferti.

LA GESTIONE DEL MAGAZZINO E TRACCIABILITA: RISPARMIO E QUALITA G-21

A. Fortunato, G. Secco, A. Bevilacqua, G. Soffiati
Laboratorio di Chimicaclinicaed Ematologia—Ospedale” San Bortolo” —Vicenza

Introduzione: nei processi di approvvigionamento dei moderni laboratori si debbono conciliare alcuni aspetti spesso
contrastanti quali lasicuradisponibilitadi materialea momento dellanecessita, lanon eccedenzadi reagenti oltreladatadi
scadenzaelafacilitadi eseguireleregistrazioni delle operazioni di carico e scarico. Labuonapraticadi laboratorio ei Sistemi
Qualitaprevedono di poter tracciarei lotti di reagenti utilizzati nelle singole sedute andlitiche (1SO 15189:2007; punto 4.13.3).
Scopo del lavoro: valutarel’ efficaciadi un sistemainformatizzato, che consente di eseguirein modo semplicetutteleattivita
richieste per lagestione degli approvvigionamenti, dallavalutazione di consumi e scorte, allaformulazione dellerichieste di
materiale per il fornitore, allaregistrazione delle operazioni di carico e scarico con |’ evidenzadel numero di |otto e scadenza
del prodotto, I’ evidenza dei reagenti in scadenza o sotto il livello di scorta previsto.

Materiali e Metodi: sono stati valutati tre anni di attivita di gestione degli approvvigionamenti utilizzando il software
DinamicoX P (EOS— Cervarese S. Croce, PD) considerando I’ andamento del valore economico dei reagenti in giacenzaela
praticabilitadel sistema. L’ attivitadi gestione di approvvigionamento riguarda 1271 prodotti diversi da83 fornitori, per un
anno di attivitasono formulati circa500 ordini e vengono eseguite mediamente 2500 operazioni di carico e 12000 operazioni
di scarico.

Risultati: I’introduzione del sistema ha semplificato sia le operazioni di riordino che le registrazioni, che consentono la
completatracciabilitadei reagenti utilizzati, con un modesto impegno daparte degli operatori. Lapraticabilitadel sistemae
dimostratadall’ incremento, del 10% al secondo anno edel 30% al terzo anno di utilizzo, del numero medio delle operazioni
di carico per prodotto, mentrerimaneinvariato il numero medio delle operazioni di scarico. Lasemplicitadelle operazioni di
riordino, associataad unaimmediatatrasmissione dellerichiesteai fornitori, consentedi ridurreil valore medio dei reagenti
in giacenzapresso il laboratorio. Nellanostra esperienza, considerando 12 prodotti scelti come indicatore (maggiore costo
per confezione), il valore del materialein giacenzacorrente pressoil laboratorio e stato ridotto del 3% e del 7% rispettivamen-
te dopo uno e due anni dall’introduzione del nuovo sistemadi gestione.

Conclusioni: nelle attuali condizioni di costanterichiestadi riduzione della spesa per ladiagnostica, per i laboratori € uno
strumento importante il controllo dei costi di approvvigionamento. Inoltre la tracciabilita del materiale utilizzato, come
previsto dai sistemi qualita, garantisce un migliore monitoraggio delle attivitaanalitiche.
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IMPLEMENTAZIONE DEI PROTOCOLLI DIAGNOSTICI.LA PRESCRIZIONE G-22
DI ESAMI DI 2°LIVELLO: UNAATTIVITA DEL MEDICO DI LABORATORIO

M. Golato*, F. Sante**, N. Litterio**
*PatologiaClinicaO.C. Lanciano;** MMG

Scopo del Lavoro: migliorarel’ appropriatezzadei testsdiagnostici con scelte e metodol ogie condivisetraPatologi Clinici(PC),
Medici di MedicinaGenerale (MMG) eClinici Ospedalieri (CO) con adozionedi procedureformali di prescrizionedi esami di
2° Livello (Liv) dapartedel Patologo Clinico, traguardo di un percorso attivato daoltre due anni coni MM G e precedentemente
coni Clinici Ospedalieri.

Materiali e Metodi: Fasi del percorso: 1) identificazione di aree diagnostiche in cui erano incrementate le richieste con
inappropriatezzadelle stesse (m. autoimmuni, oncol ogiche, tiroidee, celiacaed emoglobinatie) 2) costituzionedi un gruppo
di lavoro multidisciplinare (PC, MMG e CO) per definire percorsi diagnostici di Laboratorio uniformi sul territorio aziendale
3) incontri di formazione con MMG negli anni 2005-2006 con I’ obiettivo prevalente di ottenere richieste coerenti ala
valutazione clinica 4) implementazione di protocolli successivi a revisione e confronto con linee guida nazionali ed
internazionali con distinzione tra esami di 1° e 2° Liv 5)valutazione delle richieste per indagini di laboratorio per le aree
diagnosticheinteressate anno 2007 (dopo I’ attivazione dei percorsi) vslerichieste per pazienti (pz) ambulatoriali anno 2005
6)prescrizione a carico del Medico di Laboratorio su ricettario regionale degli esami di 2° Liv se appropriati, come da
protocolli, evitando al pzil ritorno al MMG, posticipando |e procedure amministrative allafine dell’ iter diagnostico.
Risultati: Valutati aa 2007vs2005:; n° di test post e pre implementazione dei protocolli,% dei test patologici totali(tot)
2007vs2005, incidenzadi test di 2°Livellovs1°. M. oncol ogica:decremento test (NSE, Cal5-3, Cal9-9, Cal25, CEA,AFP)
40,75%; patologici +9,25%; M. autoimmuni: decremento test 8,56%; patologici tot +29%; riduzione ENA e DSDNA del 5,32%
vSANA(2°Liv); M. celiaca: incremento test 60,6%; patologici tot +65%; riduzione EMA del 26% vsTtg (1°Liv); M. tiroidea:
incremento test 107,8%; patologici tot +33,7%, incremento Ft4 del 62,2%vsTSH (1°Liv); Ab anti TPO riduzionedel 2% vs
TSH; Emoglobinopatie: decremento test 35%; patologici in HPLC + 6,67% vs emocromi con MCV <78fL .

Discussione: Le premesse sono orientate ad ottenere ulteriori miglioramenti soprattutto nella diagnosticatiroidea, area di
maggiore criticita, mentre nellaceliachiatale approccio hapermesso di identificare un maggior n° di pz. affetti dapatologia.
| risultati, con I'incremento dei patologici anche nei casi di riduzione di richieste, evidenziano, che il percorso, perché
condiviso realmente dal gruppo multidisciplinare, e efficace e conduce ad unamaggiore appropriatezzaattraverso |’ adozione
dell’ atto cheformalizzala prescrizione degli esami di approfondimento diagnostico acarico del Patologo Clinico.

CREAZIONE DI UN CORELABADALTAAUTOMAZIONE: L'ESPERIENZA DEL G-23
LABORATORIOANALISI DI NOVI LIGURE

L. Camogliano, M. Ginestri
UOA Laboratorio Analisi - Ospedal e San Giacomo” - Novi Ligure

Introduzione: Il Dipartimento interaziendale delle ASL 20 e 22 della Regione Piemonte € costituito dai presidi ospedalieri di
Novi Ligure, Acqui Terme, Ovadae Tortona. Nel 2005 si sono riorganizzati i laboratori con un’ unicagarache haportato ala
realizzazione di un corelab ad altaautomazione per Novi Ligure, il cui volume annuo di attivitaédi circa1.500.000 test.
Scopo del lavoro: Relazionare il percorso che ha portato alla costituzione del capitolato di gara e all’ aggiudicazione;
valutarelarealizzazione del progetto con il monitoraggio di indicatori di controllo oggettivi.

Materiali emetodi: Aprile 2004-gennaio 2005: stesuradel capitolato; settembre 2005: delibera; gennaio 2006: installazione;
marzo 2006: entratain rou tine. Dotazione strumentale: sistema automatizzato Power Processor con integrati aliquotatore,
doppiacentrifuga, unanalizzatoredi immunometriaDxI800 eduedi biochimicaDxC800, stockyard da1020 (Beckman Coulter).
Si évalutatalarispondenzaalungo periodo agli obiettivi dellagarain termini di accuratezza e tempestivita; in particolaresi
sono studiati i TAT.

Risultati: Il consolidamento haridotto la strumentazione da 7 a 3 analizzatori (piu un back up per marcatori cardiaci) ele
provette per paziente da 3 a 1-2 con aliquote per elettroforesi, autoimmunita e test off-line. | C.I. ele VEQ confermano le
performancesdi accuratezza. Il TAT medio per il DEA (pre+analitico) érisultato =36’ con SD =9'. Su 111 campioni con 474
test richiesti, 469 test sono stati refertati entro I’ora e 5 test (1,05%) oltre I’ora. || TAT medio per laroutine veloce (es:
oncologia) (pre+analitico) érisultato =44' con SD = 10’. Su 108 campioni con 662 test richiesti, 641 test (96,83%) sono stati
refertati entro |’ ora. Leripetizioni sono circal’ 1% del totale dei test.

Discussione e conclusioni: Per realizzare un “ progetto su misura” occorre tempo, dedizione e coraggio. Durante la stesura
del capitolato € fondamentale dialogare con le aziende, valutare in anteprimale possibili realizzazioni. Nellanostrarealta
tutto il personale & stato coinvolto nella riorganizzazione e nella scelta, garantendo cosi il successo del progetto. E’stato
superato il concetto di organizzazione a settori abbracciando invece quello pit innovativo delle macroaeree, suddividendo
il 1aboratorioin 3 aree di lavoro aflusso continuo quali siero, plasmae microbiologia. A distanzadi due anni dallamessain
routine del sistema abbiamo indicatori precisi ed accurati non solo sulle performances analitiche e organizzative, maanche
sull’ assetto economico. Lariorganizzazione non haincrementato i costi di gestione complessivi pur dotando il |aboratorio
di un’automazione all’ avanguardia e pronta ad espandersi secondo le nuove esigenze territoriali e tecnologiche.
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LA CATENA DEL FREDDO OSPEDALIERA: IMPLEMENTAZIONE DI UN SISTEMA G-24
AUTOMATIZZATO DI MONITORAGGIO COSTANTE E DI PRONTO INTERVENTO NELL'A.O
DI DESENZANO DEL GARDA

B. Milanesi!, M. Vigand?, C. Tedoldi?, A. Rovere®, A. Ghedi4, E. Bernardi?, G. Cocchi?, P. Perini?, G. Barbaglio®
1_aboratori PatologiaClinicaA.O Desenzano BS; 2Servizio di Immunoematologiae MedicinaTrasfusionaleA.O
Desenzano BS; 2Ufficio Qualita/Rischio Aziendale A.O Desenzano BS; “Servizio IngegneriaClinicaA.O Desenzano BS;
Direzione SanitariaAziendale A.O Desenzano BS

Scopo del lavoro: la corretta conservazione degli emocomponenti, degli organi, dei campioni biologici, dei farmaci e dei
diagnostici & essenziale per mantenerneinalteratele caratteristiche.Oggi sono disponibili dispositivi €l ettronici che campio-
nano automaticamente la temperatura, anche durante il trasporto, e che, integrati su infrastrutture di rete gia esistenti,
permettonodi scaricareintempo realei dati monitorati e di gestiregli allarmi.

