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EDITORIAL EDITORIALE

Come ben noto, il laboratorio ha un ruolo fondamentale nella gestione delle gammopatie monoclonali, dalla

diagnosi, alla definizione della prognosi, alla scelta della terapia e al suo monitoraggio. Da sempre i professionisti di

laboratorio sono impegnati nello sviluppo di metodiche e tecnologie per offrire nuovi e migliori strumenti per la

gestione di questi pazienti al fine di assicurare loro in miglior outcome (1). Il Gruppo di Studio “Proteine” di SIBioC ha

prodotto negli anni diversi documenti, linee-guida e raccomandazioni relativi alle metodiche e alle procedure da

seguire nel laboratorio clinico (2-6). In questo numero di Biochimica Clinica vengono pubblicati due eccellenti lavori

di aggiornamento (7,8) che affrontano soprattutto gli aspetti clinici più che quelli di laboratorio di queste interessanti

patologie, nell’intento di fornire nuove,  approfondite e sistematiche informazioni ai professionisti di laboratorio che

svolgono un ruolo fondamentale nella diagnostica e nel monitoraggio dell’efficacia della terapia di queste patologie.

Il ruolo del laboratorio nella gestione del paziente con discrasia plasmacellulare  viene infatti sempre richiamato e ben

descritto nei due lavori pubblicati.

La rassegna “Gammopatie monoclonali: quadri clinici principali e ruolo del laboratorio” a cura di Adami et al. (7)

esamina i principali quadri clinici correlati alle gammopatie monoclonali, illustrandone i diversi aspetti (eziologia,

diagnosi, prognosi, terapia). Per ogni quadro clinico esaminato viene poi evidenziato il sostanziale contributo del

laboratorio nei diversi contesti clinici, sottolineando come le manifestazioni estremamente pleomorfe di queste

condizioni richiedano una costante collaborazione tra clinico e laboratorista per una corretta gestione del paziente. 

L’opinione “Gammopatie monoclonali di significato clinico”, a cura dello stesso Autore (8),  commenta una

rassegna pubblicata su Blood lo scorso anno (9) su alcune entità cliniche causate da cloni plasmacellulari o B-

linfocitari secernenti, solitamente di piccole dimensioni, descrivendo i sottostanti meccanismi patogenetici (già chiariti

o anche solo ipotizzati). Gli Autori della rassegna originale hanno coniato per queste patologie il termine di

“Gammopatie monoclonali di significato clinico”,   che sottolinea l’ampliarsi e il definirsi del campo nel quale il danno

biologico si verifica non tanto per la proliferazione delle cellule del clone ma a causa di proprietà biologiche del clone

e/o della immunoglobulina monoclonale secreta, che quindi non viene più considerata solo un marcatore di malattia

ma causa essa stessa di malattia. Anche in questo caso viene richiamata l’attenzione sul ruolo del laboratorio e sulla

necessità che le attività del laboratorio siano indirizzate dal sospetto clinico per poter garantire la migliore gestione

del paziente.  

E’ sempre necessario che il laboratorista mantenga uno sguardo attento ai rapidi sviluppi della clinica per

anticiparne le esigenze emergenti e partecipare da attore al miglioramento delle cure. Ad esempio, nell'ultimo

decennio, diversi farmaci altamente efficaci sono stati approvati per il trattamento del mieloma multiplo. In particolare,

l’introduzione di terapie basate sull’utilizzo di anticorpi monoclonali ha portato un significativo miglioramento

dell’outcome (10,11), ma allo stesso tempo, ha posto una nuova sfida al laboratorio per la messa a punto di nuove

tecnologie. Un anticorpo monoclonale entrato ora nella pratica clinica è una IgG1-k anti-CD38 che può raggiungere

nel siero concentrazioni di 1 g/L ponendo problemi di identificazione e quantificazione della proteina monoclonale

endogena. Per il monitoraggio ottimale della proteina monoclonale il professionista di laboratorio deve quindi

dialogare con il clinico, per essere informato dell’uso di questo farmaco e, d’altra parte,  il laboratorista deve essere

a conoscenza che la comparsa di una piccola banda monoclonale in regione gamma può essere associata all’uso

dell’anticorpo monoclonale. Per risolvere questa interferenza è stato sviluppato un test specifico (DIRA) (12), ma altri

anticorpi monoclonali sono entrati nella pratica clinica e il laboratorista deve utilizzare la sua conoscenza ed

esperienza per identificare e risolvere queste nuove interferenze. 

Inoltre, utilizzando i nuovi farmaci nella moderna terapia di combinazione in pazienti con mieloma multiplo e

malattie correlate di nuova diagnosi, in una significativa proporzione di pazienti si raggiunge una negatività della

malattia minima residua (MRD), ora definita come l’assenza di una plasmacellula neoplastica su 105-106 cellule

Le gammopatie monoclonali: una sfida continua per la Medicina di
Laboratorio

Giampaolo Merlini
Fondazione IRCCS Policlinico San Matteo e Dipartimento di Medicina Molecolare dell’Università di Pavia
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EDITORIALE EDITORIAL

midollari. I test per definire la MRD sono rapidamente diventati parte integrante delle sperimentazioni cliniche perché

la negatività della MRD è strettamente correlata alla sopravvivenza libera da progressione della malattia, come

documentato in una meta-analisi (13). La negatività della MRD potrà diventare presto un end point surrogato per

l'approvazione dei farmaci, ma sta entrando anche nella pratica clinica come obiettivo del trattamento (14). Gli esami

su siero e urine attualmente disponibili, anche utilizzando la spettrometria di massa, non sono in grado di rilevare la

immunoglobulina monoclonale prodotta da 10-5-10-6 cellule neoplastiche. I metodi attualmente raccomandati sono

next generation sequencing o next generation flow (15,16) tecnologie già implementate in molti laboratori clinici per

soddisfare le emergenti necessità della medicina clinica. 

Come bene esemplificato nei due lavori pubblicati in questo numero di Biochimica Clinica, il dialogo paritetico fra

medicina clinica e medicina di laboratorio genera continuamente occasioni di ricerca e sviluppo orientate al

miglioramento della salute. Certamente questo richiede uno sforzo culturale faticoso, soprattutto da parte dei molti

Colleghi oberati dalla routine e dalla burocrazia, ma, come spesso richiamato da illustri esponenti della nostra

Società, ineludibile.
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REVIEWS RASSEGNE

INTRODUZIONE

La reazione a catena della polimerasi quantitativa
(qPCR) è il metodo più comunemente usato per rilevare
e quantificare gli acidi nucleici (1). Questa metodica
consiste nel monitoraggio in tempo reale della
produzione di uno specifico amplicone della PCR a
partire da una molecola templato di DNA, sfruttando un
segnale di fluorescenza (2). La qPCR a trascrizione
inversa (RT-qPCR, dall’inglese reverse transcription
qPCR) consente la rilevazione e quantificazione
dell'RNA, in seguito alla sua trascrizione inversa in DNA
complementare (cDNA) (3). 
Grazie alla sua sensibilità, accuratezza, riproducibilità,
ampio range dinamico, nonché alla sua facilità d'uso,
versatilità e ai costi limitati, la RT-qPCR è il metodo di

elezione per l'analisi dei livelli di espressione di un
numero limitato di geni (4, 5) e per diverse applicazioni
di diagnostica molecolare (6-10).
L’attendibilità della quantificazione dei livelli di RNA
attraverso RT-qPCR dipende in modo cruciale da un
numero di variabili pre-analitiche e analitiche, tra cui
figurano l'estrazione dell'RNA e la contestuale rimozione
del DNA genomico (gDNA), la trascrizione inversa e
l'amplificazione del cDNA durante la fase di PCR (4, 11).
Pertanto, risulta essenziale l’impiego di una procedura
idonea per la normalizzazione dei dati di espressione
genica che consenta di correggere per queste variabili e
garantire così una quantificazione accurata. 
Sebbene negli anni siano stati proposti diversi approcci
per la normalizzazione dei dati di RT-qPCR [descritti

Identificazione di geni di normalizzazione per studi trascrizionali con
Polymerase Chain Reaction

Alice Nevone1, Pasquale Cascino1, Margherita Bozzola1, Giovanni Palladini1, Mario Nuvolone1
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ABSTRACT

Identification of genes for normalization of RT-qPCR gene expression data: a review of published literature.

Reverse-transcriptase quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) is a well-established technique to quantify
gene expression levels and critically depends on reference genes for data normalization.
We performed a review of biomedical literature to analyse the usage of RT-qPCR in relation to other techniques for
transcriptional analyses and to describe practices for the identification of suitable reference genes for RT-qPCR. 
In the 81 analysed studies, 3 genes (GAPD, ACTB, B2M) were included in ≥70% of cases, but ranked among the
most stable genes in ≤1/3 of cases. The most frequently used normalizing algorithm was geNorm (83%), followed by
NormFinder (73%) and BestKeeper (32%). 
We also analysed transparency and good laboratory practices based on adherence to the Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE) guidelines, using selected validated evaluation
criteria. Overall, key MIQE criteria were satisfied in ≥50% of analyzed studies, but only four criteria (details of
employed kit/enzyme for reverse transcription, priming method, primers/probes and DNA polymerase) were satisfied
in ≥90% of cases. Data on assay repeatability were reported only in 15% of studies. The presence of pseudogenes
as a potential confounder of assay specificity was evaluated only in 13% of studies. Finally, as few as 6% of studies
accounted for the presence of known mutations of singly nucleotide polymorphisms when designing assay
primers/probes.
Better adherence to the MIQE guidelines should be encouraged. Publicly available transcriptomic and genomic data
sets could be employed to refine the identification of suitable normalizing genes and to assist assay design.
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approfonditamente da Huggett et al.  (4)], il metodo
maggiormente entrato nell’uso si basa sull'uso dei
cosiddetti geni di riferimento usati come controlli interni
(4, 11).
Questo approccio consiste nel normalizzare i livelli di
espressione di uno o più geni di interesse con i livelli di
espressione di uno o più geni di riferimento, detti anche
geni normalizzanti e spesso indicati nella letteratura
anglosassone come geni housekeeping (4, 11). Poiché i
livelli dei geni di riferimento sono misurati tramite RT-
qPCR nei campioni sperimentali parallelamente ai livelli
dei geni di interesse e sono quindi soggetti alle stesse
variabili, la quantificazione che ne consegue risulta
accurata (4, 11).
Tale metodo di normalizzazione necessita che il gene di
riferimento impiegato sia stabilmente espresso nella
condizione sperimentale in esame e il livello di mRNA
mostri una forte correlazione con l'mRNA totale presente
nel campione (4, 11).
I geni di riferimento più comunemente utilizzati per la
normalizzazione dei dati di RT-qPCR sono ACTB,
GAPD, RNA18S, B2M e HPRT (4, 12).
Come osservato in precedenza, la popolarità di questi
specifici geni risale al loro precedente impiego come
geni di riferimento nel contesto di analisi con Northern
blotting, saggi di protezione dalla RNasi e per la
convenzionale PCR a trascrizione inversa, grazie al loro
livello di espressione relativamente alto in tutte le cellule,
che li ha resi i controlli ideali per saggi semi-quantitativi
(4).
Tuttavia, già nell'era precedente la RT-qPCR, numerosi
lavori avevano descritto condizioni fisiologiche o
patologiche in cui i livelli di mRNA di questi classici geni
di riferimento mostravano una variazione significativa
(13-15). L'avvento della RT-qPCR, con la sua
potenzialità di quantificare accuratamente i livelli di
espressione genica, non è stato accompagnato da una
valutazione dell'idoneità di questi geni di riferimento per
questo nuovo scopo, e così questi classici geni di
riferimento sono stati semplicemente adottati nella
maggior parte degli studi come retaggio storico (4). In
effetti, numerosi studi di RT-qPCR hanno ulteriormente
confermato che l'espressione di questi classici geni di
riferimento può variare in modo sostanziale in diversi
contesti sperimentali, in cui si sono quindi rivelati
ampiamente inadeguati come geni normalizzatori (16-
24).
Un'analisi bioinformatica condotta da Sun et al.   ha
inoltre sollevato il possibile effetto deleterio
dell’esistenza di pseudogeni correlati ai geni impiegati
per la normalizzazione (25). In particolare, questi Autori
hanno mostrato il caso emblematico di ACTB e GAPDH
umani e dei loro ortologhi murini Actb e Gapdh, i quali
mostrano rispettivamente 64, 67, 69 e 197 pseudogeni
nei genomi corrispondenti (25).
Dal momento che gli pseudogeni sono elementi privi di
introni, di dimensioni simili all'autentico mRNA e
altamente omologhi ai corrispondenti geni,
l'amplificazione del cDNA degli pseudogeni trascritti o

del gDNA potenzialmente residuo non può essere
evitata con l’utilizzo della maggior parte delle coppie di
primer, risultando in una normalizzazione non attendibile
(25). Non a caso, la scelta di geni di riferimento
inappropriati può portare a conclusioni sperimentali
errate (4, 20, 23, 26, 27), che occasionalmente hanno
comportato la ritrattazione di alcune pubblicazioni (28-
31). In effetti, la scelta di geni di riferimento adeguati per
la normalizzazione è attualmente considerata una delle
fasi più critiche negli esperimenti RT-qPCR (4, 5, 11, 32).
Proprio per questa ragione, nel corso degli anni sono
stati sviluppati diversi sistemi che facilitano
l’identificazione dei geni di riferimento più stabili nei
contesti di studio analizzati.
Nel loro pionieristico lavoro pubblicato nel 2002,
Vandesompele et al. hanno sviluppato un algoritmo in
grado di verificare sperimentalmente la stabilità
dell'espressione di un gruppo di geni candidati per la
normalizzazione in un dato insieme di campioni, in modo
da consentire l’impiego di geni validati per la
normalizzazione. Questo algoritmo, chiamato geNorm,
analizza i livelli di espressione non normalizzati ottenuti
sperimentalmente in un determinato insieme di campioni
e determina una graduatoria di stabilità dei geni presi in
esame, mostrando inoltre l’eventuale vantaggio di
utilizzare più di un gene di riferimento per la
normalizzazione (33). 
Seguendo il percorso indicato da Vandesompele, una
serie di altre strategie computazionali e algoritmi di
normalizzazione sono stati introdotti poco dopo, tra cui
BestKeeper (34), NormFinder (35) e il metodo Δ-Ct
comparativo (36). Data la loro facilità di impiego, grazie
anche all’esistenza di strumenti online che ne facilitano
l’utilizzo simultaneo come RefFinder, è frequente il
ricorso a più sistemi di normalizzazione in uno stesso
contesto sperimentale, per quanto, in caso di
discordanza dei risultati ottenuti tra i vari sistemi, non
esiste comunanza di pensiero su quali geni di
normalizzazione impiegare (37).
La necessità di una validazione sistematica dei geni di
riferimento per un determinato contesto sperimentale e
l'uso di geni pre-validati per la normalizzazione con
algoritmi adeguati sono alcuni dei parametri riconosciuti
come essenziali dalle linee guida MIQE (acronimo di
Minimum Information for publication of Quantitative real-
time PCR Experiments, informazioni minime per la
pubblicazione di esperimenti di RT-qPCR) (1, 4, 11, 32) .
Pubblicate nel 2009 da Bustin et al., le raccomandazioni
esposte in queste linee guida hanno ricevuto ampia
visibilità, benché siano state spesso disattese (1, 11, 38).
Ad esempio, nel 2014 Dijkstra et al.  hanno eseguito una
revisione sistematica di tutte le pubblicazioni scientifiche
che hanno utilizzato RT-qPCR per studi relativi al
carcinoma del colon-retto tra gennaio 2009 e agosto
2013. Nel 92% dei 179 studi analizzati è stato utilizzato
un solo gene di riferimento, con ACTB, GAPD (o
GAPDH), RNA18S (o 18S), B2M e HPRT (o HPRT1) tra
i geni più frequentemente impiegati (12).  Inoltre, in
un’indagine svolta su oltre 1700 lavori che includevano
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analisi di RT-qPCR pubblicati tra il 2009 e il 2013, gli
articoli che citavano le linee guida MIQE continuavano
ad essere un numero notevolmente limitato e nella
maggior parte di questi lavori i geni di riferimento sono
stati impiegati senza un'adeguata validazione
sperimentale (5). Nel loro complesso, queste
osservazioni indicano che l'esistenza delle linee guida
MIQE è necessaria, ma non sufficiente al radicarsi di
questi accorgimenti nella pratica corrente (1, 12, 39). 
Alla luce dell’importanza di individuare geni idonei per la
normalizzazione dei dati di RT-qPCR, in anni recenti
sono stati condotti numerosi studi volti ad indagare geni
candidati alla normalizzazione in specifici contesti
sperimentali. In virtù del potenziale impatto di questo tipo
di studi, che potrebbero indirizzare l’impiego di specifici
geni e specifici saggi di PCR per un particolare settore di
studi, è auspicabile che il disegno sperimentale di questi
studi e la tipologia di informazioni riportate nelle relative
pubblicazioni siano conformi a quanto previsto dalle
linee guida MIQE, in modo da garantire l’interpretabilità
e la riproducibilità dei dati.
Tuttavia, ad oggi manca una panoramica delle pratiche
di ricerca di geni di normalizzazione per RT-qPCR. Nel
presente lavoro ci proponiamo di effettuare una revisione
della letteratura pertinente, valutandone gli aspetti
sperimentali e l’adesione alle linee guida MIQE.

METODI

Analisi della distribuzione temporale di 

pubblicazioni relative a metodiche per studi

trascrizionali

Abbiamo effettuato una ricerca della letteratura
scientifica fino al Dicembre 2018, volta ad analizzare la
distribuzione temporale delle pubblicazioni relative ad
alcune metodiche per studi trascrizionali. A tale scopo,
sono state effettuate ricerche PubMed mediante l’uso
delle seguenti parole chiave: "Northern blotting" OR
"Northern blot"; "RT-qPCR" OR "RT-PCR" OR "qPCR"
OR "quantitative PCR" OR "Real time PCR";
"microarray" OR "gene expression microarray";
"RNAseq" OR "RNA-seq" OR "RNA sequencing". 

Revisione sistematica di lavori scientifici per

la validazione di geni di normalizzazione per

studi di RT-qPCR

E’ stata raccolta la letteratura scientifica
sull'identificazione di geni di riferimento candidati per la
normalizzazione dei dati qPCR nel contesto degli studi
umani presente su PubMed al Giugno 2018. A tale
scopo, è stata usata una combinazione di ciascuna delle
parole chiave “Reference genes”, “normalization genes”
o “normalization”, con ciascuna delle parole chiave “RT-
PCR”, “qPCR”, “real time PCR”, “real time qPCR”,
“quantitative PCR”. Sono stati applicati i seguenti filtri
PubMed: Species – Human; Field - Title. Questa ricerca
ha portato a un totale di 101 studi.

Sono stati analizzati gli abstract di tutti gli studi

raccolti e sono stati esclusi gli studi non inerenti (20
studi). I restanti 81 studi corrispondenti all’oggetto di
interesse sono stati analizzati per estrapolare le seguenti
informazioni: condizione sperimentale di studio, geni
candidati testati, approccio normalizzante, geni di
riferimento risultati più stabili. La lista degli 81 studi
analizzati in questa revisione è disponibile come
materiale supplementare (S1).

Aderenza alle linee guida MIQE

L’aderenza alle linee guida MIQE negli 81 lavori
inclusi nell’analisi è stata valutata da un operatore,
seguendo la metodologia indicata da Bustin et al (5). In
particolare, sono stati presi in considerazione i seguenti
12 parametri inclusi nelle linee guida MIQE e rilevanti per
il tipo di studi in esame: 
-integrità dell’RNA; 
-purezza dell’RNA; 
-quantità di RNA per la retrotrascrizione; 
-enzima o il kit per la retrotrascrizione; 
-metodo per il priming della retrotrascrizione; 
-sequenze e dettagli dei primer e delle sonde; 
-dettagli della DNA polimerasi o del kit per PCR 
impiegati; 
-quantità di templato di DNA per la reazione di PCR; 
-concentrazione finale dei primer e delle sonde usate; 
-dettagli su temperature e cicli della PCR; 
-dati sull’efficienza della PCR; 
-specificità del saggio. 

In aggiunta è stato valutato se la ripetibilità del
saggio (variazione intra- e inter-assay) sia stata
verificata. E’ stato inoltre indagato se, nella scelta dei
geni in esame, sia stata presa in considerazione
l’esistenza di pseudogeni. Infine, si è valutato se, nel
disegno dei primer, siano stati presi in considerazione
mutazioni o polimorfismi genomici quali possibili fonti di
non corrispondenza tra la sequenza del primer e la
sequenza del cDNA bersaglio.

Al momento dell’analisi, i lavori sono stati
dicotomizzati in base alla data di pubblicazione,
antecedente o successiva alla pubblicazione delle linee
guida MIQE. Inoltre, similmente a quanto effettuato da
Bustin et al. (5), gli articoli pubblicati dopo il 2009 sono
stati ulteriormente dicotomizzati in base alla presenza o
meno di un riferimento diretto alle linee guida MIQE.

Valutazione della presenza di possibili fonti di

mismatch di sequenza nei primer

È stata effettuata una subanalisi della letteratura
precedentemente inclusa nell’analisi, selezionando in
modo casuale un campione di 15 geni tra i geni risultati
maggiormente stabili in almeno uno studio. Le sequenze
delle coppie di primer di queste geni sono state
analizzate in Ensembl (https://www.ensembl.org/
index.html) e dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
projects/SNP/) per la presenza di polimorfismi a singolo
nucleotide (SNP) noti nelle corrispondenti regioni
genomiche.
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RISULTATI

I risultati relativi alla frequenza di utilizzo nel corso
degli anni delle diverse metodiche per studi
trascrizionali, dimostrano come il numero di nuove
pubblicazioni relative a Northern blotting è in progressivo
declino dal 2001, mentre le pubblicazioni relative a
Microarray hanno raggiunto un picco di 6 332 nell’anno
2014 e negli ultimi 3 anni si assestano in media a 5 525
pubblicazioni annue (Figura 1). Le pubblicazioni relative
a RNA Sequencing mostrano un andamento in
progressivo aumento, con circa 7 200 pubblicazioni del
2018 (Figura 1). La RT-qPCR permane la metodica per
studi trascrizionali più diffusa, mostrando nel complesso
un incremento progressivo nel tempo, con un picco di
citazioni pari a 18 349 nel 2018 (Figura 1). Si esclude la
possibilità che tali valori di diffusione dell’RT-qPCR
possano dipendere dall’inclusione, mediante la nostra
ricerca, di studi che impieghino genericamente la PCR,
anche al di fuori di studi propriamente trascrizionali, alla
luce degli stringenti criteri di ricerca. In linea con questa
osservazione, si segnala che il numero di pubblicazioni
relative a “PCR” o “polymerase chain reaction” nel solo
2018 era pari a 37 970. Tali osservazioni confermano il
continuo e ampio impiego di RT-qPCR per studi
trascrizionali.

La ricerca relativa ai geni per la normalizzazione dei
dati di espressione di qPCR ha consentito di identificare
81 studi, pubblicati tra il 2001 e il 2018 (con circa il 59%
dei lavori pubblicati dal 2012 al 2018) su 50 diverse
riviste con impact factor compreso tra 0,8 e 9,38. Questi
studi prendevano in esame diverse condizioni
fisiologiche o patologiche e diversi tipologie di cellule o
tessuti. Nel contesto di questi 81 studi, erano stati

indagati 133 geni unici.
Tra i geni candidati per la normalizzazione che sono

stati analizzati, 5 geni sono tanto predominanti da esser
stati inclusi in più del 50% degli studi pubblicati, con
GAPD presente nell'89% degli studi, ACTB nel 75%,
B2M nel 73%, HPRT nel 64% e TBP nel 58% (Figura 2).

Soltanto due articoli non presentavano nessuno di questi
5 geni tra quelli presi in esame come candidati
normalizzanti. Benché GAPD, ACTB e B2M siano
indagati in più del 70% degli studi, solo in circa uno
studio su tre questi geni sono risultati nella rosa dei geni
più stabili (Tabella 1). Viceversa, geni indagati meno
frequentemente di questi sono, in percentuale, risultati
più spesso nella rosa dei geni più stabili, tra cui RPLP0
e PUM1 (trascurando geni presi in esame in uno o pochi
studi) (Tabella 1).
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Figura 1

Impiego di tecniche per studi trascrizionali nella letteratura biomedica. Istogramma dell’andamento annuale di impiego di tecniche
per studi trascrizionali. I grafici mostrano il numero di pubblicazioni per anno di 4 tecniche per studi trascrizionali. I dati sono stati
ottenuti da Pubmed, usando una serie di parole chiave come riportato nella sezione “Materiali e Metodi”.

Figura 2

Istogramma della frequenza relativa ai 5 geni più investigati
come possibili geni di normalizzazione tra gli 81 studi presi in
esame.
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In questi studi, l'algoritmo di normalizzazione più
frequentemente utilizzato è stato geNorm, adoperato
nell'83% degli studi, seguito da NormFinder nel 73% e
BestKeeper nel 32% dei casi, mentre tutti i restanti
sistemi di normalizzazione sono stati usati
complessivamente nel 43% dei lavori (Figura 3).

È stata inoltre valutata la scelta di utilizzare uno o più
sistemi di normalizzazione. Questa analisi ha mostrato
che solo 20 degli 81 lavori esaminati (25%) impiegava un
unico sistema di normalizzazione (geNorm in 8 dei 20
lavori) (Figura  4). Due o tre sistemi di normalizzazione
erano impiegati rispettivamente nel 39% e nel 25% dei
lavori. Dei 61 articoli che utilizzano più di un sistema, in
33 casi (57%) vi era concordanza tra i diversi sistemi
normalizzanti nell’identificazione della rosa di geni più
stabili.

Dei 133 geni analizzati nei diversi articoli, 62 geni
sono risultati i più stabili dopo l’applicazione di algoritmi

normalizzanti (Tabella 1). 
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GAPD
ACTB
B2M
HPRT1
TBP
18S
PPIA
YWHAZ
HMBS
GUSB
RPLP0
SDHA
UBC
RPL13
POLR2A
PGK1
TFRC
PUM1
IPO8
MRPL19
TUBB
RPS17
CASC3
EIF2B1
PES1
POP4
RPL30
ELF1
PMM1
RPL29
CDKN1β

72/81
61/81
59/81
52/81
47/81
42/81
30/81
30/81
29/81
29/81
26/81
24/81
22/81
20/81
18/81
18/81
17/81
16/81
13/81
8/81
7/81
7/81
6/81
6/81
6/81
6/81
6/81
5/81
5/81
5/81
5/81

88,89%
75,31%
72,84%
64,20%
58,02%
51,85%
37,04%
37,04%
35,80%
35,80%
32,10%
29,63%
27,16%
24,69%
22,22%
22,22%
20,99%
19,75%
16,05%
9,87%
8,64%
8,64%
7,41%
7,41%
7,41%
7,41%
7,41%
6,17%
6,17%
6,17%
6,17%

24/72
19/61
11/59
18/52
13/47
7/42
9/30
9/30
5/29
4/29
12/26
8/24
6/22
7/20
4/18
2/18
4/17
7/16
3/13
1/8
2/7
2/7
2/6
2/6
1/6
2/6
1/6
2/5
1/5
1/5
1/5

33,33%
31,14%
18,64%
34,61%
27,66%
16,67%
30,00%
30,00%
17,24%
13,79%
46,15%
33,33%
27,27%
35,00%
22,22%
11,11%
23,53%
43,75%
23,07%
12,5%
28,57%
28,57%
33,33%
33,33%
16,67%
33,33%
16,67%
40,00%
20,00%
20,00%
20,00%

ALAS1
CYC1
MTATP6
RPL37A
HSPCB
RPL32
ATP5B
EF1A
TMBIM6
G6PDH
PSMB6
RPS13
CHCHD1
GNB2L1
TPT1
UBCH5B
PSMC4
ALG9
CTBP1
CYCA
DDX5
HIST
HUEL
MDH1
RPL4
SRSF9
TFCP2
U6
UBXN6
VIL1
ZNF410

5/81
5/81
4/81
4/81
4/81
4/81
4/81
3/81
3/81
3/81
3/81
3/81
2/81
2/81
2/81
2/81
2/81
1/81
1/81
1/81
1/81
1/81
1/81
1/81
1/81
1/81
1/81
1/81
1/81
1/81
1/81

6,17%
6,17%
4,94%
4,94%
4,94%
4,94%
4,94%
3,70%
3,70%
3,70%
3,70%
3,70%
2,47%
2,47%
2,47%
2,47%
2,47%
1,23%
1,23%
1,23%
1,23%
1,23%
1,23%
1,23%
1,23%
1,23%
1,23%
1,23%
1,23%
1,23%
1,23%

2/5
2/5
2/4
1/4
3/4
1/4
2/4
2/3
2/3
1/3
1/3
1/3
1/2
1/2
1/2
2/2
1/2
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1

40,00%
40,00%
50,00%
25,00%
75,00%
25,00%
50,00%
66,67%
66,67%
33,33%
33,33%
33,33%
50,00%
50,00%
50,00%
100,00%
50,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%

Nome Gene indagato Gene stabile Nome Gene indagato Gene stabile

Tabella 1

Lista dei 62 geni stabilmente espressi nella letteratura esaminata.
I 62 geni risultati nella rosa dei geni più stabili negli articoli ottenuti dalla revisione della letteratura sono qui ordinati per ricorrenza.
Di ciascuno è riportata la frequenza e percentuale in cui sono stati studiati negli 81 articoli (“Gene indagato”) e la frequenza e per-
centuale in cui sono risultati nella rosa dei geni più stabili tra gli articoli in cui sono stati testati (“Gene stabile”).

Figura 3

Frequenza dei principali sistemi analitici di normalizzazione 
Istogramma della frequenza di uso dei principali algoritmi nor-
malizzanti tra gli 81 studi presi in esame.
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Solo in 3 casi non era stato possibile individuare geni
sufficientemente stabili da impiegarsi per fini di
normalizzazione. 

Per quanto riguarda la verifica dell’aderenza alle
linee guida MIQE e l’accuratezza con cui sono stati
riportati dati relativi ad esperimenti di RT-qPCR, nessuno
dei parametri presenti nella lista delle informazioni
minime da riportare in pubblicazioni di dati con RT-qPCR
era presente nella totalità degli studi (Figura 5). Le
informazioni relative al kit o alle modalità di
retrotrascrizione e alla DNA polimerasi erano presenti in
più del 90% dei lavori, mentre dati relativi alla purezza ed
integrità dell’RNA e al quantitativo di RNA impiegato per
la retrotrascrizione erano presenti nel 65-77% degli
studi.

Per quanto riguarda la scelta dei primer, nel 44%
degli studi è stato incluso un saggio commerciale, nel
42% degli studi i primer sono stati disegnati de novo e
nel 26% degli studi sono stati impiegati primer riportati in
precedenti pubblicazioni scientifiche (la somma di
queste tre percentuali supera il 100% alla luce
dell’impiego di primer con diversa origine in diversi
studi). Complessivamente, nel 91% degli studi erano
riportati i dettagli (specie la sequenza) dei primer e delle
eventuali sonde impiegati o, in alternativa, vi erano i
riferimenti ai saggi commerciali impiegati (Figura 5).

Le informazioni relative alla reazione di
amplificazione, incluse il quantitativo di templato
impiegato, la concentrazione finale di primer ed
eventuali sonde e il protocollo di PCR erano presenti nel
65-72% degli studi (Figura 5).

Dati di efficienza della PCR erano riportati nel 65%
dei lavori, anche se informazioni puntuali circa il range
dinamico erano presenti solo nel 35% degli studi.
Informazioni relative alla specificità della PCR, incluse
l’analisi di curve di melting e/o la verifica della
dimensione o sequenza dell’amplicone, erano riportate
nel 53% dei lavori. Solo il 15% degli studi includeva
informazioni relative alla riproducibilità intra- ed inter-
assay (Figura 5).

Solo 10 lavori prendevano in considerazione
l’eventualità che i saggi di PCR impiegati potessero
risentire della presenza di pseudogeni, escludendo che i
saggi impiegati amplificassero pseudogeni o verificando
che l’amplificazione di pseudogeni fosse di entità
trascurabile. 

Abbiamo inoltre valutato se sia stata verificata
l’assenza di mismatch di sequenza nei primer impiegati
rispetto a polimorfismi noti. Tuttavia, solo 4 articoli su 81
hanno considerato specificamente questo aspetto
durante la fase di disegno e selezione dei primer da
utilizzare nell’esperimento di RT-qPCR. Infine, abbiamo
investigato la frequenza con la quale primer impiegati
presentavano mismatch di sequenza rispetto a
mutazioni e polimorfismi noti sulla base dei portali
Ensembl e dbSNPs, indagando in caso di mismatch la
loro posizione all’interno dell’oligonucleotide. A tale
scopo, abbiamo selezionato in modo casuale 15 coppie
di primer di 15 geni da altrettanti articoli. Nessuno dei 30
primer indagati corrispondeva ad una regione genomica
priva di mutazioni o polimorfismi noti (Figura 6). In
media, erano presenti 7,5 mismatch per primer
(intervallo: 1-20). 24 primer (80%) presentavano
mismatch nelle ultime 5 posizioni in 3’.
Complessivamente, soltanto per uno dei 15 geni
investigati entrambi i primer risultavano privi di mutazioni
e polimorfismi noti nelle ultime 5 basi in 3’(Figura 6).

DISCUSSIONE

Nel presente studio, abbiamo indagato le pratiche
per l’identificazione di geni di riferimento in esperimenti
di RT-qPCR e l’aderenza alle linee guida MIQE dei
relativi articoli scientifici.
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Figura 4

Numero di sistemi normalizzanti utilizzati
Distribuzione percentuale del numero di sistemi normalizzanti
impiegati negli 81 studi presi in esame. 

Figura 5

Aderenza alle linee guida MIQE
Istogramma della frequenza di aderenza alle linee guida MIQE
tra gli 81 articoli presi in esame, sulla base della presenza di
dati relativi a diversi parametri sperimentali.
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Un risultato sorprendente, ma non inaspettato, della
nostra revisione è che una piccola serie di candidati a
geni di riferimento, vale a dire GAPD, ACTB, B2M, HPRT
e TBP, compaiono nella maggior parte dei lavori. Questo
è in linea con precedenti studi di letteratura e conferma
la popolarità di questi come geni normalizzanti negli
studi di RT-qPCR(4, 12, 39). Tale popolarità persiste
nonostante le molteplici evidenze accumulate dalla
letteratura scientifica che dimostrano come molti di
questi geni mostrino spesso una espressione variabile in
diverse condizioni sperimentali(16-24).