Materiali e metodi: da Giugno 2007 i Laboratori di Patologia Clinicaei SIMT dell’ A.O (facenti capo a Dipartimento di
Medicinadi Laboratorio) insiemealle Farmacie sono stati coinvolti in un programmaper I'implementazione della”“ Catenadel
freddo da—80°C a20°C", coordinato dall’ Ufficio gestione qualita-rischio edall’ IngegneriaClinica. All’ andlisi collegiaedel
quadro legidlativo, direttive, normetecniche ed esigenze formative € seguitalapianificazione e larealizzazione del Progetto
secondo le seguenti fasi: 1-definizione obiettivi, 2-val utazione tecnol ogie e scelta 3-sperimentazionein SIMT, 4-estensione
nei Laboratori enei restanti SIMT, 5-estensione alle Farmacie, 6-individuazioneindicatori di risultato.

Risultati: ad oggi risultaraggiuntalafase4. Nei Laboratori enel SIMT éimplementato un sistemadi telecontrollo/teleallarme
che gestisce tutte le apparec chiature, fisse e mobili, dedicate alla conservazione dei reagenti/emocomponenti basato su
un’ architetturaclient/server su rete Ethernet aziendal e. L e sonde applicate,di tipo wireless, permettono un campionamento
automatico dellatemperaturae latrasmissione ad un server che memorizzai tracciati. Con un unico server poi si €in grado
di monitorarefino a250 dispositivi. | range di temperaturaele sogliedi allarme, permettono un sistemadi gestionechevaa
segnalare, presso una postazione presidiata, anomalie di temperatura e mancanza di rete elettrica. | controlli periodici di
funzionamento permettono unagaranziadi sicurezza e allineamento.

Discussione e conclusioni: taleimplementazione tecnol ogica, consideratalacomplessitadell’ A.O, hapermesso di redizzare
unsistemadi controlloin rete con accesso daqualsiasi PC aziendale, di facile utilizzo e con responsabilitadefinite: gli alarmi
tecnici sonoindirizzati al SIC, gli allarmi di temperatura sono generati quando il sensore vafuori sogliaper un numero di 2
campionamenti successivi secondo una tempistica programmata.

VALUTAZIONE DI UN NUOVO PRODOTTO INFORMATICO PER LA GESTIONE INTEGRATA G-25
DI SSEEMENSADVIA Lab Cell

M. Marchiando, M. Sciancalepore, M. Faccio, M. Ddl Pero, C. Cerutti, G. Tor notti, R. Serino,
C.Ferraris, L. Ciardi, G.Bellomo
Laboratorio RR CC, Universitadel Piemonte Orientale, Novara

Scopo: Tecnologie diagnostiche ad elevata automazione e robotizzazione associate ad un consolidamento strumentale
permettono la processazione sempre piti veloce di un numero piu elevato di campioni con un personal e sempre piu ridotto,
afronte di problematiche relative a controllo della operativita di tuttala strumentazione preparativa ed analitica. Queste
sono dovute ala gestione sia della complessita informatica che di quella strutturale. Scopo di questo lavoro € stato di
valutarel’impatto sullaoperativitatecnicadi un nuovo prodotto informatico che permette semplicementedi gestire, in tutto
e per tutto, da o gni terminale, tutta la strumentazione del sistema stesso.

Metodi: E’ stato valutatoil sistemaPILOT messo adisposizione dalla Siemens Healthcare Diagnostics ed implementato su
tutti i terminali associati ad unaADVIA LabCell costituitadaunacatenadi trasporto, un Sample Manager, due centrifughe
inlinea, treanaizzatori ADV1A 2400 e due analizzatori ADV I A Centaur. Questo prodotto permette di collegarsi intempo reale
daqualsiasi postazione aqualsiasi terminale collegato e di agire direttamente su di esso. L' efficaciadi tale prodotto & stata
calcolatamisurando il numero di processi che potevano essere effettuati in modo centralizzato ed il numero di spostamenti
di untecnico di Laboratorio daunapostazione centralizzataai terminali operativi della strumentazione collegata.

Risultati: Le valutazioni sono state effettuate nel corso di due differenti tipologie di operativitadi cui una (A) prevede la
contemporaneaattivitadi tutti i sistemi operativi edil | oro controllo dapartedi 3tecnici el’altra(B) prevedel’ attivitadi un
solo ADVIA 2400 e di due ADVIA Centaur ed il loro controllo da parte di 1 tecnico. SiainA chein B, il numero totale di
processi daeffettuare per il controllo globale del sistemaérisultato esseredi 44 di cui 33 (75%) centralizzabili su qualsiasi
postazione con I'ausilio di PILOT. In A, ogni tecnico doveva effettuare 26 spostamenti giornalieri per il controllo della
strumentazione, mentre in B ogni tecnico doveva effettuare 23 spostamenti. Con I'ausilio di PILOT tali spostamenti si
riducevanoa7inA (-73%) ea7in B (-69%). Infinelapossibilitadi gestirein questo modo |astrumentazione preparativaed
analitica permettevaun pit semplice utilizzo delleinformazioni strumentali al momento di unavalidazione centralizzatadel
dato analitico.

Conclusione: L'implementazionedi PILOT sicuramenteriducein modo significativo I’ impegnofisico del Tecnico di Labora-
torio operativo su u na stazione analitica ad alta automazione, robotizzazione e complessita strumentale, permettendo una
piu semplice e completavalidazione dei dati.
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IMPORTANZA DI INTERFERENZE NELLA MISURA DELLA QUALITA DELLA G-26

TERAPIAANTICOAGULANTE ORALE (TAO)

A.Cabrini, M. Soldati, R. Mainardi, E. Lanzoni, R. Marchetti, C. Lonardoni,A. Cremon, M. Nicoli, R. Facchinetti,
P. Rizzotti
Centro FCSA 186. Laboratorio Analisi Chimico-Cliniche ed Ematol ogiche Azienda OspedalieraVVerona.

Scopo del lavoro: Valutare se e quanto la qualita
ddlaTAO edteratada: 1) faseinziadedd trattamento;
2) sospensioni dellaTAO o periodi di suagestione
extraCentro FCSA.

Materiali e metodi: Campione: 96433 giorni inTAO
di 643 Pazienti consecutivi del nostro Centro FCSA
con 6468 tempi di protrombina e prescrizioni
terapeutiche. E' stato misurato il tempo trascorso
entro, sopra e sotto il range terapeutico: 1) sui dati
globali; 2) dopo aver toltoi periodi di sospensionee
gestione extra Centro FCSA (interferenze); 3) dopo
aver tolto le due prime visite; 4) dopo aver tolto
entrambelevariabili. Statistica: test chi quadrato.
Risultati: Sonoillustrati infigural.
Discussione e conclusioni: | periodi di sospensione
dellaterapia o di prescrizione extra Centro FCSA
influenzano la statistica di qualita espressa come
tempoinrangeetempo sottoil range. Lafaseinizide
di terapiainfluenza soltanto il tempo sotto il range.
Normalmente i software di gestione della TAO
permettono di escludere dalla statistica solamente

TEMP(C

SENZA PRIME 2 VISITE

giorni

%

SOPT:
entro|

sotto]

13612
71657
9863

14.31
75.32
10.37
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giorni

%
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95132

100
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sottol
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72312
10423

14.20
74.99
10.81
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71231
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10.15
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100
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13303
70678
9074

14.30
75.95
9.75

Totalg

93055

100

p
0.51
0.08
0.00

0.99
0.00
0.00

0.57
0.00
0.00

lafaseinizialedi terapia: sarebbe utile se potessero
escludere anchelefasi di interferenza durantela TAO.

AUTOVALUTAZIONE PER LA PATENTE EUROPEA DEL COMPUTER (ECDL) G-27

M. Pradella
UnitaAutorizzazione e Accreditamento, AziendaUL SSn. 8 Asolo, TV; Gruppo di Studio SIMeL Informatica

Scopo del lavoro. LaPatente Europeadel Computer (European Computer Driving Licence, ECDL) éuntitolo che attestail
grado di autonomiadi un soggetto nell’ utilizzo del computer come strumento di attivita professional e, sostenuto dall’ Asso-
ciazione per il CalcoloAutomatico (AICA) ericonosciuto damolti soggetti privati e pubblici. Nonostante siastataintrodotta
dadiversi anni e siano universalmente riconosciute la sua validita e la sua utilita, & evidente che nei laboratori medici sia
poco diffusa, comein generale nel settore sanitario, tolti forse gli incarichi amministrativi. Trai motivi dellaresistenzaad
acquisire ECDL, I’ideachesi tratti di un obiettivo difficile, impegnativo e costoso. Qui si studiail grado di familiaritadegli
speciaizzandi con gli argomenti d’ esame per laECDL, al finedi stimare!’impegno eventual mente richiesto per conseguirla
Materiali e Metodi. Sono stati somministrati agli studenti dellascuoladi specializzazionein BiochimicaClinicain tre anni
accademici consecutivi (2005-6, 2006-7 e 2007-8) sette diversi questionari di autoval utazione, basati sul syllabusdi ECDL
livello “core”. Ognuno hadovuto valutare la propriafamiliarita con ciascuna attivita del syllabusin unascalada0a10.
Risultati. Lafamiliaritacon gli strumenti di produttivitaindividuale & decisamente cresciuta nel corso di soli tre anni. Gli
specializzandi di Biochimica Clinicasono esperti nell’ uso di moltefunzioni di base, di gestionetesti, di calcolo edi comuni-
cazioni in rete. Ricorrono sistematicamente le incertezze nelle funzioni di data base ed in quelle piu sofisticate del fogli
elettronici edei testi.

Discussione e Conclusioni. In pochi anni I’ uso dell’ informaticacon i programmi di produttivitaindividualeegli strumenti di
comunicazionein rete é diventato molto piu familiare. Gli specializzandi hanno dimostrato crescente confidenzain quasi tutti
gli strumenti. Gestione testi, foglio elettronico e strumenti di presentazione sono quelli piu conosciuti, accanto alla posta
elettronica ed alla navigazione nel web. La gestione di archivi dati e la sicurezza possono invece essere migliorate. |l
conseguimento dellaECDL da parte degli specialisti nelle discipline di laboratorio richiederebbe un impegno minimo, ma
darebbeimportanti vantaggi sia per lasicurezza professionaleindividual e che per il valore delle risorse umane nelle organi z-
zazioni. La stessa gestione dei sistemi informatici nei laboratori sarebbe molto piu facile e meno onerosa se gli operatori
avessero maggiore autonomia nell’ uso degli strumenti informatici, cio che I’ apprendimento come autodidattica non pud
garantire.
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SISTEMI INFORMATIVI DI LABORATORIO (LIS)INFRIULI VENEZIA GIULIA G-28

M. Morandini, P. Cappdlletti
Laboratorio di PatologiaClinica, DML, AOSMA - Pordenone

Scopo del lavoro. Rilevarelo stato dell’ arte dell’ informaticadi laboratorioin FVG

Materiali e metodi. E' stato distribuito a 21 laboratori (17 pubblici e 4 privati) un questionario riguardante dimensioni e
architetturadel LIS, parametri di disponibilita e soddisfazione degli utilizzatori. | questionari elaborati sono stati 19 (17
pubblici e2 privati).

Risultati. Il L1S, inserito nellarete informatica aziendal e ed integrato con CUP (79%; 40% con integrazionedi tipo standard),
haconnessioni coni reparti econi punti prelievo (74%) e con POCT (21%). Lagestionedellasicurezzalogicaéquasi sempre
compito dei gestori di sistemi: lapresain carico delleanomaliein 1h (74%) ein 12h (21%), larisoluzione delle emergenzein
1h (39%) eentro 3 ore (49%). Nel 68% dei LISnon vi & documentatalaregistrazione dellamanutenzione e non viene prodotta
reportisticaperiodicasullasicurezza. L’ accuratezzael’ efficienzadegli aggiornamenti non viene valutatanel 52% dei casi. Il
LIS é dotato di firma digitale (68%); € presente un ATNA (32%); la capacita dell’ archivio e la frequenza delle copie di
sicurezza é adeguata. Estrazioni statistiche sono possibili (89%) evieneregistratoil TAT (79%). Nellamaggior partedei LIS
lepostazioni di Order Entry (OE), Order Filler e strumenti collegati sono >10 e sono presenti middlewareanche per I’ autoverifica
Larichiestaefattacon OE (83%). | reparti vedono e stampano risultati (100%), i punti prelievo nel 50% e MMG nello 0%. Vi
sono risorse professionali di laboratorio dedicate (74%), acui € richiesta disponibilita nelle 24h e per 1o pit non dotate di
qualificaECDL. Il 28% degli utilizzatori non & soddisfatto del L1S. | principali problemi sono rappresentati dallatempestivita
degli interventi (53%), dalla produzione del referto (42%), dallainteroperabilita e dalla tempestivita degli aggiornamenti
(41%), dallafacilitad’ uso e dallamaggiorerel azione col fornitore (32%).

Discussione e conclusioni. | limiti dell’inchiesta SIMeL -FV G possono essere lascarsanumerositadel campione, larelativa
grossolanitadei descrittori eil biaslegato allacompilazione daparte degli addetti al LIS del laboratorio. Tuttaviail questio-
nario hacoperto quasi tutto I’ universo esaminato ei descrittori sono mutuati daCNIPA e |HE. Lo stato dell’artedel LISin
FV G mostrachel’ interoperabilitaé buonaall’ interno dell’ ospedal e e del tutto deficitariacon POCT ed esterno. Lasicurezza
dei dati €buonamaincertaquelladelle emergenze e dellerendicontazioni. | problemi pitiimportanti appaiono: lagestione
delle emergenze, I’ aggiornamento dei collegamenti edel LIS, I’ utilizzo dell’ audit trail elerisorse professionali. Lasoddisfa-
zionedegli utilizzatori riflette anchelapresenzadi diversi fornitori in arearegionale.

CONFRONTO TRALEDETERMINAZIONI DELLA GLICEMIAIN EMERGENZA ESEGUITE H-01
SU SANGUE INTERO EPLASMA

M. Daves*, M. Riva**, G.Cosio
*Laboratorio di BiochimicaClinica, Comprensorio Sanitario di Bolzano, ** Laboratorio di Analisi Chimico-Clinichee
Microbiologia, Comprensorio Sanitario di Merano, Azienda Sanitariadell’ AltoAdige

Scopo: abbiamo confrontato |e determinazioni dellaglicemiaeseguitein emergenzaa) su plasmalitio eparinaeb) su sangue
intero eparinato che non richiedendo la centrifugazione dei campioni riduce i tempi di refertazione. La necessita di un
confronto nasce anche dalla segnalazione da parte dei colleghi clinici di alcune incongruenze riscontrate con i differenti
campioni.

Materiali e metodi: sono stati valutati 47 pazienti giunti in PSai quali venivano richiesti alcuni parametri biochimici tracui
laglicemiae contemporaneamentel’ emogasanalisi con profilo metabolico (che comprendelamisuradi glucosio, elettroliti e
lattato). L e determinazioni su plasmasono state eseguite su strumento L X 20 Beckman Coulter: laglicemiaviene determinata
con metodo cinetico con elettrodo per ossigeno Beckman che misurail consumo di ossigeno- direttamente proporzionale
alla concentrazione di glucosio- che avviene alla stessa velocita con cui il glucosio (in presenza di glucosio ossidasi)
reagisce per formare acido gluconico. Su sangue intero la determinazione € stata eseguita con analizzatore ABL 725
Radiometer: lareazione con laglucosio ossidasi liberaperossido di idrogeno chesi ossidain corrispondenzadi un elettrodo
con produzionedi unacorrente proporzionale allaconcentrazione di glucosio. Tutte le determinazioni sono state effettuate
entro 30 minuti dal prelievo. | valori ottenuti su plasmavariano daun minimo di 50 mg/dl aun massimo di 376 mg/dl (media
+ SD: 150 + 62 mg/dl) mentre su sangueintero da59 mg/dl a361 mg/dl ( media+ SD 144 + 58 mg/dl). Ottimalacor relazione
(R2=0.96). Il T di Student riportaunadifferenzasignificativatrale due metodiche (p<0.01). Il Bland Altman plot mostrauna
differenzapercentualedellamediadel 3.8% (+1.96DS=22.1, -1.96DS=-14.5).

Conclusioni: laletteraturariportachelaglicemianel plasmaé circa 11% maggiore che nel sangueintero sel”ematocrito &
normale (1); ne segue che anche se & presente una differenza statisticamente significativa, questa non sembraraggiungere
rilevanzaclinica. Nerisultacheladeterminazione dellaglicemiaeseguitasu sangueintero, non richiedendo lacentrifugazione
del campione, presenta un tempo di refertazione inferiore che puo essere molto utile nellagestione immediatadel paziente
che giunge in pronto soccorso con il sospetto di coma diabetico o iperosmolare.

Bibliografia: (1) Sacks BD, Bruns DE, Goldstein DE, Maclaren NK, McDonald J, Parrot M. Guidelines and Recommendations for
laboratory Analysisin the Diagnosis and management of Diabetes Mel litus. Clin Chem 2002; 48: 436-472.
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ANTICORPI ANTI SSA E Jol: VALUTAZIONE IN IFI DI UNO SPECIFICO BIOCHIP H-02

M. L otzniker, G. Re, S. Finazzi, M. Curcillo, S. Forlani, C. Alpini*
LaboratorioAnalisi A.O. Ospedale Civiledi Legnano, * ServizioAnalisi Chimico-Cliniche IRCCSPaliclinico S. Matteo,
Pavia

Scopo del lavoro: Tutte le linee guida consigliano larichiestadi Ab anti ENA in caso di fondato sospetto clinico di MAIS
proprio per lapossibile negativitaANA in presenzadi Ab anti SSA e Jo1. Mentre per ladiagnosi di sindrome antisintetasica
laclinicapud indirizzare efficacemente, non altrettanto si puo dire per lapositivitaanti SSA, che éin assoluto lapositivita
anti ENA piu frequente ed e presente in varia patol ogia autoimmune. Proprio per migliorare lasensibilitadi |FI per Ab anti
SSA é da tempo stato proposto I'impiego di cellule HEp-2 transfettate con SSA che ne migliorano la rilevazione senza
peraltrorisolvereil problema. Nel presente studi o vengono valutate le performancein I Fl di un nuovo biochip che propone
I utilizzo integrato di HEp-2 e di specifici dotsfluorescenti.

Materiali e metodi: Casistica: 48 sieri anti SSA/Jol (45 SSA, di cui 2 positivi anche per Jol e 3 sieri Jolpositivi) tipizzati
mediantetecnicaELIA (Phadia) elineimmunoassay (INNO-LIA ANA, Innogenetics). Metodi: i sieri sono stati valutati con
Microchip Mosaic ANA (Euroimmun); nello stesso pozzetto sono presenti, oltre a cellule HEp-2 e fegato di primate, dots
fluorescenti acui sono adesi gli antigeni Jo1 e Ro 60. Tutti i Sieri sono stati testati in precedenzain | Fl (HEp-2010, Euroimmun
); 14 sieri “ANA negativi” sono stati testati anche su linea cellulare HEp-2000(I mmunoconcepts).

Risultati: Positivitaper Ab anti SSA: 27/45 = 60%. Positivitaper Ab anti Jo1: 5/5=100%. Positivitain base areattivitaverso
lefrazioni Ro52 e60 (INNO-LIA): 23%insieri conredttivitaverso lasolafrazioneRo 52, 75% in sieri con reattivitaverso Ro
52+60 e 100% in presenza di reattivita verso la sola frazione Ro 60. In 10 sieri ELIA positivi /INNO-LIA negativi si €
riscontrata positivitain 7/10. Le positivita con Microchip Masaic ANA non risultano correlate con i risultati quantitativi
ottenuti mediante tecnica ELIA; inoltre nei 14 sieri “ANA negativi” si é riscontrata una positivita del 57% a fronte di
positivitadel 21% conlalineacellulare Ro 2000.

Discussione e conclusioni: La sensibilita per Ab anti Jol é risultata ottimale e il dato merita di essere confermato su una
numerosita maggiore. La sensibilitaper Ab anti SSA pud essere considerata buonain presenzadi positivita per lafrazione
Ro 60 isolata o in combinazione con Ro 52, mentre, come attendibil e, |a sensibilita decresce significativamentein presenza
di reattivita prevalente anti Ro 52, sul cui significato clinico non ¢’ € atutt’ oggi in letteratura univocitadi pareri.

VALUTAZIONE DEI VALORI DI RIFERIMENTO DELLA CREATININA SIERICA H-03
CONMETODO NON-IDMSE CONMETODO STANDARDIZZATO IDMSDELLADITTA
ORTHO CLINICAL DIAGNOSTICS

E.Bernardi, G. Cocchi, N. Dalg, E. Galletti, B. Milanes
Azienda Ospedalieradi Desenzano del Garda (BS) - Laboratori di Patologia Clinica—Direttore Prof. B. Milanesi

Scopo: daalcuni mesi € stataintrodottanei nostri laboratori larefertazione automaticadell’ e-GFR (stimadellavelocita di
filtrazione glomerulare), che s basasullaval utazione dellacreatininasiericaattraverso |’ applicazione di unaformulamatema-
tica(MDRD) i cui parametri sono,oltreal valoredellacreatininasierica,l’ eta, il sesso elarazza. L' introduzione del e-GFR
miglioral’ interpretazione clinicadellafunzionalitarenale.L astandardizzare dellamisuradellacreatininand siero € auspicabile
a finedi migliorareladiagnosi eil trattamento delle disfunzioni renali cro niche, riducendo levariazioni inter [aboratorio e
migliorando I’ accuratezzadellastimadel GFR. LaOrtho Clinical Diagnosticsatale scopo haricalibratoil test enzimatico non
IDMS con il metodo di riferimento IDM S,uniformandosi alle direttive della UE(2003). Con questo studio abbiamo voluto
valutare lasovrapponibilitadegli intervalli di riferimento forniti dalladittariferiti alladeterminazione della creatinina nel
siero,relativi a nuovo test IDMS-CREA rispetto aquelli usati precedentemente con test non IDMS-CREA

Materiali e Metodi: sono stati impiegati campioni freschi di siero prelevati adonatori di sangue: per metodo non-IDMS 378
donatori (262 uomini,116 donne), per metodo IDMS 298 donatori (204 uomini, 94 donne).Lo studio é stato condotto su
analizzatore Vitros®5.1|FS prodotto dalla Ortho-Clinical Diagnostics.Lacreatininasu siero, plasma,urina,viene determinata
in Dry Chemistry (reagenti supportati in lastrine analitiche VITROS CREA) mediante un test enzimatico adue | etture
Risultati: metodo non-1DM S popol azione maschile (mediana 1,04 mg/dL, min 0,69 mg/dL, max 1,49 mg/dL, intervalloriferi-
mento 0,8-1,5mg/dL, bias-13,75% per I’ estremo inferiore, -0,67% per | estremo superiore), popol azione femminile (mediana
0,85 mg/dL, min 0,59 mg/dL, max1,09 mg/dL, intervalloriferimento 0,7-1,2 mg/dL , bias-15,71% per |’ estremo inferiore, bias%
-9,17% per |’ estremo superiore). Metodo | DM S popol azione maschile (mediana 0,93 mg/dL, min 0,65 mg/dL, max1,4 mg/dL,
intervallo riferimento 0,66-1,25 mg/dL, bias-1,52% per |’ estremo inferiore, bias¥ 12% per I’ estremo superiore), popolazione
femminile (mediana0,76 mg/dL, min 0,52 mg/dL, max 0,97 mg/dL, intervaloriferimento 0,52-1,04 mg/dL, bias 0% per I’ estremo
inferiore, bias¥ —6,73% per |’ estremo superiore).