Lo studio dei sistemi normalizzanti utilizzati nei vari
lavori ha confermato geNorm, NormFinder e BestKeeper
come algoritmi normalizzanti più usati. La scelta di
impiegare più di uno di questi sistemi viene attuata nella
maggior parte dei lavori. Benché non vi sia unanimità su
quale linea adottare nel caso di risultati discordanti tra i
diversi sistemi normalizzanti usati, nella maggior parte
dei lavori considerati nel nostro studio si registra una
sostanziale concordanza nell’identificazione dei geni più
stabilmente espressi.

Al fine di determinare la qualità ed il grado di
completezza dei dati riportati negli 81 studi presi in
esame, è stata eseguita una valutazione di alcuni
parametri cruciali in esperimenti di RT-qPCR, facendo

affidamento alle linee guida MIQE (5, 11).
Complessivamente, i risultati ottenuti mostrano una

maggiore aderenza alle linee guida MIQE rispetto a
quanto rilevato in una estesa indagine della letteratura
del 2013 (5).

Sebbene tale miglioramento possa far pensare ad
una maggior implementazione delle linee guida MIQE
negli ultimi anni, occorre considerare che, a differenza
della precedente indagine, il nostro studio era
specificatamente focalizzato su lavori metodologici
improntati su studi di RT-qPCR, in cui pertanto era
prevedibile una maggiore aderenza alle linee guida
stesse. 

Ciononostante, alcuni aspetti rilevati dalla nostra
indagine sollevano alcune perplessità. Ad esempio, il
17% di questi lavori non riportavano dettagli sulle
sequenze di primer/sonde impiegati. Tale dato è al netto
dei lavori che impiegano saggi commerciali, per i quali è
notorio che le sequenze di primer e sonde impiegate
spesso non sono rese pubbliche (40). 

Tale mancanza appare ancora più inspiegabile data
la tipologia di lavori analizzati, il cui scopo dovrebbe
essere quello di rendere disponibile alla comunità
scientifica informazioni relative a saggi di RT-qPCR per
geni stabili in un dato contesto sperimentale.

Una simile considerazione si può estendere
all’assenza di dati di validazione tecnica dei saggi
impiegati, inclusi dati sul range dinamico e sulla
variabilità inter- e intra-assay, in una percentuale non
trascurabile dei lavori presi in esame. 

Gli aspetti in assoluto più ignorati negli articoli
esaminati riguardano la possibile interferenza della
presenza di pseudogeni, mutazioni e polimorfismi noti,
sebbene le linee guida e la letteratura scientifica recente
richiamino l’attenzione su questi aspetti (11, 25, 41).

Infatti, è stato dimostrato che la presenza di
polimorfismi di singoli nucleotidi o di altri mismatch di
sequenza tra primer e templato può ridurre la
prestazione di saggi di qPCR (41), e che tale effetto
deleterio dovuto ai mismatch dipenda dal numero di
mismatch e dalla loro posizione, con interferenza
maggiore nel caso di mismatch nelle ultime quattro
posizioni al terminale 3’ dell’oligonucleotide (41).

La presenza di mutazioni o polimorfismi noti nelle
regioni genomiche corrispondenti ai primer di un saggio
di qPCR è una eventualità da non trascurare, alla luce
dell'elevato numero di polimorfismi noti (in media 1 SNP
per 58 paia di basi (bp) nell'intero genoma, in media 1
SNP per 20 bp nell’esoma, in base alla versione dbSNP
137, come precedentemente riportato (41)). I risultati
delle nostre analisi di un piccolo campione di primer
conferma la rilevanza di questo fenomeno.

Peraltro, il numero di mutazioni e polimorfismi è
destinato ad aumentare, in virtù dell’ampio impiego di
metodiche di sequenziamento di nuova generazione,
inclusi sequenziamento dell’intero genoma o esoma, su
larga scala. Nonostante si preveda che questo  renderà
pressoché impossibile disegnare primer o sonde in
regioni totalmente prive di polimorfismi, è comunque
auspicabile tenere in considerazione questi aspetti ed
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Figura 6

Localizzazione di mutazioni note nelle sequenze di un campio-
ne di 15 coppie di primer.
Localizzazione di inserzioni/delezioni note (INDEL), polimorfi-
smi di singolo nucleotide noti (SNP) o entrambi (INDEL+SNP)
nelle regioni genomiche corrispondenti ad un campione di 15
paia di primer (indicati come Fwd n e Rev n, dove Fwd e Rev
indicano il primer senso e antisenso, rispettivamente, e n indica
il numero arbitrario della coppia di primer in esame). Ciascuna
casella indica un nucleotide del primer, numerato da -1 in poi a
partire dal terminale 3’.
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evitare polimorfismi presenti in frequenze più elevate
nella popolazione di interesse. A tal fine, si segnala come
le informazioni di frequenza di ciascun polimorfismo
nelle diverse popolazioni siano facilmente reperibili nelle
banche dati di sequenza.

La nostra indagine ha mostrato come la RT-qPCR
permanga una metodica ampiamente impiegata per
studi trascrizionali, nonostante la disponibilità di metodi
che consentono studi trascrizionali globali, cosiddetti
trascrittomici, a costi via via sempre più contenuti.
Pertanto, rimane viva la necessità di: individuare geni
stabili per la normalizzazione dei dati di RT-qPCR;
disegnare e validare opportuni saggi di qPCR per questi
geni; riportare i risultati di questi studi nel modo più
trasparente e chiaro possibile garantendo la
riproducibilità.

Per il primo aspetto, proprio la disponibilità di dati di
trascrittomica di pubblico e facile accesso potrebbe
essere sfruttata a beneficio della identificazione di geni
candidati alla normalizzazione di esperimenti di RT-
qPCR in un dato contesto clinico o sperimentale (42). Ad
esempio, il portale Gene Expression Omnibus (GEO,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) un archivio pubblico
di dati genomici funzionali, che fa parte del National
Center for Biotechnology Information, potrebbe trovare
impiego per questo fine. Infatti, GEO include set di dati
trascrittomici basati sia su microarray, sia su
sequenziamento dell’RNA, i quali sono conformi
rispettivamente alle linee guida sulle informazioni
minime per un esperimento di microarray [MIAME,
dall’inglese  Minimum Information About a Microarray
Experiment(43)] e alle linee guida sulle informazioni
minime su un esperimento di sequenziamento di
nuova/ultima generazione [MINSEQE, dall'inglese
Minimum Information About a Next-generation
Sequencing Experiment, http://fged.org/projects/
minseqe/]. 

Una possibile valida alternativa è stata realizzata da
Hruz et al.  nel 2011, i quali hanno fondato RefGenes,
una piattaforma che consente la selezione di geni di
riferimento adatti per studi RT-qPCR, benché questa
piattaforma sia accessibile esclusivamente ad utenti
registrati e sia basata esclusivamente su dati di
microarray (42).

Al contrario, GEO garantisce un accesso pubblico
illimitato e incorpora dati di microarray e di
sequenziamento dell’RNA. 

In relazione al disegno e alla validazione dei saggi di
qPCR, le linee guida MIQE evidenziano già in modo
chiaro gli elementi più importanti di questo aspetto.
Rimane invece il problema della loro implementazione
sistematica in studi che includono dati RT-qPCR, come
già osservato in precedenza (5) e confermato anche dal
nostro studio. Pertanto, sarebbe auspicabile individuare
strategie per garantire la piena implementazione di tali
linee guida. Un esempio di questo tipo potrebbe essere
rappresentato dalle linee guida ARRIVE (dall’inglese
Animal Research: Reporting In Vivo Experiments) che
identificano degli standard per riportare risultati di

sperimentazioni animali nell’ambito di pubblicazioni
scientifiche (44). Numerose riviste scientifiche hanno
infatti imposto di implementare tali linee guida, anche
tramite l’uso di un apposito formulario, per tutti i lavori
che includono sperimentazioni animali. 

Alla luce del largo impiego della RT-qPCR, ancora in
questi ultimi anni, e della sua rilevanza in ambito di
ricerca di base e diagnostica molecolare, ogni sforzo
teso al miglioramento delle pratiche di utilizzo e delle
modalità di pubblicazioni dei dati relativi appare
estremamente importante.
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GENERALITÀ

Definizione

Il termine gammopatia monoclonale (GM) include
una vasta gamma di situazioni di significato biologico e/o
clinico che hanno in comune una proliferazione clonale
di plasmacellule o di linfociti B secernenti il prodotto della
cui attività è generalmente rilevabile nel siero e/o nelle
urine. Questo prodotto consta di immunoglobuline
monoclonali intere o loro frammenti (catene leggere,
catene pesanti) e vanno sotto il nome di componenti
monoclonali (CM). Rilevare, caratterizzare e misurare la
CM è di fondamentale importanza nel guidare la
diagnosi iniziale, stratificare il rischio di una eventuale
progressione e nel monitorare la risposta alla terapia.
Scopo di questa rassegna è presentare i principali quadri
clinici correlati a GM, illustrandone i diversi aspetti
(eziologia, diagnosi, prognosi, terapia). Per ognuno di
essi viene illustrato il sostanziale contributo del
laboratorio nei diversi contesti clinici, evidenziando come
le manifestazioni estremamente pleomorfe e spesso

subdole di queste entità richiedano un alto grado di
sospetto clinico e una costante collaborazione tra clinico
e laboratorista per una appropriata gestione di questi
pazienti. 

Metodologia di laboratorio

Il laboratorio è indispensabile in ogni fase della storia
clinica dei pazienti con GM; il Gruppo di Studio
“Proteine” di SIBioC ha prodotto una serie di documenti
ai quali si rimanda per informazioni più dettagliate (1-3). 
L'elettroforesi delle sieroproteine (S-EF) è la tecnica che
consente di rilevare l’omogeneità chimico-fisica della
proteina secreta dal clone plasmacellulare ed è quindi, al
momento, l’esame di elezione per la rilevazione delle
CM sieriche e per la loro quantificazione. La
spettrometria di massa sta emergendo come esame
alternativo e accreditato del superamento delle diverse
problematiche che affliggono la S-EF (4).  La S-EF viene
eseguita sia a scopo di screening per la ricerca di una
eventuale CM, sia per il monitoraggio del paziente con
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CM (3). 
La caratterizzazione immunologica delle CM viene

effettuata con immunofissazione su agarosio (S-IF) o
con imunosottrazione con tecnica capillare (S-IS); è
necessaria per la conferma della natura
immunoglobulinica della CM evidenziata al tracciato
elettroforetico e consente di identificare l'isotipo della
catena pesante e la classe della catena leggera della
immunoglobulina secreta dal clone (3). La S-IF
consente inoltre di evidenziare CM non rilevabili al
tracciato elettroforetico o perché presenti in scarsa
quantità (cloni oligosecernenti o secernenti IgD o IgE o
catene leggere) o perché nascoste da altre proteine
presenti fisiologicamente e migranti nella stessa zona
elettroforetica (2,3).

La determinazione della proteina di Bence Jones
(PBJ) si esegue con una immunofissazione urinaria (U-
IF), come raccomandato internazionalmente (5,6) per
consentire la messa in evidenza delle due caratteristiche
della proteina (monoclonalità e l’assenza della catena
pesante), mentre la sua quantificazione richiede un
campione temporizzato sul quale effettuare una
scansione densitometrica del picco evidenziato e
misurato in rapporto alle proteine totali urinarie (3,7,8).
Le metodiche utilizzate mostrano tuttavia una serie di
problemi tecnici ad oggi non interamente risolti (3,5,6). 

La quantificazione nefelometrica delle catene
leggere libere del siero kappa (κ) e lambda (λ) (serum
Free Light Chain, sFLC), sviluppata nei primi anni 2000
(9,10) ha segnato un rilevantissimo avanzamento nella
diagnostica e nel monitoraggio laboratoristico dei
pazienti con GM. Uno sbilanciamento quantitativo delle
concentrazioni delle catene leggere libere kappa e
lambda (rappresentato dal rapporto κ/λ, rFLC)  viene
ritenuto (sia pure con alcune riserve e cautele) una prova
indiretta di clonalità. Questo esame fa oramai
indiscutibilmente parte del pannello iniziale della
valutazione di un paziente con CM (provata o sospetta)
(10) ed è in grado di rivelare e misurare una CM a catene
leggere in quasi tutti i pazienti con malattia non
secernente od oligosecernente e con amiloidosi AL (11).
La misura delle sFLC può  sostituire in alcuni casi la
determinazione della PBJ (8,12); tuttavia nella amiloidosi
AL ed in altre situazioni caratterizzate da CM  esigue o
comunque elusive, la misura delle sFLC deve comunque
essere associata ad S-IF ed U-IF  per garantire la
massima sensibilità diagnostica (13).

Il laboratorio è poi presente nella gestione del
paziente con CM con altri esami al di fuori dalla
diagnostica proteica, con determinazioni mirate alla
verifica di un eventuale danno d’organo causato dal
clone plasmacellulare. Tra queste rientrano la
misurazione della creatinina sierica, della stima della
velocità di filtrazione glomerulare (eGFR), delle proteine
totali urinarie e della albumina urinaria relative al danno
renale, la determinazione della emoglobina per la
rilevazione della anemia, la misura del calcio sierico per
la valutazione del versante osseo del mieloma multiplo
(3,14) e la misura del frammento aminoterminale del pro-
peptide natriuretico di tipo B (NT-proBNP) e delle

troponine cardiache per la messa in evidenza e il
monitoraggio del danno cardiaco nella amiloidosi AL
(15). 

Significato clinico delle gammopatie 
monoclonali 

La CM e/o un anomalo rFLC sono potenzialmente
spie di malattie conclamate di natura linfoproliferativa
[Mieloma Multiplo (MM), Macroglobulinemia di
Waldenström (WM), altri linfomi], amiloidosi AL e altre
malattie da deposito, sindrome POEMS (acronimo
Inglese delle principali manifestazioni della malattia:
Polyneuropathy, Organomegaly, Endocrinopathy,
Monoclonal gammopathy e Skin changes); altre volte la
CM è eziologicamente o patogeneticamente coinvolta in
patologie a carico di reni [Monoclonal Gammopathy of
Renal Significance  (MGRS)] (16), cute, vasi, sistema
nervoso periferico (crioglobulinemia tipo I o II), sistema
coagulativo. In altre situazioni il coinvolgimento
patogenetico della CM è probabile ma non ancora
chiarito. È stato recentemente proposto di includere
queste manifestazioni in un più ampio gruppo di
“Monoclonal Gammopathy of Clinical Significance”
(MGCS) (17), da opporre a quelle situazioni nelle quali la
CM è espressione di malattie linfoproliferative né è
correlata ad altre manifestazioni cliniche e viene perciò
definita di “significato incerto/indeterminato” (Monoclonal
Gammopathy of Undetermined Significance - MGUS).
Quando si ha quindi a che fare con una CM occorre
indagare sia le possibili manifestazioni del clone in
quanto tale, sia le manifestazioni ascrivibili alla CM
stessa che può essere patogena quando abbia proprietà
anticorpali (esempio: le IgM monoclonali versus IgG
policlonali della crioglobulinemia di tipo II HCV-correlata)
o semplicemente per sue proprie caratteristiche e
interazioni chimico-fisiche (sindrome da iperviscosità). Il
termine MGUS è quindi una diagnosi che richiede
preventivamente l'esclusione di processi patologici
correlati alla GM; di conseguenza i termini GM e MGUS
non sono affatto sinonimi.

ENTITÀ CLINICHE

Gammopatie monoclonali di incerto 
significato 

Epidemiologia

Le MGUS sono certamente le più frequenti forme di
disordine plasmacellulare, rappresentando da sole circa
il 70% di tutti i quadri correlati a CM. Le MGUS sono
riscontrate per la massima parte occasionalmente, cioè
nel corso di esami di laboratorio in soggetti in buona
salute o eseguiti per le motivazioni più varie. Un paziente
con MGUS ha una CM sierica inferiore a 30 g/L,
plasmacellule clonali midollari inferiori al 10% in assenza
di danno d'organo, nel mieloma identificato con
l'acronimo Inglese CRAB – [iperCalcemia (C),
insufficienza Renale (R), Anemia (A) e lesioni ossee (B)]
(14). I cloni che secernono CM IgM hanno caratteristiche
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biologiche, cliniche ed evolutività diverse da quelli che
producono CM non-IgM (vedi oltre). La sensibilità della
metodica impiegata per rilevare la CM può influire sui
risultati degli studi volti a definirne la prevalenza
[l’elettroforesi capillare (CZE) possiede una maggiore
sensibilità della S-EF eseguita in gel di agarosio]) che
dipende da età, etnia, stato di salute delle popolazioni
oggetto di studio e, probabilmente, dall'accessibilità alle
risorse diagnostiche di laboratorio. Nella popolazione
generale, la prevalenza delle MGUS, incluse le
cosiddette light-chain MGUS (MGUS la cui CM è
costituita da sole catene leggere) aumenta con l'età ed è
attorno allo 0,34% fino ai 50 anni (18). La categoria delle
light-chain MGUS è stata di recente introdotta grazie alla
disponibilità della misura delle sFLC ed è definita da un
anomalo rFLC per aumento della concentrazione di una
delle due catene leggere (comunque con rapporto tra
catena leggera coinvolta e non coinvolta sempre <100),
in assenza di catene pesanti monoclonali (19) e di danno
d'organo. Nel caso di CM a catene leggere deve essere
valutata anche la possibilità di un danno d'organo da
amiloidosi, radicalmente differente da quello del
mieloma, identificato dai parametri CRAB (Tabella 1). 

A età maggiori la prevalenza delle MGUS è
rispettivamente del 2,2%,  4%, 6% e 8,7% dai 50, 60, 70
e 80 anni  (18,19). La prevalenza è maggiore negli
uomini rispetto alle donne (19) e via via, nelle etnie nera,
caucasica (18-21) e asiatica (22). La maggiore
prevalenza nella etnia nera anche dopo aggiustamento
dello stato socioeconomico, suggerisce una
predisposizione su base etnica (21). Una prevalenza
alquanto superiore (5,7% e 7,7% dai 60 e 70 anni
rispettivamente) è stata registrata in 44 474 soggetti
ambulatoriali consecutivi italiani (23). È probabile che
questa maggiore prevalenza sia correlata alla
accessibilità all'indagine di laboratorio permessa dalla
copertura dei costi garantita dal Servizio Sanitario

Nazionale anche per esami di screening. L'incidenza
annuale delle MGUS è di 500 casi/100 000
persone/anno ed aumenta con l'età (24). I familiari di
primo grado dei soggetti portatori di MGUS hanno un
rischio triplo di sviluppare una MGUS anch'essi, rispetto
alla popolazione generale (25). È oramai consolidato
che la quasi totalità delle malattie come MM (26,27), WM
(28) e amiloidosi AL (29) siano costantemente precedute
da una MGUS. Il più frequente isotipo della catena
pesante è la IgG (69%), seguito da IgM (15%), IgA (15%)
(30,31); rare le IgD e gli isotipi biclonali, rarissime le IgE.
Le light-chain MGUS costituiscono circa l'1% di tutte le
MGUS (19).

Eziologia

Non si hanno dati certi circa possibili cause delle
MGUS, anche se è probabile il contributo di fattori
ambientali. Fra questi, l'esposizione in giovane età a
radiazioni ionizzanti (32), l'impiego professionale di
pesticidi (33) e, ancorché dibattuta, l'esposizione
prolungata al benzene (34-36).

Prognosi

Fatta eccezione per le GM transitorie che occorrono
tipicamente nel corso di patologie infettive [da infezioni
virali (Citomegalovirus, Epstein Barr virus), da
Mycoplasma Pneumoniae], di reazioni a farmaci, dopo
un trapianto di cellule staminali emopoietiche (37) o per
trasferimento placentare nel neonato, le GM persistono
per tutta la vita e una parte di esse evolve verso una
malattia linfoproliferativa conclamata. Componenti
monoclonali non-IgM dispiegano il potenziale evolutivo
principalmente verso il MM; CM IgM possono evolvere in
WM;  CM a catene leggere evolvono verso il MM a
catene leggere (Light Chain Multiple Myeloma - LCMM)
(conosciuto anche con il termine da abbandonare di
"mieloma micromolecolare") e la amiloidosi AL o la Light
Chain Deposition Disease. Il rischio evolutivo persiste
per tutta la vita. Almeno per quanto attiene al rischio
evolutivo a MM e WM, conosciamo il tasso globale
medio di evoluzione che si stima attorno all'1% annuo
che è però influenzato in maniera non precisamente
ponderabile da svariati parametri. Fra i dati meno recenti
emerge in maniera consistente un fattore di rischio che
potremmo definire il "burden" neoplastico. Questo
parametro può essere sia misurato in termini diretti
(quota dell'infiltrato midollare plasmacellulare), sia
desunto indirettamente dalla concentrazione della CM
del siero (38,39). La concentrazione della CM del siero è
probabilmente il singolo parametro maggiormente
predittivo della progressione (30) mentre l'incremento
della concentrazione nei primi 3 anni identifica pazienti
ad alto rischio di progressione (40). L'isotipo IgG
conferisce il minore rischio di progressione e l'isotipo IgA
il rischio maggiore. Una probabile spiegazione consiste
nel fatto che le IgA hanno una emivita molto più breve
(5,8 versus 23 giorni) (41,42), quindi la loro
concentrazione sottostima la massa plasmacellulare

Anomalo rFLC (<0,26 o >1,65) associato ad aumento della
catena leggera coinvolta (kappa se rFLC >1,65 o lambda se
rFLC <0,26)

Nessuna catena pesante rilevabile alla immunofissazione

Assenza di CRAB/MDE e di manifestazioni da amiloidosi /
LCDD

Plasmacellule midollari clonali <10%

Componente monoclonale urinaria (Proteina di Bence Jones)
<500 mg/24h

Tabella 1
Light Chain MGUS: criteri diagnostici

MGUS, gammopatia monoclonale di incerto significato; rFLC,
rapporto fra catene leggere libere kappa e lambda; CRAB,
acronimo del danno d’organo (ipercalcemia, insufficienza renale,
anemia, lesioni ossee); MDE, myeloma defining events; LCDD,
light chain deposition disease.
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intramidollare rispetto alla stima fornita dalle
concentrazioni di IgG. I pazienti nei quali, grazie alla
maggiore sensibilità delle attuali metodiche di
laboratorio, viene rilevata una CM di piccola entità,
sembrano avere una sopravvivenza globale
sovrapponibile a quella della popolazione generale (43).
Tali CM non devono comunque essere trascurate poiché
possono essere correlate a patologie anche serie
(MGCS). Inoltre, una consistente quota di pazienti di età
avanzata cui viene diagnosticata una MGUS, decede a
causa di malattie diverse da quelle direttamente
correlate alla CM stessa (30).

Relativamente alla determinazione del rFLC, è
dimostrato che un alterato rFLC è prognosticamente
sfavorevole quanto al rischio di evoluzione della MGUS,
con rischio progressivamente maggiore al crescente
allontanamento del dato dal suo intervallo di riferimento.
Dall'analisi multivariata sono emersi come rischi
addizionali le componenti non-IgG e le CM >15g/L, con
rischio progressivamente crescente in presenza di
nessuno, uno, due o tutti i tre fattori (44) (Tabella 2)
Attualmente questo profilo di rischio usato nella clinica
per stabilire le modalità del monitoraggio dei pazienti con
MGUS, una problematica che da qualche tempo si è
imposta per le sue implicazioni anche economiche.

Monitoraggio

Sulla base dei fattori di rischio poc'anzi delineati,
viene suggerito che i pazienti ai quali viene diagnosticata
una MGUS vengano inizialmente controllati ogni 6 mesi
per 3 volte; successivamente ogni 2 o 3 anni (pazienti a
basso rischio – assenza di fattori di rischio) od ogni 6/12
mesi (pazienti a rischio intermedio o alto – presenza di 1,
2 o 3 fattori) (45). L'applicazione di questo modello di
rischio non è tuttavia scevra da pericoli giacché sono
stati già in passato segnalate consistenti quote di
pazienti con CM stabile nel tempo e non rientranti fra le
MGUS ad alto rischio che ugualmente sono evoluti a MM
(26,27).

Gli eventi che definiscono la progressione sono
laboratoristici, strumentali e clinici. Per esempio, la
progressione verso il MM franco è definita dai criteri
CRAB. Più recentemente, sono stati individuati criteri
quali: plasmacellule clonali midollari ≥60%; rapporto tra

catena leggera coinvolta/non-coinvolta ≥100 (46,47) e
più di 1 lesione intramidollare del diametro di 5 mm alla
Risonanza Magnetica (RM) (48). Ciascuno di questi
criteri identifica un sottogruppo di pazienti che, pure
asintomatici e senza danno d'organo secondo criteri
CRAB, hanno un rischio dell'80% di sviluppare MM
franco entro due anni. Tali criteri vengono perciò
identificati come Myeloma Defining Events (MDE) (49) e
ciascuno di essi implicitamente consente di porre
diagnosi di MM  e di intraprendere i provvedimenti
terapeutici anche in assenza di danno d’organo definito
dai tradizionali criteri CRAB (Tabella 3). La progressione
verso la WM  od altri linfomi tipo leucemia linfatica
cronica (LLC) è definita dallo sviluppo di anemia,
piastrinopenia, iperviscosità plasmatica o da adenopatia
e splenomegalia oltre che da sintomi costituzionali
(febbre, dimagramento). La progressione verso
l'amiloidosi e lo sviluppo dei principali danni d'organo ad
essa ascrivibili deve essere monitorato con l'utilizzo di
biomarcatori quali NT-proBNP, proteinuria, fosfatasi
alcalina sierica. 

Lo sviluppo di questi eventi deve essere
costantemente monitorato e l'estremo pleomorfismo
delle possibili manifestazioni rende ragione della
complessità e dei costi correlati al monitoraggio di questi
pazienti. Dopo un iniziale scetticismo sull'eventuale
beneficio del monitoraggio dei pazienti con MGUS (50),
dati più recenti hanno posto in evidenza che fra i pazienti
che hanno sviluppato MM, quelli che erano seguiti per
una precedente MGUS hanno avuto ridotte complicanze
e un vantaggio di sopravvivenza rispetto a quelli che non
erano sottoposti a regolare monitoraggio (51,52).

Ruolo del laboratorio

Da questi dati si evince che dopo il rilievo, la
caratterizzazione e la misurazione della CM, il
laboratorio è direttamente e prioritariamente coinvolto
anche nella definizione del rischio evolutivo e nella
gestione del monitoraggio e spesso fornisce gli elementi
di sospetto che inducono all'esecuzione di indagini
invasive (biopsia osteomidollare) e talvolta anche più
costose [Tomografia Computerizzata (TC) e/o RM e/o
Tomografia ad emissione di positroni (PET-TC)]. Il dato
di laboratorio offre inoltre preziosi indizi nella diagnosi
differenziale verso altre situazioni patologiche, comuni
nella popolazione generale (anemia, ipercalcemia,
ipercreatininemia) ma non correlate alla gammopatia. 

Gammopatie monoclonali di significato renale 

Le MGRS costituiscono un insieme di situazioni di
relativamente recente enucleazione (16); i criteri per
questa definizione sono stati recentemente aggiornati e
riportati in un esaustivo Consensus Statement al quale si
rimanda per approfondimenti (53). La nuova definizione
comprende tutte le malattie linfoproliferative secernenti
che non richiedono un trattamento per la malattia
ematologica in sé e stabilisce che il danno renale è
conseguenza diretta della immunoglobulina

Componente Monoclonale non IgG 

Concentrazione della Componente Monoclonale >15 g/L

rFLC <0,25  o  >4

Il rischio di progressione a Mieloma Multiplo a 20 anni con 0, 1,
2, 3 fattori di rischio è rispettivamente del  5%, 21%, 37%, 58%.

Tabella 2
Criteri prognostici MGUS (IgG e IgA) 
Fattori di rischio (dal riferimento 10)

MGUS,  gammopatia monoclonale di incerto significato; rFLC,
rapporto fra catene leggere libere kappa e lambda.
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monoclonale nefrotossica secreta. La immunoglobulina
nefrotossica è documentabile sulla biopsia renale, salvo
che in alcune circostanze come la glomerulonefrite C3 e
la microangiopatia trombotica. In queste due malattie i
depositi renali di immunoglobuline monoclonali o sono
mascherati e richiedono particolari procedure di
trattamento del tessuto bioptico per essere evidenziati
(glomerulopatia C3), o non vi sono affatto
(microangiopatia trombotica). In questa ultima
circostanza si assume un ruolo patogenetico della CM
per la frequente associazione della nefropatia con il MM
o la WM (53-55). Oltre ai consueti parametri bioumorali,
strumentali e morfologici impiegati nella valutazione
della malattia linfoproliferativa clonale, la diagnosi di
MGRS richiede obbligatoriamente la biopsia renale sulla
quale vengano eseguiti studi morfologici, di
immunofluorescenza e di microscopia elettronica. È
stato descritto, prima della identificazione di queste
entità cliniche, che solo nel 55% dei pazienti con
nefropatia e CM, la prima sia stata patogeneticamente
correlata alla seconda (56); tuttavia è verosimile che
questo numero sia destinato ad aumentare con la
progressiva diffusione della consapevolezza di questo
rapporto. I quadri renali associati a GM sono la
glomerulonefrite C3, la glomerulonefrite mesangio-
proliferativa, la tubulopatia prossimale da catene
leggere, la glomerulonefrite crioglobulinemica e le
malattie da deposito fibrillare (AL amiloidosi) e non
fibrillare di immunoglobuline monoclonali, queste ultime
racchiuse nel termine Monoclonal Immunoglobulin
Deposition Disease (MIDD). 

Gammopatie monoclonali di significato clinico 

Si tratta di un concetto che include tutti i quadri clinici,
oltre alle nefropatie di cui si è parlato sopra,  nei quali si
verifica un danno d'organo quale conseguenza degli
effetti biologici di una immunoglobulina monoclonale
secreta da un clone B-linfocitario/plasmacellulare. Come
per le MGRS, anche per le MGCS il danno d'organo va
identificato e va stabilita la correlazione con il clone
coinvolto che è di solito quantitativamente contenuto e
quiescente dal punto di vista della cinetica proliferativa.
Per tutte le entità non affrontate esplicitamente in questa
rassegna, si rimanda allo Special Report del 2018 che
ha introdotto questo nuovo concetto (17). 

Mieloma multiplo smoldering

Definizione

Si tratta di una condizione intermedia fra MGUS e
MM. Nel Mieloma Multiplo smoldering (SMM), la CM,
usualmente IgG o IgA,  è  ≥30 g/L e/o le plasmacellule
clonali midollari sono ≥10%, in assenza di sintomi
correlati e di danno d'organo (CRAB). (Per i criteri di
diagnosi differenziale con MGUS e MM, si veda la
Tabella 3). Lo SMM costituisce circa il 10% di tutti i MM.

Prognosi

Con il tempo si è dimostrato come sotto la dizione di
SMM siano comprese un gruppo molto eterogeneo di
situazioni. I pazienti con SMM hanno un rischio evolutivo

Tabella 3
Criteri diagnostici per MGUS, Mieloma Multiplo Smoldering, Mieloma Multiplo.
Componenti monoclonali IgG e IgA (modificata dal riferimento 13).

Parametro MGUS Mieloma Multiplo 
Smoldering

Mieloma Multiplo 

Concentrazione sierica della 
componente monoclonale

<30 g/L
e

≥30 g/L
e/o

Qualsivoglia

Infiltrazione midollare da 
plasmacellule clonali

<10%
e

10-60% ≥10%
o
diagnosi istologica di 
plasmocitoma

Sintomi e/o
danno d'organo

nessuno
non CRAB*, non MDE°

nessuno
non CRAB*, non MDE°

almeno 1 MDE°

*Definizione di CRAB: C, Ipercalcemia (calcemia >2,75 mmol/L); R, Insufficienza renale (creatinina clearance <40mL/minuto o S-
Creatinina  >173 µmol/L); A, Anemia (emoglobina inferiore di 20 g/L al limite inferiore dell’intervallo di riferimento per sesso ed età);
B, Lesioni ossee  (una o più lesioni litiche alla radiografia convenzionale o alla Tomografia Computerizzata  low-dose o alla Tomografia
ad emissione di positroni 

°Definizione di MDE (Myeloma Defining Events): Infiltrato plasmacellulare midollare ≥60%; Rapporto fra catena leggera coinvolta/non
coinvolta ≥100 (con catena coinvolta ≥100 mg/L); Due o più lesioni focali alla Risonanza Magnetica (ciascuna con Ø ≥5 mm).

MGUS, gammopatia monoclonale di significato non determinato
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verso il MM franco del 10% annuo nei primi 5 anni; poi
del 5% annuo per i successivi 5 anni; in seguito il rischio
evolutivo è dell'1% annuo, sovrapponibile al rischio dei
pazienti con MGUS (57). Ne consegue che la strategia
limitata al monitoraggio vigile risulta inadeguata nei
confronti del primo gruppo di pazienti, specie da quando
recentemente si sono rese disponibili opzioni
terapeutiche più maneggevoli ed è stato dimostrato che
l'intervento precoce [cioè senza attendere il danno
d'organo  (CRAB)] ritarda la progressione a malattia
attiva e aumenta la sopravvivenza (58). Sono stati
proposti numerosi parametri indicativi di rischio evolutivo
(59); il più agevolmente adottabile è quello proposto da
Dispenzieri et al. (60) che si basa, tra l'altro, sulla
quantificazione della CM e sul rFLC (Tabella 4).

Mieloma multiplo  

Epidemiologia

Il MM è il tumore ematologico più frequente dopo i
linfomi non-Hodgkin, rappresentando il 10% circa dei
tumori ematologici e l'1,3% di tutti i tumori. In Italia,
l’incidenza è stimata essere di 9 nuovi casi per 100 000
abitanti per anno, per oltre 5 900 nuovi casi nel 2018
(61). La prevalenza è in aumento dalle ultime 2 decadi
per una precoce diagnosi e per la disponibilità di efficaci
risorse terapeutiche che hanno allungato la
sopravvivenza dei pazienti (mediana: circa 6 anni).