Conclusioni: con entrambi i metodi i valori di riferimento ottenuti sono sovrapponibili aquelli dichiarati dal produttore,in
particolare con metodo IDMS s ono stati ottenuti bias% molto ridotti.Vista la recente introduzione del metodo IDMS lo
studio verra ampliato con un supplemento di indagini.
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ACIDOASCORBICO EGLICOSURIA : UNTEST SEMPLICE ED ECONOMICO PER RIDURRE H-04
| FALSI NEGATIVI

[.M.Ayala®, V. Miconi°°, M. Pedroni®, S. Voltolin®°, B. Milanesi®
° Dipartimento di Medicinadi Laboratorio—A.O. di Desenzano del Garda; °° LaboratorioAnalisi dellaULLS5 Ovest
Vicentino PO. di Arzignano

Introduzione: lapresenzadi acido ascorbico nell’ urina (eliminato a seguito dell’ assunzione di prodotti contenenti vitamina
C, oppure aspirina, sali di ferro e altri farmaci) puo darerisultati falsamente negativi delladeterminazione dellaglicosuria.
Durante questo studio sono stati effettuati anche test di validazione strumentale relativi alo strumento CPH 800 prodotto
dalladittaDIRUI Industrial CO LTD edistribuitoinesclusivasututtoil territorio Italiano dalladittaC.P. Company s.r.l. 11 test
di valutazione strumentalerelativo allo strumento CPH 800 é stato realizzato pressoil LaboratorioAnalisi dellaULSS5 Ovest
Vicentino PO. di Arzignano. L' analisi accuratadei risultati ottenuti dai test di validazione effettuati ci permette di affermare
chelo strumento CPH H800 risponde perfettamente agli standard qualitativi interni del Laboratorio Analisi di Arzignano.
Materiali e Metodi: nell’ ambito della esecuzione delle prove di validazione dell’ apparecchiatura CPH-800 per I’ analisi
automatica delle urine é stato studiato un campione di 50 pazienti diabetici che, dopo assunzione di un grammo di acido
ascorbico, sono stati testati per la positivita urinariadello stesso correlandoneil risultato conil valore atteso di glicosuria.
Tutti i pazienti arruolati avevano unlivello di glicemiabasale compreso tra 182 e 246 mg\dl ed avevano assunto ac. ascorbico
(VC) 1grinunintervallo compresotrale2 ele5 ore precedenti al prelievo.

Risultati: I1 100% dei campioni érisultato positivo al campo di riferimento dell’ Ac. Ascorbico. Solo 9 pazienti (18%) sono
risultati positivi allaglicosuria.

Conclusioni: il test di valutazionedellapositivitaall’ acido ascorbico urinario si € dimostrato un esame sempliceed utile. Nei

campioni danoi studiati il risultato di glicosuriaevidenziato € verosimilmente inferiore al reale, a causa della presenza di

acido ascorbico. Lapositivitaatale sostanzadovrebbe fornirel’indicazione allaripetizione dell’ esame dopo un “ wash-out”

di almeno 12 oredall’ assunzione di sostanze contenenti vitamina C. In ogni caso risultadel tutto evidente che I’ inaffidabilita
analiticadel test confermaulteriormentel’ inutilita delladeterminazione dellaconcentrazionedi glucosio nelle urine.

EVALUATION OFANAUTOMATED IMMUNOASSAY FOR DNA ANTIBODIES: H-05
ANEWAGEWITHOUT CLIFT?

A.Meélegari,A. Fortuna, F. Roncaglia, R. Roncaglia
LaboratorioAnalisi Chimico Cliniche, Azienda Ospedaliero UniversitariaPoliclinico di Modena

Background and aims: The determination of ds DNA antobodies by Indirect Immunofluorescence (CLIFT) assay presents
several negative aspectsfor thevariability in results. Our aim wasthe eval uation of the diagnosti ¢ efficacy of an automated
detection system for antibodies against dsDNA, comparing the results achieved by this method to our routine tests and
CLIFT.

Methods: The seraof 308 patientsfrom our routine, were tested in aperiod from may 2007 to september 2007. Anti dsDNA
antibodieswere measured by ELiA dsDNA (Phadia) on ImmunoCap 250 and at the sametime dsDNA Elisa Generic Assay
(Alifax) on Tek4 (in usein our Laboratory) versus Crithidialuciliaeimmunofluorescenc etest, using akit from AlphaDia.
Results: We found an overall concordance of 264 samples (85,71%) with both methods ELiA and Generic Assay versus
CLIFT, where: 76 samples where LES cases with a Positive concordance with the three methods and 188 samples have a
Negative concordance with the three methods. We had 44 (14,28%) discordant sampleswith: 38 sampleswith dsDNA EliA
Negative, dsDNA Generic Assay Positive and CLIFT Negative (with no LES), 6 caseshad CLIFT Positivity (or equivocal
Positivity) and both the two method ELiA and Generic Assay were Negative. We investigated the clinical history of this6
cases (systemic immune disorder).

Conclusions: Theseresultsdemonstrated that the EliA dsDNA on ImmunoCap 250 technol ogy has performed characteristics
that are well suited for the quantitative determination of autoantibodies. Good correlation was observed between dsDNA
antibodiesby EliA and by CLIFT. Thissystemiswell fitted into alarge laboratory offering advantage for agreat number of
tests. Utilization of dsDNA CLIFT may be helpful to further-analyze these Autoantibodies and better identify themin a
limited number of cases. These findings would suggest that more than one assay should be useful for diagnosis and
monitoring only for few cases. The ELiA dsDNA determination seemsto fulfill routinelaboratory requirements saving cost
and time and in combination with clinical manifestations makes diagnostic approach accurate.
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L’ANALISI DEL LIQUIDO SEMINALEIN CITOFLUORIMETRIA: PRELIMINARE ESPERIENZA H-06

M. Carta, M. Negri, E. Mar zot, G. Soffiati
Laboratorio di Chimicaclinicaed Ematologia, Ospedale “ San Bortolo” —Vicenza

Scopo del Lavoro: L'infertilita di coppia e un problema medico e sociale emergente. In questo ambito riveste particolare
importanzal’ analisi del liquido seminale per valutarel’ infertilitamaschile. Taleanalis viene eseguitausual mentericorrendo
alla microscopia ottica (MO). L'esame cosi eseguito presenta una elevata variabilita tra diversi operatori, a punto da
condizionarelargamentelavaliditadel dato fornito. Negli ultimi anni & stataproposto I’ impiego dellacitofluorimetriaaflusso
(CF) che consentirebbe di eseguire su un unico campionedi liquido seminalelaconcentrazione degli spermatozoi elaloro
vitalita
Materiali e Metodi: Abbiamo esaminato a citofluorimetro (Becton Dickinson Fac Scan) 36 campioni di liquido seminale
utilizzando il BD Cell viahility Kit cheoffrelapossibilitadi distinguere cellule morte dacellulevivegrazieall’ uso di due
coloranti, I’ arancio di tiazolo (TO) chemarcatutteleceluleeloioduro di propidio (IP) chemarcale cellule morte. Aggiungendo
al campione un quantitativo noto di biglie fluorescenti in sospensione & possibile
eseguirela contaassolutadegli spermatozoi. Abbiamo valutato laripetibilitadei
conteggi: 3esaminatori hanno allestito elettoil preparato in manieraindipendente
I’uno dall’ altro. | risultati ottenuti al CF sono stati confrontati con quelli al MO
con cameraCell-VU (Millennium SciencesInc, New York, USA).E’ statavalutata
lavitalita degli spermatozoi confrontando il risultato ottenuto al CF conquello§ | o & v :
ottenuto a MO dopo colorazione con eosina S A1 S 0 O W
Risultati: L’elaborazione statistica (Mountain Plot) mostra una buona . .
riproducibilitadel metodo al CF traoperatori diversi. Lacorrelazionetrai valori — iof -
ottenuti al CF ea MO ébuonaai valori bassi di spermatozoi, mentre per valori 7
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se questo risultato indichi unasovrastimadelleletture al CF o piuttostoun limite  "® * ©° =2 ¢ 2 4 & @ 1w
dell’ operatore nel riuscire a contare correttamente al M.O quando il numero di
spermatozoi € molto elevato.Per quanto riguarda la vitalita, la correlazione trai due metodi € buona (bias—2,2, limiti di
concordanzada—17,4a12,9).
Discussione e conclusioni: Nonostante sia necessario proseguire I’ esperienza con atri campioni, tuttavia I'analisi del
liquido seminalea CF sembrapoter semplificare e standardizzare maggiormentel’ esame.

aof i

VALUTAZIONE COMPARATIVA DI METODICHE PER LA DETERMINAZIONE H-07
DEL FATTORE REUMATOIDE EDEL TITOLOANTISTREPTOLISINICO

L.L oiodice, M. Tampoia, A. Fontana, A. Colacicco, A.Verna, S. Marsico,A. Zucano
U.O.PatologiaClinical, Policlinicodi Bari

Scopo del lavoro. Scopo del nostro lavoro é stato comparare due nuove metodiche immunonefelometriche per la
determinazione del Fattore Reumatoide (RFn Dade) e del titolo antistreptolisinico (ASLn Dade) nei confronti di quelle
(Dade) giain uso nel nostro laboratorio.

Materiali e metodi. Sono stati analizzati 39 sieri per il dosaggio del Fattore Reumatoide e 26 per ladeterminazione di ASL
provenienti dallaroutine. Sui 39 campioni & stato eseguito, nella stessa sedutaanalitica, il dosaggio RF siacon RFn, dotato
di reattivo latex pronto all’ uso, siacon RF latex daricostituire; sui 26 campioni di sieri & stato eseguitoil dosaggio dell’ ASL
siacon ASLn pronto all’ uso siacon ASL latex daric ostituire. Le determinazioni sono state eseguite su nefelometro BN2
(Dade) in compl etaautomazione. Per tutte le metodiche sono stati utilizzati i parametri analitici ei controlli di qualitainterni
previsti dalladitta produttrice (Dade). L’ imprecisione € stata valutatacon il CV% intraserie per tutti i metodi. Per I’analisi
statistica e stato utilizzato il software Analysis.

Risultati. Il rangedi valori per I' RF é stato di 9.2-1800 Ul/ml, per I’ ASL éstatodi 11.2-799 Ul/ml , mentre per I' RFn é stato di
9.4-2690 Ul/ml eper I’ASLnéstato di 11.2-828 Ul/ml. Il ttest di Student con dati appaiati haevidenziato valori di P=0.54 per
RF e P=0.66 per ASL, entrambi non statisticamente significativi. Lacomparazionedi Passing & Bablok hariportatoi seguenti
coefficienti: Pendenza= 1.010, Intercetta= 2.878 per RF; Pendenza=1.173 eIntercetta= 4. 62 per ASL).

Discussione e conclusione. Lavalutazione comparativatrale due metodiche per il dosaggio dell’ RF equelle per il dosaggio
dell’ ASL ha evidenziato una ottima concordanza su tutti i punti di concentrazione in esame. Pertanto, € stata assicurata
I"abilitadel laboratorio nel fornirerisultati equivalenti per unacorrettadiagnosticaclinica.
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POCT NELLAVALUTAZIONE DELL’HBA1C IN PAZIENTI DIABETICI AMBULATORIALI H-08

O.Antelmo, G. Daniéllo, L. Rossi*, G. Pellegrini*, C. Consani, E. Matteucci, O. Giampietro
*LaboratorioAnalisi Chimico Cliniche, Dipartimento Medicinalnterna- Diabetologia, Ospedale S. Chiara, AOU Pisana,
Pisa

Scopo del lavoro: E' statadocumentatalarel azionetracontrollo glicemico, quantificato dadeterminazioni seriai dell’ HbA1c,
erischio di svilupparele complicanze croniche del diabete mellito. L' American Diabetes Association-ADA raccomandadi
eseguire tale dosaggio almeno due volte I'anno. | laboratori dovrebbero usare solo metodiche analitiche certificate dal
National Glycohemoglobin Standardization Program-NGSP (interassay CV <5%), cioé calibrate sul metodo di riferimento del
Diabetes Control and Complications Trial-DCCT (HPL C cation-exchange method). Lo studio ha permesso di valutare un
metodo che utilizzalatecnologia Point of Care Testing (POCT — CLIA waived) per ladeterminazionedell’ HbA 1c.
Materiali e metodi: Il metodo utilizzato € il sistema A1C Now + Metrika (EXXE, Milano), in grado di eseguire il test
utilizzando solo 5 pl di sangue capillare, con metodica di tipo immunologico con anticorpo anti-Alc coniugato con
microparticelle blu. Sono stati analizzati 100 test POCT su sangue capillare, confrontati conil dosaggio HbA 1c¢ eseguito dal
LaboratorioAnalisi Chimico-cliniche con metodo HPL C TOSOH. Tuttele determinazioni POCT sono state eseguite diretta-
mente su pazienti diabetici ambulatoriali con punturadel polpastrello, per laraccoltadel sangue capillare. Rangedei valori
di ematocrito dei campioni analizzati compreso tra26.2 e 50.9% (media40.5%). Dosati anche: glicemia, colesterolo totale,
HDL, LDL, trigliceridi, creatininemiaebilirubinemiatotal e (analizzatore Modul ar, Roche Diagnostici, Monza).

Risultati: A1C Now + determina, oltreall’ HbA 1c, I’ Hb totale (metodo meta-Hb) per il calcolo dellapercentual e di emoglobina
glicata. Il livellomedio dell’ HbA 1c EXXE éerisultato 7.3+1.2 vs TOSOH 7.0+1.1 con unadifferenzamediadi 0.28 (p<0.0001,
t test per dati appaiati). | risultati ottenuti con EXXE correlano in modo altamente significativo con quelli TOSOH (r 0.94,
p<0.0001). I CV intra-dosaggio risulta 3.9% per un livello di HbA1c di 6.5% e 4.1% per un livello di 10.5% (9 replicati
ciascuno); il CV inter-dosaggio risulta4.8 e 4.6%, rispettivamente.

Discussione e conclusioni: Solo laconcentrazione plasmaticadi creatininainterferiscein modo statisticamente significativo
(coefficiente0.186, p=0.0366) coni livelli di HbA1c misurati conil metodo EXXE. | CV risultano buoni, considerando ottimali
per latecnologiaPOCT utilizzataCV inferiori a 5%. Il metodo risultamolto funzional e e di semplice utilizzazione; lo strumen-
to, di piccole dimensioni efaciletrasporto, permette unaval utazione rapida ed estemporaneadi pazienti nosocomiali oppure
di pazienti diabetici in situazioni esterne a presidio ospedaliero, comeil domicilio, lafarmaciaelo studio medico.

VALORE PREDITTIVO DEL DOSAGGIO SIERICO DI CISTATINA C SUL CALCOLO H-09
DEL FILTRATO GLOMERULARE

L.Ross, O.Antelmo*, C. Donadio®, L. Olivieri
U.O. Andisi Chimico-Cliniche - Azienda Ospedaliero UniversitariaPisana; * Dipartimento Medicinalnterna-Diabetol ogia,
°Dipartimento Medicinalnterna-Nefrologia, Universitadi Pisa

Scopo del lavoro: LaCistatina C (Cys) € unaproteinaubiquitaria, lacui produzione é costante e non influenzata daprocessi
infiammatori, sesso, eta, dietae stato nutrizionale. A livello del rene essafiltraliberamente attraverso lamembranaglomerulare
eviene quasi completamente riassorbita dal tubulo prossimale. Cio larende un valido indicatore del filtrato glomerulare.
Scopo di questo studio € quello di valutare la possibilita di sostituire la determinazione del filtrato glomerulare con un
semplicetest immuno-turbidimetrico per il dosaggio della Cys daeffettuare su analizzatore automati co.

Materiali e metodi: Viene utilizzato il dosaggio turbidimetrico Cystatin C Immunoassay, Gentian adattato con metodica
apertasu analizzatore Roche Modular (T1) su 160 soggetti adulti donatori di sangue presunti sani (80 maschi e 80 femmine).
| risultati sono confrontati con quelli del metodo tradizionale nefelometrico N Latex Cystatin C, Dade Behring (N1). Succes-
sivamente vengono confrontati i risultati ottenuti attraverso i metodi T1 e N1 su 150 pazienti nefrologici (68 maschi e 82
femmine) di etacompresatra 15 e 85 anni e con diverso grado di compromissione dellafunzionalitarenale (creatinina0,4-6.9
mg/dL). | duetest vengonoinfine correlati a calcolo del filtrato glomerulare (GFR) eseguito sugli stessi soggetti. Questo era
stato precedentemente determinato in tutti i pazienti medianteil calcolo dellaclearancerenaledel 99mTc-DTPA. | campioni
sierici prelevati in concomitanzadel GFR eimmediatamente sottoposti a dosaggio N1, sono stati conservati congelati a—
80°C fino a momento del dosaggio T1.

Risultati: | dosaggio T1 sui donatori mostraun valoremedio di 0,72 mg/L, conunaDSdi 0,22, per cui il valorediscriminante
puo essere individuato in 1,16 mg/L. Il CV interserie € pari a 2,7%, mentre quello intraserie risulta essere 2,4%. Non si
osservano differenze statisticamente significative tramaschi efemmine. Nell’ ambito dei pazienti nefropatici, si evidenziano
un CV interseriedel 1,8% ed unaintraseriedi 1,3% suunamediadi 2,38 mg/L. Il confrontotrai dati T1 e quelli N1 mostra
un’ ottimaccorrispondenza (y = 1,044x + 0,104; r 2=0,990). Entrambi i metodi di dosaggio dellaCysmostrano un elevato grado
di correlazionelogaritmicaconil GFR (r =0,91 per N1 er=0,93 per T1). Leformulecalcolate per predireil GFR sullabasedei
duetest Cyspresi in considerazione sono: GFR = 73,084 x (CysN1)-1,0642 e GFR = 67,752 x (Cys T1)-1,2324
Discussioneeconclusioni: Allalucedi questi risultati possiamo attestarel’ efficaciapredittivadel metodi T1 e N1 sul calcolo
del GFR, e questa efficaciaappare maggiore usando il metodo T1.
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PERFORMANCES DI UN ALGORITMO PER LO SCREENING DELLE BATTERIURIE ELABORATO H-10
DALL'OSSERVAZIONE DI ROUTINE DEI CAMPIONI ANALIZZATI CON STRUMENTAZIONE
AUTOMATICA iQ200 SprintO

F.Torricdli, S. Del Buono, G. Patdlli, R. Tarozzi,A.M. Cenci
Nuovo Ospedale S.Agostino-Estense AUSL Modena

Scopo del lavoro: valutarele performances e le potenzialita diagnostiche nell’ applicazione praticain routine di un algortimo
per lo screening delle batteriurie, elaborato utilizzandoi sistemi IRISi1Q200 SprintD (Instrumentation Laboratory), econiil
confrontotral’ esasme delle urineel’ urinocoltura.

Materiali e metodi: Sono stati valutati campioni di urina sterile provenienti da 1076 pazienti afferenti con richiesta di
urinocolturaal Laboratorio Centralizzato dell’ Ospedale di Baggiovara. || numero dei campioni € stato ridotto a 1015 per
I’ esclusionedi quanti presentavano flore microbiche miste. Per I’ esame chimico-fisco sono stati uti lizzati sistemi Menarini
(2AutionMaxA X-4280), per laletturaautomatizzatadel sedimento 4 IRISiQ200 (IL), integrati traloro dasoftware gestionale
Director Menarini. Tutti i campioni sono stati sottoposti allaseminaroutinariain piastra(metodica semiquantitativa: tecnica
dei 4 quadranti con ansacalibrata10uL), terreni COSed MCK.

Risultati: Il risultato dellaseminaé stato utilizzato come standard di riferimento per laclassificazione del risultati. Per |I’analisi
del sedimento sono state seguite leregole generali di revisionein uso presso il laboratorio, che prevedono livelli decisionali
differenziati in sogliedi rilascio per il sistemaiQ200 (autovalidazione) ein regoleincongruenzatrachimico fisico e sedimento
sul sistema esperto Director. Da questa valutazione si € potuto estrapolare un modello per identificare i campioni con
probabile urinocoltura positiva (sospettal VU). | parametri elerelative soglie presi in considerazione sono stati i seguenti:
Esteras >=75WBC >=71 Batteri: presenza; Nitriti + EPD >10.000

Discussione e conclusioni. Dallaval utazione ottenuta con le regole sopraesposteil Val ore Predittivo Negativo (VPN) viene
stimato 95,8% eil Valore Predittivo Positivo (VPP) edi 61,9%, con unapercentuale di campioni FN pari a3,2%. Questi dati
confortano I"ipotesi dell’ importanzatuttoraassuntadall’ esame delle urine standard nellaval utazione dell’ infezione dellevie
urinarie (IVU), anche senzal’ utilizzo di algoritmi dedicati: senzavolersi porre come metodo di screening per laseminasu
piastra, I’ esame automatizzato delle urine si candida avalido ausilio, affiancando il microbiologo nella valutazione delle
crescite microbiche, potendo anche indirizzare al’ utilizzo della terapia antibiotica empirica, nell’ attesa della conferma
microbiologica.

IMPATTO CLINICO DELL'ESAME DEL SEDIMENTO INAUTOMAZIONE H-11

F.Torricelli,D. Guerri,N.Ldli,E.R. Testa, A.M. Cenci
Nuovo Ospedale S.Agostino-Estense AUSL Modena

Scopo del lavoro: evidenziare I’ utilita clinica dell’ esame delle urine in microscopia automati zzata come contributo nella
definizionedelle patologierenali edellevieurinarie.

Materiali emetodi: Per I’ esame chimico-fisco s utilizzano sistemi Menarini (2 AutionMaxAX-4280), per laletturaautomati zzata
del sedimento 4 IRIS iQ200 (IL); gli strumenti risultano integrati attraverso il software gestionale Director Menarini. |
campioni di urinavengono sottoposti arevisione microscopicada parte del personalelaureato in base aregole preimpostate
nel software gestionale siadell’iQ200 che del sistema esperto efinalizzate ad evidenziarei casi significativi.