Eziologia e patogenesi

Fattori causativi sono sia di natura genetica, sia di
tipo ambientale; quest'ultimi sono gli stessi già
considerati  per le MGUS, con l'aggiunta di un ulteriore
fattore di rischio costituito dall'esposizione a  tinture per
capelli (62). Si ritiene oggi che, contrariamente a quanto
postulato fino ad alcuni anni fa, il MM non derivi da una
singola cellula staminale tumorale, ma che sia composto
da diverse  sottopopolazioni di cellule tumorali con
ampia eterogeneità genetica la quale trova in parte
spiegazione nei meccanismi molecolari intrinsecamente

propri delle cellule linfoidi B. Infatti, nelle cellule B
secernenti, lo switch isotipico e le ipermutazioni
richiedono ricombinazioni che a loro volta implicano
rotture bicatenarie del DNA. Queste possono
casualmente fondersi con altre fratture sparse e
generare fusioni aberranti di DNA che, qualora
coinvolgessero specifici oncogeni, possono conferire un
vantaggio proliferativo alla cellula coinvolta. Queste
fusioni anomale possono essere rilevate anche a livello
cromosomico come traslocazioni. In effetti, nel MM le
traslocazioni cromosomiche sono frequenti, coinvolgono
spesso il cromosoma 14 (sede dei geni che codificano
per la catena pesante delle immunoglobuline) e hanno
significato prognostico; citiamo fra queste: t(11:14),
t(4:14), t(14:16) ed altre. Oltre alle traslocazioni sono
presenti fenomeni di aneuploidia (iperploidia, ipoploidia)
e delezioni o guadagni di porzioni di cromosoma. Di
particolare rilevanza per il suo significato prognostico
avverso, la delezione del braccio corto del cromosoma
17, a livello del quale risiedono i geni che codificano la
proteina p53. Le mutazioni genetiche ed epigenetiche
che occorrono numerose e variegate nel MM sono oggi
considerate i parametri di maggiore rilevanza
prognostica. Contribuisce alla patogenesi della malattia
anche il microambiente midollare, costituito dalle cellule
propriamente emopoietiche e dalle cellule endoteliali e
stromali che, attraverso la secrezione di numerosi fattori,
contribuiscono alla proliferazione e migrazione delle
cellule mielomatose e al danno osseo. A livello
fenotipico, la cellula staminale mielomatosa è ritenuta
essere parte di una popolazione CD38-, CD19+, CD27+,
non esprimente quindi i marcatori mielomatosi classici
CD38 o CD138.

Quadro clinico

Il MM è una neoplasia di plasmacellule in
differenziazione terminale ed è il punto “di arrivo” di circa
il 15% delle MGUS. Inoltre, nell'80% dei MM viene
prodotta  una immunoglobulina monoclonale; in poco
meno del 20% la CM è costituita da sole catene leggere
immunoglobuliniche; nell'1-2% sono secrete proteine
monoclonali in quantità minime, difficilmente rilevabili
con le attuali metodiche laboratoristiche. Le
manifestazioni cliniche sono dovute in parte ad attività
biologiche del clone plasmacellulare (anemia, malattia
ossea), in parte alla elevata produzione di proteina
monoclonale sia essa una immunoglobulina intera
(sindrome da iperviscosità) o, più frequentemente, una
catena leggera. Quest'ultima filtra attraverso il
glomerulo; quando presente in alta concentrazione
supera le capacità di riassorbimento del tubulo
prossimale. Ne l'accumulo nel tubulo distale ed
escrezione di grandi quantità di catena leggera
monoclonale (la PBJ), il legame con la proteina di Tamm-
Horsfall e la precipitazione con ostruzione del tubulo
stesso e conseguente insufficienza renale. Tra le
manifestazioni riferibili ad altre proprietà biologiche del
clone vanno annoverate l'anemia e le manifestazioni
ossee. Quest'ultime sono il risultato di complesse
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Tabella 4
Criteri prognostici Mieloma Multiplo Smoldering (IgG e IgA)
(3 fattori di rischio; modello Mayo Clinic, dal riferimento 56)

Parametro Rischio 
relativo

Infiltrazione midollare da 
plasmacellule clonali 

>10% 3,1

Concentrazione della 
componente monoclonale 
sierica

>30 g/L 1,9

rFLC  >8 o <0,125 1,9

La mediana di progressione a Mieloma Multiplo con 1, 2, 3 fattori
di rischio è rispettivamente 10, 5 e 1,9 anni.
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interazioni fra le cellule stromali midollari e le cellule
mielomatose alle quali consegue uno sbilanciamento
dell'equilibrio fra osteoclastogenesi (accentuata) e
osteoblastogenesi (soppressa). Come risultato, si
verifica un disaccoppiamento fra riassorbimento osseo e
neoapposizione ossea che spiega il formarsi di
osteoporosi grave e/o di osteolisi, e il dato biochimico di
ipercalcemia. Nella comune pratica clinica tuttavia
l'andamento del versante osseo della malattia viene
seguito con tecniche di imaging (TC low-dose, RM nelle
sue varie modalità) e il laboratorio ha un ruolo marginale,
salvo che nel monitoraggio della calcemia e dei
parametri di danno d'organo correlati alla ipercalcemia
stessa. 

Diagnosi

I criteri diagnostici sono stati recentemente rivisti e
sono riportati in Tabella 3. Le manifestazioni cliniche più
frequenti del MM sintomatico sono anemia, dolore osseo
da fratture patologiche, infezioni o sintomi da
insufficienza renale. Si sta affermando in questi ultimi
anni la prassi di iniziare il trattamento quando, nel corso
del monitoraggio per una MGUS o uno SMM venga
evidenziato uno (o più) dei MDE, senza attendere che il
paziente sviluppi sintomi o manifesti uno dei criteri
CRAB. Oltre ai dati di laboratorio, la diagnosi si basa sul
contenuto midollare in plasmacellule clonali e
sull'imaging dei distretti ossei che poggia sulla TC total-
body low-dose (dimostratasi più accurata delle singole
radiografie dei segmenti scheletrici nel rilevare zone
osteolitiche) e sulla RM che mostra i rimaneggiamenti
del tessuto emopoietico midollare la cui valutazione ha
mostrato valore prognostico rispetto anche al verificarsi
della lesione ossea propriamente detta. 

Terapia 

L'indicazione alla terapia è data dal MM sintomatico
(secondo i criteri CRAB) e dal verificarsi di uno o più dei
MDE. L'approccio terapeutico di prima linea è ancora il
trapianto di cellule staminali autologhe dopo
chemioterapia con alte dosi di melphalan. La procedura
richiede però una selezione dei pazienti sia in termini di
età (indicativamente <70 anni) sia in termini di
comorbidità pre-esistenti. I pazienti ad alto rischio
citogenetico (e probabilmente anche quelli a rischio
citogenetico "standard") possono beneficiare di un
secondo autotrapianto (cosiddetto trapianto tandem).
Possibili strategie dopo il/i trapianto/i sono il
"consolidamento" e il "mantenimento", una strategia
quest'ultima di lungo corso resa possibile dalla
maneggevolezza dei nuovi farmaci (vedi oltre). I pazienti
non candidabili alla procedura trapiantologica possono
giovarsi di una serie di farmaci che sono stati (e
continuano ad essere) messi a disposizione nelle ultime
2-3 decadi e il cui uso ha migliorato nettamente la
prognosi della malattia. Si tratta dei cosiddetti Immuno-
Modulatory Drugs (IMiDs)- (thalidomide, lenalidomide,
pomalidomide), inibitori del proteasoma (bortezomib,
ixazomib, carfilzomib) e di  anticorpi anti CD38

(daratumumab ed altri). Di particolare interesse per il
laboratorista questo ultimo che, essendo costituito da
una IgG monoclonale umana, può essere rilevato alla S-
EF e alla S-IF e confuso con la CM mielomatosa,
rendendo problematico il monitoraggio dell'efficacia della
terapia (63,64). In selezionatissimi pazienti di giovane
età, è proponibile il trapianto allogenico, una procedura
potenzialmente curativa ma gravata da elevata
complessità, elevati costi e da significativa mortalità
correlata a graft-versus-host disease. 

Prognosi

Il MM  resta una malattia per lo più incurabile, tuttavia
la prognosi è sensibilmente migliorata nelle ultime  due
decadi; ora la mediana di sopravvivenza è pressoché
raddoppiata raggiungendo globalmente i 6 anni (65). A
titolo di esempio la sopravvivenza a 5 anni è aumentata
rispettivamente dal 25% al 27% al 49% nei pazienti
diagnosticati dal 1975-77, 1987-1989 e 2005-11 (66). Da
notare che thalidomide, lenalidomide e bortezomib sono
stati introdotti nei primi anni 2000. Con il prolungamento
della sopravvivenza, sta emergendo un aumentato
rischio di neoplasie secondarie (specialmente
mielodisplasie e leucemie acute) nei pazienti che, già
trattati con alchilanti (melphalan), siano stati in seguito
sottoposti a prolungate terapie con lenalidomide.

Ruolo del laboratorio

Il laboratorio ha un ruolo fondamentale nel momento
della diagnosi, contribuisce a formulare la prognosi ed è
di vitale importanza nel monitoraggio della terapia e della
definizione della qualità della risposta ematologica. La
risposta ematologica completa, che è un obiettivo della
terapia ed è richiesta dalla massima parte degli studi
clinici, richiede la negativizzazione della S-IF e della U-
IF. Per ottenere una risposta completa "stringente" è
necessaria anche la normalizzazione del rFLC. Per
avere una idea della rilevanza del dato laboratoristico,
basti pensare a quanto complesso e indaginoso sia il
monitoraggio dei pochi pazienti con MM non secernente
nei quali il monitoraggio della risposta alla terapia
richiederebbe esecuzioni ripetute della biopsia
osteomidollare e l'imaging della situazione ossea, le cui
modificazioni risultano tuttavia lente a manifestarsi.

AmiloidosI AL

Definizione ed epidemiologia

Le amiloidosi sono un gruppo di malattie nelle quali
fibrille, formatesi per un anomalo folding di alcune
proteine, si depositano e si accumulano in diversi organi
provocandone una perdita di funzione. L'amiloidosi AL
costituisce circa il 70% delle amiloidosi ed è
caratterizzata dalla deposizione (in grandissima
maggioranza) di sole catene leggere misfolded,
insolubili. La deposizione può avvenire ubiquitariamente
ma gli organi più frequentemente colpiti sono il cuore il
rene, il sistema nervoso periferico, il fegato e il tratto
gastro-intestinale e i tessuti molli. L'incidenza di questa
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malattia è variabile da 6 a 10/1 000 000/anno; la
prevalenza negli Stati Uniti, è di 40 casi/1 000 000 nel
2015; era di 15 nel 2007. Considerato che l'incidenza è
stabile, il netto incremento della prevalenza è il risultato
di lunghe sopravvivenze dovute ai successi terapeutici
(67). La causa della amiloidosi AL è costantemente un
clone plasmacellulare o B-linfocitario secernente e il
prodotto monoclonale della secrezione è documentabile
attraverso il pannello degli esami di laboratorio purché
completo (S-EF, S-IF, sFLC, U-IF). Il clone midollare è
usualmente modesto (plasmacellule midollari: mediana
≈ 10%), a bassa  cinetica proliferativa e presenta con
una certa frequenza la traslocazione t(11:14) (68).
Nonostante i grandi progressi negli strumenti diagnostici,
l'amiloidosi AL è tuttora una malattia silente e sotto-
diagnosticata o comunque diagnosticata tardivamente. I
pazienti che giungono alla osservazione medica sono
assai fragili e il 20% circa di essi muore entro 6 mesi
dalla diagnosi, a significare che nemmeno i notevoli
progressi terapeutici riescono ad avere ragione di una
malattia in stadio avanzato (69).

Quadro clinico e diagnosi

Il sospetto diagnostico di amiloidosi deve essere
posto in tutti i casi nei quali vengano documentati
albuminuria altrimenti inspiegabile, scompenso cardiaco
(prevalentemente destro) con una frazione di eiezione
inizialmente conservata, neuropatia periferica
demielinizzante (frequente la sindrome del tunnel
carpale), epatomegalia, perdita di peso e diarrea, a
maggior ragione se uno di questi eventi si manifesta in
un paziente con CM o comunque con una diagnosi di
malattia linfoproliferativa B, secernente.

Gli organi più frequentemente coinvolti nella forma
sistemica della amiloidosi AL (esiste una forma
localizzata meno frequente, meno grave e che non tende
a divenire sistemica) sono il cuore ed il rene. Il
coinvolgimento cardiaco, prognosticamente molto
rilevante, è silente e il paziente diviene sintomatico in
una fase tardiva della malattia, quando l'amiloide si è
depositata in abbondanza nel cuore e ne compromette
sia la funzione meccanica che la stabilità elettrica.
L'ecocardiogramma non presenta, se non tardivamente,
elementi di sospetto e la RM cardiaca, con sensibilità
diagnostica nettamente superiore, è una indagine di
secondo livello e viene prescritta a conferma di un
sospetto clinico già avanzato.

Il sospetto di amiloidosi va obbligatoriamente
confermato su base istologica/istochimica (evidenza di
deposito di materiale amorfo Rosso Congo-positivo); la
natura della amiloide depositata può essere determinata
con tecniche di immunoistochimica purché condotta in
centri specializzati (70), immunomicroscopia elettronica
(71) o, nei centri attrezzati, con metodiche di
spettrometria di massa (72). La biopsia degli organi
coinvolti o sospetti tali è una via da percorrere in
seconda istanza, in considerazione della invasività e dei
rischi della procedura. In prima istanza i prelievi bioptici
sono eseguiti in sedi aspecifiche quali il grasso

periombelicale o rettale o le ghiandole salivari labiali ove
si può documentare la deposizione di amiloide AL,
prevalentemente sistemica, con sensibilità fra il 50 e
80%. La sensibilità diagnostica della biopsia dell'organo
coinvolto è di oltre il 90%. La corretta tipizzazione su
tessuto è ineludibile stante la coesistenza di amiloidosi
non-AL nelle quali è concomitante una CM, non correlata
alla malattia.

Stratificazione del rischio 

La stratificazione del rischio quanto alla
sopravvivenza si basa esclusivamente su dati forniti dal
laboratorio. I parametri inizialmente considerati erano
quelli correlati al danno cardiaco (NTproBNP, troponine
cardiache) (73), con prognosi particolarmente grave per
i pazienti con valori di NTproBNP >8 500 ng/L (74),
successivamente implementati da parametri che
stimano la massa tumorale fra i quali è risultata
indipendentemente predittiva la sola differenza fra i
valori della catena leggere amiloidogenica e quella non
coinvolta (dFLC). Sono esitati 4 stadi in rapporto al
numero (0, 1, 2, 3) dei fattori di rischio considerati
(75,76) (Tabella 5). I fattori di rischio renale sono stati
identificati nella proteinuria >5 g/24h (in grande
prevalenza costituita da albumina) e da un eGFR <50
ml/min/1,73m2; entrambi questi parametri sono stati
indipendentemente associati al rischio di dialisi (77), ma
non direttamente alla sopravvivenza.

Terapia

La terapia efficace deve mirare a ridurre il più
rapidamente possibile la sintesi della catena leggera
amiloidogenica attraverso la soppressione del clone
plasmacellulare che la produce e/o a promuovere la
rimozione dei depositi di amiloide dagli organi nei quali si
sono depositati. Attualmente è di ampia diffusione solo la
prima delle due modalità che si avvale della
chemioterapia con farmaci e schemi mutuati da quelli
impiegati nel MM. In particolare la chemioterapia ad alte
dosi con melphalan e trapianto di cellule staminali
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Tabella 5
Stratificazione del rischio nei pazienti con Amiloidosi AL 
(3 fattori di rischio, modello Mayo Clinic modificato, dai riferimenti
72-75)

Parametro Valore soglia

NT-proBNP 1 800 ng/L

Troponina I 0,07 ng/mL

dFLC  180 mg/L

NT-proBNP, frammento aminoterminale del pro-peptide
natriuretico di tipo B; dFLC, differenza tra catena leggera
coinvolta e catena leggera non coinvolta
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autologhe è riservata ai pazienti in buon performance
status, senza significativo coinvolgimento cardiaco [sia
in termini di marcatori biochimici che di classe secondo
la classificazione New York Heart Association (NYHA)],
polmonare e epatico, ciò che limita l'accesso della
maggior parte di essi a questa procedura. Negli ultimi
anni, con una accurata selezione di pazienti, la mortalità
trapianto-correlata è dell'1-2%. Per la grande
maggioranza dei pazienti che non sono in grado di
affrontare la procedura trapiantologica, ci sono svariate
opzioni di chemioterapia tradizionale che includono
l'associazione melphalan-desametasone e schemi
comprendenti il bortezomib e gli IMiDs (thalidomide,
lenalidomide). I pazienti recidivati hanno buone
possibilità di rispondere nuovamente al farmaco usato in
prima linea (compreso il melphalan ad alte dosi), agli
IMiDs (lenalidomide e pomalidomide) e a un inibitore
orale del proteasoma (ixazomib). L'anticorpo
monoclonale umanizzato anti-CD38 daratumumab, ha
dimostrato un elevata efficacia anche usato da solo.
Come sottolineato poco sopra, questo farmaco può dare
adito a qualche difficoltà di interpretazione del tracciato
elettroforetico (molto meno frequentemente rispetto a
quando viene usato nella terapia del MM) in quanto il
picco monoclonale del farmaco può essere confuso con
la CM originale del paziente.

Ruolo del laboratorio 

Il dato di laboratorio è fondamentale in fase di
screening. Uno screening efficace in grado di far
emergere una clonalità a sola catena leggera (in oltre 2/3
dei casi di tipo lambda) richiede che vengano eseguite
oltre alla S-EF, la S-IF,  la determinazione delle sFLC sul
siero e la U-IF per raggiungere la massima sensibilità e
non perdere nemmeno un paziente (13). La misura di
NT-proBNP, della albuminuria  e l'aumento isolato della
fosfatasi alcalina possono rafforzare rispettivamente il
sospetto di un coinvolgimento cardiaco, renale e epatico
prima che vi siano segni clinici del danno d'organo. In
particolare la determinazione di NT-proBNP è
accreditata di una sensibilità del 100% nel rilevare un
interessamento cardiaco da amiloidosi AL. Una
proteinuria (albuminuria in questo caso) non spiegata,
con funzione renale ancora conservata è un altro dato
che deve far porre il sospetto di interessamento renale.
Molto importante ai fini di una diagnosi precoce la misura
delle sFLC: un alterato rFLC è stato costantemente
documentato fino a 4 anni prima dello sviluppo di
amiloidosi (29). Questo parametro quindi deve far parte
delle indagini all’interno del monitoraggio di tutti i pazienti
con un processo linfoproliferativo/plasmacellulare
secernente, anche asintomatico; in caso di rFLC
alterato, il monitoraggio deve comprendere anche la
determinazione di NT-proBNP, della albuminuria  e della
fosfatasi alcalina. Ciò permette di identificare, allo stato
pre-sintomatico, quasi tutti i pazienti con amiloidosi (78):
la diagnosi e la terapia a questo stadio permettono oggi
risultati soddisfacenti (73). L'efficacia della terapia è
desunta dalla rapida riduzione della concentrazione

sierica della catena leggera amilodogenica e dei
biomarcatori di coinvolgimento cardiaco (NT-proBNP),
renale (proteinuria, eGFR) ed epatico (fosfatasi
alcalina). Parimenti, il monitoraggio di questi
biomarcatori può essere la prima spia della recidiva,
anche se non è stato raggiunto un consenso su quale sia
il timing più appropriato per re-intervenire dal punto di
vista terapeutico.

Light chain deposition disease  

Definizione e quadro clinico

La LCDD è la più frequente delle MIDD, definizione
che include il deposito non fibrillare in vari organi e
tessuti e che risale al 1999 (79). Nella LCDD il deposito
delle catene leggere è Rosso Congo negativo e al
microscopio elettronico appare finemente granulare o
filamentoso (80). Il deposito si rinviene principalmente a
carico delle membrane basali del tubulo renale benché
siano stati segnalati coinvolgimenti a carico del cuore,
dei polmoni, del sistema nervoso centrale (SNC), del
fegato e del tratto gastro-intestinale e dei muscoli. Il
quadro renale non è omogeneo dal punto di vista
morfologico, immunologico ed ultrastrutturale;
conseguentemente il quadro clinico può presentare
qualche variazione, ma è caratterizzato da
microematuria, proteinuria in range nefrosico con PBJ  e
ipertensione arteriosa. Sono possibili casi con
proteinuria modesta o assente (81), ciò che rende
difficile il riconoscimento della malattia. La LCDD, se non
curata efficacemente, porta ad insufficienza renale
terminale che obbliga alla dialisi o al trapianto di rene
(82). Fra le manifestazioni extrarenali, quelle cardiache
sono le più frequenti, con frequenza tanto maggiore (fino
ad almeno il 30%) quanto maggiormente sono
rappresentati i pazienti che, dal punto di vista
ematologico, sono inquadrabili come MM (cioè con
plasmacellule clonali midollari ≥10%) (83). Le
manifestazioni cardiache hanno caratteristiche cliniche,
ecocardiografiche e bioumorali largamente
sovrapponibili alle analoghe manifestazioni della
cardiopatia amiloidotica (84). Il coinvolgimento
polmonare è più raro e si può manifestare in forma
diffusa, nodulare o cistica con incerta evoluzione fra
queste due ultime forme (85,86). La prognosi delle
manifestazioni polmonari è variabile; vi sono decorsi
indolenti negli anni (prevalentemente le forme nodulari)
e decorsi rapidamente progressivi (forme
diffuse/cistiche) che richiedono il trapianto del polmone.
Ancora più raro il coinvolgimento del SNC (87), del
fegato (88) e dei muscoli (89).

Ruolo del laboratorio 

Nella LCDD le criticità iniziano prima della diagnosi:
è più spesso coinvolta la catena leggera kappa  che
tende ad aggregarsi e che è riconoscibile con difficoltà
alla S-EF e persino alla S-IF, cosicché in oltre il 60% dei
pazienti con LCDD la CM può non venire rilevata (90).
Fondamentale quindi anche la determinazione delle
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sFLC oltre che l'accurata misura delle proteine urinarie e
della PBJ. Il monitoraggio si avvale, oltre che della
misura delle sFLC, anche dei parametri bioumorali di
danno del rene (eGFR, creatinina sierica, proteinuria),
del cuore (NT-proBNP, troponine cardiache ) e del fegato
(fosfatasi alcalina, gammaglutamil transpeptidasi).

Sindrome POEMS

Definizione e patogenesi

La sindrome POEMS è molto rara, probabilmente
paraneoplastica ed è sostenuta da un clone
plasmacellulare. Oltre alla polineuropatia, obbligatoria
per la diagnosi, possono far parte della sindrome altre
variabili manifestazioni, risultandone quadri clinici
alquanto pleomorfi. La sindrome riconosce una causa
ematologica ma la sua patogenesi è piuttosto oscura. Si
ritiene che le manifestazioni cliniche siano in gran parte
attribuibili alle elevate concentrazioni del  Vascular
Endothelial Growth Factor sierico (sVEGF) (91-93),
benché i valori di sVEGF non rispecchino sempre il
decorso della malattia (94,95) e siano stati descritti
alcuni casi di sindrome POEMS con valori normali o solo
lievemente alterati di sVEGF (96,97). Altre citochine
come interleukina (IL)-12 (98), IL-6, Tumor Necrosis
Factor-α (TNF-α) (99), basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF) e Hepatocyte Growth Factor (HGF) (100)
sembrano up-regolate nella sindrome POEMS e
possono contribuire al quadro clinico. In particolare, i
livelli di IL-6 sono predominanti nei casi di sindrome
POEMS associata a malattia di Castleman (93). Le
plasmacellule, sia monoclonali che policlonali, sia
midollari (101,102) che linfonodali (malattia Castleman)
(103) sono ritenute la fonte principale delle
concentrazioni elevate del sVEGF come di altre
citochine. Non è attualmente chiaro come questo
network citochimico  disregolato possa indurre le
modificazioni degli organi coinvolti e determinare il
quadro clinico.

Quadro clinico-patologico

Quadro ematologico. Il midollo emopoietico ha in genere
un modestissimo infiltrato plasmacellulare clonale
(mediana ≈5% ), per il 90% di tipo lambda; in una mino-
ranza di pazienti le plasmacellule non mostrano clonali-
tà. Nel 50% dei pazienti, le plasmacellule sono disposte
attorno ad aggregati linfoidi, una caratteristica unica fra
tutte le malattie plasmacellulari. Vi è spesso una iperpla-
sia megacariocitaria. Il 30% circa dei pazienti mostra un
modesto ingrandimento linfonodale che istologicamente
ha le caratteristiche della malattia di Castleman, sia nella
sua variante ialino-vascolare che multicentrica (104-
106). I pazienti con questa variante, nei quali non sia
dimostrabile il clone plasmacellulare midollare né che
abbiano la neuropatia sono riferiti come affetti da
Castleman disease variant of the POEMS syndrome
(107,108).
Polineuropatia. È una manifestazione obbligata per la
diagnosi e spesso costituisce il sintomo d'esordio. Essa

è solitamente di tipo sensitivo-motoria, simmetrica,
demielinizzante, ad esordio acuto/subacuto, con disturbi
sensitivi e astenia distale rapidamente progressiva che
conduce precocemente il paziente alla sedia a rotelle.
Frequente il dolore neuropatico (55-76%). Nonostante la
disponibilità di criteri diagnostici, incluso un marcatore
sensibile e relativamente specifico come il sVEGF, dia-
gnosi errate e tardive sono ancora molto frequenti (60%
circa) e la neuropatia della sindrome  POEMS viene fre-
quentemente confusa con una Polineuropatia
Infiammatoria Demielinizzante Cronica (CDIP) (109). 
Organomegalia ed endocrinopatia. Una quota variabile
dei pazienti (25-75%) mostra splenomegalia e/o epato-
megalia e/o adenopatie. La biopsia linfonodale mostra
un quadro di malattia di Castleman, per lo più di tipo iali-
no-vascolare; poco è noto sulla istopatologia di fegato e
milza. Circa l'85% dei pazienti mostra endocrinopatie
multiple, la più frequente delle quali è l'ipogonadismo. La
maggior parte di queste disfunzioni persiste ancora dopo
remissioni ematologiche anche di lunga durata (osserva-
zione personale).
Componente monoclonale e quadro osseo. La dimostra-
zione di un clone (anche piccolo) plasmacellulare è, con
la neuropatia, obbligatoria per la diagnosi; tuttavia è pos-
sibile riscontrare la CM sierica (IgG o IgA - raramente
IgM - ma pressoché sempre lambda ), solo nell'85% dei
pazienti (110). La CM del siero è di lieve entità (mediana
1 g/L); le sFLC sono aumentate nella maggioranza dei
pazienti ma il rFLC è per lo più normale (111). In meno
della metà dei pazienti è documentata una PBJ seppure
in quantità minima (mediana ≤100 mg/24h) (108). Le
concentrazioni della CM non seguono in parallelo quelle
del sVEGF e non rispecchiano, se non grossolanamen-
te, il decorso della malattia (91). Le manifestazioni clini-
che, laboratoristiche e istologiche del clone plasmacellu-
lare possono essere così elusive che è talvolta necessa-
rio ricorrere alla più sensibili tecniche immunoistochimi-
che su campioni di osso osteosclerotico e laboratoristi-
che (S-IF e U-IF) per svelarlo. Il coinvolgimento osseo
avviene nel 95% dei casi, è multiplo ma, a differenza del
MM, le lesioni ossee sono sclerotiche o miste litico-scle-
rotiche. La TC whole body è ritenuta oggi la metodica più
appropriata nella valutazione della malattia ossea (112),
più accurata della 18F-FDG [fluoro-2-deoxy-2-D-glucosio]
PET/CT che non è sufficientemente sensibile nei pazien-
ti con sole lesioni ossee sclerotiche (113). 
Skin changes. Anche il coinvolgimento cutaneo è assai
eterogeneo e include iperpigmentazione, acrocianosi,
ipertricosi, ispessimento e clubbing delle unghie oltre
alla comparsa di emangiomi multipli (114-116).
Altre manifestazioni. Oltre il 60% dei pazienti che neces-
sitano di un controllo oculistico riferisce visione offusca-
ta, diplopia e il 50% circa di essi ha papilledema
(111,117). C'è poi un peculiare sovraccarico di volume
extravascolare che si manifesta con edemi periferici e
versamenti cavitari. Nella maggioranza dei casi i versa-
menti hanno caratteristiche essudatizie (92,111). Sono
possibili manifestazioni respiratorie inclusi versamenti
pleurici. Completano il quadro una diatesi trombofilica a
carico dei distretti sia venoso sia arterioso che si può
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manifestare sotto forma di ictus, infarti del miocardio e
dell'intestino e di sindrome di Budd-Chiari, un coinvolgi-
mento renale (clinicamente non preminente) ed un
ispessimento delle pachimeningi (anch'esso usualmente
asintomatico) (118).

Cenni di terapia

La terapia è diretta in prima istanza ad eradicare il
clone e si avvale dei farmaci usati nelle  altre malattie
plasmacellulari, inclusa la lenalidomide (119). Anche il
bortezomib, nonostante gli iniziali timori per la
neurotossicità ad esso correlata, può essere usato con
vantaggio (120). La rarità della sindrome POEMS
impedisce tuttavia che si siano consolidati dei chiari
indirizzi terapeutici. Oltre alle procedure
chemioterapiche, incluso l'autotrapianto di midollo, ha un
ruolo ben definito anche la radioterapia delle lesioni
ossee, purché limitate come numero e come estensione
e nel contesto di una malattia limitata. La malattia ha un
andamento cronico e i pazienti cui è stata diagnosticata
negli ultimi 15 anni mostrano tassi di sopravvivenza
dell'80% circa a 10 anni.

Ruolo del laboratorio

Al laboratorio spetta innanzitutto di rilevare una CM
che può essere di entità così lieve da non poter essere
diagnosticata senza una sensibile S-IF. Corrobora il
sospetto diagnostico la determinazione di sVEGF; un
ruolo ancillare ha la misura di vari marcatori endocrini
(ormone tireostimolante, prolattina, testosterone,
ormone adrenocorticotropo ). Nel monitoraggio, più che
la quantificazione della/e CM sieriche /urinarie che
possono non rispecchiare fedelmente l'andamento della
malattia, sono più rappresentative misure seriate  di
sVEGF che, pur in presenza delle attuali difficoltà
metodologiche, forniscono assieme a più complesse
indagini strumentali (elettromiografia, PET-CT,
scintigrafia ossea, TC low-dose) informazioni sul
decorso della sindrome. L'integrazione dei dati
laboratoristici, strumentali e clinici richiede comunque
cautela ed esperienza. Il coinvolgimento di organi
endocrini non regredisce significativamente neppure
dopo prolungate remissioni ematologiche, perciò
valutazione ormonali seriate sono di scarso aiuto.

Componenti monoclonali IgM e malattie 
correlate

Definizione e epidemiologia

Le CM IgM possono sottendere una ampia gamma di
malattie che hanno manifestazioni cliniche pleomorfe e
per lo più differenti da quelle correlate a gammopatie
non-IgM. Le GM IgM costituiscono il 3-5% di tutte le GM
negli afro-americani e negli asiatici (21,121,122) ed il
15% circa nei caucasici (21,31). La frequenza relativa
delle malattie potenzialmente sottese da CM IgM,
almeno in pazienti asiatici vede in ordine decrescente le
IgM-MGUS (42%), la WM (28%), altri linfomi non-
Hodgkin (18%), la amiloidosi AL IgM-correlata (4%).

Sono inoltre possibili la malattia da agglutinine a frigore
(4%), la crioglobulinemia (1,6%), le neuropatie
periferiche IgM-correlate. Più rari il MM IgM e la
sindrome POEMS. Il laboratorio ha un ruolo insostituibile
nella diagnosi, nella diagnosi differenziale, nella
prognosi e nel monitoraggio della terapia in tutte queste
situazioni.

Nel 2003 il Secondo International Workshop sulla
WM definì la malattia una condizione caratterizzata da
infiltrazione midollare da parte di un linfoma
linfoplasmocitoide, qualunque sia la concentrazione
della IgM sierica; al contrario, ogni altra CM IgM senza o
con incerta infiltrazione midollare veniva definita IgM-
MGUS in assenza di sintomi o IgM-related disease in
caso di sintomi o manifestazioni pertinenti (vedi sopra)
(123). Successivamente ed in analogia con quanto
stabilito per il MM, venne introdotta la categoria della
Smoldering Waldenstrom's Macroglubulinemia (SWM)
definita da una CM IgM ≥30 g/L e/o da una infiltrazione
midollare linfoplasmacellulare ≥10%, in assenza di
manifestazioni cliniche e di sintomi direttamente correlati
al linfoma quali sintomi costituzionali, organomegalie,
citopenie, sindrome da iperviscosità (124).

Gammopatia monoclonale di incerto significato di
tipo IgM (IgM-MGUS)

Patogenesi. La IgM-MGUS implica un rischio annuo
medio del 2% circa di progressione verso la WM o, meno
frequentemente, verso altri linfomi non-Hodgkin quali la
leucemia linfatica cronica; complessivamente il rischio
evolutivo è circa il 10% a 5 anni e il 18% a 10 anni. Uno
dei possibili motivi di questo elevato rischio evolutivo ci
viene fornito dagli studi di genetica molecolare. È stato
dimostrato come nella WM ricorra con frequenza elevata
una mutazione somatica del gene MYD88 che codifica
una proteina facente parte del signalling del Toll-Like
Receptor (TLR), coinvolto nella risposta innata a patoge-
ni e nella risposta immune antigene-specifica. La muta-
zione consiste nella sostituzione leucina-prolina nella
posizione 265 della sequenza aminoacidica (L265P) e
dà origine a una proteina mutata con importante ruolo
patogenetico nello sviluppo di linfomi non-Hodgkin B,
inclusa la WM. Tale mutazione è presente nel 90% circa
delle WM (125,126); successivamente essa è stata
dimostrata anche nel 50-80% dei pazienti con IgM-
MGUS (127,128). Questi dati dimostrano che la mutazio-
ne L265P è coinvolta già precocemente nella patogenesi
molecolare della WM piuttosto che nella successiva tra-
sformazione da IgM-MGUS a WM. Nella WM è frequente
anche la mutazione del gene CXCR4 che implica una
attivazione costitutiva della cascata  di CXCR4 e di altre
vie metaboliche con il risultato finale di favorire la
sopravvivenza delle cellule linfomatose della WM. Le
mutazioni somatiche di CXCR4 si trovano nel 30% circa
dei pazienti con WM (e nel 20% circa delle IgM-MGUS),
sembrano avvenire in tempi successivi alla mutazione di
MYD88 e conferiscono un andamento clinico aggressivo
e resistenza ad Ibrutinib (129-131). È stato riportato
come la mutazione MYD88 costituisca un fattore di
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rischio per evoluzione da IgM-MGUS a WM, assieme ad
altri semplici dati di laboratorio quali una CM ≥15g/L e un
anomalo rFLC (132) o più complessi dati immunofenoti-
pici (133).

Smoldering Waldenstrom's Macroglobulinemia 

In questa situazione il rischio evolutivo a WM è assai
maggiore rispetto al rischio delle IgM-MGUS
attestandosi al 12% annuo per i primi 5 anni e al 2%
annuo per i successivi 5 anni. Sono considerati fattori di
rischio evolutivo la concentrazione della IgM sierica,
l'anemia e la quota dell'infiltrazione linfoplasmacellulare
midollare (134). A 5 anni dalla diagnosi evolve a WM
franca rispettivamente il 92% e il 46% dei pazienti con
infiltrazione midollare >50% e <50% (135). Anche la
mutazione MYD88 sembra essere un ulteriore fattore di
rischio evolutivo (136).