Risultati. Si riportano tre casi presentatisi nel corso della routine afferente al laboratorio dell’ Ospedale di Baggiovara-
AUSL: 1°caso Bambino di 6 ag, ricoverato nellaUQ di pediatriaper gastroenterite. L’ esame delle urine giunge ad osservazione
del laureato attraverso leregol e di autovalidazione per il superamento dellasogliadi valoredegli RBC. Allarevisionedelle
immagini strumentali s evidenziano formazioni di tipo cilindro eritrocitario, confermati al microscopio. Il quadro del sedimento
depone per un’ origine glomerulare dell’ ematuria, contribuendo alla definizione della diagnosi di glomerulonefrite post-
infettiva. 2° caso: ragazzo di 13aa, con esame urine richiesto per idoneita ad attivita sportiva, fermato dalle regole di in
congruenzaper eta(<=13ad): alarevisionede quadri strumentali appai ono inequivocabili immagini di cristalli di cistina, per
cui il pazientevieneavviato a centro provinciale per lacalcolosi, dove viene confermataladiagnosi di cistinuriaeimpostata
una tempestiva terapia. 3°caso: Bambina di 6aa, con richiesta di esame chimico f isico e colturale delle urine, portata a
osservazionedel validatore per eta(<=13aa) e per Cellule non squamose(NSE)>11. A revisione-video si evidenziano cellule
di grandi dimensioni assieme arari leucociti, riconoscibili al microscopio come elementi monacitari; questo ritrovamento
induce una prolungata osservazione delle piastre di semina, con successivo isolamento di streptococco & emolitico di
gruppo A.

Discussione e conclusioni. | casi proposti supportano le seguenti affermazioni: 1)attraverso I'insieme di conoscenza
approfondita della strumentazione e creazione di un sistema appropriato di regole efficienti da parte dell’ Operatore, pud
avvenire una selezione di campioni da sottoporre ad approfondimenti diagnostici, efficace e importante come contributo
nell’ orientamento diagnostico del paziente; 2) tale attivita pud essere espletata a tutti gli effetti in laboratori di grandi
dimensioni e ad altaproduttivita, anchein ragione dell’impatto organizzativo e dellamassacriticadi test eseguiti.
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COMPARAZIONE FRA CITOFLUORIMETRIA EBIOCHIPARRAY PER LA DETERMINAZIONE H-12
DI CITOCHINE CIRCOLANTI

M.C. Tassone, P. Squillace, A. Procopio*, M .G. Scar mozzino, D.P. Foti
Cattedradi Patologia Clinica, * Cattedradi Patologiamedicaveterinaria, Facoltadi Medicinae Chirurgia, Universita
“MagnaGraecia’ di Catanzaro.

Nel laboratorio biomedico trovano sempre pit ampie applicazioni le misurazioni di profili multiparametrici. Esse sono basate
su metodologie con miniaturizzazione spinta, ridotti tempi di analisi e capacita di discriminare simultaneamente diversi
analiti, in piccoli volumi di campioni biologici, utilizzando un unico segnale di lettura. Queste peculiarita rendono tali
metodologie attraenti ed applicabili in vari settori della medicina di laboratorio, in particolare nell’ambito di condizioni
patol ogiche caratterizzate da alterata/persistente risposta flogistica, quando € importante lo studio del profilo citochinico.
Scopo del nostro studio € quello di fornire un confronto fraladeterminazione delle citochine circol anti mediante citofluorimetria
ed unametodol ogiadi recenteintroduzionein microarray.

Materiali e metodi. Ladeterminazione di citochine circolanti & stata effettuatasu 30 diversi campioni di plasmaottenuto da
pazienti selezionati. | campioni sono stati conservati a-20°C e scongelati primadell’ uso. In citofluorimetria, € stata utilizzata
lametodicacytometric bead assay CBA (kit ThL/Th2 cytokine assay, BD) per lavalutazionedi IL2, IL4, IL6, IL10, TNFa e
IFNyin unvolume di 50pl di campione biologico, datempo utilizzata nel nostro laboratorio. Biglie ricoperte da anticorpi
monaclonali specifici, interagendo con I’ anticorpo secondario marcato con PE, permettono di determinarelaquantitadelle
singolecitochine. L’ altrametodol ogiastudiataéil Biochip array dellaRandox Laboratories. Sullastrumentazione“ Evidence
Investigator” medianteil kit “ cytokinesand growth factors’ si possono determinare, in 100l di campione, IL2,1L4, IL6, L8,
IL10,IL1a,IL1B, TNFa, IFNy, MCPL, VEGF, EGF. L'impiego del sistemasandwich consentedi misurare simultaneamente
tutti gli analiti datestare su ogni singolo biochip utilizzando lachemiluminescenza come unico sistemadi rivelazione.
Risultati. Abbiamo ottenuto unacorrelazione molto significativafrai risultati analitici ottenuti sugli stessi campioni biolo-
gici conleduemetodologie. In particolare, per IL6, il coefficientedi determinazioner2 érisultato pari 20,9214 e per IL 10 pari
a0,8726.1 CV intra-assay einter-assay per IL6 elL10eranoinferiori a 7%in citofluorimetriaed al 10% in microarray.
Discussione e Conclusioni. Ladeterminazione dell e citochine mediante metodol ogie multiparametriche offre grandi vantag-
gi rispetto all’impiego di dosaggi tradizionali. Il laboratorist a&, quindi, in condizioni di fornire nuove e sempre pit complete
informazioni inrelazioneall’ appropriatezzadellerichieste analitiche.

ORGANIZZAZIONE DEI PERCORSI DI CONFERMA ININFETTIVOLOGIA: H-13
| DOSAGGI TOXOPLASMA E ROSOLIA

S.Tagliavini, D. Carra, M. Varani, L. Giampaolo,A.M. Cenci
Lab. Pat. Clin. Corelab NOCSAE-AUSL Modena

Introduzione: 1l laboratorio BLU esegue circa8.000.000 di test/anno, 12% immunometrici su piattaformeAbbott e Beckman
Coulter fisicamente connesse ad un sistema di automazione Power Processor. | dosaggi per Toxoplasmae Rosoliasonoin
routine suAXSY M (Abbott), le conferme su un sistemaVIDAS (bioMerieux) stand alone.

Scopo del lavoro: Essendo presenti in automazione due UniCel DxI800, i test in oggetto sono stati confrontati coni metodi
in uso, valutandone le performance, per saggiarne le potenzialita, nell’ ipotesi di un nuovo assetto organizzativo completa-
mente automati zzato.

Materiali e metodi: Sono stati studiati 110 campioni dellaroutine afferenteal laboratorio (interni da4 ospedali ed esterni di
tuttalaprovincia). Nel comp rensorio sono presenti UUOO di Ostetriciaelapopol azione servitaé multietnica. Per i dosaggi
IgG i campioni sono stati testati in parallelo suAxSYM (MEIA) e DxI800 (chemiluminescenza), per lelgM anchesuVIDAS
(ELFA). Il campione é stato arricchito di 20 prelievi dasierotecadi gravide positive aprecedenti analisi (15 con dati del test
di avidita IgG VIDAS). Sono state poi valutate le performance di precisione e ripetibilita dei 2 metodi in automazione
dosando in doppio 40 campioni random.

Risultati: Per le IgG, AXSY M e DxI800 hanno mostrato unaconcordanzadel 100%. L aconcordanzaper Toxo IgM e Rubeo
IgM éinvecerisultatarispettivamente del 93,75% edel 96,36%. L’ analisi del discrepanti, val utatain confronto a metodo di
riferimento in uso, mettein evidenzaper i 5 campioni Rubeo IgM, conferme alternanti, con lanecessitadi indagini ulteriori.
In nessuno dei casi viene comungue registrato un passaggio “+/-". Per quanto riguarda gli 11 campioni dis crepanti Toxo
IgM si confermano le considerazioni di cui sopraad eccezione del fatto chein 3 casi compaiono discordanze “+/” (1 falso
positivo DxI e 2 falsi negativi AXSY M rispetto a test di riferimento VIDAS). Nel campione selezionato di gravide positiveda
sieroteca, Dx| confermai dati ottenuti in precedenza. Laripetibilitarisultaottimale per il metodo in valutazione, aqualsiasi
concentrazione, con conseguente ipotesi di necessita di verifica solo per valori border-line. Per il metodo in routine si
rilevano 2 campioni non ripetibili per Rubeo 1gG e 1 per Toxo |gG, con passaggio per quest’ ultimo “-/+".

Discussione e conclusioni: Le performance ottenute in questo studio preliminare dimostrano che i dosaggi in
chemiluminescenzaAccess® Toxo |gG/IgM e Rubeo |gG/IgM danno risultati ripetibili e accurati, garantendo I’ affidabilita
necessarianellarispostaai quesiti clinici. UniCel DxI1800 si propone pertanto come un valido sistemaalternativo e/o di b ack
up nell’ organizzazione del percorso di confermadiagnosticain infettivologia.
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CONFERMA CROMATOGRAFICA (HPLCE GC-MS) DELLA RICERCA DI DROGHE D’ABUSO H-14
NELLE URINE: UNANNO DI ATTIVITA' NEL LABORATORIOANALISI DI FORLI”

L. Ricotti, M. Rosetti, C. Satanassi, E. Ciocca, M. Conti, S. Ruggeri, R. Dorizzi
Dipartimento dei Servizi, U.O. Laboratorio Analisi Ospedal e M orgagni-Pierantoni, AziendaUnita SanitariaLocale di Forli,
Itdia

Scopo del lavoro: LatecnicaKIMS (Kinetic Interaction of Microparticlein Solution) é stata utilizzata per lamessaa punto
di metodi automatici di determinazione delle droghe di abuso e rappresentaoggi unaalternativaallatecnicaEMIT, CEDIA,
FPIA. Lo scopo del lavoro é stato quello di confrontare i risultati ottenuti con tale tecnica nelle determinazioni eseguite
(oppiacei, cocaina, cannabinoidi, MDMA/anfetamine e metadone) sui campioni urinari ricevuti dal marzo 2007 al febbraio
2008 dal nostro laboratorio.

Materiali e metodi: Gli esami di screening sono state eseguiti co n metodicaimmunometrica (KIMS) su analizzatore automa-
tico Modular (Roche, Basilea, Svizzera). Gli esami di conferma sono stati eseguiti mediante cromatografialiquidaad ata
pressione (REMEDI HS BioRad, Hercules,CA,USA) e spettrometriadi massa (L XQ Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA). Sono stati inoltre presi in considerazionei risultati discordanti ed evidenziati gli eventuali interferenti.
Risultati: Sono stati analizzati 8867 campioni; 1319 (14.9%) sonorisultati positivi ad almeno un test; 84 (6.3%) non sono stati
confermati, 65 di questi riguardano I’ esame MDM A /anfetamine.

Discussione e conclusioni: Latecnica KIMS si € rivelata soddisfacente nell’ analisi di oppiacei, cocaina, cannabinoidi e
metadone; laricercadi MDMA/anfetamine si &€ dimostrata essere soggettaad interferenti cheinducono falsi positivi al test
di screening. Fragli interferenti pit frequentemente riscontrati ci sono: Trazodone, Clorpromazinae Ranitidina.

| risultati sonoinlineacon laletteratura(Schwettmann L et al Clin Chem Lab Med 2006; 44: 479-87; De Giovanni N et a Clin
Chem Lab Med 2006; 44: 894-7;LUNT et a Forensic Sci Intern 2006; 157: 106-16).