Macroglobulinemia di Waldenström (WM)

Definizione ed epidemiologia. Per la definizione di WM
sono richieste due condizioni: una inequivocabile dimo-
strazione morfologica ed immunofenotipica di infiltrazio-
ne midollare (almeno il 10%) da parte di un linfoma linfo-
plasmocitoide e una CM  sierica IgM da esso prodotta,
di qualsiasi entità (123). Dal punto di vista biologico, oltre
alle già citate mutazioni rilevabili a livello molecolare,
sono documentabili anche alterazioni citogenetiche,
quali delezione di 6q (nel 42% dei pazienti), di 11q e la
trisomia 4, tutte con significato prognostico sfavorevole.
Si tratta di una malattia rara, ad andamento cronico,
spesso scoperta occasionalmente in età prevalentemen-
te avanzate. L'incidenza è di 3,8/1 000 000, stabile negli
ultimi decenni (dati USA) (137), nettamente maggiore
negli uomini. Le manifestazioni obiettive sono poco ecla-
tanti e consistono in epatomegalia, splenomegalia e lin-
foadenomegalia (rispettivamente nel 20% e 15% dei
casi).
Quadro clinico. Fra i sintomi di esordio prevale l'astenia
da anemia da infiltrazione midollare; più rari i sintomi cor-
relati all'azione della CM IgM, quali sindrome da ipervi-
scosità (che si estrinseca in prevalenza in una subdola
sindrome emorragica), sintomi neurologici (quest'ultimi
correlabili anche all'azione anticorpale della IgM mono-
clonale) e anemia emolitica. Come per il MM e l'amiloi-
dosi, in virtualmente tutti i pazienti la WM è preceduta da
una IgM-MGUS. Vi sono alcune difficoltà nella gestione
clinico-laboratoristica dei pazienti con WM, sia alla dia-
gnosi sia durante il trattamento. Fra queste segnaliamo
la difficoltà nella misurazione della CM IgM legata alla
possibilità che questa immunoglobilina ha di precipitare
a temperature inferiori a quella corporea  (crioglobuline-
mia), la erratica relazione fra IgM sierica e infiltrato pla-
smacellulare, la possibilità di un significativo e talvolta
pericoloso aumento della IgM sierica dopo le fasi iniziali
di trattamento con Rituximab (il cosiddetto flare). Il profilo
immunofenotipico delle cellule neoplastiche consente la
diagnosi differenziale nei confronti della leucemia linfati-
ca cronica e del linfoma della zona marginale, malattie
linfoproliferative talvolta accompagnate da una CM IgM,

così come la valutazione della mutazione MYD88 rara-
mente presente in queste due malattie ed assente nei
rarissimi casi di MM IgM.
Prognosi. La WM è una malattia attualmente non guari-
bile, ha un decorso indolente ed una sopravvivenza
mediana fra 7 e 10 anni, notevolmente migliorata negli
ultimi anni. Sono stati individuati alcuni parametri (età
>65 anni, emoglobina ≤115 g/L, piastrine ≤100 x 109/L, β2

microglobulina >3 mg/L, IgM >70 g/L) che permettono la
stratificazione del rischio usata negli studi clinici ma non
ancora validata per le strategie terapeutiche correnti
(14). La terapia è richiesta dalla presenza di segni e/o
sintomi della malattia, più che dalla concentrazione della
CM IgM in quanto tale. La valutazione della risposta alla
terapia si avvale, oltre che delle modifiche dei segni e dei
sintomi, della riduzione della concentrazione della CM
sierica.
Cenni di terapia. Non vi sono algoritmi standardizzati per
l'approccio terapeutico. I due schemi di polichemiotera-
pia più usati in prima linea consistono nelle associazioni
desametasone + rituximab + ciclofosfamide e bendamu-
stina + rituximab. Altri approcci, usati per lo più in malat-
tia recidivante/refrattaria consistono nello schema R-
CHOP (rituximab-ciclofosfamide doxorubicina vincristina
prednisone), nelle associazioni comprendenti bortezo-
mib, negli analoghi dei nucleosidi (fludarabina e cladribi-
na) e nell'ibrutinib, un inibitore della Bruton-Kinase (138). 
Ruolo del laboratorio. La identificazione e la quantifica-
zione della CM IgM sierica rivestono un ruolo primario
nella diagnosi e nel monitoraggio e richiedono particola-
re cura da parte del laboratorio e cautela da parte del cli-
nico poiché si possono incontrare difficoltà  nella sua
misura sia su gel di agarosio, sia in elettroforesi capillare
(139,140). Inoltre il laboratorio è chiamato a identificare
il titolo delle IgM anti Myelin-Associated Glycoprotein
(anti-MAG) in caso di neuropatia e di misurare la visco-
simetria. Il laboratorio indirizzerà l'attribuzione di un
eventuale quadro emorragico alla sindrome da ipervi-
scosità o al deficit di piastrine e/o di altri fattori della
coagulazione.

IgM-Related disorders

Con questo termine, coniato nel 2003, si intendono qua-
dri clinici attribuibili alla CM IgM in assenza di dimostra-
zione morfologica di linfoma (123). La CM IgM può avere
effetti patogeni in quanto tale, cioè in virtù delle sue pro-
prietà chimico-fisiche come nella sindrome da ipervisco-
sità e nella crioglobulinemia tipo I o perché possiede pro-
prietà anticorpali (è cioè un anticorpo di classe IgM)
come nelle neuropatie, nella crioglobulinemia di tipo II e
nella Cold-Agglutinin Disease (CAD).

Sindrome da iperviscosità. L'eccesso di macroproteine
(specie delle IgM) produce un sovraccarico emodinami-
co e, soprattutto, interferisce con la cascata coagulativa
fino a provocare manifestazioni emorragiche potenzial-
mente catastrofiche, come emorragie del SNC. Tali
manifestazioni richiedono urgenti misure terapeutiche, in
prima istanza la plasmaferesi. La sindrome da ipervisco-
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sità si verifica per il 90% nella WM quale conseguenza
diretta delle elevate concentrazioni delle IgM, ma è in
corso di MM per elevate concentrazioni di IgG o IgA.
Non vi è un rapporto lineare fra concentrazioni delle
immunoglobuline monoclonali e frequenza della sindro-
me da iperviscosità, benché questo evento si verifichi in
genere a partire da concentrazioni di IgM monoclonale
>30 g/L. Come tale, la sindrome si presenta nel 5-10%
nei pazienti con WM di nuova diagnosi. La manifestazio-
ne clinica più frequente è una sindrome emorragica sub-
dola (epistassi, facili sanguinamenti muco-cutanei, ema-
turia) non giustificata dai parametri emocoagulativi e dal
conteggio  piastrinico; si associano spesso sintomi neu-
rologici quali cefalea, visione offuscata, diplopia, acufeni
e vertigini. Benché sia disponibile una valutazione diretta
della viscosità sia plasmatica che ematica, è necessario,
in  presenza di sintomi e di concentrazioni di IgM specie
se elevate, sospettare la sindrome e procedere con
urgenza alla plasmaferesi terapeutica anche in assenza
del dato della viscosimetria. L'International Workshop on
Waldenstrom's Macroglobulinemia raccomanda per ogni
paziente con CM >30 g/L il controllo del Fundus Oculi
che può mostrare alterazioni prodromiche della sindro-
me (141).
Polineuropatie. Si stima che il 10% circa di tutte le neu-
ropatie "idiopatiche" sia correlato a GM; per converso
una neuropatia coesiste nel 30-50% dei pazienti con GM
IgM/WM. Il 50% delle CM IgM ha intrinseche proprietà
anticorpali anti-MAG cioè contro una glicoproteina della
guaina mielinica del nervi cranici e periferici (142). La
reattività IgM anti-MAG era valutata tramite tecniche di
Western blot; più recentemente è possibile rilevare le
concentrazioni sieriche di detti anticorpi mediante un test
ELISA che si esprime in Bühlmann Titer Unit (BTU)
(143). I pazienti con neuropatia IgM-associata che
hanno un quadro clinico (neuropatia demielinizzante
sensitiva distale), elettrofisiologico e morfologico consi-
derato caratteristico (60% circa) hanno un elevato titolo
di IgM anti-MAG (>8 000 – 10 000 BTU); nei rimanenti
pazienti con  quadri diversi, la IgM ha un basso titolo
anti-MAG e può reagire contro altri antigeni sulfatidici o
gangliosidici della mielina (144). In ogni caso la manife-
stazione neuropatica, quando clinicamente significativa,
richiede il trattamento quale che sia il quadro clinico
complessivo: se la neuropatia si verifica nel contesto di
una WM franca, sarà necessaria la chemioterapia di
combinazione (vedi sopra);  se la neuropatia è associata
ad una IgM-MGUS, condizione che di per sé non richie-
de provvedimenti ematologici, si può usare con buona
efficacia il solo Rituximab.
Crioglobulinemie.  Si tratta di un complesso di quadri cli-
nici causati da immunoglobuline che hanno la proprietà
di precipitare in vitro a temperature inferiori a 37°C e di
ridisciogliersi al ritorno a 37°C.  CM IgM sono pressoché
sempre parte in causa nelle crioglobulinemie sia di tipo I
(costituite esclusivamente dalla CM  IgM, più raramente
da IgG o IgA ma sempre monoclonali), sia nelle crioglo-
bulinemie di tipo II (miste) nelle quali le IgM monoclonali
hanno attività di fattore reumatoide con specificità anti-
corpali anti IgG policlonali autoctone legandole e for-

mando  immunocomplessi. Le crioglobuline di tipo III
sono costituite da IgM policlonali con attività di fattore
reumatoide verso IgG anch'esse policlonali e si riscon-
trano in prevalenza in malattie reumatologiche o infetti-
ve. Le manifestazioni cliniche sono in parte sovrapponi-
bili: nelle crioglobulinemie di tipo I, i sintomi sono corre-
lati a occlusioni vascolari dovute al crioprecipitato e pre-
valgono in sede cutanea acrale o in sede renale. In sede
cutanea il quadro consiste in porpora, acrocianosi, feno-
meni di Raynaud e ulcere torpide e avviene perché nella
cute, specie acrale, è più frequente raggiungere una
temperatura <37°C.  In sede renale il quadro consiste in
una glomerulonefrite che si manifesta con ematuria, pro-
teinuria ed ipertensione arteriosa e si realizza in virtù di
più elevate concentrazioni delle crioglobuline quali con-
seguenza della ultrafiltrazione. In entrambi i casi, i feno-
meni infiammatori (vasculitici) sono minimi o assenti. È
nelle crioglobulinemie di tipo I che si raggiungono le più
elevate concentrazioni di crioglobuline: quando ciò si
verifica le IgM con proprietà di crioprecipitare possono
contribuire al verificarsi della sindrome da iperviscosità.
Dal punto di vista ematologico la crioglobulinemia di tipo
I avviene nel contesto di una MGUS (IgM-MGUS per lo
più) (40% circa); nel 60% circa il contesto ematologico è
quello di una malattia linfoproliferativa franca (WM o
MM). Le crioglobulinemie di tipo II sono correlate per il
90% ad HCV. In questi casi è il complesso IgM monoclo-
nale anti-IgG a precipitare ed interagire con le cellule
endoteliali e in quella sede si viene ad attivare la cascata
del complemento realizzandosi così fenomeni vasculitici
che sono potenzialmente più pericolosi, a dispetto del
fatto che la concentrazione delle crioglobuline sia in
genere assai inferiore a quanto rilevato nelle crioglobuli-
nemie di tipo I. In queste circostanze la componente
monoclonale IgM è di entità minima e la biopsia midolla-
re evidenzia un infiltrato linfomatoso anch'esso minimo o
non evidenzia alcunché. Il quadro clinico è pleomorfo ed
include porpora, artralgie, astenia e febbre. Oltre al rene
possono essere coinvolti anche il SNC, il tratto gastroin-
testinale e il polmone. Il coinvolgimento di questi  appa-
rati comporta una prognosi severissima. 

Il laboratorio svolge un ruolo essenziale nella
gestione di questa condizione. Per sostanziare il
sospetto clinico di crioglobulinemia è necessario
dimostrare il crioprecipitato e, quando evidenziato,
occorre che sul crioprecipitato venga condotta
l'immunofissazione, indagine necessaria a distinguere il
tipo di crioglobulinemia. L'entità del crioprecipitato non
correla con le manifestazioni cliniche. Fondamentale la
misura  della frazione C4 del complemento che può
essere considerato un buon marcatore di attività del
processo: in fase di attività della crioglobulinemia di tipo
II è frequente una riduzione della concentrazione sierica
di C4 per effetto del suo consumo nelle sedi di attività
della malattia. In caso di sospetta crioglobulinemia è
inoltre necessario tenere il campione prelevato e
condurre la S-EF a 37°C poiché l'eventuale
precipitazione della crioglobulina può condurre a
sottostima della componente monoclonale IgM e della
viscosità del siero (145-147) .    
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Malattia da agglutinine a frigore. La CAD costituisce il
15% circa di tutte le anemie emolitiche. Si tratta di una
anemia emolitica autoimmune prevalentemente
extravascolare nella quale l'emolisi è innescata da un
autoanticorpo, per lo più di tipo IgM, capace di fissarsi
alle emazie a temperature di 4°C o superiori ed
agglutinarle (agglutinina). Alla base di questa malattia si
può rilevare, nell'80% dei casi, una identica  malattia
linfoproliferativa B, differente sia dal linfoma
linfoplasmocitoide che dal linfoma della zona marginale,
mentre nel restante 20% non è possibile documentare
alcun processo linfoproliferativo. Anche nei pazienti con
evidenza di processo linfoproliferativo, l'infiltrazione
linfoide del midollo emopoietico è risultata sempre
modesta e a localizzazione intertrabecolare (148). La
maggior parte delle agglutinine a frigore ha specificità
anti-I, antigene presente in tutti i soggetti a partire dai 18
mesi di età. Il raffreddamento del sangue che si produce
nel suo passaggio attraverso le parti acrali permette il
legame della agglutinina e l'agglutinazione. Tanto
maggiore è l'ampiezza termica dell'agglutinina (cioè la
più alta temperatura alla quale l'agglutinina è in grado di
legarsi all'antigene) tanto maggiore sarà l'agglutinazione
e la successiva fissazione del complemento e la
generazione di C3b che permane sulla superficie
eritrocitaria dopo che il riscaldamento del sangue avrà
provocato il distacco della agglutinina. Le emazie così
opsonizzate vengono sequestrate dai macrofagi
prevalentemente in sede epatica (emolisi
extravascolare). L'attivazione della cascata
complementare può proseguire a generare la frazione
C5 del complemento che è responsabile di una quota
parte (di solito minima) di emolisi intravascolare
(147,149). Quindi i fenomeni di agglutinazione e di
emolisi sono dipendenti più dall'ampiezza termica
dell'agglutinina che dalla sua concentrazione. 

Relativamente alla gestione del paziente, è
fondamentale ridurre l'esposizione al freddo. L'approccio
terapeutico comprende rituximab, da solo o in
combinazione con fludarabina o bendamustina ed altro
ancora. Sono incoraggianti i primi dati di impiego di
modulatori dell'attività complementare. 

Anche in questo caso il laboratorio svolge un ruolo
essenziale.  Il quadro più frequente è quello di una
anemia emolitica cronica, con riduzione dei valori di
emoglobina, riduzione di aptoglobina, reticolocitosi e
iperbilirubinemia (modesta) indiretta. In caso si sospetti
una CAD, oltre alle indagini morfologiche e
immunoistochimiche/citofluorimetriche su biopsia di
midollo, sono necessarie S-EF e S-IF, e misura delle
immunoglobuline. Fondamentale il test di Coombs
diretto che dimostrerà frazioni di C3d (e, più raramente
anche IgG) (150) e l'agglutinina a frigore con titolo >64
(questo test va condotto a 4°C). Non è necessario
stabilire l'ampiezza termica dell'agglutinina se non in rari
casi. Per tutti questi esami è necessario mantenere il
campione di sangue a temperature di almeno 37°C fino
a che il siero non sia stato rimosso dal coagulo. Stabilita
la diagnosi, il monitoraggio di laboratorio si avvale della
valutazione dei parametri di emolisi come emoglobina,

conteggio e indici reticolocitari, aptoglobinemia,
bilirubinemia oltre che sulla misurazione della CM IgM. 

CONCLUSIONI

Negli ultimi 2 decenni si è verificato un significativo
progresso nella definizione dei quadri
linfoproliferativi/plasmacellulari che hanno come
epifenomeno un processo di secrezione di
immunoglobuline e/o di loro frammenti. Il progresso è
stato reso possibile dalle conoscenze scaturite dalla
genetica molecolare, dalla citogenetica classica, dalla
immunoistochimica e dalla biologia molecolare su
tessuto bioptico e dalla enucleazione e
standardizzazione di criteri diagnostici e fattori di rischio
di pertinenza del laboratorio. Tutto ciò ha permesso di
individuare molti quadri morbosi ai quali le gammopatie
sono patogeneticamente associate, di restringere
sempre di più le GM di "significato indeterminato" (17), di
formulare diagnosi e monitoraggi più accurati  e terapie
mirate con risultati talvolta spettacolari sulla prognosi dei
pazienti. 

In tutti i quadri clinici qui delineati, la gestione del
paziente non può prescindere dai dati che il laboratorio
clinico è in grado di fornire; anzi in molte circostanze i
marcatori biochimici sono da soli in grado di orientare le
decisioni cliniche. 
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INTRODUZIONE

Lo sviluppo di nuove tecnologie e di principi analitici
nel campo della citometria a flusso, ha permesso di
sviluppare analizzatori ematologici di ultima generazione
con migliori prestazioni, con nuovi parametri
emocitometrici quantitativi e qualitativi, utili per la
caratterizzazione delle cellule del sangue periferico (1-
6). Questi emocitometri producono determinazioni
quantitative sempre più accurate e precise (come ad
esempio conta cellulare e valutazione degli indici
cellulari) e qualitative sensibili e specifiche (come allarmi
morfologici in diagrammi di dispersione delle popolazioni
cellulari), entrambi utili a discriminare con alta sensibilità
e specificità il campione patologico dal normale (1,6).

Nonostante il miglioramento delle tecnologie, sono

oggi disponibili pochi studi aggiornati sulla variabilità
biologica (VB), sia per i parametri di base dell’esame
emocromocitometrico che per i nuovi parametri
aggiuntivi, requisito indispensabile al fine di stabilirne le
specifiche di qualità analitica (APS) per l’interpretazione
clinica dei risultati (7). I dati di VB sono infatti
fondamentali per la corretta interpretazione clinica dei
parametri ematologici, specialmente per quelli di più
recente introduzione. 

In generale i parametri dell’esame
emocromocitometrico, con rare eccezioni (ad esempio
per il volume corpuscolare medio delle emazie), sono
soggetti a grande variabilità legata alla cinetica cellulare,
al sesso, all’età, allo stress, al fumo e all’alimentazione
(7,8). I dati ottenuti dall’analisi della VB sono essenziali
per calcolare la differenza critica (DC), particolarmente
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utile per i parametri caratterizzati da un basso indice di
individualità (II) (7), per i quali piccole variazioni nel
monitoraggio dei pazienti rischiano di essere trascurate
perché comprese nell’intervallo di riferimento, ma
significative perché superiori alla DC (9). L’attuale
database online di VB ospitato nel sito di Westgard,
aggiornato al 2014 (10), non contiene informazioni
relative a molti parametri ematologici di recente
introduzione ed attualmente inseriti nei referti. Molti
valori di questo database sono inoltre stati generati con
emocitometri non più disponibili in commercio e
utilizzando protocolli poco standardizzati per selezione e
dimensione del campione, età dei soggetti coinvolti,
stagionalità e tempistica di sviluppo dello studio (7, 11-
13).

Lo scopo del lavoro è presentare la determinazione e
la stima della VB, del II e della DC dei principali
parametri refertabili dell’esame emocromocitometrico
(11-13). Il protocollo dello studio, le misure di laboratorio
e l’elaborazione statistica, sono state definite e
sviluppate in accordo con le indicazioni del Gruppo di
lavoro sulla Variabilità Biologica di EFLM (14-16).

METODI

Protocollo di studio 

Il protocollo di studio è conforme a quanto riportato in
precedenza (11-13).

La popolazione iniziale è costituita da 25 volontari
adulti, presumibilmente sani (14 donne e 11 uomini; età
≥18 anni), reclutati tra il personale del laboratorio
dell’Azienda Socio Sanitaria Territoriale Papa Giovanni
XXIII, Bergamo, a cui è stato sottoposto un modulo per il
consenso informato al fine del reclutamento. Il protocollo
è stato descritto a tutti i volontari, che sono stati
sottoposti anche ad una valutazione clinica per l’idoneità
allo studio. A ogni volontario è stato fornito un
questionario per raccogliere informazioni relative alla
propria storia clinica, all’uso corrente o passato di
farmaci e allo stile di vita, che includeva:
-   dati personali (data di nascita, sesso, origine etnica,

indice di massa corporeo);
-   stile di vita (fumatore/non fumatore, assunzione di

alcool, donazioni di sangue, attività fisica);
-   condizioni cliniche (eventuali malattie in corso come

diabete, malattie croniche, tumori, insufficienza
renale, disordini infiammatori acuti o cronici,
assunzione di farmaci includendo anticoncezionali
orali, supplementi nutrizionali);

-   storia familiare per malattie neoplastiche,
ematologiche, cardiovascolari, renali, epatiche,
mentali, e endocrinologiche;

-   qualsiasi altra condizione o malattia clinicamente
significativa.
Tutti i soggetti durante l’arruolamento sono stati

identificati con un codice univoco, e quindi sottoposti ad
un prelievo di sangue per i seguenti esami: emocromo
con formula e conteggio dei reticolociti (RET) su sangue,
glucosio, creatinina, colesterolo totale, trigliceridi,

alanina aminotransferasi, aspartato aminotransferasi,
proteina C reattiva, ferritina, proteine totali e indici del
siero (emolisi, ittero e lipemia/torbidità) su campione di
siero.

I criteri di esclusione erano: non avere fornito le
informazioni complete richieste nel questionario, essere
fumatore anche occasionale, avere assunto alcool >10
g/die, avere effettuato donazione di sangue nei tre mesi
precedenti allo studio, la presenza di malattie in forma
acuta o cronica, l’assunzione recente di ogni tipo di
farmaco o supplementi nutrizionali, non avere i valori
degli esami di laboratorio previsti dal protocollo
all’interno degli intervalli di riferimento, sia al momento
dell’arruolamento, che nei successivi momenti così
come previsto dal progetto.

Durante tutta la durata dello studio, ai partecipanti è
stato raccomandato di evitare eccessivo esercizio fisico,
mantenere una dieta regolare, rispettare digiuno
notturno prima dei prelievi, nonché astenersi
dall’assunzione di alcool l’intero giorno precedente al
prelievo.

Ad ogni prelievo veniva effettuata una nuova visita
medica e aggiornata la storia clinica. Sono state
registrate le seguenti informazioni: data e ora della
raccolta del campione, ora dell’analisi del campione,
concomitanza con il ciclo mestruale, stato di digiuno,
assunzione di alcool nelle ultime 48 ore, eventuali
cambiamenti significativi dello stato di salute, dieta,
attività fisica, assunzione di farmaci, contraccettivi orali,
supplementi vitaminici.

I prelievi dei campioni di sangue intero sono stati
eseguiti per cinque settimane consecutive, lo stesso
giorno della settimana (mercoledì), al mattino, tra le 8:00
e le 8:30, dallo stesso prelevatore esperto, sempre dallo
stesso braccio, mediante prelievo venoso
(VACUETTE®, Greiner bio-one, Kremsmunster, Austria).

Il campione di sangue intero per l’emocromo è stato
raccolto in provette contenenti K3EDTA (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ), mentre il campione di
sangue per gli esami di chimica clinica è stato raccolto in
provette con gel separatore senza additivi (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ).

Prima del prelievo tutti i soggetti sono rimasti seduti
per almeno cinque minuti.

Lo studio è stato approvato dal comitato etico
dell’Ospedale Papa Giovanni XXIII ed è stato eseguito in
accordo con la Dichiarazione di Helsinki, secondo la
legislazione locale.

Analisi di laboratorio

L’emocromo completo, compreso il conteggio dei
RET, è sempre stato eseguito sul sistema Sysmex XN-
9000 (Sysmex Co., Kobe, Giappone), costituito da
cinque emocitometri: 2 moduli XN della serie blu e 3
moduli XN della serie verde. Il modulo XN blu, oltre ai
canali per l’analisi di base come il conteggio dei leucociti,
delle emazie, delle piastrine e i relativi indici, la
determinazione dell’emoglobina e della formula
leucocitaria, è anche dotato di applicazioni per il
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conteggio dei RET, dei precursori leucocitari (white
precursors cell, WPC) e delle piastrine (PLT) con metodo
ottico in fluorescenza (6).

I parametri forniti da XN blu utilizzati in questo
articolo sono di seguito riportati (1, 6):
- eritrocitari: emoglobina (Hb), conteggio delle emazie

(RBC), ematocrito (Ht), volume corpuscolare
eritrocitario medio (MCV), contenuto medio di
emoglobina (MCH), contenuto medio percentuale di
emoglobina (MCHC) delle emazie, ampiezza della
curva di distribuzione delle emazie (RDW-CV ed
RDW-SD) e percentuale di emazie microcitiche
(Micro-R);

- reticolocitari: conteggio RET, frazione immatura
reticolocitaria (IRF) e contenuto medio emoglobinico
reticolocitario (RET-He);

- leucocitari: conteggio dei leucociti (WBC), dei
neutrofili (NE), dei linfociti (LY), dei monociti (MO)
degli eosinofili (EO) dei basofili (BA) e dei granulociti
immaturi (IG);

- piastrinici: conteggio delle PLT, volume piastrinico
medio (MPV), piastrinocrito (PCT), percentuale di
grandi piastrine (P-LCR), ampiezza della curva di
distribuzione delle piastrine (PDW).
Per l’analisi delle popolazioni cellulari questo

analizzatore utilizza un sistema di citometria a flusso
combinato con il metodo ottico a fluorescenza e quello
impedenziometrico. Tutti i campioni sono stati analizzati
in duplicato entro 1 ora  dal prelievo, usando sempre lo
stesso modulo XN blu e lo stesso lotto di reagenti.
Durante tutto il periodo dello studio, la qualità dei risultati
è stata certificata da controllo di qualità interno,
utilizzando tre livelli di un materiale di controllo dedicato
(XN-CHECK livelli 1, 2 e 3; Streck Laboratories Inc.,
Omaha, NE, USA).

Analisi statistica

L’analisi statistica dei dati è stata effettuata con il
metodo CV-ANOVA sui risultati che sono stati
precedentemente trasformati in CV e quindi normalizzati
(17). Prima dell’analisi dei dati è stata effettuata l’analisi
dei dati aberranti a tre livelli: tra replicati, nel soggetto e
tra soggetti. L’omogeneità dell’imprecisione analitica (tra
replicati) e l’omogeneità delle varianze intra-individuali
(CVI) sono state verificate rispettivamente con i test di
Bartlett (18) e Cochran (19). Il test di Shapiro-Wilk (20) è
stato usato per verificare la normalità dei residui, mentre
col criterio di Dixon (21) sono stati individuati eventuali
aberranti tra i valori medi dei soggetti. 

La verifica dello stato stazionario dell’intera
popolazione è stata condotta, per ogni misurando, con
una regressione lineare sui valori mediani dell’intero
gruppo per la durata dello studio. I soggetti sono stati
considerati in stato stazionario se il 95% dell’intervallo di
confidenza (95%IC) della pendenza della retta includeva
lo zero. Cambiamenti sistematici individuali sono
identificati dal test di omogeneità delle varianze intra
individuali (test di Cochran).

I risultati ottenuti nei soggetti di sesso maschile sono

stati originariamente elaborati separatamente da quelli
ottenuti nelle femmine per tutti i misurandi. La
significatività delle differenze tra i due sottogruppi è stata
valutata, sia per valori medi di concentrazione, sia per
CVI, sia per la interindividuale (CVG), dalla
sovrapposizione degli 95%IC.

Sono stati inoltre calcolati i seguenti parametri:
- indice di individualità (II) (CVI / CVG) (7);
- differenza critica (DC) [(2,77 x (CVA

2 + CVI
2)0,5] (7);

(dove per CVA si intendono i coefficienti di variabilità
analitica);

- numero di campioni necessario per la stima (con il
95% di probabilità) del punto omeostatico
individuale, all’interno di un intervallo del ± 10%
[(1,96 x(CVA

2 + CVI
2)0,5/D)2] (dove D = 10) (7);

Le stime di VB sono state utilizzate per calcolare le
APS per l’imprecisione (CVAPS), il bias (BAPS) e per
l’errore totale (ETAPS), a diversi livelli di qualità (minimo,
desiderabile, ottimale).

Per ottenere le APS desiderabili sono stati applicati i
seguenti criteri:

CVAPS = ½ CVI (7);
BAPS = [0,25* (CVI

2 + CVG
2)0,5] (7);

ETAPS = [CVAPS x 1,65 + BAPS] (7);
L’analisi dei dati è stata eseguita utilizzando Excel

2010 ed Analyse-it (Analyse-it Software Ltd., Leeds, UK).

RISULTATI

Le caratteristiche della popolazione sono riassunte
nella Tabella 1. Prima di iniziare la raccolta dei campioni
per lo studio, quattro soggetti sono stati esclusi in base
ai criteri succitati. La VB è stata quindi calcolata in 21
soggetti (12 donne e 9 uomini; età media di 42 e di 53
anni rispettivamente; di origine caucasica); con un totale
di 105 misurazioni in doppio (Tabella 1). I test di Barlett
(che valuta l’omogeneità dell’imprecisione analitica, tra i
replicati) e di Cochran (che valuta il CVI) hanno
identificato un aberrante per i parametri NE e P-LCR,
quattro aberranti per il parametro IG, un aberrante per i
parametri MCH, RDW-CV, RET e Micro-R, due aberranti
per il parametro EO. Un aberrante è stato identificato per
i parametri Micro-R, WBC, IG, PLT e PCT usando il
criterio di Dixon. La CVG di quest’ultimi parametri è stata
quindi calcolata utilizzando i dati ottenuti da 20 soggetti
(11 femmine e 9 maschi), anziché 21.

Il test di Shapiro-Wilk, ha mostrato una distribuzione
normale dei valori medi di tutti i parametri ad eccezione
di LY, per il quale è stata quindi necessaria la
trasformazione logaritmica.

L’analisi statistica non ha rivelato differenze di
genere per parametri leucocitari e piastrinici (95%IC
sono sovrapponibili), mentre ha evidenziato una
differenza per i parametri RBC, Hb, Ht, MCV, MCHC,
per i quali è stata quindi necessaria l’analisi dei dati
differenziata tra sessi. Tutti i risultati di CVA, CVI, CVG

sono riassunti in Tabella 2.
I risultati sono stati suddivisi per genere solo per i

parametri che hanno differenze significative, quindi
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senza sovrapposizione dei 95%IC.
La variabilità analitica (CVA), varia da 0,2% a 9,8%

per i parametri eritrocitari e reticolocitari, da 1,5% a
17,8% per i parametri leucocitari e da 1,1% a 3,1% per i
parametri piastrinici. La CVI varia da 0,3% a 16,4% per i
parametri eritrocitari e reticolocitari, da 11,0% a 19,7%
per i parametri leucocitari, da 2,3% a 7,2% per i
parametri piastrinici. CVI di RBC e Hb mostrano una
differenza statisticamente significativa tra generi. La CVG

è compresa tra 0,9% e 32,8% per i parametri eritrocitari
e reticolocitari, tra 15,0% e 33,9% per i parametri
leucocitari, tra 7,2% e 20,7% per i parametri piastrinici.

La DC varia da 2,3% per MCH a 73,5% per il
conteggio dei IG. Le APS sono descritte in Tabella 3.
CVAPS varia da 0,1% per MCH a 9,9% per il conteggio
dei IG. BAPS varia da 0,3% per il parametro MCHC a
16,9% per il parametro Micro-R. Infine TEAPS varia da
0,9% per il parametro MCHC a 28,7% per il parametro
EO. L’II è sempre <0,6 per tutti i parametri considerati ad
eccezione di MCHC, WBC, NE, MO, IG. Il numero di
campioni necessari per stabilire il punto omeostatico
individuale è sempre minore del numero di campioni
prelevati (n=5) per tutti i parametri considerati (dati
omessi) (11-13).

DISCUSSIONE

Nel corso degli anni sono emersi vari limiti dei dati di
VB disponibili in letteratura e riportati nel database online
di Westgard (10), dovuti all’impiego di metodi ormai
obsoleti per le determinazioni analitiche, a protocolli e a
criteri di selezione della popolazione non conformi alle
raccomandazioni, al disegno dello studio con frequenza
di prelievi e tempo complessivo non adeguata e, infine,
alla elaborazione statistica non del tutto appropriata (22).

Per questa ragione, EFLM ha promosso due
importanti progetti. Il primo, attraverso la creazione di un
Task Group (TG) sul database di VB, che si propone di
valutare tutta la bibliografia pubblicata fino ad ora
riguardo alla VB, in accordo con i criteri definiti nella lista
di controllo della valutazione critica (BIVAC) (16). Questo
percorso porterà alla definizione di un nuovo database
della EFLM, con nuove stime di VB ottenute tramite
meta-analisi dei dati “pesati” in funzione del livello di
qualità con cui sono stati ottenuti (7, 16).

Il secondo progetto, ideato dal gruppo di lavoro sulla

VB della EFLM, ha l’obiettivo di aggiornare i dati di VB
per il maggior numero di misurandi possibile, attraverso
un progetto europeo (European Biological Variation
Study, EuBIVAS) su scala multicentrica (23-27),
sviluppato in accordo ai criteri EFLM (14,16). Le nuove
stime di VB ottenute da EuBIVAS e pubblicate fino ad
ora, risultano essere inferiori a quelle presenti nel data
base di Westgard, e di potenza statistica superiore (23-
27).

Considerando che per l’esame emocromocitomerico
è necessario un campione di sangue intero, il gruppo di
lavoro della EFLM ha disegnato un progetto su scala
nazionale in accordo al protocollo EuBIVAS, per
determinare nuove stime di VB in campo ematologico
(28), lavoro che però non ha valutato molti dei parametri
di ultima generazione, come ad esempio IRF, PCT, IG,
PDW, Micro-R.

Questi parametri possono contribuire ad aumentare
la sensibilità e la specificità dell’esame
emocromocitometrico, già di per sé caratterizzato da
risposte rapide e poco costose, importanti in molte
situazioni di urgenza/emergenza. 

I dati di VB sono un elemento fondamentale non solo
per la determinazione dei traguardi analitici e per il
monitoraggio delle prestazioni dell’analizzatore, ma
anche per consentire un'accurata interpretazione dei dati
ed una appropriata gestione clinica dei risultati. In
particolare, per i parametri di nuova introduzione le
conoscenze sui possibili risvolti clinici sono limitate; di
conseguenza, disporre di criteri oggettivi come la DC per
la valutazione del risultato, permette di valutarne la reale
efficacia nella pratica clinica (7).