VALUTAZIONE E PROBLEMATICHE DI UNTEST ANALITICO PER D-DIMERO H-15
ESEGUIBILE IN POCT

R. Giacomello, P. M etus, P. Cappelletti
Laboratorio di Patologia Clinica, Dipartimento di Medicinadi Laboratorio, AziendaOspedalieraS. Mariadegli Angeli
Pordenone

Premessa. L’ attivazione di esami in POCT necessitadi unaattentaval utazione delle performance analitiche edellacorrelazione
dei risultati vs Laboratorio.

Scopo del lavoro: valutare le performance analitiche e I’ accuratezza diagnostica dei metodi per la determinazione del D-
Dimero, in particolare per ladiagnosticadelle patol ogie tromboemboliche venose.

Materiali emetodi. Il metodo DDMR TestPak per Stratus CS STAT é un test immunometrico aduesiti (RPIA). |1 metodo D-
Dimer HS suACL Advance utilizzaun test immunoturbidimetrico. Per 1o studio dellalinearitasono stati utilizzati 5 pool di
plasmaadiversaconcentrazione tra 3620 e 226 ng/mL, analizzati in doppio. La precisione € stata val utata utilizzando 3 pool
di plasmaadiversaconcentrazione (325, 599, 3616 ng/mL) misurati in doppio per 20 giornate. Sono stati studiati 120 pazienti
(70 femmine e 50 maschi con eta media 65 anni, range di eta21 — 100 anni) con riscontro diagnostico noto.

Risultati. Lalinearita del metodo DDMR € espressa dalla regressione lineare y = 0.994x -248.56; r2 = 0.9882. Lo studio
ddI’imprecisione haprodotto rispettivamente CV % di 3.20%, 2.92% e 3.60% nellaseriee CV%totaedi 3.60%, 2.90% e 1.85%
trale serie. Nel confronto trametodi non & stato possibiletrovare unaaccettabile correlazione. Infatti eliminando gli outliers
e stato ottenuto un R2 pari a0.46 eanullasono valsi i tentativi di normalizzazione dei dati o lacalibrazione di entrambi gli
strumenti verso un unico standard per soddisfare il requisito di linearita secondo test statistico di Passing& Bablok. Per
I' accuratezzadiagnosticaai diversi cut-off suggeriti (ACL < 260 ng/mL, Stratus < 552 ng/mL ), 30 pazienti hanno dato risultati
concordi negativi e 76 concordi positivi, mentre 14 (12%) presentano sui due strumenti risultati discordanti. Leanalisi delle
curve ROC individuano cut-off (550 ng/mL per DDMR e 220 ng/mL per D Dimer HS) che associano 96.2% di sensihilita,
50.8% di specificita, VPN di 93.8% e 96.4% di sensibilita, il 61.0% di specificitd, VPN di 94.7%, rispettivamente.
Discussione e conclusioni. Le performance analitiche sono soddisfacenti e corrispondenti a quanto dichiarato, mentre i
tentativi di correlazione, normalizzazione e calibrazione contro un unico standard si sono rivelati del tutto insoddisfacenti.
In effetti I'antigene DD & un’analita eterogeneo per il quale non vi € alcuno standard di riferimento riconosciuto. Cio
determinavalori di cut-off disuguali frai due metodi in esame, considerandoi risultati intermini assoluti. Quindi I’ utilizzo di
entrambi i metodi per o stesso paziente puo portare a esiti diagnostici contraddittori e fuorvianti.
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EFFICACIA CLINICA DEL DOSAGGIO QUANTITATIVO DEI MARCATORI IMMUNOLOGICI H-16
DI GASTRITEAUTOIMMUNE

A.Antico,A. Siviero, G. Maragno, S.Masin,A. Pavin, M. Prete, F. Secco, R. Morabito, L. Bacelle
Dipartimento di PatologiaClinicaU.L.S.S. 15-Regione Veneto, PO. Cittadella(PD)

Scopo del nostro studio éstato val utarel’ efficaciaclinicadel metodi immunoenzimatici (EIA) quantitativi rispetto ai quantitativi
discreti immunofluorescenza (IF1) eimmunoblotting (IB) nellaricercadegli anticorpi anti cellule parietali gastriche (APCA)
eanti Fattore Intrinseco (anti FI).

Materiali e metodi: abbiamo arruolato 36 pazienti affetti da patol ogia gastrica autoimmune dimostrataistol ogicamente, di
etacompresatra25-87 anni, tutti positivi per APCA all’ IFl atitolo significativo: > 1:160 (EUROIMMUN ITALIA); 7 presen-
tavano anche anti FI, determinati con metodo IB (ALIFAX). Sui sieri dei 36 soggetti abbiamo determinato APC A con 2
metodi EI A quantitativi: il primo utilizzacome antigene’ enzimaadenosintrifosfatasi (ATPase) nativo (AESKU), il secondo
ATPase gastricaporcina(ORGENTEC); inoltregli anti FI con 2 metodi EIA quantitativi cheimpiegano un antigenericombinante
(AESKU e ORGENTEC). | campioni risultati positivi in IFl sustomaco di ratto sono stati confermati in IFl su stomaco di
primate.

Risultati: L' EIA con AT Pase nativa hadimostrato sensibilita 97%, specificita90%, val ore predittivo positivo (VPP) 91.7%
efficienza 93.8%; quello con AT Pase porcina ha evidenziato sensibilita 91.9%, specificita 92.6%, VPP 94.4%, efficienza
92.2%. Laconcordanzatrai metodi |Fl ed EIA nellaricercadi APCA, valutatamediante!’indice di Cohen, érisultatamolto
buona (IFI/EIA AESKU: K= 0.94; IFI/ EIA ORGENTEC: K= 0.91). Una casistica piu ampia & necessaria per valutare la
correlazione tratitolo e U/mL. EIA per il dosaggio di anti FI prodotto da ORGENTEC ha confermato la presen za degli
anticorpi nei 7 pazienti positivi con IB; EIA AESKU haevidenziato positivitaanchein un atro paziente. Laconcordanzatra
EIA ed IB etrai 2 metodi EIA érisultatamolto buona (K > 0.89).

Discussione e conclusioni: Studi sperimentali hanno confermato che APCA eanti FI sono predittivi di GAI, laloro variazio-
ne correlacon I’ andamento clinico dellamal attiae chetali sintomi di laboratorio compaiono molto tempo primadei sintomi
clinici. | nostri dati dimostrano che gli EIA testati correlano bene con IFl e IB; in pit possiedono miglior efficaciaclinica
poiché associano al’ottimo VP il dosaggio quantitativo di APCA e anti Fl, non dipendente da variabili analitiche e/o
dall’ esperienza dell’ operatore, che consente di governare diagnosi e monitoraggio dellamalattia.

POINT OF CARETESTING: COMPARAZIONE TRAHEMOCHRON JR EBCS H-17

S. Dazzi, S. Deimichei, M.R. Gor za, L .G. Menghini, L. Campagna, P. Caciagli
U.O. PatologiaClinica— Ospedale S. Chiara Trento

Scopo del lavoro: valutare un sistemadi microcoagulazione per il tempo di protrombina (PT), dainserire nel punto di primo
intervento di un presidio ospedaliero composto da una medicina generale e due day hospital (chirurgico e cardiologia
riabilitativa). I laboratorio di Patologia Clinicaoperain un Ospedal e certificato con gli standard Joint Commission International

(JCI) i quali prevedono che esami fatti al di fuori del aboratorio siano sotto controllo dello stesso (standard JCAOP5.3 e
AOP5.9).

Materiali emetodi: sono stati comparati i valori del PT di 71 pazienti in etaadulta(range 28 - 91 anni) interapiaTAO (n° 55)
enon (n° 16), raccolti in 6 giorni diversi pressoil nostro centro prelievi. Di questi campioni, 54 (n° 39in TAO en® 16" norma-
[i") sono stati centrifugati, processati in routine sul coagulomerto BCS (Siemens), e poi accuratamente risospesi (sangue
intero) e testati su Hemochron Jr (Cremascoli); i rimanenti 17 (tutti in TAO) sono stati prima processati sullo strumento
portatile e poi centrifugati per ottenereil plasmautileall’ esame su BCS.

Risultati: Si e ottenutaunacorrelazionedi r = 0.948 per campioni testati primasul BCS epoi suHemochron Jr eunamigliore
correlazioner = 0.966 sui campioni analizzati primasu Hemochron Jr con sangueintero. Considerando I’ esiguitadello scarto
trale due correlazioni, si € disposto di elaborare latotalita dei dati suddividendoli in due gruppi: INR< 2.00 e> 2.00. La
correlazionetrai due sistemi nelle duefascerivelaun’ ottimacorrispondenzanei valori di INR inferiori 22.00, r =0.919 (n° 23)
eunaminor correlazione per lafasciamaggioredi 2.00, r =0.90 (n°48).

Discussione e conclusioni: 1o strumento & semplice e comprensibile ai non addetti. Questi dati preliminari indicherebberola
validitadel test PT, eseguito sul sistemadi microcoagulazione Hemochron Jr, nellagestione di pazienti chearrivano al punto
di primo intervento. Da parte del personale del |aboratorio come per ogni strumento POCT occorre un vigile controllo del

mantenimento dell’ allineamento con gli strumenti dellaroutine cosi dagarantire!’ affidabilitadei risultati.
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AN EVALUATION OF THEACCURACY AND RELIABILITY OF ANEW GENERATION POINT H-18
OFCAREHOSPITAL GLUCOSE METER, THAT CORRECTSFOR INTERFERENCE,
INA GENERAL HOSPITAL SETTING

L.Cozz?, C. Tartarotti®, M. Bonomc?, G. Belavia®, G. Venturdli4, A. M ar occhi?
NiguardaCa GrandaHospita, Milan, Italy: *Clinical Chemistry Laboratory, 2Diabetes Unit, Medical Direction, *Pharmacy;
5GepaSrl, Milan, Italy

Background: M easurement and monitoring of blood glucose levelsin hospitalized patientsisawidely accepted routine and isimportant
in patient management. However the glucose meters commonly used today wereinitially devel oped for home glucosetesting and have
subsequently migrated into hospital use. Thereisincreasing evidenceto indicate that interfering substances, such asdrugs, metabolitesor
abnormal hematocrit levelscommonly found in hospitalized patients can affect the accuracy of these meters. Recently anew generation
glucose meter, StatStrip (NovaBiomedical, Waltham, MA, USA), designed to compensate for interference effects commonly associated
with current glucose meters, hasbecomeavailable.

Work Aim: Theaim of this study wasto assessthe accuracy and reliability of StatStrip in ageneral hospital setting alongsidethe current
glucose meter (AscensiaEasyfill Bayer Hedthcare, Leverkusen, Germany).