I dati di questo articolo sono il frutto di uno studio
svolto in accordo con le indicazioni EFLM (14,16), che
ha permesso di confermare i dati di BV dei parametri di
base dell’esame emocromocitometrico pubblicati dal
gruppo di lavoro EFLM (28) e di definire i dati di VB per
i parametri emocromocitometrici strumento-specifici
(IRF, RET-He, IG, indici eritrocitari e piastrinici),
determinati sia per periodo di campionamento a breve
termine (cinque giorni; dati omessi), sia per un periodo di
campionamento a medio termine (cinque settimane) (11-
13).

In generale il potere statistico dello studio (11-13) è
robusto. Il rapporto CVA/CVI è sempre <1,0 come
suggerito da Røraas e al. (29), ad eccezione del
parametro MCHC che è esattamente 1,0.

Tabella 1

Caratteristiche della popolazione studiata.

Soggetti
inclusi nello studio

Numero di soggetti
Età media
(ambito)

Media dell’indice 
di massa corporea (ambito)

Maschi 9 53
(45 - 64)

24,5
(20,2 - 30,0)

Femmine 12 42
(26 - 54)

22,1
(18,5 - 25,2)

Tutti i soggetti 21 47
(26 - 64)

23,0
(18,5 - 30,0)
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Tabella 2

Variabilità biologica (VB), coefficienti di variabilità analitica, (CVA) intraindividuale (CVI) e interindividuale (CVG) dei parametri 
dell’esame emocromocitometrico. Tabella modificata ed integrata dai riferimenti 11, 12, 13. 

Parametri N° soggetti
Media 
(95%IC)

CVA % 
(95%IC)

CVI % 
(95%IC)

CVG % 
(95%IC)

tutti 21 4,87
(4,80-4,94)

0,6
(0,6-0,7)

1,8
(1,5-2,1)

9,1
(6,9-13,1)

RBC (1012/L) maschi 9 5,16§
(5,07-5,25)

0,6
(0,5-0,8)

1,4§
(1,1-1,9)

7,8
(5,2-14,9)

femmine 12 4,64
(4,57-4,71)

0,7
(0,6-0,8)

2,4
(1,9-3,0)

7,1
(5,0-12,1)

tutti 21 143
(142-145)

0,5
(0,5-0,6)

2,0
(1,7-2,4)

8,2
(6,3-11,9)

Hb (g/L) maschi 9 151§
(149-153)

0,4
(0,4-0,6)

1,3§
(1,1-1,7)

6,3
(4,2-12,1)

femmine 12 137
(135-139)

0,6
(0,9-0,8)

2,3
(1,9-2,9)

6,8
(4,8-11,7)

tutti 21 0,42
(0,42-0,43)

0,6
(0,5-0,7)

2,4
(2,1-2,9)

7,4
(5,6-10,7)

Ht (L/L) maschi 9 0,44§
(0,44-0,45)

0,6
(0,5-0,7)

2,2
(1,8-2,9)

5,7
(3,8-11,1)

femmine 12 0,41
(0,40-0,41)

0,6
(0,5-0,8)

2,6
(2,1-3,2)

6,2
(4,3-10,7)

tutti 21 86,7
(86,2-87,2)

0,2
(0,2-0,2)

0,9
(0,8-1,1)

3,9
(3,0 - 5,6)

MCV (fL) maschi 9 85,6§
(84,9-86,3)

0,2
(0,1-0,2)

0,9
(0,7-1,1)

3,2
(2,2-6,3)

femmine 12 87,5
(86,7-88,2)

0,21
(0,2-0,3)

1,0
(0,8-1,2)

4,2
(3,0-7,2)

MCH (pg) tutti 20 29,5
(29,3-29,8)

0,8
(0,7-0,9)

0,3
(0,0-0,5)

4,7
(3, 6-6,9)

tutti 21 340
(339-341)

0,8
(0,7-0,9)

0,8
(0,6-1,0)

1,8
(1,3-2,6)

MCHC (g/L) maschi 9 343§
(342-344)

0,7
(0,6-0,9)

0,8
(0,5-1,1)

0,9
(0,6 -2,0)

femmine 12 338
(337-340)

0,8
(0,7-1,0)

0,9
(0,6-1,2)

2,1
(1,4-3,6)

RDW-SD (fL) tutti 20 40,9
(40,5-41,3)

0,7
(0,6-0,8)

1,6
(1,4-1,9)

6,3
(7,9-9,3)

RDW-CV (%) tutti 20 12,9
(12,8-13,1)

0,5
(0,4-0,6)

1,0
(0,9-1,2)

6,8
(5,3-10,2)

Micro-R (%) tutti 21 2,3
(2,1-2,5)

3,8
(3,4-4,4)

10,9
(9,3-12,9)

NA

Ret# (109/L) tutti 20 52,6
(50,1-55,1)

5,5
(4,8-6,4)

7,8
(6,4-9,5)

29,1
(22,2-43,1)

Ret-He (pg) tutti 21 33,7
(33,4-33,9)

0,5
(0,5-0,6)

0,9
(0,8-1,2)

4,2
(3,4-6,5)

IRF (%) tutti 21 8,51
(8,03-9,00)

9,8
(8,7-11,4)

16,4
(13,8-19,8)

32,8
(24,6-48,0)

WBC (x109/L) tutti 21 6,10
(5,92-6,28)

1,5
(1,3-1,7)

11,1
(9,62-13,18)

15,0*
(10,9-22,5)

NE (x109/L) tutti 21 3,42
(3,27-3,57)

1,9
(1,7-2,2)

14,6
(12,7-17,2)

24,1
(17,9-35,4)

LY (x109/L) tutti 21 2,06
(1,99-2,14)

2,7
(2,4-3,1)

11,0
(9,5-13,0)

23,0$
(17,2-34,2)

MO (x109/L) tutti 21 0,54
(0,52-0,56)

3,9
(3,5-4,5)

13,4
(11,6-15,9)

22,2
(11,5-32,7)

EO (x109/L) tutti 19 0,16
(0,14-0,17)

9,5
(8,3-11,1)

15,6
(13,0-19,1)

NA

BA (x109/L) tutti 21 0,044
(0,041-0,046)

12,2
(10,7-14,1)

12,8
(10,1-16,1)

33,9
(25,5-49,5)
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Tabella 3

Obiettivi delle specifiche di qualità analitica (APS), per imprecisione: (CVAPS), bias (BAPS) ed errore totale (TEAPS), differenza critica
(DC) ed indice di individualità dell’esame emocromocitometrico. Tabella modificata dai riferimenti 11, 12, 13.

Parametri N° soggetti
CVAPS %
(95%IC)

BAPS %
(95%IC)

TEAPS %
(95%IC)

DC%
(95%IC)

Indice di 
individualità 

tutti 0,9
(0,8-1,1)

2,3
(1,8-3,3)

3,8
(3,0-5,1)

5,3
(4,5-6,2)

0,2

RBC (1012/L) maschi 0,7
(0,6-0,9)

2,0
(1,3-3,8)

3,2
(2,3-5,7)

4,3
(3,4-5,6)

0,2

femmine 1,2
(1,0-1,5)

1,9
(1,3-3,1)

3,8
(3,0-5,6)

6,9
(5,7-8,6)

0,3

tutti 1,0
(0,9-1,2)

2,1
(1,6-3,0)

3,8
(3,1-5,0)

5,8
(5,0-6,8)

0,2

Hb (g/L) maschi 0,7
(0,5-0,9)

1,6
(1,1-3,1)

2,7
(1,9-4,5)

3,9
(3,1-5,1)

0,2

femmine 1,1
(0,9-1,4)

1,8
(1,3-3,0)

3,7
(2,8-5,4)

6,5
(5,4-8,1)

0,3

tutti 1,2
(1,1-1,4)

1,9
(1,5-2,8)

4,0
(3,2-5,2)

7,0
(6,0-8,2)

0,3

Ht (L/L) maschi 1,1
(0,9-1,5)

1,5
(1,1-2,9)

3,4
(2,5-5,3)

6,4
(5,2-8,4)

0,4

femmine 1,3
(1,1-1,6)

1,7
(1,2-2,8)

3,8
(3,0-5,5)

7,4
(6,1-9,2)

0,4

tutti 0,4
(0,4-0,5)

1,0
(0,8-1,4)

1,7
(1,4-2,3)

2,5
(2,2-3,0)

0,2

MCV (fL) maschi 0,4
(0,3-0,6)

0,8
(0,6-1,6)

1,5
(1,1-2,5)

2,4
(1,9-3,1)

0,3

femmine 0,5
(0,4-0,6)

1,1
(0,8-1,8)

1,9
(1,4-2,8)

2,7
(2,2-3,3)

0,2

MCH (pg) tutti 0,1
(0,0-0,2)

1,2
(0,9-1,7)

1,4
(0,9-2,1)

2,3
(1,9-2,8)

0,1

Parametri N° soggetti
Media 
(95%IC)

CVA % 
(95%IC)

CVI % 
(95%IC)

CVG % 
(95%IC)

IG (x109/L) tutti 21 0,042§
(0,039-0,044)

17,8
(15,7-20,7)

19,7
(15,6-24,8)

30,3*
(22,1-46,4)

PLT (109/L) tutti 21 240,7
(231,9-249,4)

1,1
(1.0-1,3)

7,2
(6,37-8,5)

15,4*
(11,5-22,7)

PDW (fL) tutti 21 12,7
(12,4-12,9)

3,1
(2,7-3,6)

4,2
(3,5-5,2)

12
(9,1-17,5)

MPV (fL) tutti 21 10,7
(10,5-10,8)

1,2
(1,1-1,4)

2,3
(1,9-2,8)

7,2
(5,4-10,4)

P-LCR (%) tutti 19 30,5
(29,5-31,5)

2,9
(2,6-3,4)

7,0
(6,0-8,)

20,7
(15,7-30,0)

PCT (%) tutti 21 0,25
(0,247-0,26)

2,5
(2,2-2,9)

6,4
(5,5-7,6)

14,5*
(10,8-21,3)

95%IC, intervallo di confidenza al 95%; RBC, conteggio delle emazie; Hb, emoglobina; Ht, ematocrito; MCV, volume corpuscolare
eritrocitario medio; MCH, contenuto medio di emoglobina; MCHC, contenuto medio percentuale di emoglobinica delle emazie; RDW-
SD e RDW-CV, ampiezza della curva di distribuzione delle emazie; Micro-R, percentuale di emazie microcitiche; Ret#, conteggio
reticolocitario; Ret-He, contenuto medio emoglobinico reticolocitario; IRF, Frazione immatura reticolocitaria; WBC,conteggio dei
leucociti; NE, conteggio dei neutrofili; LY, conteggio dei linfociti;  $,CVG calcolato dopo trasformazione logaritmica dei dati; MO,
conteggio dei monociti; EO, conteggio degli eosinofili; BA, conteggio dei basofili; IG: conteggio dei granulociti immaturi; PLT, conteggio
delle piastrine; PDW, ampiezza della curva di distribuzione delle piastrine; MPV, volume piastrinico medio; P-LCR, percentuale di
grandi piastrine; PCT, piastrinocrito; NA, non applicabile;
§, differenza statisticamente significativa tra uomini e donne.
*CVG calcolato su 20 soggetti.

Tabella 2

Continua
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Per quanto riguarda la linea eritrocitaria, i valori medi
della maggior parte dei parametri sono apparsi inferiori
nel sesso femminile rispetto a quello maschile. Di
conseguenza, i CVI hanno rivelato un andamento

opposto, con CVI generalmente superiori nelle donne
rispetto agli uomini (dati omessi) ed in particolare per
RBC e Hb sono state rilevate differenze statisticamente
significative tra i CVI (Tabella 2). I CVI dei parametri

IG (x109/L) tutti 9,9
(7,8-12,4)

9,0
(6,8-13,2)

25,3
(19,6-33,6)

73,5
(61,3-89,5)

0,7

PLT (109/L) tutti 3,6
(3,1-4,3)

4,3
(3,3-6,1)

10,2
(8,4-13,1)

20,2
(17,6-23,9)

0,5

PDW (fL) tutti 2,1
(1,7-2,6)

3,2
(2,4-4,6)

6,7
(5,3-8,8)

14,5
(12,3-17,4)

0,4

MPV (fL) tutti 1,2
(1-1,4)

1,9
(1,4-2,7)

3,8
(3,1-5)

7,2
(6,2-8,6)

0,3

P-LCR (%) tutti 3,5
(3-4,2)

5,5
(4,2-7,8)

11,3
(9,2-14,7)

21,1
(18,1-25,1)

0,3

PCT (%) tutti 3,2
(2,7-3,8)

4,0
(3-5,7)

9,2
(7,6-11,9)

19,0
(16,4-22.5)

0,4

Parametri N° soggetti CVAPS %

(95%IC)

BAPS %

(95%IC)

TEAPS %

(95%IC)

DC%

(95%IC)

Indice di 
individualità 

tutti 0,4
(0,7-1,0)

0,5
(0,4-0,7)

1,2
(0,9-1,5)

3,1
(2,6-3,8)

0,4

MCHC (g/L) maschi 0,4
(0,3-0,5)

0,3
(0,2-0,6)

0,9
(0,6-1,5)

2,9
(2,2-3,9)

0,9

femmine 0,4
(0,3-0,6)

0,6
(0,4-0,9)

1,3
(0,9-1,9)

3,3
(2,5-4,2)

0,4

RDW-SD (fL) tutti 0,8
(0,7-1,0)

1,6
(-2,6)

2,6
(2,1-3,6)

4,8
(4,1-5,7)

0,3

RDW-CV (%) tutti 0,5
(0,4-0,6)

1,7
(1,3-2,6)

2,6
(2,1-3,6)

3,2
(2,7-3,8)

0,2

Micro-R (%) tutti 5,5
(4,7-6,5)

16,9
(12,8-24,5)

25,9
(20,5-35,2)

32,0
(27,4-37,8)

NA

Ret# (109/L) tutti 3,9
(3,2-4,8)

7,5
(5,8-11)

13,9
(11-18,9)

26,4
(21,4-31,8)

0,3

Ret-He (pg) tutti 0,5
(0,4-0,6)

1,1
(0,9-1,7)

1,9
(1,5-2,6)

3,0
(2,6-3,6)

0,2

IRF (%) tutti 8,2
(6,9-9,9)

9,2
(7,1-13)

22,7
(18,4-29,3)

53,0
(45,2-63,3)

0,5

WBC (x109/L) tutti 5,6
(4,8- 6,9)

4,7
(3,6- 6,6)

13,8
(11,6-18,0)

31,0
(26,9-38,5)

0,7

NE (x109/L) tutti 7,3
(6,4-8,6)

7,0
(5,5-9,8)

19,1
(16,0-24,0)

40,8
(35,5-48,0)

0,6

LY (x109/L) tutti 5,5
(4,8-6,5)

6,4
(4,9-9,1)

15,4
(12,7-19,9)

31,4
(27,1-37,0)

0,5

MO (x109/L) tutti 6,7
(5,8-8,0)

6,5
(4,1-9,1)

17,5
(13,7-22,2)

38,7
(33,6-45,8)

0,6

EO (x109/L) tutti 7,8
(6,5-9,6)

15,9
(11,9-23,1)

28,7
(22,6-38,9)

50,6
(42,7-61,2)

NA

BA (x109/L) tutti 6,4
(5,1-8,1)

9,1
(6,9-13,0)

19,6
(15,2-26,3)

49,0
(40,8-59,3)

0,4

RBC, conteggio delle emazie; Hb, emoglobina; Ht, ematocrito; MCV, volume corpuscolare eritrocitario medio; MCH, contenuto medio
di emoglobina; MCHC, contenuto medio percentuale di emoglobinica delle emazie; RDW-SD e RDW-CV, ampiezza della curva di
distribuzione delle emazie; Micro-R, percentuale di emazie microcitiche; Ret#, conteggio reticolocitario; Ret-He, contenuto medio
emoglobinico reticolocitario; IRF, frazione immatura reticolocitaria; WBC,conteggio dei leucociti; NE, conteggio dei neutrofili; LY,
conteggio dei linfociti; MO, conteggio dei monociti; EO, conteggio degli eosinofili; BA, conteggio dei basofili; IG: conteggio dei
granulociti immaturi; PLT, conteggio delle piastrine; PDW, ampiezza della curva di distribuzione delle piastrine; MPV, volume piastrinico
medio; P-LCR, percentuale di grandi piastrine; PCT, piastrinocrito.

Tabella 3

Continua
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eritrocitari più elevati nelle donne sono spiegabili dalla
durata dello studio (cinque settimane) superiore alla
durata complessiva di un ciclo mestruale considerando
che, nel gruppo, 10 donne su 12 erano in età fertile.

Le stime di VB ottenute nel nostro studio, sia i CVI

così come i valori di CVG, per la maggior parte dei
parametri, eritrocitari, piastrinici, reticolocitari e di tutti i
parametri leucocitari, sono inferiori a quelli presenti sul
database online sulla VB (10). Occorre però tener
presente che il confronto diretto fra i dati ottenuti in
questo studio e quelli del database di Westgard (10) può
essere fuorviante, poiché le informazioni disponibili nel
database online sono datate. Esse sono infatti state
ottenute utilizzando analizzatori che non sono più
commercializzati e le cui prestazione analitiche erano
inferiori a quelle degli attuali emocitometri, oltre ad
essere metodo-dipendenti. È nota, infatti, la carenza di
armonizzazione e standardizzazione per molti parametri
dell’esame emocromocitometrico (30).

Le differenze fra i dati di VB possono essere attribuite
principalmente alla eterogeneità degli studi da cui sono
stati ottenuti i dati online di Westgard, e principalmente
imputabile a dimensioni del campione, tempistiche dello
studio e dei prelievi, caratteristiche della popolazione
inclusa nello studio, spesso non omogenee e
confrontabili per età e sesso (10, 31-37).

Appare quindi importante poter disporre di dati
relativi alla VB aggiornati e robusti, validi per le attuali
tecnologie, considerando anche che nell’ultimo anno
sono stati commercializzati cinque nuovi analizzatori, in
grado di fornire fino a sessanta parametri ematologici,
spesso metodo- e strumento-dipendenti (30).

Rispetto alla globalità dei risultati dello studio,
meritano un approfondimento i dati di VB ottenuti per i
NE. Pur risultando i valori di CVI e CVG inferiori rispetto
a quelli riportati nel database online sulla VB (10), essi
appaiono circa raddoppiati (14,6% versus 6,3% e 24,1%
versus 13,8% rispettivamente per CVI e CVG) rispetto a
quelli ottenuti in un recente studio da Tang et al. (38),
non incluso fra le referenze del database online sulla VB
(10). Lo studio descritto da Tang et al. non è stato
realizzato in accordo ai criteri EFLM ed è stato condotto
su un gruppo di 40 soggetti cinesi (21 donne e 19
maschi), sviluppato su tre giorni. Questo periodo
temporale dello studio non tiene conto dell’intero ciclo
della cinetica cellulare dell’emopoiesi, cosicché i risultati
non sembrano confrontabili con i dati ottenuti nel nostro
studio, che si sviluppa su un periodo temporale di cinque
settimane.  Analoga considerazione può essere fatta per
lo studio di Coşkun et al. (28), sviluppato su un periodo
temporale di 10 settimane. Per queste ragioni è
plausibile che la VB di alcuni parametri possa essere
condizionata dal tempo di durata dello studio e dalla
periodicità del prelievo. A conferma di questa ipotesi, i
nostri studi condotti sullo stesso gruppo di soggetti con
lo stesso protocollo di analisi, che hanno previsto la
valutazione della VB su un periodo di cinque giorni e di
cinque settimane, in generale hanno confermato che i
dati di VB ottenuti con il campionamento inferiore alla
settimana (5 giorni) risultano generalmente inferiori ai

dati di VB ottenuti con il campionamento temporale di 5
settimane (11-13).

Un altro aspetto meritevole di attenzione del nostro
studio è la differenza fra i valori di DC degli indici
eritrocitari: RDW-SD e RDW-CV, rispettivamente 4,8% e
3,2% (Tabella 3). Entrambi i parametri riflettono
l’ampiezza della curva di distribuzione delle emazie, e
quindi il grado di anisopoichilocitosi delle emazie stesse,
malgrado il dato sia ottenuto con algoritmi di calcolo
differenti, che tengono conto di misurazioni di diverse
caratteristiche cellulari. Il parametro RDW-CV è
disponibile  per tutti gli analizzatori ematologici,
contrariamente al parametro RDW-SD. Tale discrepanza
supporta il suggerimento di utilizzare RDW-CV per
esprimere il grado di anisocitosi e migliorare così anche
la standardizzazione nel riportare i risultati. Il calcolo
dell'espressione di RDW come CV è comune a tutti gli
strumenti, e l’impiego di questo parametro può
consentire lo sviluppo di adeguati percorsi di
armonizzazione dei metodi, anche utilizzando citometri a
flusso basati su diverse tecniche analitiche (39).

Considerando la ricaduta pratica dei risultati dello
studio e l’eterogeneità dei metodi analitici adottati,
l’insufficiente armonizzazione fa sì che al momento solo
i dati di VB per i parametri standard dell’emocromo
(RBC, Hb, Ht, MCH, MCHC, MCV, RET), per cui è stato
dimostrato un buon accordo tra diverse tecnologie,
possano essere traslati ad altri analizzatori (40).

Le stime di VB ottenute in questo studio hanno
permesso una rivalutazione dei traguardi analitici, che
risultano inferiori rispetto a quelli riportati in letteratura
(11-13), suggerendo la necessità di un aggiornamento
dello stato dell’arte. 

Così come per i dati di CVI, anche i valori di DC
calcolati nel nostro studio appaiono inferiori a quelli del
database online sulla VB (10) per la maggior parte dei
parametri considerati.

In ogni caso è importante ricordare che ogni
laboratorio dovrebbe verificare che la propria
imprecisione sia congruente con i CVI, recepiti dalla
letteratura scientifica.

La verifica con il calcolo dell’II conferma come
questo, nella maggior parte dei casi, sia inferiore a 0,6
fatta eccezione di MCHC negli uomini, WBC, NE, MO ed
IG che hanno valori compresi fra 0,6 e 0,7. In ogni caso
è quindi suggerita la valutazione della DC nel
monitoraggio del CBC dei pazienti.

CONCLUSIONI

In conclusione, questo studio ha consentito di
calcolare la VB dei principali parametri dell’esame
emocrocitometrico comuni a tutti gli emocitometri oggi
disponibili nel mercato ottenuti con l’analizzatore
ematologico Sysmex XN e anche di alcuni parametri 
di approfondimento strumento-specifici. Queste
informazioni sono essenziali per definire le APS e per
stabilire il significato delle eventuali modifiche dei
parametri durante il monitoraggio dei pazienti per una
migliore ed oggettiva applicazione di questi parametri
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nella pratica clinica. 
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INTRODUCTION

The increasing worldwide spread of multidrug

resistant bacteria, especially of carbapenemase-

producing Enterobacteriaceae (CPE), represents a

serious clinical and public health concern because these

strains are responsible for many hospital-acquired

infections that are difficult to treat, resulting in longer

hospital stay, higher costs and high mortality rates (1,2).

Carbapenemases are β-lactamases that hydrolyze

penicillins, mostly cephalosporins and, to various

degrees, carbapenems and monobactams, conferring

resistance to practically all β-lactams. Frequently CPE

also carry mechanisms conferring resistance to other

antimicrobial classes, leaving very few treatment options

(3,4). Carbapenemase enzymes include class A

carbapenemases (e.g. Klebsiella pneumoniae
carbapenemase - KPC), class B or metallo-β-

lactamases (MBLs) (e.g. Verona integron-encoded

metallo-β-lactamase - VIM, New Delhi metallo-β-

lactamase - NDM and IMP enzymes), and class D

oxacillinases (e.g. OXA-48-like enzymes). In addition,
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ABSTRACT

Introduction: the increasing worldwide spread of multidrug resistant bacteria, in particular of carbapenemase-

producing Enterobacteriaceae (CPE), represents a serious clinical and public health concern. An accurate and fast

detection of infected patients or colonized carriers is thus mandatory. 

Aim of this study was to assess the performance of a multiplex immunochromatographic assay (NG-Test CARBA 5,

NG Biotech, Guipry, France) for the rapid detection of carbapenemases directly from pure bacterial colonies.

Methods: seventy-five non-replicated Enterobacterales isolates with decreased susceptibility to carbapenems,

including 71 Klebsiella pneumoniae, 3 Escherichia coli and 1 Enterobacter cloacae, were analysed with NG-Test

CARBA 5. At the same time the combination disk test (CDT) was performed according to the  European Committee

on Antimicrobial Susceptibility Testing  (EUCAST) indications, while confirmation of carbapenemase production was

achieved by polymerase chain reaction (PCR).

Results: PCR assay could find 66 CPE strains, including 64 Klebsiella pneumoniae [53 producing Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC), 5 New Delhi metallo-β-lactamase (NDM), 2 class D oxacillinases (OXA-48), 1

Verona integron-encoded metallo-β-lactamase (VIM) and 3 co-producing NDM and OXA-48] and 2 Escherichia coli
(2 NDM+OXA-48) while 9 isolates were found as non-carbapenemase producing: 7 Klebsiella pneumoniae, 1

Escherichia coli, 1 Enterobacter cloacae. CDT allowed us to consider those 9 strains as extended spectrum β-

lactamase (ESBL) or AmpC β-lactamase producers. NG-Test CARBA 5 successfully identified 66/66 CPE showing

100% sensitivity and 100% specificity. Unlike NG-Test CARBA 5, CDT was not able to correctly identify 5 strains co-

producing NDM and OXA-48 carbapenemases.

Conclusion: NG-Test CARBA 5 is a reliable assay that can be useful in settings requiring a rapid identification of CPE

directly from culture colonies. Moreover, this test is an easy-to-use option that could avoid misidentification of

carbapenemases co-producers strains.
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resistance to carbapenems in Enterobacterales can be

due to a qualitative and/or quantitative deficiency of

porine expression that cause a decreased antibiotic

absorption, in association with overexpression of β-

lactamases that possess very weak affinity for

carbapenems, such as AmpC and extended-spectrum-β-

lactamase (ESBL) (1).

The association of multiple resistance determinants and

their ability to spread rapidly among several bacterial

species require an accurate and fast detection of CPE

infected patients or colonized carriers for both

therapeutic management and infection control purposes

(4,5).

Phenotypic detection of CPE can be challenging due to

a high variation of minimal inhibitory concentrations

(MICs) of carbapenems. It is important to consider that

some isolates show low MICs for these molecules and

routine susceptibility tests may not correctly detect the

mechanisms of resistance (4,6). For these reasons,

during the last years, several phenotypic tests have been

developed for detection of carbapenemases in

Enterobacterales; most of them are however time-

consuming because they require 2 to 24 hours after the

first result of the screening susceptibility tests to obtain

reliable results (4). The combination disk test method

(CDT) was the first phenotypic assay available (4,7).

Successively other methods based on the detection of

carbapenem-hydrolysing activity were developed such

as biochemical (colorimetric) assays (e.g. CarbaNP), the

carbapenem inactivation method and the application of

matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight

mass spectrometry (MALDI-TOF MS) (8-10).

Today, molecular detection of carbapenemases by

polymerase chain reaction (PCR) is considered the gold

standard but it is still expensive, requires a high level of

expertise to obtain accurate results and is not suitable for

all clinical microbiology laboratories worldwide. For this

reason, the recently introduced immunochromatographic

lateral flow tests (ICT), able to detect carbapenemase-

specific epitopes using monoclonal antibodies directly

from cultured strains taking only around 15 minutes,

represents a rapid alternative. Previous studies about

these methods demonstrated high sensitivity and

specificity for OXA-48-like, KPC, and NDM

carbapenemases variants (11, 12). 

The aim of this study was to assess the performance of

a multiplex immunochromatographic assay (NG-Test

CARBA 5, NG Biotech) for the rapid detection (15

minutes) of KPC, NDM, VIM, IMP and OXA-48

carbapenemases directly from pure colonies compared

with molecular characterization performed by real time

PCR reactions and with phenotypic characterization

carried out by CDT.

METHODS

Bacterial strains

Seventy-five non-replicated Enterobacterales
isolates, detected in clinical specimens delivered to our

laboratory and showing reduced susceptibility to

carbapenems [meropenem and/or ertapenem MIC

screening cut-off value: >0.125 mg/L, as defined by the

European Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing  (EUCAST) (4)] were evaluated. This panel of

strains included 71 Klebsiella pneumoniae, 3

Escherichia coli and 1 Enterobacter cloacae. MIC values

for carbapenems were detected with broth microdilution

method using Sensititre™ ITGNEGF panel

(ThermoScientific, TREK Diagnostic Systems).

Molecular analysis

All the isolates were characterized to define the

presence of carbapenemases by using the Xpert

CARBA-R assay (Cepheid) as illustrated by Kost et al

(13). The Xpert CARBA-R assay is a qualitative, in vitro,

automated real-time PCR-based assay designed for the

rapid detection of blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaIMP, and

blaOXA-48 carbapenem resistance genes.

Phenotypic assays

The complete set of strains was analysed with NG-

Test CARBA 5. One colony of overnight growth

harvested from Mueller Hinton agar plates was tested

according to the manufacturer’s instructions. Migration

takes 15 minutes and, subsequently, the appearance of

one or more red lines in the test region of the cassette,

corresponding to the five carbapenemases KPC, NDM,

VIM, IMP and OXA-48, was recorded. If the test was

performed correctly, a control line appears  (Figure 1).

Figure 1

Examples of a positive test for a co-producing class D
oxacillinases (OXA-48) and New Delhi metallo-β-lactamase
(NDM) strain (A), a Verona integron-encoded metallo-β-
lactamase (VIM) producing strain (B) and a Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) producing strain (C) by NG-
Test CARBA 5. C: control, K: KPC, O: OXA-48 like, V: VIM, I:
IMP, N: NDM.
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Concurrently, CDT was performed according to EUCAST

indications (4), using the KPC/metallo-β-lactamases

confirmation kit (Rosco). This commercial kit is made of

4 tablets containing: meropenem (tablet A), meropenem

and dipicolinic acid (MBL inhibitor) (tablet B),

meropenem and cloxacillin (AmpC inhibitor) (tablet C),

meropenem and boronic acid (KPC inhibitor) (tablet D).

The results were evaluated as follows: the zone of

inhibition of tablet A is compared to the inhibition zone of

each carbapenem-plus-inhibitor tablets (B, C, and D). An

inhibition zone showing a diameter difference above 5

mm indicates the presence of the enzyme activity. Each

tablet indicates one specific resistance mechanism:

tablet B points to MBL activity; tablet D reveals KPC

activity, the association of tablets C and D shows AmpC

activity coupled with porin loss (7). Negative results of all

synergy tests are presumptive of an OXA-48 or ESBL

activity. When an isolate presenting this phenotypic

pattern associated to a negative result by PCR and ICT

was detected, a CDT for the detection of ESBL by using

disks or tablets containing the cephalosporin alone

(cefotaxime and ceftazidime) and in combination with

clavulanic acid (BBL Sensi-Disc, BD) was also

performed. In this method the inhibition zone around the

cephalosporin disk or tablet combined with clavulanic

acid is compared with the zone around the disk or tablet

with the cephalosporin alone. The test is considered

positive if the inhibition zone diameter is ≥5 mm larger

with clavulanic acid than without it (4).

Control strains

ATCC 700603 (Klebsiella pneumoniae SHV-18 ESBL

producing) and NCTC 13438 (Klebsiella pneumoniae
KPC producing) were used as negative and positive

control, respectively.

RESULTS

PCR assay allowed to find 66 CPE strains, including

64 Klebsiella pneumoniae (53 producing KPC, 5 NDM, 2

OXA-48, 1 VIM and 3 co-producing NDM and OXA-48)

and 2 Escherichia coli (2 co-producing NDM and OXA-

48), while 9 isolates were found as non-carbapenemase

producing: 7 Klebsiella pneumoniae, 1 Escherichia coli
and 1 Enterobacter cloacae. Similarly, NG-Test CARBA

5 successfully identified 66/66 CPE (100% sensitivity

and 100% specificity). For the strains that had negative

results both with PCR and with NG-Test CARBA 5, CDT

allowed to detect the AmpC production only for the

Enterobacter cloacae, whereas for 7 Klebsiella
pneumoniae and 1 Escherichia coli the test showed a

possible production of ESBL or OXA-48 like enzymes.

On these 8 strains we also performed CDT for detection

of ESBL in order to discriminate the previous result,

obtaining an inhibition zone diameter ≥5 mm, putative for

ESBL production. In addition, unlike NG-Test CARBA 5,

CDT was not able to correctly identify the 5 strains co-

producing NDM and OXA-48 carbapenemases. All the

results are summarised in Table 1.

DISCUSSION

Carbapenemases disseminated in Europe from the

second half of the 1990s representing a source of

concern because they may confer resistance to virtually

all β-lactams and are rapidly transferable (1,4). The

variable level of expression of these enzymes and their

frequent association with other resistance mechanisms

result in a wide range of phenotypical patterns among

CPE, which sometimes are difficult to identify correctly

(4). Actually, nucleic acid amplification technology

represents the gold standard since it can detect the

presence of a specific carbapenemase gene with high

performance and it is useful when it is necessary to

obtain a rapid identification of the mechanisms of

resistance (e.g. for rapid screening of faecal carriage of

CPE). Unfortunately, this method is not yet available in

all laboratories because of the high costs and the need

of properly trained personnel. On the other hand, more

accessible methods, such as CDT, despite having rather

good performance, require at least 24 hours to obtain a

result from the first colony growth that has to be

evaluated for carbapenemase production.

Lateral immunocromatography, performed directly

from culture colonies or from clinical sample (e.g. rectal

swab), could represent a rapid and cost-effective

alternative to culture and molecular tools (11,14,15). Our

results show that NG-Test CARBA 5 is a reliable assay,

with 100% of sensitivity and specificity, useful in settings

requiring a rapid identification of CPE directly from

culture colonies. Furthermore, this test is an easy-to-use

option that allows avoiding misidentification of

carbapenemases co-producers strains. Actually, CDT

can miss detection of strains with enzyme co-production.

For example, in our set we found 5 strains co-producing

NDM and OXA-48 that CDT was not able to correctly

identify in contrast to ICT that permitted to detect the

presence of the two enzymes. Moreover, it is important

to consider that combination of different phenotypic

methods, able to distinguish different mechanisms, can

be accessible in term of cost and useful for

microbiological laboratory routine, allowing a high level

of precision in typing. In our collection, the inclusion of

CDT for ESBL with NG-Test CARBA 5 and CDT was able

to discriminate between ESBL or AmpC producers

among carbapenemases non-producer strains. A correct

identification of the resistance mechanisms is useful not

only for infection control and public health purposes (4),

but it can be relevant also for the therapeutic approach,

for example in the choice of ceftazidime/avibactam

combination that is highly active against KPC but not

against MBLs producers (15). Finally, we consider that it

would be important to extend the evaluation to a greater

number of CPE strains, such as IMP producers that have

not been included in this study and have been reported

difficult to detect by other authors (16), in order to obtain

further confirmation of assay efficiency.
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1 Klebsiella pneumoniae >1 64 VIM VIM MβL

2 Klebsiella pneumoniae >1 > 64 NDM + 

OXA-48

NDM + 

OXA-48

ESBL/

OXA-48

1 Klebsiella pneumoniae >1 4 NDM + 

OXA-48

NDM + 

OXA-48

MβL

2 Escherichia coli >1 > 64 NDM + 

OXA-48

NDM + 

OXA-48

MβL

2 Klebsiella pneumoniae >1 2 OXA-48 OXA-48 ESBL/

OXA-48

7 Klebsiella pneumoniae >1 ≤ 0.125 - 2 Undetected Negative ESBL/

OXA-48*

1 Escherichia coli >1 1 Undetected Negative ESBL/

OXA-48*

1 Enterobacter cloacae >1 ≤ 0.125 Undetected Negative AmpC

Table 1

Phenotypic and genotypic characteristics of isolates evaluated in the study. 

MIC, minimal inhibitory concentration; PCR, polymerase chain reaction; ICT, immunochromatographic test; CDT, combination disk
test; KPC, Klebsiella pneumoniae carbapenemase; NDM, New Delhi metallo-β-lactamase; MβL, metallo-β-lactamase; VIM, Verona
integron-encoded metallo-β-lactamase; ESBL, extended-spectrum-β-lactamase. 
*for these isolates combination disk test for ESBL was performed showing a positive result.

28-19 Bartolini_esempio  21/11/2019  15:22  Pagina 397



Enterobacterales by a new multiplex

immunochromatographic test. Eur J Clin Microbiol Infect

Dis 2019;38:331-5.

12.   Hamprecth A, Vehreschild JJ, Seifert H et al. Rapid

detection of NDM, KPC and OXA-48 carbapenemases

directly from positive blood cultures using a new multiplex

immunochromatographic assay. PLoS One

2018;14;13:e0204157.

13.   Kost K, Yi J, Rogers B et al. Comparison of clinical

methods for detecting carbapenem-resistant

Enterobacteriaceae. Pract Lab Med 2017;18;8:18-25.

14.   Fauconnier C, Dodemont M, Depouhon A et al. Lateral

flow immunochromatographic assay for rapid screening of

faecal carriage of carbapenemase-producing

Enterobacteriaceae. J Antimicrob Chemother

2019;74:357-9.

15.   Tuon FF, Rocha JL, Formigoni-Pinto MR. Pharmacological

aspects and spectrum of action of ceftazidime-avibactam:

a systematic review. Infection 2018;46:165-81.

16.   Hopkins KL, Meunier D, Nass T et al. Evaluation of the

NG-Test Carba 5 multiplex immunochromatographic

assay for the detection of KPC, OXA-48 live, NDM, VIM

and IMP carbapenemases. J Antimicrob Chemother

2018;73:3523-6.

398 biochimica clinica, 2019, vol. 43, n. 4

CONTRIBUTI SCIENTIFICI SCIENTIFIC PAPERS

28-19 Bartolini_esempio  21/11/2019  15:22  Pagina 398



biochimica clinica, 2019, vol. 43, n. 4          399

SCIENTIFIC PAPERS CONTRIBUTI SCIENTIFICI

INTRODUCTION

Heart failure (HF) is a major public health problem

worldwide, entailing high morbidity and mortality as well

as high costs (1). This chronic syndrome associates with

a low functional status and quality of life. Most patients

with HF are elderly, constituting up to 80% of patients

suffering from this disease with both incidence and

prevalence of the condition increasing with age (2). In

patients with HF, age is associated with an increased risk

of cardiovascular events and mortality during short- and

long-term follow-up. Elderly patients with HF often

present with complex co-morbidities (hypertension, atrial

fibrillation, peripheral vascular disease and coronary

artery disease, valvular disease and kidney failure or

anemia) and polypharmacy (3,4). The

pathophysiological concept of HF has changed during

the last decade with increased understanding of a

multiorgan neurohormonal response, low-grade

myocardial damage as well as activation of

immunological and inflammatory systems. As a

consequence, a number of biomarkers for diagnosis and

prognosis in HF have emerged (5-7).

Several studies have assessed the relevance of

measuring troponin I (TNI) in patient with stable-chronic

HF in order to establish the prognostic potential and

future cardiovascular events (8). Addition of the brain

natriuretic peptide (BNP) may improve the prognostic

potential in patients with chronic HF as demonstrated by

Tsutamoto et al, who showed that elevations of both BNP

and TNI concentrations carry the highest risk of mortality

(9).

Inflammatory and fibrotic processes are central to

cardiac remodeling and the development of HF.

Comparative study of galectin-3, brain natriuretic peptide, cystantine C and
high sensitivity troponin determinations in the diagnosis of heart failure in
elderly italian males

Valverde Sara1, Gessoni Gianluca2, Garelli Elisabetta3, Valle Letizia3, Gessoni Francesca5, Massimo Iacoviello4, 
Zatta Matteo3, Valle Roberto3

1Servizio di Medicina di Laboratorio, Ospedale Madonna della Navicella, Chioggia
2Servizio di Medicina Trasfusionale, Ospedale dell’Angelo, Mestre
3Cardiologia ed Unità Coronarica, Ospedale Madonna della Navicella, Chioggia
4Unità Operativa Complessa di Cardiologia Universitaria, Azienda Ospedaliera Universitaria, Policlinico Consorziale di Bari
5Scuola di Igiene e Sanità Pubblica Università di Padova.

ABSTRACT
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Results: in patients with HF, mean concentrations of TNI, GAL, CYS and BNP were significantly higher (p<0.001) than

values observed in controls subjects. Only BNP and GAL showed a correlation with NHYA stage of HF. In this study,

GAL and BNP demonstrated better diagnostic perfomamces to differentiate of HF patients from controls subjects.

Conclusions: our study showed the usefulness of a strategy involving multiple biomarkers  determination in laboratory

diagnosis of HF in elderly males.
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Galectin-3 (GAL), secreted by activated macrophages,

causes cardiac fibrosis via proliferation of cardiac

fibroblasts and deposition and irreversible cross-linking

of collagen I in myocytes. Recent examinations of GAL in

the context of HF, have revealed the potential clinical

value of  this biomarker as a prognostic indicator (10-12).

BNP plasma concentrations fluctuate depending on the

severity of the disease. BNP increases particularly when

there is an abnormal dilatation of the cardiac wall

chamber, increased fluid volume or reduced elimination

of peptides such as in kidney failure. Usually, BNP

concentration <100 pg/mL allows to exclude HF. BNP

levels in the acute HF can predict the risk of death or

readmission within 30 days (13,14). In patients with

chronic HF, BNP can predict future cardiac events and

hospitalizations. Results from the Val-HeFT trial reported

by Masson et al. (15) demonstrated that BNP and NT-pro

BNP were the strongest predictors of mortality and

hospitalization for HF (16).

Cystatin C (CYS) is a small protein molecule

(approximately 13kDa) produced by virtually all

nucleated cells, at a constant rate, freely filtered from the

glomerular membrane and then completely reabsorbed

without secretion by the proximal tubular cells. These

characteristics made this protein an almost perfect

candidate for estimating renal function being renal

function a strong predictor of adverse events in HF

(17,18).

The aim of the present study is to evaluate if

combined measurement of TNI, GAL, BNP and  CYS in

the diagnosis of HF, could provide useful information in

an elderly population with symptoms associated with HF

in primary healthcare setting.

METHODS

Subjects 

68 Italian males aged >65 years have been enrolled:

twenty-five patients with a previous diagnosis of HF,

aged between 65 and 83 years (median 72 years), and

43 healthy controls, aged between 65 and 81 years

(median 69 years). 18 subjects of the control group  were

repeat blood donors and 25 were subjects recruited

during a medical examination for non-competitive sports

activities.

The study protocol was approved by the Ethics

Committee of the Local Health Authority; all patients

provided written informed consent to be included in the

study. The study was performed in accordance to the

Helsinki declaration as revised in 1996.

Laboratory methods 

At the initial subject examination, blood samples

were collected for routine analysis. Several aliquots of

EDTA plasma samples were stored at -80 °C for later

determination of TNI, GAL CYS and BNP. TNI and GAL

plasma concentrations were measured using

immunoassays applied to ARCHITECT I2000SR

analyzer (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA).

CYS and BNP plasma concentrations were measured

using a ST-AIA-PACK-CYS and BNP immunoassays

applied to AIA 2000 analyzer (TOSOH Corporation Tokyo

Japan). In the present study cutoff value have been set

as following: TNI, 39 ng/L;  GAL, 16 ng/mL (19); CYS,

1.00 mg/L; BNP, 100 pg/mL (20,21).

Heart failure diagnosis  

These subjects underwent an echocardiographic test

with a portable CX-30 equipment. For the study of the left

ventricular systolic function, the ejection fraction (EF)

was calculated using the Simpson biplane method. The

diagnosis of left ventricular systolic dysfunction requires

the presence of an EF <50% (22-24). The study of

diastolic function of the left ventricle was performed by

evaluating the mitral inflow from the A4C projection.  

Statistical analysis 

Data were analyzed using MedCalc Ver.8.0.0

(Medcalc SW bvda Ostend, Belgium). Concentration of

TNI, GAL. CYS and BNP are reported as median, I and

III quartiles (IQ range). Differences between groups were

analyzed using the independent-sample Mann-Whitney

test for independent samples. Correlation analysis was

performed using Spearman's rank correlation. Receiver

operating characteristic (ROC) curve and area under the

ROC curve (AUC) were calculated and compared by

using the Hanley-McNeil test (25,26). P <0.05 was

considered statistically significant. Moreover, sensitivity

(SE), specificity (SP), positive predictive value (PPV),

negative predictive value (NPV) and correctly classified

incidence (CCI) were calculated.

RESULTS

Among patients with HF, 16 (64%) had an EF <50%

and were classified as left ventricular systolic

dysfunction patients, while 9 (36%) had an EF >50% and

were classified as HF with preserved left ventricular

function. In patients with HF, median TNI concentration

was 34.5 ng/L (IQ range 27.6 - 43.7), significantly higher

(p<0.001) than values observed among control subjects

(median 3.5 ng/L; IQ range 2.25 - 7.55). Furthermore, for

all biomarkers considered in our study, the

concentrations observed in HF patients were

significantly higher than those measured in control

subjects.  These data are reported in table 1. 

In figure 1, ROC curves are shown; for TNI AUC is

0.98 [confidence interval (CI95%) 0.87 - 0.98], for GAL

0.93 (CI95% 0.85 - 0.98), for CYS 0.95 (CI95% 0.89 -

0.99), for BNP 0.98 (CI95% 0.91 - 0.99). We did not

observe any significant differences between AUCs: CYS

versus BNP (p=0.59), GAL versus BNP (p=0.76), TNI

versus BNP (p=0.56), GAL versus CYS (p=0.41), TNI

versus CYS (p=0.91), TNI versus GAL (p=0.38).

Among patients with HF, 7 (28%), showed TNI

concentration higher than the cutoff value, and in none of

23-19 Gessoni_esempio  21/11/2019  15:29  Pagina 400



biochimica clinica, 2019, vol. 43, n. 4          401

SCIENTIFIC PAPERS CONTRIBUTI SCIENTIFICI

these patients TNI concentration was below the limit of

detection. No correlation has been observed between

TNI concentration and NYHA class of patients. None of

the control subjects showed TNI values higher than

cutoff, and in 9 (21%) TNI concentrations were below the

limit of detection. In all the HF patients we observed GAL

concentrations higher than the cutoff, and a weak

correlation between GAL values and NYHA class

(p=0.04, r=0.31). In the control group we observed only

2 (4%) subjects with GAL values above the cutoff value.

Among patients with HF, in 19 (76%) we found CYS

concentration higher than the cutoff value, and we did

not find any correlation between CYS concentration and

NYHA class of patients. Among patients with HF, 13

(52%) showed BNP concentrations above the cutoff

value, and a weak correlation between BNP

concentration and NYHA class of patients (p=0.03,

r=0.35) was observed. BNP was normal in controls

subjects.

As reported in Figure 2, among the 43 healthy

controls, 39 (91%) presented all the biomarkers below

the cutoff values and 4 (9%) presented elevation of a

Variable Heart Failure Patients (n=25) Healthy Controls 
(n=43)

P

Age, median (min-max) 72 years (65-83) 69 years (65-81)

Etiology, n (%)

Ischemic
Valvular
Primitive
Hypertensive

10 (40%)
3 (12%)
4 (16%)
8 (32%)

NHYA class, n (%)

I
II
III
IV

3 (12%)
13 (52%)
9 (36%)
0 (0%)

EF, mean (SD)
<50%, n (%)
>50%, n (%)

42% (9)
16 (64%)
9 (36%)

Comorbidities, n (%)

Diabetes
COPD
CKD
HF symptoms

6 (24%)
3 (12%)
10 (40%)
23 (92%)

Treatment, n (%)

ACEI
BB
MRA
DG
DIU
ARB
ICD
CRT

9 (36%)
14 (56%)
9 (36%)
6 (24%)
15 (60%)
6 (24%)
1 (4%)
1 (4%)

BNP pg/mL, median (IQ range) 65.0 (43.0-146.0) 23.0 (16.5-27.0) <0.001

CYS mg/L, median (IQ range) 1.51 (1.07-2.01) 0.80 (0.65-0.85) 0.04

GAL ng/mL, median (IQ range) 20.6 (17.4-29.1) 10.4 (9.25-11.85) 0.008

TNI ng/L, median (IQ range) 34.5 (27.6-43.7) 3.5 (2.25-7.55) <0.001

Table 1

Characteristics of heart failure patients  and healthy controls

NHYA, New York Heart Association; EF, ejection fraction; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; CKD, chronic kidney dis-
ease;ACEI, angiotensin converting enzyme inhibitors; BB, beta blockers; MRA, mineralocorticoid receptors antagonists; DG, digita-
lis glycosides; DIU, diuretics; ARB, angiotensin receptors blockers; ICD, implantable cardioverter defibrillator; CRT, cardiac resynch-
ronization therapy; BNP, brain natriuretic peptide; CYS, cystatin C; GAL, galectin 3; TNI, troponin I; IQ range, interquartile range.
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single biomarker (in two cases it was the GAL and in the

other two, it was CYS and TNI respectively). In contrast,

among the 25 patients with HF, no one had all the

biomarkers below the cutoff values, 5 (20%) had one

biomarker , 9 (36%) had two, 6 (24%) had three and 5

(20%) had all the four biomarkers considered in this

study above the cutoff values.

Table 2 shows the prevalence of HF patients with

raised biomarkers concentration in relation to NYHA

class.

The diagnostic performances of the biomarkers in

differentiation of previously classified HF patients from

healthy controls are shown in Table 3.

DISCUSSION

The pandemic trend in the last decade and

demographic projections for the near future, classify HF

as the cardiovascular disease involving the greatest

financial burden: it currently uses up to 1-2% of the

Figure 1

ROC curves of high sensitivity troponin I (TNI), Galectin 3 (GAL), Cystatin (CYS) and Brain natriuretic peptide (BNP)  in differentia-
ting heart failure patients (HF) from control subjects.

Figure 2

Number of subjects with elevated  biomarkers plasma concentration in healthy controls (pale grey bars) and heart failure patients
(dark grey bars).
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health budgets of countries comparable to Italy. Available

data on HF epidemiology in the developed countries,

show that HF represents a disease of the elderly (27,28).

HF is known to be a proteiform syndrome; in the elderly

particularly, symptoms and signs may be atypical and

can be simulated or disguised by co-morbidities such as

respiratory disease, kidney function impairment,

diabetes, cognitive decline, obesity, venous insufficiency.

Clinical evaluation is typically unreliable for an early

diagnosis of HF. With regard to prognosis and risk

stratification, a variety of risk models have been

developed to predict the mortality risk of general HF

patients. However, less conclusive evidence is available

for the elderly  (27,28).

Myocardial stretch leads to production of pro-BNP

that is later broken down into BNP and NT-pro-BNP.

Higher concentration of BNP in the blood of a patient

who presents to the emergency room is associated with

greater probability of a diagnosis of HF. Higher BNP

concentration on admission to the hospital is also

associated with greater in-hospital mortality. BNP levels

are inversely associated with obesity and may also be

influenced by the presence of kidney disease (14-16).

Cardiomyocyte necrosis releases troponin I or T

(cardiac isomers of proteins from troponin-tropomyosin

complex) into the circulation of an individual and they are

typically useful in detection of a myocardial ischemia.

Troponin T and I, measured with high sensitive assays

show elevated values in patients with severe HF and

therefore have been  studied for the prediction of the

onset of  HF  as well as for prognosis  in patients with

already established HF (14-16).

Renal function is a strong predictor of adverse events

in HF. Current renal function measurements are

imperfect, and CYS is considered a marker of glomerular

filtration rate with better performances than creatinine

[14-16].

GAL is a biomarker with a relevant role in the

development and regulation of cardiac fibrosis and

remodeling. In patients with acute decompensated HF,

GAL levels seems to be predictive of mortality on short-

term follow up. In fact, several authors have also

suggested the superiority of GAL and the enhanced

predictive power for mortality when used in associations

Table 2

Prevalence of patients with raised concentration of biomarkers

NHYA class BNP CYS GAL TNI

NHYA I   (n= 3) 1 (33%) 3 (100%) 3 (100%) 1 (33%)

NHYA I   (n= 13) 6 (46%) 9 (69%) 13 (100%) 10 (77%)

NHYA I   (n= 9) 6 (67%) 7 (78%) 9 (100%) 6 (67%)

The first column reports NHYA classification and the number of patients assigned to each class; columns 2 to 5  show the number
and the percentage of patients with increased concentration of the biomarker.
NHYA, New York heart association; BNP, brain natriuretic peptide; CYS, cystatin C; GAL, galectin 3; TNI, troponin I.

BNP CYS GAL TNI

Cutoff value < 100 pg/mL <1 mg/L <18 ng/mL <39 ng/L

SE 0.72 0.76 1.00 0.28

SP 1.00 0.98 0.95 1.00

PPV 1.00 0.98 0.93 1.00

NPV 0.78 0.88 1.00 0.70

CCI 0.93 0.91 0.91 0.74

Table 3

Diagnostic characteristics of the biomarkers

SE: sensitivity; SP: cpecificity; PPV: predictive positive value; NPV: negative predictive value;  CCI: correctly classified incidence.
BNP, brain natriuretic peptide; CYS, cystatin C; GAL, galectin 3; TNI, troponin I.
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with BNP, in patients with both preserved and reduced

left ventricular ejection fraction (14-16).

In summary, there are several biomarkers available

demonstrating diagnostic, prognostic or predictive value

in HF. Demonstration of the validity and the clinical utility

of any specific biomarker across different sets of patients

is essential before their introduction in routine clinical

practice. Biomarkers may be able to reflect

pathophysiologic process of heart disease, and also can

provide meaningful information about prognosis and to

assist the process of clinical decision making without

duplicating any information that is already clinically

available. Our data show that BNP, TNI and CYS have

the best PPV and GAL has the best NPV in this group of

subjects when compared to other biomarkers.  In our

opinion, the results obtained in this study could provide

useful information about the possible use of GAL in the

diagnosis of HF among the elderly patients. It has

previously suggested that GAL has a lower or a similar

diagnostic accuracy when compared to natriuretic

peptides (29,30). However, the accuracy of GAL could

be greater among elderly, because it is able to more

accurately reflect the pathophysiological mechanisms

underlying HF in the older age. Moreover, GAL could be

directly involved in the genesis of HF promoting

inflammation and cardiac fibrosis. Finally, this

association could be even more evident in patients with

HF and preserved EF, where GAL has also shown a

stronger prognostic value (31,32). As matter of fact, in

our series of 25 patients with HF, 9 (36%) had a

preserved left ventricular function. The results obtained

in this study show that the considered biomarkers have

a good diagnostic power since they seem able to reliably

discriminate patients with HF from healthy subjects.

However, they show only a modest correlation with the

severity of HF; this could be due to the fact that in the

group of patients enrolled in this study, there were no

patients in class IV NYHA. Other results difficult to

interpret are that we found more elevated biomarkers in

class II, than in class III.

Our study presents some limitations; in particular, the

number of patients might not have been large enough to

enable us to show the independent predictive power of

some biomarkers (TNI for instance). The presence in the

population of patients with symptoms of HF may have

driven the superiority of BNP. Our study is obviously not

a randomized prospective study and thus our

conclusions should be seen as hypothesis generating

results. Even with the limitations mentioned above, on

the basis of the data obtained, we believe that in the

diagnosis of HF in elderly patients, an approach based

on the simultaneous measurement of multiple

biomarkers, could be useful. We used a combination of

biomarkers, that are considered able to explore different

aspects related to HF. In fact, BNP is considered a

cardiac function index, GAL an index of myocardial

fibrosis/reshaping, TNI an indicator of myocardiocyte

injury, CYS  an excellent indicator of renal function (14-

16), four factors of great importance in the

physiopathology of HF. Really, this group of biomarkers

showed a good performance in identifying patients with

HF compared to healthy control. We therefore believe

that a diagnostic approach based on the use of multiple

biomarkers may be of relevant value in the diagnosis of

HF in elderly patients.
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INTRODUZIONE

Il microbiota umano è definito come la totalità dei

microrganismi che colonizzano il corpo umano. Il termine

microbioma si riferisce invece all’intero patrimonio

genetico posseduto dal microbiota (1). L’interesse

sempre crescente per il microbioma umano e per la sua

relazione con lo stato di salute/malattia ha portato alla

formazione nel 2007 dello Human Microbiome Project
(HMP) e nel suo corrispettivo consorzio europeo

Metagenomics of the Human Intestinal Tract (Meta-HiT).

Entrambi i progetti sono stati ideati con lo scopo di

caratterizzare in termini di composizione ed abbondanza

i microrganismi che colonizzano i diversi distretti del

corpo umano, sfruttando i progressi tecnologici nel

campo del sequenziamento genetico e dell’analisi

bioinformatica (2, 3). 

I primi studi nel campo della caratterizzazione delle

comunità microbiche si basavano su tecniche di

amplificazione, sub-clonaggio e sequenziamento

Sanger. Nonostante questi approcci risultino

estremamente robusti, sono ad oggi considerati non più

efficienti in termini di costi economici e tempi di risposta.

La comunità scientifica è ormai comunemente orientata
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ABSTRACT

Preliminary study of the microbiome in the gut, skin and oral mucosa of patients affected by Pemphigus

Vulgaris and Bullous Pemphigoid.

Introduction: the study of the human microbiome is one of the most dynamic current topics in biomedical research. A

significantchallenge in this field is the development of cost effective method for a robust interrogation of microbiota

composition.Advances in next-generation sequencing (NGS) technologies have allowed for efficient and molecular-

based analysisof microbial communities. Association between diseases and imbalance of the microbial populations

are today wellinvestigated. 

Methods: Pemphigus Vulgaris (PV) and Bullous Pemphigoid (BP) are two rare autoantibody-mediated blisteringskin

diseases. In this pilot study, we characterized the intestinal, cutaneous and oral mucosal microbiota compositionsin

PV/BP patients, in order to evaluate the potential role of the bacterial composition in these dermatologicaldisorders.

Particularly, we performed a high-throughput sequencing analysis of the V3-V4 hypervariable regions of16S rRNA for

the evaluation of bacterial composition of stool, skin and oral mucosa samples in PV (n=12) and BP(n=8) patients. 

Results: a similar composition of the intestinal microbiota was observed in PV and BP patients. The evaluationof skin

lesions revealed a prevalence of Firmicutes phylum in both patients’ groups. In the cutaneous microbiota, weidentified

a significant decreased abundance of Bacteroidetes phylum compared to healthy controls. 

Conclusions: the results obtained from our standardized NGS pipeline, reinforced by correlation with other clinical and

biochemicalparameters, will contribute to clarify the mechanisms of these rare diseases.
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sull’utilizzo di tecnologie high-throughput di tipo

molecolare ( Next Generation Sequencing, NGS) per la

caratterizzazione del microbiota. In particolare, l’analisi

NGS di geni marker, tra cui il più popolare è il gene

ribosomiale 16S (16S rRNA), ha permesso un notevole

incremento delle conoscenze in questo campo (4).   

Nell’ultima decade, molti studi hanno dimostrato la

correlazione tra il microbiota e l’insorgenza ed il decorso

di diverse patologie dell’uomo, suggerendo come lo

studio approfondito della composizione microbica può

avere importanti ripercussioni nella diagnosi della

malattia e nel trattamento terapeutico (5). In tale

scenario, i disordini dermatologici rappresentano uno dei

campi di maggiore applicazione. Infatti, patologie

dermatologiche comuni come la dermatite atopica (6), la

dermatite seborroica (7), la psoriasi (8) e l’acne (9) sono

state associate a specifici cambiamenti del microbiota

cutaneo (i.e. disbiosi).

Il pemfigo ed il pemfigoide bolloso (BP)

rappresentano le principali patologie bollose dell’uomo. Il

termine pemfigo si riferisce ad un gruppo di rare

patologie bollose autoimmuni della cute e delle mucose

altamente invalidanti (10). Sono state identificate tre

diverse forme cliniche di pemfigo, tra cui il pemfigo

volgare (PV) è quella più frequente, con una incidenza

annuale stimata allo 0,8-6,7 nuovi casi per milione (11).

La manifestazione clinica a livello cutaneo e mucosale è

legata a fenomeni di acantolisi derivanti dalla perdita di

adesione intercellulare tra i cheratinociti. Il principale

meccanismo patogenetico alla base di tale fenomeno

consiste nella presenza di autoanticorpi specifici per

componenti del desmosoma (Desmogleina 3, Dsg3). Il

BP è invece a prevalente interessamento cutaneo, con

raro coinvolgimento anche delle mucose. Come per il

PV, anche nel caso del BP l’eziologia è autoimmune con

autoanticorpi diretti verso componenti degli

emidesmosomi (BP230 e BP180) (12). La diagnosi

differenziale tra le due patologie bollose viene effettuata

mediante ricerca in immunofluorescenza degli

autoanticorpi. Solo recentemente è stato ipotizzato il

coinvolgimento del microbiota cutaneo nella

modulazione dello stato infiammatorio e della reazione

autoimmune in patologie bollose come il BP e

l’Epidermolisi Bollosa Acquisita (13, 14).

Lo scopo di questo studio preliminare è stato

caratterizzare tramite tecnologia NGS il microbiota

cutaneo, intestinale e della mucosa orale in pazienti

affetti da PV e BP. Abbiamo inoltre confrontato i risultati

ottenuti tra i due gruppi di pazienti, con l’intento di

verificare la presenza di una composizione microbica

peculiare a supporto di un’indagine differenziale tra le

due patologie bollose.

METODI

Pazienti e campionamento 

Nello studio sono stati inclusi 20 pazienti caucasici, di

cui 12 affetti da PV e 8 affetti da BP (Tabella 1). Tutti i

partecipanti sono stati arruolati nel Dipartimento di

Dermatologia dell’Istituto Dermopatico dell’Immacolata

(IDI)-IRCCS ed hanno sottoscritto un consenso

informato di adesione al protocollo di studio. Lo studio è

stato svolto in accordo con quanto previsto dalla

Dichiarazione di Helsinki del 1975, emendata nel 1996. 

In relazione alla manifestazione della malattia ed alla

reperibilità dei campioni, per ogni partecipante è stato

prelevato almeno uno dei seguenti dei tipi di campione

oggetto di analisi: feci, tampone di cute lesionale e

tampone di mucosa orale lesionale (Tabella 1). 

I partecipanti allo studio non hanno assunto terapie

antibiotiche sistemiche, probiotici e fermenti lattici nei 30

giorni precedenti il prelievo. Le eventuali terapie topiche

sono state sospese nei due giorni precedenti il prelievo.

I campioni di feci (10 per PV e 7 per BP) sono stati

collezionati dagli stessi partecipanti allo studio in

contenitori di raccolta sterili e fatti pervenire in

laboratorio entro 24 ore dal campionamento. Aliquote di

300 mg sono state poi congelate a -80 °C fino alla

successiva analisi. I tamponi cutanei (3 sia per PV che

per  BP) e della mucosa orale (7 per PV) sono stati

prelevati dalle zone lesionali utilizzando tamponi

(COPAN SPA, Brescia, Italia) imbevuti di una soluzione

sterile di campionamento (0,15 M NaCl e 0,01% Tween

20). I tamponi sono stati poi congelati a -80°C in una

soluzione di conservazione (Tris-EDTA e 0,5% Tween

20) fino a successiva analisi. A causa della rarità

dell’interessamento mucosale nei pazienti con BP e la

conseguente difficoltà di arruolamento, i risultati ottenuti

dall’analisi di questa tipologia di campioni nei pazienti

con PV sono stati confrontati con campioni di controllo

(n=5) estrapolati dal database dello HMP (15). 

Estrazione del DNA batterico e 

sequenziamento

L’estrazione del DNA batterico dai campioni di

tampone cutaneo e della mucosa orale è stata effettuata

mediante l’utilizzo del kit QIAamp® DNA Microbiome

(Qiagen, Hilden, Germany) in accordo con le istruzioni

del produttore. I campioni di feci sono stati sottoposti

all’estrazione del DNA tramite il kit QIAamp®

PowerFecal® DNA (Qiagen, Hilden, Germany) secondo

le indicazioni del produttore. 

La qualità del DNA estratto è stata valutata mediante

corsa elettroforetica su gel di agarosio 1% mentre la

quantità è stata determinata fluorometricamente tramite

Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific, USA). Il DNA

estratto è stato poi conservato a -20°C fino alle

successive analisi. 

Il protocollo di sequenziamento del DNA ha previsto

l’utilizzo del kit Microbiota solution A (Arrow Diagnostics,

Genova, Italia) per l’amplificazione delle regioni

ipervariabili V1-V3 del gene ribosomiale 16S. Le librerie

così ottenute sono state sequenziate su piattaforma

Illumina® MiSeq (Illumina, CA, US). I dati FastQ di

sequenziamento sono stati analizzati utilizzando un

software dedicato (SmartSeq, Novara, Italia) che ha

permesso l’aggregazione delle sequenze ottenute in

Operational Taxonomic Unit (OTU) e la successiva
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classificazione tassonomica a livello di phyla e di specie.

Analisi statistica

I dati forniti nelle tabelle di aggregazione OTU sono

stati rielaborati con lo scopo di ottenere una valutazione

qualitativa e quantitativa delle caratteristiche

tassonomiche (abbondanza relativa % e

presenza/assenza). Per la valutazione dei phyla della

mucosa orale, i dati ottenuti dai pazienti affetti da PV

sono stati confrontati con quelli estrapolati da database

di controllo (15), come precedentemente descritto.

L’analisi statistica è stata effettuata mediante il software

STATA (StataComp. 2011) applicando la soglia di

abbondanza relativa >5% e >3% per la valutazione dei

Numero 
del caso

Sesso Età Diagnosi
Tampone 
cutaneo

Tampone Feci

1 M 48 PV S S S

2 F 46 PV N S S

3 F 80 PV N N S

4 M 56 PV S N S

5 F 39 PV N S N

6 F 77 PV N S S

7 M 43 PV N N S

8 F 51 PV N S N

9 F 57 PV N S S

10 M 55 PV N S S

11 M 38 PV N N S

12 M 65 PV S N S

13 F 84 BP N N S

14 F 61 BP N N S

15 F 83 BP S N S

16 M 45 BP N N S

17 M 88 BP S N S

18 F 89 BP N N S

19 M 47 BP S N N

20 F 66 BP N N S

Tipologia di campione

Tabella 1

Caratteristiche della popolazione in analisi. La tabella indica i dati relativi ai pazienti arruolati nello studio, con riferimento alla 
tipologia di campioni analizzati.

M, Maschio; F, Femmina; PV, Pemfigo Volgare; BP, Pemfigoide Bolloso; S, Si; N, No.
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phyla e delle specie batteriche, rispettivamente. I risultati

quantitativi ottenuti, espressi come mediana (p50) e

valore minimo e massimo, sono stati comparati con il

test non parametrico di Mann-Whitney (p<0,05).

RISULTATI 

I risultati dell’analisi ottenuta a livello di phyla sono

mostrati in Tabella 2 come p50 e valore minimo e

massimo dell’abbondanza relativa (%) per ciascuna

delle tre tipologie di campione (feci, tampone cutaneo e

tampone mucosale) nei tre gruppi di soggetti analizzati

(PV, BP e controlli sani). Le differenze tra le abbondanze

relative (%) dei diversi phyla identificati nei due gruppi di

pazienti PV e BP sono risultate statisticamente non

significative sia nel caso dei campioni di feci che nel

caso dei campioni di tampone cutaneo. In particolare,

nel caso dei campioni di feci, si è osservata una

presenza bilanciata di Firmicutes e di Bacteroidetes tra i

due gruppi di pazienti (rispettivamente 43,3% e 50,9%

nel gruppo PV e 47,7% e 43,8% nel gruppo BP), con una

minore quota di Proteobacteria. Viceversa, nel caso dei

campioni di cute, abbiamo riscontrato un netta

prevalenza di Firmicutes (82,4% nel gruppo PV e 99,3%

nel gruppo BP) rispetto ad altri phyla. Dal confronto tra le

abbondanze relative (%) dei phyla identificati nei pazienti

con PV e nei controlli sani, è infine emersa una

significativa riduzione della quota di Bacteroidetes (7,2%

nel gruppo con PV e 28,4% nel gruppo di controllo;

p=0,0112).