Materialsand Method: Capillary blood was collected from hospitalized patientsin four hospital units (ICU, Dialysis, Nephrology and
Liver Transplant), and tested by StatStrip and Ascensia. The results were compared with the central 1ab hexokinase reference method
performed on Roche Modular analyzer. Hematocrit level s were determined by automated hematol ogy instruments (LH700 Beckman
Coulter, Fullerton, CA, USA)

Results: Inal four hospital patient units StatStrip demonstrated acloser correlation to the reference method compared to the meter in use.
Analysisof the % bias discrepancy (defined as % bias glucose meter reading compared to reference laboratory glucose value) showsthat
StatStrip provides more accurate resultsthan Ascensia. Biasplot analysis of patient hematocrit levelsdemonstrated asignificant interfe-
rence effect on the accuracy of Ascensiaglucose meter readings. The accuracy of StatStrip glucose measurements were unaffected by
varying hematocrit levels.
Conclusions. The StatStrip meter, Intercept % < 20% deviation

which hasbeen devel oped specifical- Hospital unit Meter R? Slope (mg/dL) from reference n
ly for hospital use and designed to Dialysis StatStrip 0.974 0.997 8.793 95.5% 67
correct for interferencefactors, demon- |Ascensia 0.886 1.284 220.702 79.1% 67
strated better accuracy than the cur- ;.. StatStrip | 0.974 | 0.898 16711 95.2% 41

rent glucose meter in four different

hospital populations and was unaf- |Ascensia 0.889 1.063 -14.049 79.1% 48
fected by varying hematocrit levels INephrology StatStrip 0.952 1.087 1.498 80.0% 100
tientsmethod. ICU StatStrip | 0.901 | 1.010 12.167 84.1% 101

|Ascensia 0.779 1.021 0.472 79.2% 101
PREANALITICA DELL'OMOCISTEINA: VALUTAZIONE DI UN NUOVOADDITIVO P H-19
PER LA RACCOLTA E CONSERVAZIONE DEL CAMPIONE

F.Manoni, L. Fornasiero,A. Galzignato, M. Nequinio, S. Previato, P. Zavattiero, L. Bussolin,
|. Secondin, G. Ditta, T. Ruzzane, A. Robbiati, A.Bazzan, G. Paccagndlla, L. Pulze, M . Ferrian
ServizioMedicinadi Laboratorio Este-Monselice Az. ULSS 17 Regione Veneto

Scopo del lavoro: Negli ultimi anni numerosi studi hanno dimostrato come elevati livelli di omocisteina rappresentano un
fattoredi rischio cardiovascolare. Lafase preanaliticaé cruciale per unacorrettadeterminazione dell’ omocisteina: i campioni
devono essere conservati in ghiaccio subito dopo il prelievo e centrifugati appena possibile in quanto i globuli rossi
rilasciano omocisteinanel plasma (fenomeno siatempo che temperaturadipendente) determinandone falsi aumenti. Nuovi
sistemi sottovuoto contenenti NaF inibendo I attivitaenzimaticaeritrocitariaridurr ebberolecriticitalegate alafase preanalitica
Scopo di questo lavoro e quello di valutare la stabilita della omocisteina utilizzando questi nuovi dispositivi.

Materiali e Metodi: Sono stati analizzati 50 campioni provenienti dapazienti ambulatoriali afferenti al Servizio di Medicina
di Laboratorio dell’ULS 17 di Monselice. | campioni sono stati raccolti in tre provette: una con K3EDTA conservatain
ghiaccio fluente +2C° (procedurain uso) due con NaF (DittaBD) di cui unaconservatat® ambiente (+22C°) eunain ghiaccio
fluente. A 3 ore dal prelievo le provette sono state centrifugate e il plasma separato. || dosaggio dell’ omocisteina é stato
eseguito con metodo in chemiluminescenzasuADVIA CENTAUR, Siemens. Per |’ analisi statisticasono stati utilizzati i test
T per dati appaiati.

Risultati e conclusioni: La sperimentazione condotta evidenzia diverse concentrazioni trai campioni conservati in EDTA
rispetto aquelli in NaF indipendentemente dallat® di conservazione. Infatti si sono ottenuti i seguenti risultati: EDTA +2°C
=27,95uMal/L + 14,98 vsNaF +2 °C 23,81 + 12,23 con p<0,0001. EDTA +2°C =27,95+ 14,98 vsNaF +22°C=23,58 + 12,38
con p<0,0001. Non si sono evidenziati risultati diversi trale concentrazioni dei campioni in NaF conservati at® ambienteoa
+2°C: NaF+2°C 23,81+ 12,23 vsNaF +22 °C = 23,58 + 12,38 con p=0,40.

Discussione e conclusione: Dalla nostra esperienza il sistema sottovuoto contenente Na Fluoruro (BD) risulta essere in
grado di inibireil rilascio di omocisteinasiaat® ambiente chea+2C°, migliorando le performances preanalitiche rispetto al
metodo in uso. Infatti i valori medi di omocisteinanei campioni in K3EDTA risultano sempre significativamente piu el evati
rispetto aquelli con NaF indipendentemente dallat® di conservazione utilizzata. Questo si traduce in una semplificazione
operativaed in unamigliore garanziadi qualitapre-an aliticasoprattutto nei prelievi decentrati.
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VALUTAZIONE DI EVIDENCE INVESTIGATOR™ IN PAZIENTI CON SINDROME H-20
CORONARICAACUTA

D. Rubin, P. Cappdlletti, B. Bertali, E. Ottavian, M. Cassin*
Laboratorio di Patologia ClinicaDipartimento di Medicinadi Laboratorio, Cardiologia* AOSMA Pordenone

Premessa. L e associazioni internazionali raccomandano un approccio multimarker nelladiagnosi di Sindrome Coronarica
Acuta(SCA) dei pazienti afferenti al Dipartimento di Emergenza(DE) per doloretoracico acuto non traumatico.

Scopo del lavoro e valutare le performance di Evidence Investigator ™ (Randox), strumento che permette larilevazione
guantitativasimultaneain un singolo campioneoltre chedi Troponinal (Tnl), CK-MB emioglobina(Myo) anchedi “nuovi”

parametri comeAnidrasi Carbonicalll (CAIll), Glicogeno Fosforilasi BB (GPBB) e ProteinalLegantegli acidi grassi (FABP).
Materiali e Metodi. Sono stati studiati 96 pazienti afferenti al DE del nostro Ospedale con dolore toracico acuto non
traumatico divisi intre gruppi in base alladiagnosi di dimissione: 34 pazienti (19 maschi e 15 femmine, eta42-94 anni) con
Sindrome CoronariaAcutacon sopraslivellamento del tratto ST (SCAST, 31 pazienti (19 maschi e 12 femmine, eta42-91 anni)
con SCANST e 31 pazienti (15 maschi e 16 femmine, eta 31-94 anni) dimessi con diagnosi di dolore toracico non dovuto a
causacardiaca(Tnl <0.05 ng/mL) econsiderati “normali”. Ladiagnosi di SCA é stata effettuata sullabase dei dati clinico-
laboratoristici secondo raccomandazioni ESC/ACC. Tutti i parametri sono stati valutati per accuratezza diagnosticatramite
curve ROC mentre per quanto riguardalaTnl e stato effettuato un confronto con il metodo in uso pressoil nostro laboratorio
(Xpand Siemens).

Risultati. Lacorrelazione del dati ottenuti coni due strumenti evidenziaunapendenzadi 0.69 (0.59-1.02) conintercetta0.14
(0.13-0.15). Lecurve ROC ottenute studiando i pazienti normali vs SCAST e SCANST evidenziano per: Tnl AUC: 0.81, 95%
Cl:0.72-0.89; FABPAUC: 0.89, 95% Cl: 0.81-0.95; CKMB AUC: 0.82, 95% Cl: 0.73-0.89; GBPPAUC: 0.72,95% Cl: 0.62-0.81;

MyoAUC: 0.80, 95% Cl: 0.71-0.88; CAIll AUC: 0.62, 95% Cl: 0.51-0.72. Pazienti normali vs SCAST: Tnl AUC: 0.91, 95%Cl:

0.80-0.97; FABPAUC: 0.95, 95% ClI: 0.86-0.99; CKMB AUC: 0.93, 95%Cl: 0.83-0.98; GBPPAUC: 0.85, 95% Cl: 0.74-0.93; Myo
AUC: 0.92,95%Cl: 0.82-0.97; CAlIl AUC: 0.63, 95% Cl: 0.50-0.75. Pazienti normali vs SCANST: Tnl AUC: 0.74, 95%Cl: 0.62-
0.84; FABPAUC: 0.84,95%Cl: 0.73-0.92, CKMB AUC: 0.73, 95% Cl: 0.61-0.83; GBPPAUC: 0.61, 95%Cl: 0.48-0.73; MyoAUC:

0.71,95%Cl: 0.58-0.82; CAIlII AUC: 0.61, 95%Cl: 0.48-0.73.

Conclusioni. Per quanto riguarda |’ aspetto analitico i due metodi correlano in maniera soddisfacente. Per quanto riguarda
I" accuratezza diagnosticasi confermail valoredellaTnl esi evidenzalapossibileimportanzadella FABP. Nei sottogruppi

I" accuratezza appare essere diversificata maper conclusioni definitive sono necessari ulteriori studi.

POCT: VALUTAZIONE DELLA PERFORMANCE DI UN COAGULOMETRO PORTATILE H-21

R. Giacomello, P. M etus, P. Cappelletti
Laboratorio di PatologiaClinica, Dipartimento di Medicinadi Laboratorio, AziendaOspedalieraS. Mariadegli Angeli
Pordenone

Premessa. L' utilizzo nel POCT dei “ coagulometri portatili” haaumentato notevolmenteladifficoltadi progettazione di validi

processi di standardizzazione e confrontabilitanelladeterminazionedel PT-INR.

Scopo. Valutareil coagulometro portatile Hemochron® Jr. Signature Whole Blood Microcoagulation System (ITCUSA), a

finedi definireil suo utilizzo intermini di diagnosi e di monitoraggio delle alterazioni dellacoagulazione.

Materiali e metodi. Lo studio dellaprecisione e stato effettuato su tre campioni di sangueintero con livelli differenti di PT
analizzati 20 volte nell’ arco di un ora. In 132 pazienti (63 maschi e 69 femmine; media67 anni; rangedi etada22 anni a86 anni)
di cui 75interapiaanticoagulante oralee 57 no, i campioni sono stati processati primasu Hemochron e poi suACL Advance
comeriferimento.

Risultati e discussione. Lo studio della precisione ha espresso un CV% di 11.77% nella serie con campione ad un valore
mediodi 1.1INR; un CV%di 9.16% nellaserie col campionein rangeterapeutico (TAO) conunvaloremediodi 2.8 INR; eun
CV% di 4.96% nella serie col campione fuori range terapeutico (TAO) con un valore medio di INR di 7.3. L’analisi della
regressione lineare del PT Hemochron verso ACL, su tutti i 132 campioni in esame, ha registrato i seguenti parametri:
pendenza= 0.864; intercetta= 0.306 INR (r2=0.8801); per i campioni di plasmaottenuti dapazientiinTAOenoninTAO, le
correlazioni ottenute sono rispettivamente: pendenza = 0.7169; intercetta = 0.879 INR (r2 = 0.8145) e pendenza= 1.126;

intercetta=-0.1817 INR (r2=0.457). 11 5,3 % dei risultati con Hemochron éal di fuori dei limiti di confidenzaa 95% ddl bias
medio ottenuto dalladifferenzadei valori di INR suHemochron eACL (+0.61-0.77).

Discussione e Conclusioni. | nostri dati indicano che I'imprecisione del metodo in esame € peggiore di quella dichiarata
dalladittanelleinformazioni alegateal kit ein particolarerispetto al metodo di riferimento suACL. L’ analisi di campioni, i cui

valori di INR oscillano nell’ ambito del “rangeterapeutico”, risultaessere qualitativamente poco soddisfacente. Lavariabilita
ottenuta a 95% del bias medio della differenza dei valori di INR su Hemochron e ACL potrebbe condurre ad una errata
interpretazione terapeutica. L'insieme del dati suggerisce chel’ utilizzo di Hemochron possaavvenire, seppur con qualche
cautela, in termini di diagnosi rapida di alterazioni della cascata coagulativa, ma non appaia come un buon metodo per il

monitoraggio dei pazienti TAO. Di cidi clinici dovrebbero essere aconoscenzaetener conto per poter usarelastrumentazione
proposta in modo appropriato.