L’analisi della composizione microbica effettuata a

livello di specie è mostrata in Figura 1. In particolare, nel

pannello 1A sono mostrate le abbondanze relative (%)

delle 10 specie più rappresentate  nei campioni di feci

nei due gruppi di pazienti. Analogamente, nel pannello

1B sono mostrati i risultati relativi alle specie più

abbondanti nei campioni di cute. Come atteso, un’alta

diversità di specie è emersa dalla caratterizzazione dei

campioni di feci. La composizione microbica presente

nei campioni di cute ha invece mostrato una netta

prevalenza della specie Staphylococcus per entrambi i

gruppi di pazienti. In particolare, mentre nei pazienti con

BP è stata riscontrata una quasi totalità di popolazione

microbica appartenente alle specie di Staphylococcus

Firmicutes 

(%)

p50 

(min-max)

Bacteroidetes 

(%)

p50 

(min-max)

Proteobacteria

(%)

p50 

(min-max)

Actinobacteria

(%)

p50 

(min-max)

Fusobacteria

(%)

p50 

(min-max)

PV 
(n=10)

BP 
(n=7)

43,3 
(31,8-75,0)

47,7 
(38,8-65,3)

50,9 
(20,5-66,6)

43,8 
(33,0-50,9)

10,3 
(5,7-21,4)

7,8 
(5,2-12,7)

-

10,4*

-

-

p 0,1719 0,2046 0,4795 - -

PV 
(n=3)

BP 
(n=3)

82,4 
(82,1-83,2)

99,3 
(55,7-99,9)

-

-

-

13,4*

17,4 
(15,8-17,5)

30,7*

-

-

p 0,5127 - - 0,5066 -

PV 
(n=7)

CTRL
(n=5)

45,5 
(27,1-72,6)

39,6 
(32,3-73,4)

7,2 
(5,7-12,6)

28,4 
(7,3-38,5)

15,2 
(5,1-23,9)

13,3
(10,5-42,6) 

5,5
(2,8-27,0) 

2,4 
(1,4-5,3)

28,0 
(10,4-41,6)

8,5 
(1,9-13,2)

p 0,6847 0,0112 0,3718 0,1675 0,0882

Microbiota 

intestinale

Microbiota 

cutaneo

Microbiota

mucosa

orale

Tabella 2

Abbondanza relativa (%) dei phyla in pazienti e controlli. La tabella indica i dati di abbondanza relativa (>5%) dei phyla identificati
nei gruppi di pazienti e nel gruppo di controllo. I dati sono mostrati come mediana (p50) e valore minimo e massimo, suddivisi per
tipologia: microbiota intestinale, microbiota cutaneo e microbiota della mucosa orale. Statisticamente significativo è il confronto rela-
tivo al microbiota della mucosa orale dei pazienti con PV e dei controlli (Bacteroidetes, p=0,0112). 

*singola osservazione
PV, Pemfigo Volgare; BP,Pemfigoide Bolloso. 
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aureus ed, in misura minore, anche di Corynebacterium,

nei pazienti con PV abbiamo riscontrato la presenza sia

di Staphylococcus aureus che di Staphylococcus
epidermidis.

DISCUSSIONE

Le alterazioni del microbiota residente in un

determinato distretto sono associate ad un numeroso

gruppo di patologie. In particolare, la disbiosi a livello

cutaneo sembra avere un forte impatto sullo sviluppo di

malattie dermatologiche di tipo non infettivo come la

dermatite atopica (6), la psoriasi (8), l’acne (9) ed altre

comuni patologie (16, 17). Lo scopo di questo studio

preliminare è stato quello di caratterizzare il microbiota

intestinale, cutaneo e della mucosa orale in pazienti

affetti da PV e BP, due rare patologie dermatologiche

autoimmuni. In letteratura sono presenti pochi dati sul

ruolo del microbiota in questa tipologia di malattie

dermatologiche, con unici riferimenti al BP (13) e

all’Epidermolisi Bollosa Acquisita (14).  

Nel nostro studio, i due gruppi di pazienti sono stati

Figura 1

Abbondanza relativa (%) delle specie. La figura mostra i valori di abbondanza relativa (%) e mediana (linea orizzontale) delle 10
specie più rappresentate nei campioni di feci (1A) e nei tamponi cutanei (1B) nel gruppo di pazienti affetti da pemfigo volgare (PV)
e pemfigoide bolloso (BP).
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confrontati in termini di composizione microbica, con

l’intento di ricercare differenze significative tra le due

patologie bollose.

La cute di soggetti sani è caratterizzata da quattro

phyla prevalenti: Actinobacteria (52%), Firmicutes

(24%), Proteobacteria (17%) e Bacteroidetes (7%) (18).

Dalla valutazione del microbiota presente a livello della

cute lesionale dei pazienti analizzati è emersa una bassa

diversità, con la prevalenza del phylum Firmicutes sia

nel gruppo BP che nel gruppo PV. Tale risultato

conferma quanto già riportato per i pazienti con BP (13).

Inoltre, una diminuzione della diversità del microbiota

cutaneo è stata associata anche ad altre patologie

dermatologiche come la dermatite atopica (19). La

valutazione a livello di specie ha evidenziato una netta

prevalenza del gruppo Staphylococcus nella cute

lesionale in entrambi i gruppi di pazienti, con particolare

riferimento alla specie S. aureus nel gruppo con BP.

Sebbene la specie S. epidermidis sia prevalente nella

cute dei soggetti sani, il coinvolgimento di altre specie

del medesimo gruppo è stato dimostrato in diverse

patologie dermatologiche, anche di tipo bolloso come

l’Epidermolisi Bollosa Acquisita (20). Nel caso invece

della dermatite atopica, è stato osservato che

l’abbondanza relativa di S. aureus aumenta con il

protrarsi dell’infiammazione cutanea e la severità della

malattia (21). Come documentato in patologie

dermatologiche con compromissione della barriera

cutanea e dell’integrità immunologica, anche nei pazienti

oggetto di studio potrebbe essere ipotizzato un

coinvolgimento di questo gruppo di batteri

nell’eziopatogenesi (16). 

Per quanto riguarda la valutazione del microbiota

della mucosa orale, non è stato possibile effettuare un

confronto diretto tra le due patologie a causa della rarità

del coinvolgimento delle mucose nei pazienti affetti da

BP. Da una primissima analisi tra pazienti PV ed un

gruppo di controllo è emerso un significativo decremento

dell’abbondanza relativa (%) del phylum Bacteroidetes

(p=0,0112) nel microbiota della mucosa orale dei

pazienti affetti da PV. E’ interessante sottolineare come i

pazienti affetti da PV con coinvolgimento della mucosa

orale manifestino un peculiare segno di malattia, utile

anche alla diagnosi stessa, rappresentato da una tipica

alitosi. Possiamo ipotizzare che uno sbilanciamento del

normale microbiota residente a livello orale possa

essere la causa di questa manifestazione e che possa,

di conseguenza, diventare oggetto di interesse sia in

fase diagnostica che terapeutica. Complessivamente,

l’analisi del microbiota intestinale ha evidenziando una

composizione bilanciata dei phyla Firmicutes e

Bacteroidetes, con una minore quota di Proteobacteria,

senza differenze statisticamente significative tra i due

gruppi di pazienti. In seguito all’analisi di confronto tra i

due gruppi di pazienti, il protocollo di studio definitivo

includerà l’arruolamento di gruppi di controllo. In questa

fase preliminare tale approccio è stato applicato

unicamente all’analisi del microbiota orale in linea con gli

obiettivi e con il disegno sperimentale dello studio pilota. 

In conclusione, questo studio preliminare

rappresenta un primo approccio investigativo

riguardante il coinvolgimento del microbiota nelle

patologie dermatologiche bollose. Nei pazienti affetti da

PV e BP è importante valutare nuovi scenari diagnostici

e di ricerca sulle basi fisiopatologiche di malattia,

tenendo anche in considerazione la difficoltà di

remissione e la cronicità della patologia altamente

invalidante. I risultati mostrati presentano diversi limiti,

ad oggi oggetto di valutazione. Il principale di questi è

rappresentato della bassa numerosità della popolazione

analizzata che può influenzare la generalizzazione dei

risultati ottenuti. I risultati emersi dal test statistico

potrebbero risentire della bassa numerosità campionaria

e di conseguenza verranno confermati su una casistica

più ampia di pazienti e controlli. Tale limite è

principalmente dovuto alla difficoltà nel reclutare un

numero cospicuo di pazienti affetti da questi rari disordini

dermatologici. Ad oggi, i dati presentati sono in via di

comparazione con altri parametri clinici, come gli indici di

malattia, le terapie in atto e con il decorso della malattia

stessa, con lo scopo di espandere le conclusioni e

correlare la caratterizzazione del microbiota con la

manifestazione della malattia nel tempo.
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INTRODUZIONE

La metilazione del DNA è regolata, a livello

biochimico, dagli enzimi e dagli intermedi metabolici che

costituiscono un pathway definito con termine inglese

one-carbon metabolism (1). Si tratta di un complesso

pathway biochimico, conosciuto anche come “ciclo

dell’omocisteina” regolato, fra gli altri, dalla presenza di

alcune vitamine del gruppo B (Folato, B12 e B6) e dalla

colina. Fra gli intermedi del ciclo, la S-

adenosilmetionina è il donatore di metili in tutte le

reazioni catalizzate dalle DNA metiltransferasi (DNMTs).

Oltre che trasferire i residui metilici sulle citosine del

DNA, la S-adenosilmetionina regola anche l’attività di

questi enzimi. Pertanto si intuisce facilmente come

eventuali alterazioni di questo ciclo metabolico possano

causare aberrazioni nei livelli di metilazione del DNA,

che a loro volta, potrebbero avere conseguenze

patologiche (2-4). L’attività enzimatica delle DNMTs è

distinguibile in due reazioni: la metilazione di

mantenimento e la metilazione ex novo. La prima,

catalizzata dalla DNMT1, agisce durante la replicazione

cellulare, quando la molecola di DNA, metilata sui

residui di citosina seguiti da una guanina (CpG), viene

duplicata dando origine ad una molecola emimetilata, in

cui cioè solo il filamento stampo conserva il gruppo

metilico. La DNMT1 agisce a questo livello,

riconoscendo le molecole emimetilate ed usandole

come “stampo” per mutilare il filamento di DNA di nuova

sintesi e mantenere così il pattern di metilazione della

cellula madre. L’attività ex novo, catalizzata dalle

DNMT3a e 3b, può invece manifestarsi anche in

assenza di replicazione cellulare e di uno “stampo”

emimetilato. 

Poiché la metilazione, come tutte le modificazioni

epigenetiche, è reversibile, esistono anche funzioni di

demetilazione. La demetilazione passiva avviene

durante la replicazione cellulare ed in assenza di attività

metiltransferasica di mantenimento: man mano che le

cellule si replicano, crescerà il numero di molecole di
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DNA non metilate rispetto a quelle metilate. La

demetilazione attiva consiste invece nella rimozione

diretta del gruppo metilico in assenza di replicazione

cellulare e duplicazione del DNA. Sembra ormai

accertato che questo passaggio sia mediato dalle

proteine Ten-eleven Translocation methylcytosine
dioxygenase (TET)  che inducono l’idrossilazione della

metil-citosina. L’idrossimetil-citosina così formata viene

ulteriormente ossidata a formil-citosina e carbossil-

citosina con successiva deaminazione idrolitica e

sostituzione con una citosina non metilata, risultando al

netto in una reazione di demetilazione. Data la rapidità

di trasformazione, rispetto alla relativa stabilità della

metilazione, l’idrossimetilazione e le successive

modificazioni ossidative ancora non hanno trovato un

posto certo fra le modificazioni epigenetiche e

potrebbero rivelarsi solo degli intermedi della

demetilazione, benché siano allo studio per il loro

possibile ruolo nella regolazione dell’espressione

genica. Il ruolo della metilazione del DNA nel

silenziamento genico è invece conosciuto da tempo ed

è basato sulla capacità di questa modificazione di

impedire il legame al DNA dei fattori di trascrizione.

Questa capacità passa attraverso il reclutamento di

specifiche proteine che riconoscono il DNA metilato

(methyl binding proteins) e che possono inibire

direttamente il legame dei fattori di trascrizione

competendo per i siti di legame, oppure possono agire

inducendo un silenziamento più stabile tramite la

deacetilazione degli istoni e la conseguente

compattazione cromatinica (5).

Eseguendo una ricerca sulla banca dati PubMed, si

può notare come gli articoli scientifici relativi a studi

epigenetici abbiano visto un incremento incredibile negli

ultimi 20 anni, passando da circa 300 articoli pubblicati

nel 2000 a oltre 10 000 articoli nel 2018. L’aumento

nell’interesse per le modificazioni epigenetiche trova

una ragione in due motivi principali: l’evoluzione tecnica

che permette di studiare molto più nel dettaglio le

modificazioni epigenetiche e l’evidenza che queste

sono coinvolte in molte patologie.

LE TECNICHE PER LO STUDIO DELLA METI-

LAZIONE

Negli ultimi anni, i progressi nelle tecniche

biochimiche utilizzate per lo studio delle modificazioni

epigenetiche sono stati impressionanti, particolarmente

per quel che concerne lo studio della metilazione del

DNA. Un riassunto schematico delle principali tecniche

è riportato nella Tabella 1. In origine era possibile

studiare la presenza di 5-metil-Citosina (5mC)

solamente a livello genomico globale, tramite idrolisi del

DNA ed analisi cromatografica (6). Benché migliorata

con l’avvento dell’elettroforesi capillare, questo tipo di

analisi è limitata dalla gran quantità di materiale di

partenza necessario e dal fatto che le informazioni

ottenute non permettono di determinare la metilazione

di specifiche regioni del DNA, cosa invece necessaria

per capirne la funzione. Oggi sono comunemente usati,

da soli o in combinazione, tre approcci, che risultano

quindi in un ampio pannello di saggi che permettono di

studiare vari aspetti della metilazione del DNA a livello

sequenza-specifico e con risoluzione sulla singola

citosina: digestione del DNA con endonucleasi

metilazione-sensibili, modificazione con bisolfito di

sodio seguita da amplificazione in Polymerase Chain

Reaction (PCR) e purificazione della frazione metilata

con anticorpi specifici (7).

Fra queste, la modificazione con bisolfito, che converte

selettivamente le citosine non metilate in uracili, è

sicuramente la più utilizzata e alla base delle analisi più

complesse (8-10). Queste tecniche possono essere

anche combinate con approcci su scala genomica con

risoluzione a singola citosina, come fingerprint o

microarrays, fornendo l’opportunità di analizzare

sequenze multiple (analisi genome-wide) e investigare

possibili nuovi marcatori.

Uno dei primi approcci usati per l’analisi della

metilazione genome-wide è stato il restriction landmark
genomic scanning (RLGS), in cui il DNA genomico è

digerito con una endonucleasi metilazione-sensibile,

marcato al sito di taglio e frazionato per dimensione

(11). Successivamente, il DNA frazionato è

ulteriormente digerito con un’altra endonucleasi e

separato. Si ottiene così un profilo bi-dimensionale con

migliaia di segnali che rappresentano le sequenze non

metilate e che permette un confronto con altri profili per

individuare siti di metilazione differenziale. I segnali

individuati a seguito del confronto possono essere

isolati ed identificati.

Un altro metodo basato sull’uso di endonucleasi

metilazione-sensibili è il Methylated CpG-island
Amplification (MCA) (12). Il DNA viene digerito con

l’enzima SmaI (CCCGGG), che taglia i siti non-metilati

lasciando estremità pari, e successivamente con

l’isoschizomero XmaI, che taglia i siti metilati lasciando

estremità protrudenti cui viene legato uno specifico

adattatore. La sequenza dell’adattatore viene usata per

il riconoscimento da parte dei primers nella successiva

reazione di PCR. Questa tecnica è simile a quella

denominata Reduced Representation Bisulfite
Sequencing (RRBS) in cui la prima digestione viene

effettuata con un enzima non sensibile alla metilazione

(generalmente MspI che riconosce la sequenza

CCGG); sul sito di taglio viene quindi legato un

adattatore e il DNA frammentato (arricchito in siti CpG

per via dell’endonucleasi utilizzata) viene modificato con

bisolfito per identificare i siti di metilazione. Per

ottimizzare la parte più complessa, ovvero

l’identificazione differenziale di sequenze metilate

attraverso la representational difference analysis
(RDA), la tecnica è spesso associata ad analisi su

microarray. Alternativamente, l’approccio basato su

MCA può essere usato nella Amplification of
intermethylated sites (AIMS) in cui i prodotti di PCR

sono risolti in gel di poliacrilammide così da generare un

profilo di bande che rappresenta il metiloma della cellula

(13).
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Tecnica Sigla Breve descrizione Riferimenti

Modificazione con 
bisolfito

DNA modificato con bisolfito che trasforma le citosine NON-metilate in uracili.
Vari metodi di analisi finale.

8-10

Restriction Landmark
Genomic Scanning

RLGS DNA digerito con endonucleasi metilazione-sensibile, marcato e frazionato,
ulteriormente digerito con ulteriore endonucleasi e separato. Si genera un 
profilo bi-dimensionale delle sequenze non metilate, confrontabile con altri 
profili per individuare metilazione differenziale.

11

Mehylated CpG-island
Amplification

MCA DNA digerito con endonucleasi SmaI (CCCGGG), che taglia i siti non-metilati
lasciando estremità pari, e successivamente con l’isoschizomero XmaI, che
taglia i siti metilati lasciando estremità protrudenti cui viene legato uno 
specifico adattatore usato nella successiva reazione di PCR. 

12

Reduced 
Representation 
Bisulfite Sequencing 

RRBS DNA digerito con endonucleasi MspI, non sensibile alla metilazione (CCGG);
sul sito di taglio viene legato un adattatore con conseguente arricchimento in
siti CpG. Il DNA frammentato viene modificato con bisolfito.

13

Representational
Difference Analysis

RDA Ottimizza l’identificazione differenziale di sequenze metilate ottenute con 
MCA grazie all’associazione con analisi su microarray.

13

Amplification of
Intermethylated Sites

AIMS Basato su MCA con i prodotti di PCR risolti in gel di poliacrilammide; 
genera un profilo di bande che rappresenta il metiloma

13

Microarrays Litografici
(Affymetrix)

Litografici
adattivi
(NimbleGen)

Inkjet
(Agilent)

Beadarray
(Illumina)

In tutti questi saggi, gli arrays contengono un certo numero di sequenze CpG
conosciute e vengono ibridizzati con un campione arricchito in sequenze
CpG-dense ottenuto dopo digestione del DNA genomico con endonucleasi
metilazione-sensibili. 

In alternativa arrays per l’uso con DNA modificato con bisolfito spottati con
oligonucleotidi specifici per le versioni metilate o non-metilate delle sequenze
di interesse. Il rapporto fra siti metilati e non-metilati è ottenuto paragonando
l’ibridazione dei due diversi oligonucleotidi.

Chromatin Immuno-
Precipitation

ChIP-on-
chip

Ibridizzazione del DNA immunoprecipitato con un anticorpo anti- CpG-
methyl-binding domains (MBDs) su un microarray di CpGs islands 

18

Methyl-DNA Immuno-
Precipitation

MeDIP Immunoprecipitazione diretta con un anticorpo anti-5mC; più efficiente sulle
isole CpG

19

Comparative Genomic
Hybridization

CGH Analisi differenziale della metilazione nelle patologie basata sulla 
Comparative Genomic Hybidization, dopo modificazione con bisolfito

20

Quantitative Analysis 
of Methylated Alleles

QAMA Software per l’analisi differenziale della metilazione. 20

14-17

Tabella 1

Tecniche per lo studio della metilazione
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I microarrays sono utilizzati in diversi metodi per lo

studio della metilazione del DNA a livello genomico (14-

15), grazie alla messa in commercio di specifici arrays

di diverso tipo: litografici (Affymetrix; S. Clara, CA,

USA), litografici adattivi (NimbleGen-Roche; Basel,

Switzerland), inkjet (Agilent; S. Clara, CA, USA) e

beadarray (Illumina; S. Diego, CA, USA). In tutti questi

saggi, gli arrays contengono un certo numero di

sequenze CpG conosciute e vengono ibridizzati con un

campione arricchito in sequenze CpG-dense (CpG

islands) ottenuto dopo digestione del DNA genomico

con endonucleasi metilazione-sensibili. Sono stati

disegnati anche arrays per l’uso con DNA modificato

con bisolfito. In questo caso la strategia standard

prevede l’uso di arrays che portano legati

oligonucleotidi specifici per le versioni metilate o non-

metilate delle sequenze di interesse. Il rapporto fra siti

metilati e non-metilati è ottenuto paragonando

l’ibridazione dei due diversi oligonucleotidi per ciascun

sito (16-17).

Sono state messe a punto anche delle tecniche per lo

studio della metilazione basate

sull’immunoprecipitazione mediante un approccio ChIP-

on-chip, ad esempio ibridizzando  il DNA

immunoprecipitato con un anticorpo che riconosce dei

CpG-methyl-binding domains (MBDs) su un microarray

di CpGs islands (18). E’ stata anche sviluppata una

nuova tecnologia di purificazione del DNA metilato,

maggiormente efficiente sulle isole CpG, basata

sull’immunoprecipitazione diretta (methyl-DNA
immunoprecipitation, MeDIP) con un anticorpo anti-

5mC (19).

Infine, sembra molto promettente il recente approccio

basato sulla comparative genomic hybridization (CGH)

e la  quantitative analysis of methylated alleles (QAMA),

soprattutto per quanto riguarda l’analisi differenziale

della metilazione nelle patologie (20).

LE PATOLOGIE EPIGENETICHE

Per fare un parallelo con la frequenza di

pubblicazioni inerenti l’epigenetica, nel 2000, per

pochissime patologie umane veniva riportata

un’associazione certa con modificazioni epigenetiche,

specificamente la metilazione del DNA: i tumori, la

sindrome dell’X fragile, la sindrome Immunodeficiency,
Centromere instability and Facial abnormalities (ICF) e

la sindrome di Rett. La metilazione del DNA può essere

coinvolta nella tumorigenesi in differenti modi,

principalmente in quanto la 5mC è un hotspot
mutazionale e anche perché variazioni anomale della

metilazione, ovvero la ipermetilazione di

oncosoppressori e la ipometilazione di oncogeni,

possono contribuire all’insorgenza di un fenotipo

cellulare tumorale (21). La sindrome dell’X Fragile è

caratterizzata da ritardo mentale causato

dall’espansione e relativa ipermetilazione della tripletta

CGG nella regione non trascritta al 5’ del gene fragile X
mental retardation-1 (FMR1), con conseguente

repressione del gene. Le sindromi ICF e Rett sono

caratterizzate da mutazioni nei geni che codificano per

proteine coinvolte nella regolazione della metilazione

del DNA (22-23). La ICF è caratterizzata da estrema

suscettibilità alle infezioni (per immunodeficienza),

dismorfismi, difetti di crescita e ritardo psicomotorio

causate da mutazioni del gene DNMT3b, che codifica

per la DNA metiltransferasi de novo. La Rett è una

patologia neurologica associata a disfunzioni cognitive

e ritardo nello sviluppo cerebrale causate da mutazioni

nel gene MeCP2, che codifica per una Methyl-CpG-
binding protein.
Oggi sappiamo che alterazioni della metilazione del

DNA sono associate ad un gran numero di patologie e

sono il risultato di differenti meccanismi. Molte patologie

associate a livelli di metilazione aberranti, ad esempio,

mostrano alterazioni dell’imprinting basate sulla

metilazione. Fra questi vale la pena citare: le sindromi di

Angelman, di Silver-Russell, di Prader-Willi e di

Beckwith-Wiedemann, il diabete, la schizofrenia e le

sindromi autistiche (24). Emerge di recente come anche

molte patologie legate all’invecchiamento abbiano una

base, o almeno una componente, epigenetica. Fra

queste vanno ovviamente annoverate anche i tumori ed

il diabete, ma in particolare si fa riferimento a patologie

neurodegenerative quali la malattia di Alzheimer (AD), il

morbo di Parkinson (PD), la sclerosi laterale amiotrofica

(ALS) e la demenza frontotemporale (FTD) (25). In molti

di questi casi, è stato evidenziato come le alterazioni

della metilazione del DNA possano essere indotte in

maniera indipendente dall’imprinting genomico ed

essere piuttosto conseguenze di fattori ambientali che

includono lo stress fisico e mentale, le deficienze

nutrizionali, l’esposizione ad inquinanti o specie

chimiche (4, 26, 27). L’associazione fra stimoli

ambientali e modificazioni epigenetiche è anche molto

evidente nel caso di patologie con base autoimmune,

fra cui ad esempio il Lupus Eritematoso Sistemico (SLE)

e l’Artrite Reumatoide (RA), in cui sono state

evidenziate alterazioni della metilazione sequenza-

specifiche in geni coinvolti nella funzione immunitaria

(28).

Anche nel caso delle patologie cardiovascolari, è stato

recentemente dimostrato che la metilazione del DNA

può giocare un ruolo in quanto coinvolta nell’omeostasi

delle cellule muscolari lisce e di quelle endoteliali. E’

noto che alterazioni nella proliferazione, migrazione,

differenziamento ed apoptosi di queste cellule sono

responsabili di condizioni patologiche associate a

malattie cardiovascolari come l’aterosclerosi, l’ipertrofia

cardiomiocitaria e l’infarto. Pertanto è possibile

ipotizzare che modificazioni epigenetiche, indotte

dall’ambiente e in primo luogo dalle abitudini nutrizionali

(29), possano essere direttamente coinvolte

nell’insorgenza delle patologie cardiovascolari.

Nella maggior parte dei casi elencati è stato possibile

individuare alterazioni della metilazione a carico di

specifici geni associati ad una o più patologie. In alcuni,

inoltre, le alterazioni sono dovute a mutazioni a carico di

416 biochimica clinica, 2019, vol. 43, n. 4

OPINIONI OPINIONS

66-19 Fuso_esempio  21/11/2019  16:05  Pagina 416



geni che codificano per fattori della metilazione. Ad

esempio mutazioni nella DNA metiltransferasi 1

(DNMT1) che causano perdite di funzione dell’enzima e

conseguente alterazione dei profili di metilazione, sono

responsabili dell’insorgenza di forme ereditarie di

neurodegenerazione centrale e periferica fra cui

demenza, neuropatia degli organi di senso, perdita

dell’udito, atassia cerebellare e narcolessia (30). Anche

l’alterazione dell’espressione o delle funzioni delle DNA

metiltransferasi può essere associata alla

neurodegenerazione. Ad esempio, l’overespressione di

DNMT3a induce neurodegenerazione e apoptosi

cellulare in pazienti con ALS (31).

Il gene Frataxin porta la caratteristica ripetizione

GAA responsabile dell’insorgenza dell’Atassia di

Friederick, ma è stato anche dimostrato che

l’espressione del gene mutante è regolata dal pattern di

metilazione in relazione all’età di insorgenza e alla

severità del fenotipo (32).

Il gene Ataxin-2 è coinvolto in un’altra forma di

atassia, l’Atassia Spinocerebellare di tipo 2. In questo

caso la ripetizione CAG del gene mutante è

responsabile solo in parte della grande differenza di

fenotipi riscontrati; anche in questo caso la metilazione

del gene ne regola l’espressione nonché la gravita del

fenotipo e l’età di insorgenza (33). Questo gene è

coinvolto anche in altre patologie, ovvero PD, ALS e

FTD ed è quindi possibile ipotizzare che sia

responsabile almeno in parte della componente

epigenetica associata a queste malattie. Nelle forme

sporadiche di PD, la componente epigenetica si

manifesta anche con l’alterazione della metilazione del

gene SNCA: il promotore è ipometilato nella corteccia,

nella substantia nigra e nel putamen di pazienti affetti da

PD. Altri loci associati al rischio di insorgenza di PD

sono stati trovati differenzialmente metilati ed espressi

nella corteccia e nel cervelletto (PARK16, GPNMB,
ST1B) (34).

Nell’ambito delle malattie neurodegenerative, l’AD è

sicuramente quella più studiata a causa della sua

diffusione e del relativo peso clinico e socio-economico

conseguente; inoltre, l’AD è anche paradigmatica in

quanto la sua eziologia altamente multifattoriale chiama

in causa una componente epigenetica (35-36). Il nostro

gruppo di ricerca, ad esempio, ha dimostrato che il gene

Presenilin1 (PSEN1), che codifica per una delle proteasi

responsabili della formazione del peptide beta-amiloide

caratteristico dell’AD, è modulato da metilazione in un

modello murino di neurodegenerazione (37) e che il

promotore risulta differenzialmente metilato nel cervello

e nel sangue di pazienti AD rispetto ai controlli (dati in

pubblicazione).

BIOMARCATORI EPIGENETICI

Nonostante siano ormai state descritte molte regioni

del DNA metilate in maniera differente nei pazienti

rispetto ai controlli, per alcuni di questi loci è sicuramente

necessario un ulteriore approfondimento per capire:

quanto la metilazione differenziale sia confermata su un

gran numero di pazienti e quindi caratterizzante e se

l’associazione individuata sia funzionalmente associata

alla patologia. Nel momento in cui queste condizioni

saranno confermate, si potrà dunque pensare che la

metilazione differenziale di specifici residui di citosina di

un dato gene/promotore possa essere utilizzata come

marcatore biologico nella pratica clinica. L’uso della

metilazione sequenza-specifica come marcatore

biologico ha le premesse per essere utilizzato sia come

marcatore per la diagnosi della malattia sia, nel caso in

cui vengano applicate anche “terapie epigenetiche”,

come marcatore di progressione e di efficacia del

trattamento.

Anche in questo caso, quello che sembra essere il primo

possibile campo di applicazione è rappresentato dalle

patologie tumorali in cui è stata evidenziata

l’ipermetilazione del promotore di geni oncosoppressori.

In questi casi, non solo uno specifico pattern di

metilazione può essere facilmente misurato e fornire così

uno strumento diagnostico precoce, ma può anche

costituire una risorsa molto utile per caratterizzare il

sottotipo tumorale, l’aggressività e la risposta al

trattamento (38). L’alterazione del pattern di metilazione

osservato nei tumori è generalmente caratterizzata da

ipometilazione globale associata ad ipermetilazione di

geni specifici (ovvero i sopra citati oncosoppressori

metilati nelle regioni dei promotori) che sono quelli che

costituiscono i biomarcatori epigenetici più promettenti e

spesso riflettono il potenziale metastatico e la sensibilità

alla terapia. Per caratterizzare questi patterns, i metodi

basati sull’amplificazione in PCR del DNA modificato con

bisolfito di sodio sono generalmente riconosciuti e

accettati come i più sensibili e specifici dal punto di vista

analitico per studiare la metilazione del DNA a livello di

singoli loci. Tali metodi sono oggi complementati da

tecniche recenti come ad esempio la Methylation-specific
fluorescent amplicon generation (MS-FLAG), la

Methylation-sensitive high-resolution melting (MS-HRM)

e la Sensitive melting analysis after real-time methylation-
specific PCR (SMART-MSP). Fra queste la HRM, che

sfrutta la differente temperatura di dissociazione di un

amplicone in base alla presenza di coppie CG,

caratteristiche del DNA metilato dopo modificazione con

bisolfito, è di particolare interesse come strumento

diagnostico per via del costo contenuto (39-40).

Alcuni di questi loci sono già in uso nella diagnostica dei

tumori; ad esempio la metilazione del gene O(6)-

methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) è

riconosciuta come il marcatore  prognostico/predittivo per

il glioblastoma benché non sia ancora un’analisi molto

diffusa nella gestione del paziente (41). Però, in generale,

nonostante le numerose evidenze che legano

l’alterazione della metilazione a livello gene-specifico con

l’insorgenza o la progressione tumorale, ancora

pochissimi geni sono utilizzati come biomarcatori tumorali

nella pratica della biochimica clinica. Alcuni geni che

mostrano anomalie di metilazione in specifici tipi di

tumore solido (colon, pancreas, prostata, vescica,
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mammella e ovario) sono comunque ben caratterizzati e

catalogati e potrebbero essere utilizzati come

biomarcatori dando il via a screening basati sull’analisi di

metilazione non solo in biopsie fissate in paraffina, ma

anche da prelievi di sangue o urine (42) laddove

l’alterazione della metilazione di uno specifico gene sia

sistemica o dove ci siano cellule tumorali presenti nei

fluidi corporei. Alcuni dei principali marcatori  già in uso

nella pratica clinica sono riportati in alcune recenti

rassegne (43-46). Fra questi, ALX4, FBN2, HLTF, P16,
TMEFF1 e VIM ipermetilati sono associati ad una

prognosi negativa, APC, NEUROG1, RASSF1A,
RASSF2A, SDC2, SEPT9, TAC1 e THBD ipermetilati

sono stati individuati negli stadi precoci del cancro

colorettale mentre P16 e TFPI2 sono associati con le

recidive di questo tumore. E’ stato anche possibile

individuare l’ipermetilazione di BMP3, PHACTR3,
SFRP2, SPG20, TFPI2 e TMEFF2 in campioni fecali in

associazione con gli stadi precoci del cancro colorettale

(43-45). Infine, la metilazione del gene PITX2 (paired-like

homeodomain transcription factor 2) è un promettente

marcatore di progressione per vari tipi di tumore ed è

particolarmente interessante nel caso del carcinoma

mammario (46). I marcatori analizzati sono stati misurati

sia in campioni di sangue intero o leucociti, sia nel

plasma o nel siero, benché questi ultimi saggi necessitino

di ulteriori controlli e validazioni.

Anche nell’ambito delle patologie a carico del sistema

nervoso, la perturbazione dei meccanismi epigenetici è

emersa come caratteristica centrale; molte di queste

alterazioni sono misurabili nei tessuti centrali e,

occasionalmente, periferici. Mentre nel primo caso la

possibilità di usare le modificazioni epigenetiche come

biomarcatori è ovviamente molto limitata dal difficile

accesso a biopsie di tessuto, nel caso le modificazioni

siano presenti a livello sistemico potranno avere un

significativo valore traslazionale come biomarcatori per lo

screening, la diagnosi precoce e la prognosi. L’unica

possibilità di misurare eventi epigenetici ristretti al

sistema nervoso centrale, è dato dall’analisi delle cellule

eventualmente presenti nel liquor; nonostante la scarsità

di questo materiale, la sensibilità delle tecniche per lo

studio della metilazione, che si spinge fino al livello di

singola cellula, può comunque garantire l’esecuzione

dell’analisi. Come per i tumori, questi marcatori sono

molto promettenti anche per lo sviluppo di terapie

personalizzate e per monitorare la progressione e le

risposte al trattamento (47). Ad oggi, sono stati indicati un

numero molto elevato di geni caratterizzati dalla

presenza di profili di metilazione alterati a carico dei loro

promotori. Un elenco di quelli che hanno fornito i risultati

più consistenti include: B3GALT4, ZADH2, RIN3,
MEF2C, ANK1, BIN1, RHBDF2, oltre al già citato PSEN1
attualmente in studio dal nostro gruppo di ricerca (36, 48-

50). La metilazione di questi loci correla molto bene con i

risultati dei test neurologici e con i marcatori biochimici

classici dell’AD, ovvero la presenza di amiloide 1-42 e tau

iperfosforilata nel sangue e nel liquor. Come in altri casi,

la validità di tali marcatori  andrà verificata nel sangue dei

pazienti in studi clinici sufficientemente ampi.

Benché le patologie tumorali e quelle neurodegenerative

rappresentino al momento gli ambiti applicativi più

promettenti per l’introduzione di marcatori epigenetici

nella pratica clinica, l’interesse si è allargato anche alle

altre patologie caratterizzate da una componente

epigenetica, come ad esempio il diabete (51) e le

patologie allergiche (52).

CONCLUSIONI

L’utilizzo della metilazione del DNA come marcatore

biologico risulta molto attraente considerando l’attuale

orizzonte della terapia clinica che si sta orientando

sempre di più verso la medicina personalizzata. Infatti, il

pattern di metilazione individuale di un dato gene target,

può fornire indicazioni molto importanti per caratterizzare

una patologia a livello individuale e per predire la

risposta ai trattamenti farmacologici. Inoltre

l’applicazione in campo diagnostico è favorita dalla

stabilità dell’analita target, cioè il DNA, e

dall’accuratezza, precisione, sensibilità e risoluzione

molto elevate dei saggi, potenzialmente in grado di

rivelare il pattern di metilazione a livello di singola

citosina. Per contro, proprio la variabilità individuale, che

caratterizza le modificazioni epigenetiche, potrebbe

rappresentare una potenziale complicazione perché

diminuisce la predittività clinica dei saggi. In molti casi,

anche a causa di un insufficiente potere statistico degli

studi effettuati, i geni esaminati non hanno mostrato il

potenziale per essere utilizzati come marcatori

diagnostici individuali, suggerendo l’opportunità di

concepire dei pannelli costituiti da più geni. Sarà quindi

necessario validare le analisi proposte su coorti di

pazienti molto numerose per poter stabilire valori

quantitativi e pattern di metilazione di riferimento

adeguati.
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Lo scorso anno è stato pubblicato un importante

lavoro nel quale sono state descritte numerose entità

cliniche causate da cloni secernenti B-linfocitari o

plasmacellulari, sia pure di limitata estensione e ne sono

stati elucidati o ipotizzati anche i relativi meccanismi

patogenetici (1). Questo commento si propone di portare

all'attenzione del lettore questi argomenti che, introdotti

per la prima volta nel 2006, sono stati qui aggiornati ed

ampliati ma non è esaustivo di tutta la materia. I lettori

interessati all'approfondimento sono invitati alla lettura

dell'articolo originale. 

Chi nei decenni passati si è occupato di malattie

plasmacellulari e linfoproliferative B-secernenti ha presto

familiarizzato con il termine MGUS ovvero Monoclonal
Gammopathy of Undetermined Significance introdotto

da R. Kyle nel 1978 (2). La denominazione intendeva

identificare quei casi in cui la componente monoclonale

(CM) sierica non costituiva una manifestazione di una

malattia linfo/plasmaproliferativa clinicamente manifesta

[mieloma multiplo (MM), macroglobulinemia di

Waldenström (MW), amiloidosi AL ed altre], ma conferiva

un documentato rischio evolutivo in tale direzione. Il

termine meramente descrittivo di undetermined fu

coniato stante l'impossibilità di identificare quei pazienti

nei quali si sarebbe poi effettivamente verificata tale

evoluzione. Negli anni a seguire i numerosi contributi tesi

ad identificare i fattori di rischio evolutivo si sono

concentrati pressoché esclusivamente sulla

proliferazione/amplificazione del clone secernente, così

come numerose sono state le segnalazioni di patologie

associate a CM per lo più sieriche. Con il tempo,

l'estensione del clone neoplastico alla diagnosi è emersa

come il fattore di rischio maggiormente significativo,

almeno per quanto riguarda l'evoluzione a MM e MW,

malattie caratterizzate, in fase florida, da una

generalmente ampia infiltrazione neoplastica midollare

e/o linfonodale. Nel 2006 Merlini et al. (3) hanno

evidenziato che altre gravi malattie  possono essere

sostenute da cloni di limitata estensione e a bassa

cinetica proliferativa. In queste circostanze il danno

d'organo viene a verificarsi non tanto per la

proliferazione delle cellule del clone ma a causa di altre

proprietà biologiche del clone e/o della CM secreta, la

quale è da considerare quindi non solo un marcatore  di

malattia ma causa essa stessa di malattia (4,5). Le entità

patologiche identificate erano malattie da accumulo,

malattie causate dall'attività anticorpale della CM ed altre

a patogenesi non del tutto chiara. Come primo corollario

veniva sottolineata la necessità, per l'ematologo, di

valutare accuratamente un possibile legame

patogenetico fra piccole CM e danni d'organo

extraematologici (rene, cuore, nervi periferici ed altro).

Una seconda conseguenza è consistita (e tuttora

consiste) nel ridimensionamento numerico delle malattie

che erano state associate a CM sulla base di soli dati

epidemiologici/statistici. Tali associazioni, segnalate in

precedenza - a titolo esemplificativo e non esaustivo

riportate nelle referenze (6-19), erano state riproposte

anche nel 2009 (20).

Nella pubblicazione oggetto di questo commento (1),
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viene ampliato il pannello delle malattie per le quali il

legame patogenetico con la CM (o con altre molecole

secrete dal clone) è stato dimostrato o ipotizzato e sono

formulate nuove ipotesi patogenetiche sulla base di più

recenti acquisizioni. Per queste situazioni è stato

proposto il termine di Monoclonal Gammopathy of
Clinical Significance (MGCS) (1) riprendendo il termine

Monoclonal Gammopathy of Renal Significance (MGRS)

coniato qualche anno fa (21), limitato a malattie renali

correlate a CM e recentemente aggiornato (22). Viene

nuovamente sottolineata l'importanza clinica (cioè le

implicazioni terapeutiche) del riconoscimento del legame

patogenetico fra CM e malattie precedentemente

considerate svincolate da essa poiché il riconoscimento

precoce e una terapia appropriata, mirata al

ridimensionamento del clone, possono prevenire il

danno d'organo o arrestarne la progressione.

Posto che non è l'espansione neoplastica del clone

ma le proprietà biologiche delle sue cellule e/o le

proprietà biologiche e/o chimico-fisiche delle molecole

secrete a causare queste malattie, sono stati enucleati i

principali meccanismi con i quali si realizzano questi

quadri clinici. Essi sono:

- MGCS da deposito della CM; 

- MGCS da attività autoanticorpale delle CM; 

- MGCS da attivazione della via alternativa del com-

plemento; 

- MGCS da secrezione di citochine;

- MGCS da meccanismi non ancora identificati.

Nel primo gruppo (malattie da deposito della CM)

sono rappresentate le malattie da deposito organizzato

(amiloidosi AL, crioglobulinemia di tipo I, sindrome di

Fanconi acquisita ed altre) e non organizzato [malattie

da deposito di immunoglobuline monoclonali-(MIDD),

glomerulonefrite proliferativa con depositi di

immunoglobuline monoclonali]. Ad eccezione della

cornea e della cute (coinvolte nella cheratopatia da

cristalli e nella macroglobulinosi rispettivamente) questo

gruppo di MGCS comprende quadri di natura sistemica

che hanno però in comune l'interessamento renale.

Nella maggior parte di esse, la diagnosi richiede

obbligatoriamente studi di immunoistochimica,

immunofluorescenza e microscopia elettronica su

biopsia renale. Il laboratorio può contribuire alla diagnosi

con il rilievo del tipo e entità della CM e di sue eventuali

proprietà fisico-chimiche (crioprecipitazione), con la

misura della frazione C4 del complemento, con la

caratterizzazione dei parametri della funzionalità renale

(creatinina, eGFR, entità e caratterizzazione delle

proteine urinarie) e con la valutazione dei biomarcatori di

danno d'organo per i quadri ad interessamento

extrarenale. Questi stessi parametri saranno poi

indispensabili nel monitoraggio della malattia.

Nel gruppo caratterizzato dalla attività

autoanticorpale della CM, si trovano quadri generati da

attività anticorpale della CM, alcuni dei quali molto rari.

Fra i più comuni sono da menzionare: la

crioglobulinemia mista tipo II correlata nel 90% dei casi

ad infezione da HCV, consistente in una vasculite da

immunocomplessi (costituiti da IgM monoclonale anti

IgG policlonali) con manifestazioni potenzialmente

sistemiche ma prevalenti a livello cutaneo, renale e del

nervo periferico; le neuropatie periferiche da IgM

monoclonali con specificità anti MAG (Myelin-Associated
Glycoprotein) e la malattia da agglutinine a frigore

caratterizzata da ischemia delle estremità ed anemia

emolitica indotte da IgM monoclonali ad attività anti-I. In

questo gruppo di pazienti i dati di laboratorio e

l'osservazione clinica possono fornire una solida base

per la diagnosi: basti pensare al rilievo del fattore

reumatoide ed alla determinazione della frazione C4 del

complemento nella diagnosi e nel monitoraggio della

crioglobulinemia di tipo II e alla misura della

concentrazione delle IgM anti-MAG. Più complessa la

diagnostica di laboratorio mirata ad identificare

immunoglobuline (Ig) monoclonali ad attività anti-

inibitore del fattore C1 del complemento e ad Ig

monoclonali o immunocomplessi a variabile azione anti-

fattore di von Willebrand, responsabili rispettivamente

dell'edema angioneurotico acquisito e di più rare

sindromi emorragiche.

Il terzo gruppo (MGCS da attivazione della via

alternativa del complemento) è rappresentato dalla

glomerulopatia C3, caratterizzata dal deposito

glomerulare di C3 in assenza di deposito di Ig e da una

sindrome uremico-emolitica atipica. In entrambe queste

situazioni il ruolo della Ig monoclonale è desunto dalla

attività anti-proteine della via alternativa del

complemento (con meccanismo peraltro non chiaro) e

dai benefici effetti della terapia mirata al clone. In

entrambi i casi il laboratorio può contribuire in maniera

significativa alla diagnosi evidenziando ridotti livelli di C3

(23).

Il quarto gruppo  si caratterizza per le capacità del

clone di secernere citochine. La sindrome POEMS è

paradigmatica di questo gruppo. Benché la patogenesi

sia non del tutto chiara, questa enigmatica e pleomorfa

sindrome sembra in larga parte attribuibile ad una

iperincrezione di Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) con il probabile concorso di altre citochine (IL-

12, IL-6, Tumor Necrosis Factor-α ed altre) da parte di un

clone di esigue dimensioni. Il sospetto clinico è avanzato

in prima istanza in ambito neurologico a causa della

neuropatia periferica, che è caratteristica comune,

precoce ed obbligatoria per la diagnosi. Il laboratorio può

contribuire con la identificazione della CM, spesso così

esigua da essere evidente solo con una sensibile

immunofissazione del siero; elevate concentrazioni del

VEGF sierico possono confermare il sospetto, anche se

sono descritti rari casi di mancato aumento dello stesso.

La diagnosi è comunque clinica e si basa sul

soddisfacimento di criteri stabiliti (24), due dei quali (la

CM e la neuropatia periferica) sono obbligatori. La

sindrome è stata esaminata più in dettaglio nella

rassegna pubblicata su questo numero del giornale (25)

L’ultimo gruppo è piuttosto eterogeneo e comprende

entità la cui patogenesi è talvolta poco chiara. Sono

comprese in questo gruppo: malattie emorragiche da

interazione delle cellule del clone o della Ig monoclonale

con fattori della coagulazione o con la funzione
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piastrinica; malattie cutanee come il pioderma

gangrenoso, la sindrome di Sweet, lo scleromixedema e

la cutis laxa acquisita;  la sindrome di Schnitzler

caratterizzata da orticaria, neutrofilia, febbre, artro-

mialgie in presenza di IgM monoclonali. In quest'ultima

malattia, l'efficacia di anakinra, un farmaco con attività

contro il recettore di IL-1 depone per un ruolo

patogenetico di questa citochina nel contesto di processi

autoinfiammatori disregolati acquisiti, analogamente a

quanto accade nella controparte congenita (26).

In conclusione: la rassegna in questione (1) amplia il

panorama delle malattie correlate a piccoli cloni B-

linfocitari/plasmacellulari e illumina ulteriormente i

meccanismi patogenetici che legano le une agli altri. Il

riscontro e/o il sospetto di una di queste malattie dovrà

impegnare tutti i clinici a ricercare specificamente CM

sieriche e l'ematologo a valutare possibili relazioni con

un clone secernente per quanto esiguo. Il ruolo

patogenetico del clone ha conseguenze pratiche

rilevanti, poiché una terapia mirata al suo contenimento

si rivela spesso efficace nel ridurre gli effetti deleteri della

sua attività. Il legame può essere sfuggente ed il

sospetto va consolidato da indagini talvolta sofisticate o

comunque impegnative. A questo impegno è chiamato

anche il laboratorio di biochimica clinica che, nelle

situazioni qui descritte come del resto nella gestione di

tutte le discrasie plasmacellulari, deve essere

consapevole della potenziale rilevanza di un dato anche

non eclatante e deve mettere in campo le metodologie

più sensibili per definirlo, specie per quanto riguarda la

diagnostica proteica (ricerca, tipizzazione,

quantificazione delle CM sieriche e urinarie). Anche in

queste malattie il contributo del laboratorio potrà così

confermarsi fondamentale in fase diagnostica e

indispensabile nel monitoraggio.
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ABSTRACT

Laboratory Medicine: specialists of tomorrow. Laboratory Medicine rides the wave of technological progress, the
metamorphosis of information systems and data management. The Young Specialist is not a mere  observer, but
rather takes a leading role in this change, taking advantage of the opportunities offered by “omics” technologies,
capturing new ideas and innovative stimuli that lead to a new concept of work and research oriented to health and
prevention. Thanks to the support of international web platforms, training and exchange programs supported by the
International Scientific Societies and Federations that favor professional and scientific growth, Young Scientists work
in a global context. In this scenario, the SIBioC Young Scientists Study Group, with the auspices of SIBioC, EFLM
and IFCC, organized a meeting on "Laboratory Medicine: Specialists of tomorrow" with the aim of discussing and
highlighting some of the most important challenges, such as technological progress, training and internationalization
of young people. Finally, the future of laboratory medicine looks at a multidisciplinary approach that leads to
integrated diagnosis, identification of the frail patient, the use of the Point of Care Testing as an indispensable tool in
crisis areas, making the dialogue between physician and laboratory specialist a fundamental step for the diagnosis
and treatment with the final aim of a better outcome for the patient. 
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INTRODUZIONE

La Medicina di Laboratorio rappresenta un valore
essenziale per la salute della collettività e per il Servizio
Sanitario Nazionale, ed oggi, pur essendo
impropriamente considerata una “Cenerentola” tra le
differenti e numerose specialità mediche, si trova ad
affrontare importanti sfide in ambito di innovazione
tecnologica.

Molte evidenze dimostrano come esista un legame
significativo tra innovazione in Medicina di Laboratorio e
qualità dei servizi erogati, idoneità dei percorsi di cura e
possibilità di implementare strategie di prevenzione (1).
Il giovane professionista e ricercatore in Medicina di
Laboratorio, o Young Scientist, ha un ruolo chiave in
questo contesto, e cerca di cogliere le nuove opportunità
date dalle evoluzioni tecnologiche, tra le quali va
menzionata ad esempio la creazione di un laboratorio
“intelligente” che sfrutti l’intelligenza artificiale (IA) non
solo per automatizzare i processi, ma anche per
integrare le informazioni e gestire i flussi, oppure
dall’utilizzo delle scienze “omiche” che rappresentano
una sfida nel passaggio dalla ricerca alla medicina di
precisione. Nasce quindi una nuova dimensione del
“Laboratorio del domani”, in cui diventa fondamentale
l’approccio multidisciplinare ed integrato, ed in cui il
professionista di laboratorio svolge un ruolo attivo nel
dialogo con il clinico, la cosiddetta stewardship del
laboratorio clinico (2). 

In questo lavoro sono raccolti alcuni importanti temi
discussi nel corso del convegno “Laboratory Medicine:
Specialists of tomorrow” organizzato dal Gruppo di
Studio SIBioC Young Scientists con il patrocinio di
SIBioC, EFLM e IFCC. In particolare, sono riportati gli
aspetti del rinnovamento culturale di cui lo specialista del
domani è testimone, e cioè l’approccio multidisciplinare
della Medicina di Laboratorio e del rapporto tra Medicina
Clinica e Diagnostica di Laboratorio, l’informatizzazione
e la sanità digitale, i big data e il contesto di
internazionalizzazione della disciplina. Infine, sono
riportate alcune esperienze concrete su quelle che
saranno, plausibilmente, le sfide del laboratorio del
domani, come la gestione del rischio nella fase
preanalitica, l’identificazione del paziente fragile,
l’utilizzo dei Point of Care Testing (POCT) come
strumento indispensabile nelle aree di crisi, e il
laboratorio avanzato per lo studio delle malattie
cardiovascolari.

Medicina di laboratorio: la Cenerentola del
servizio sanitario? 

Per lungo tempo la Medicina di Laboratorio ha
assunto il ruolo di “Cenerentola” rispetto alle altre
specialità in campo medico. Negli ultimi dieci anni,
tuttavia, il laboratorio clinico è diventato il centro
nevralgico della medicina diagnostica, fornendo
informazioni essenziali non solo per la diagnosi ed il
monitoraggio, ma anche per lo screening, la
prevenzione, la diagnosi precoce e le terapie

personalizzate. Il 60-70% delle decisioni cliniche
(ricoveri, dimissioni, terapie) è influenzato dagli esami di
laboratorio e l’Institute of Medicine (IOM) ha riconosciuto
questo ruolo nevralgico includendo il servizio di Medicina
di Laboratorio tra le 10 categorie di servizi essenziali nel
sistema sanitario degli Stati Uniti (3). Tuttavia, fattori
interni ed esterni, quali l’introduzione di esami sempre
più complessi nei campi diagnostici emergenti (si pensi
alle tecnologie di biologia molecolare applicate alla
diagnostica oncologica), l’avvento delle scienze
“omiche”, oppure le politiche di consolidamento,
efficientamento e riconfigurazione, sono alla base della
profonda trasformazione della Medicina di Laboratorio. Il
professionista di  laboratorio è, dunque, chiamato ad
affrontare nuove sfide, ad integrare le conoscenze e le
competenze tecniche acquisite negli anni di formazione
universitaria con competenze amministrative non ancora
incluse nei piani di formazione ministeriale,
promuovendo una visione più ampia delle esigenze
dell’assistenza sanitaria, ma soprattutto del paziente. Al
fine di incoraggiare una nuova visione del futuro della
Medicina di Laboratorio, Plebani et al. hanno pubblicato
di recente il “Manifesto sul futuro dei professionisti della
Medicina di Laboratorio” che individua i dieci compiti
essenziali del professionista di laboratorio oggi e nel
prossimo futuro (2). In particolare, il giovane
professionista di laboratorio deve essere in grado di: 

- convertire i risultati in informazioni cliniche; 
- collaborare con i colleghi promuovendo la riduzione

dell’errore diagnostico e del rischio per il paziente; 
- favorire un’affidabile stewardship della Medicina di

Laboratorio; 
- combinare i dati di tutte le specialità di laboratorio e

della diagnostica per immagini in un unico report; 
- definire intervalli di riferimento e limiti decisionali

appropriati; 
- favorire un efficace lavoro di squadra costruendo

gruppi multidisciplinari; 
- promuovere il modello di laboratorio basato sul

valore clinico piuttosto che sul volume di lavoro; 
- migliorare e aggiornare la visione della Medicina di

Laboratorio nell’immaginario collettivo ed in relazi
ne alle altre specialità mediche; 

- non trascurare le competenze e i doveri gestionali; 
- promuovere il valore della professione. 
Secondo il Manifesto di Plebani et al., il giovane

professionista di laboratorio viene, dunque, presentato,
non più come un semplice produttore di dati, ma come
responsabile dell'informazione, come costruttore di
processi e sistemi, custode della qualità, imprenditore e
dirigente, team leader e contemporaneamente membro
di quello stesso gruppo, educatore e consulente, nonché
sostenitore dei pazienti. Una nuova visione volta
comunque a garantire un unico obiettivo: l’esame giusto,
al momento giusto, al paziente giusto (2). 
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IL FUTURO DELLA SANITÀ DIGITALE E DEI
SISTEMI INFORMATIVI

L’evoluzione dell’informatica di laboratorio e delle
scienze biomediche in generale è un fenomeno
scientifico-tecnologico iniziato negli anni ’60 del XX
secolo, quando alcuni ricercatori del Massachusetts
General Hospital di Boston furono abili nell’intuire la
rivoluzione che il personal computing digitale avrebbe
comportato nel mondo della sanità (4). Non a caso, negli
stessi anni, la National Library of Medicine (NLM) decise
di riversare il proprio Index Medicus (compilato sin dal
1879) nel primo database elettronico che, oggi, è noto
come MEDLINE (4). Sessant’anni dopo, la sintesi di
questo processo è nel concetto di Digital Health (DH) o
Sanità Digitale, una realtà non solo scientifica ma,
anche, economica che muove un mercato da 21 miliardi
di euro e che vanta un portfolio vastissimo di prodotti
dedicati tra i quali biosensori, applicativi (APP) per
smarthphone, programmi per la famiglia e software
professionali per il Data Mining (5). La chiave della DH è
l’identificazione dell’individuo in una forma
“quantificabile” (Quantified Self) generata dall’insieme
delle sue varie rilevazioni strumentali, digitalizzabile e
trasmissibile, in grado di abbattere le distanze fisiche e
temporali così da portare la medicina informatizzata
direttamente a contatto con l’individuo (6). Frutto di
questa massiva interrogazione sono i Big Data, un
universo di informazioni nelle quali è possibile scavare
(mining) per trovare tratti biofisici latenti, con cui
spingere la medicina diagnostica e preventiva ad un
livello tale da far stimare una potenziale riduzione della
spesa sanitaria di oltre 7 miliardi di dollari nei soli Stati
Uniti (5). Pertanto, se le prospettive sono di una sempre
maggiore pervasività nella gestione della salute e dello
stile di vita, così come oggi lo sono gli MP3 nella
diffusione e ascolto della musica, DH e Big Data sono
un’opportunità senza precedenti per la Medicina di
Laboratorio e per i suoi professionisti, specialmente
quelli di domani. E proprio a questi ultimi va ricordato
che il loro ruolo sarà anche rivendicare la posizione di
centralità ed avanguardia che la Medicina di Laboratorio
ha nelle scienze biomediche, ricordando che gli
specialisti della Medicina di Laboratorio hanno imparato
a vedere l’individuo attraverso le sue misurazioni ben
prima che la digitalizzazione costringesse tutti gli altri a
fare i conti con il Quantified Self.

IL SISTEMA INFORMATICO DI LABORATORIO
“INTELLIGENTE” 

Automazione e informatizzazione costituiscono un
continuum nella gestione dei processi del laboratorio
clinico. Il loro connubio ha portato al raggiungimento di
una serie di risultati notevoli negli ultimi 30 anni, non
ultimo la riduzione degli errori intra- ed extra-analitici, del
Turn-Around Time (TAT) e delle richieste urgenti (4).
Questa evoluzione, che sembra essere giunta, oggi, al
proprio apice, prefigura solo una futura crescita

ipertrofica del paradigma automazione, attraverso la
ricerca di velocità e parallelismi esecutivi sempre più
spinti, data dall’implementazione di macchine sempre
più veloci e in numero maggiore sulla medesima linea
operativa.

Tuttavia, un punto di svolta può essere possibile con
un sistema automatizzato di laboratorio capace di
sfruttare al meglio le risorse informatiche, quindi
esaltando la precisione di gestione dei processi e la
flessibilità di adattamento alle richieste operative. Un tale
laboratorio “intelligente”, capace di leggere le situazioni
e modulare di conseguenza i flussi del Total Testing
Process (TTP), può essere oggi realizzato grazie agli
avanzamenti tecnologici che hanno reso
economicamente e tecnicamente accessibile l’uso
dell’IA. 

Un esempio di questa visione è rappresentato dal
Policlinico di Tor Vergata, dove l’automazione totale di
laboratorio (TLA) è stata adottata dal maggio 2011, e
dove un particolare risalto è stato dato alla possibilità di
incrementare ulteriormente le prestazioni dei processi
extra-analitici sfruttando l’intima connessione tra
automazione ed informatizzazione (3-6). In particolare,
un valido supporto può essere fornito dall’uso della rete
neurale artificiale (ANN) per rendere il sistema
informatico di laboratorio (LIS) capace di sfruttare le
informazioni cliniche e para-cliniche (ad esempio il
tempo trascorso dall’esame precedente) al fine di
ottimizzare la gestione dei campioni da parte della TLA.
A tal proposito, un insieme di 30 923 richieste (maggio
2014 - maggio 2015) per Troponina I cardio-specifica
(cTNI) è stato opportunamente partizionato al fine di
fornire un modello istruttivo e quindi un insieme di dati su
cui testare la capacità dell’ANN di predire la necessità di
diluire i campioni prima della loro analisi (Figura 1). Dai
risultati ottenuti si è visto come questo modello di
gestione intelligente permetta di ridurre il TAT di cTNI di
quasi 25 minuti sulla mediana dei tempi di risposta (5).
Inoltre, applicando il medesimo modello alla gestione
dell’analisi delle catene leggere libere nel plasma, si è
potuto osservare un potenziale risparmio del 70% dei
materiali usati rispetto all’ordinario schema di diluizione
(6). Pertanto, l’adozione di un LIS intelligente, capace di
conferire flessibilità ed adattabilità alla TLA, fornisce un
vantaggio operativo ed economico raggiungibile, che
non richiede spese di aggiornamento tecnologico o
logistiche, e che può essere implementata a costo zero,
grazie alla possibilità di emulare l’ANN, mediante un
software dedicato residente un PC da banco che
dialoghi con il LIS e il middleware della TLA. Tuttavia, al
fine di ottenere la massima produttività, qualora le
risorse lo permettessero e lo sviluppo di tale approccio
venisse promosso, sarebbe opportuno che l’ANN fosse
nativamente parte del middleware TLA così da realizzare
una automazione intelligente nel senso più completo del
termine.
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SCIENZE OMICHE E BIG DATA: APPLICAZIONI
IN DIAGNOSTICA INTEGRATA 

Lo sviluppo delle scienze omiche è uno dei principali
traguardi scientifici dell’ultimo decennio, ed ha
trasformato il modello di ricerca portando alla
generazione di piattaforme che, misurando da poche
centinaia a migliaia di analiti, hanno permesso di
valutare e quantificare l'intero stato biochimico di un
individuo, sia in un dato momento che longitudinalmente
nel tempo, promuovendo il concetto di medicina di
precisione, soprattutto per le malattie complesse (7).  

Le applicazioni delle piattaforme omiche vanno
dall'identificazione di geni (genomica), all' RNA
messaggero (mRNA) (trascrittomica), ai fattori
epigenetici (epigenomica), alle proteine (proteomica), ai
metaboliti (metabolomica) e ai lipidi (lipidomica). Inoltre,
anche lo studio del microbiota (il
microbioma/metagenomica), o la ricerca in fluidi corporei
non invasivi (biopsia liquida), hanno suscitato un
notevole interesse specie nel contesto dello studio di
malattie croniche e complesse (8). La necessità di
modelli che tengano conto delle variazioni inter- e intra-
individuali nella popolazione, il progresso, l'espansione e
la riduzione dei costi della tecnologia omica, la maggior
accessibilità alle tecniche, ma non necessariamente alle
competenze per la loro interpretazione, hanno spostato
l'attenzione sulla bioinformatica, permettendo di
realizzare il potenziale di questi dati. D'altro canto però,
si sono resi necessari un cambio di mentalità ed un
approccio multidisciplinare. Nell'era dei Big Data, anche
il laboratorio si trova di fronte ad una nuova sfida nella
capacità di analizzarli ed interpretarli. Un esempio
recente sono i Cell Population Data (CPD), parametri
morfometrici (che definiscono cioè caratteristiche
cellulari, quali fluorescenza, complessità, volume) che
possono integrare i risultati della revisione microscopica
(9). Sono parametri a costo zero (per un emocromo
esistono fino ad 80 parametri), che richiedono una

interpretazione appropriata (Tabella 1). Ad esempio,
presso l’Unità Operativa Complessa Medicina di
Laboratorio di Padova, sono stati analizzati i CPD,
unitamente al conteggio differenziale leucocitario, in una
popolazione di 331 pazienti stratificati per patologia
(stato reattivo, infezione, sepsi, shock settico, patologie
ematologiche in terapia con granulochine) mediante
l’analizzatore Sysmex XN1000 (software 0015 Kobe,
Giappone). La regressione logistica e l'analisi post-hoc
hanno mostrato che, tra tutti i pazienti, in quelli con sepsi
e shock settico vi erano differenze statisticamente
significative per diversi parametri, sia tradizionali che di
nuovo interesse (Tabella 1). Stratificando i pazienti per
età, relativamente ai CPD, nei soggetti con più di 75 anni
il parametro della complessità dei neutrofili (NE-SSC)
permette di predire lo shock settico in modo
statisticamente significativo (P=0,0116). Rispetto ai
pazienti con infezioni, inoltre, quelli con sepsi hanno
mostrato valori maggiori relativamente all'ampiezza della
dimensione dei neutrofili (NE-WY) (P=<0,001),
l'ampiezza della complessità dei monociti (MO-WX)
(P=0,018) e la fluorescenza dei linfociti (LY-Y) (P=0,01).
Rispetto ai pazienti con sepsi, quelli con shock settico
hanno mostrato anche valori maggiori della complessità
dei monociti MO-WX (P=0,013). I parametri CPD
forniscono informazioni sulle funzioni cellulari e,
congiuntamente ai parametri ematologici, possono
essere utili nella generazione di un miglior outcome
clinico in pazienti con sepsi e shock settico, nella
prospettiva della medicina di precisione.

Un notevole progresso è, inoltre, rappresentato dalla
disponibilità di banche dati, contenenti le informazioni
del genoma, del trascrittoma, del proteoma,
dell'epigenoma, del metaboloma di individui e/o linee
cellulari sane e patologiche. La funzione di tali database
è di rendere disponibili, per la consultazione, migliaia di
dati inerenti studi specifici su specifiche patologie.
Numerosi insiemi di dati trascrittomici sono disponibili
per una libera consultazionee, rendendo possibile, ad

Figura 1
Schematizzazione di una rete neurale artificiale (ANN) costruita per la gestione “intelligente” del campione nel laboratorio clinico. In
una rete neurale l’informazione rappresentata da diversi INPUT (x, j, z, k) viene integrata (Σ) nei neuroni artificiali per generare il
segnale di uscita ( ∫ ) di attivazione (=1) o non-attivazione (=0) del output (y). In questo caso una serie di informazioni cliniche e
laboratoristiche (ad esempio stato post operatorio del paziente, reparto di degenza, risultato precedente e tempo dal precedente
risultato) sono usate per predire la necessità di pre-diluire i campioni per l’analisi della troponina I cardio-specifica (cTnI).

30-19 Sancesario_documento  21/11/2019  16:12  Pagina 427



428 biochimica clinica, 2019, vol. 43, n. 4

DOCUMENTI DOCUMENTS

esempio, la ricerca di geni particolarmente stabili in uno
specifico scenario clinico o sperimentale, da utilizzare
come geni di riferimento in protocolli di Polymearse
Chain Reaction quantitativa (qPCR), dove la
misurazione dei livelli trascrizionali di uno specifico
trascritto di interesse dipende in modo critico dai geni di
riferimento utilizzati ai fini della normalizzazione (10, 11).
Infatti, la qPCR è ancora ampiamente utilizzata sia per la
ricerca di base che per la diagnostica molecolare, grazie
alla sua facilità d'uso, alla versatilità ed ai costi contenuti.
La banca dati Gene Expression Omnibus (12) consente
di indagare i livelli di espressione genica in insiemi di dati
trascrittomici generati mediante microarray o
sequenziamento dell’RNA precedentemente pubblicati.
Sfruttando questa opportunità, è possibile effettuare uno
screening in silico dei livelli di espressione di una serie di
geni candidati per la normalizzazione, in modo da

individuare i geni maggiormente stabili e meritevoli di
successiva verifica sperimentale. Una simile strategia è
stata recentemente impiegata nel contesto di studi
trascrizionali su plasmacellule di pazienti con amiloidosi
AL, una rara discrasia plasmacellulare per la quale studi
di espressione genica, potrebbero consentire
l’identificazione di nuovi biomarcatori per la diagnosi, la
stratificazione prognostica e la predizione alla risposta
alla terapia diretta contro le plasmacellule tumorali (13). 

Questa strategia è applicabile anche ad altre
condizioni cliniche e sperimentali per le quali siano
disponibili insiemi di dati trascrittomici accessibili per una
libera consultazione.

Inoltre, le scienze omiche hanno un notevole impatto
sulla caratterizzazione diagnostica e terapeutica in
campo oncologico. Infatti, il cancro è una malattia molto
eterogenea e un gruppo di cellule, all’interno del tumore

PARAMETRO ACRONIMO Valore di significatività (p)
(SEPSI vs SHOCK SETTICO)

Valore di significatività (p)
(SEPSI vs INFEZIONE)

Valore di significatività (p)
(PAZIENTI ≤ 75 anni vs
>75 anni)

Conteggio leucociti WBC P= 0,018 NS NS

Conteggio Neutrofili P= 0,094 NS NS

Concentrazione 
emoglobinica

HB P= 0,001 NS NS

Conteggio piastrine PLT P= 0,002 NS NS

Frazione di piastrine
immature

IPF P<0,001 NS NS

Granulociti Immaturi IG P= 0,019 NS NS

Conteggio Monociti P= 0,003 NS NS

Monociti % P= 0,019 NS NS

Complessità cellulare 
dei neutrofili

NE-SSC NS NS P= 0,012

Intensità di 
fluorescenza 
neutrofilica 

NE-SFL P= 0,041 NS NS

Dimensione dei 
neutrofili e grado di 
dispersione degli 
eventi misurati 

NE- WY NS P= <0,001 NS

Complessità dei 
monociti e grado di 
dispersione degli 
eventi misurati

MO-WX P=0,013 P= 0,018 NS

Tabella 1
Confronto tra i parametri leucocitari di “Cell Population Data” e parametri tradizionali ematologici che ha mostrato una differenza
significativa.

Parametri tradizionali

Cell Population Data

NS, non significativo.
Valori di p<0,05 sono considerati statisticamente significativi.
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stesso, può talvolta mostrare profili genomici differenti.
Di conseguenza, l’analisi di un insieme di cellule
potrebbe non essere rappresentativa del
comportamento delle singole cellule (14) con importanti
ripercussioni sulle strategie diagnostico-terapeutiche. I
recenti progressi tecnologici permettono di analizzare
acidi nucleici e proteine di differenti aree tumorali o
all’interno di uno stesso campione tumorale eterogeneo,
grazie alla possibilità di isolare singole cellule (15, 16).
Questo fornisce un approccio d’avanguardia nella
prospettiva di una medicina di precisione. 

L’IMPORTANZA DELLA COMUNICAZIONE TRA
CLINICA E LABORATORIO 

La creazione di nuovi algoritmi e nuovi software per
la gestione del laboratorio analisi è una delle nuove
frontiere della medicina, in quanto obiettivo della
Medicina di Laboratorio dev'essere il fornire un risultato
interpretativo, e non solo un mero risultato numerico, in
virtù di una medicina di precisione, centrata
sull'individuo. E', quindi, centrale il concetto di
“stewardship di laboratorio clinico”, ossia l'intervento del
professionista di laboratorio nella consulenza richiesta
dalla clinica e dal paziente (2).

Gli esami immunologici in automazione sono
suscettibili a diversi tipi di interferenze che possono
influenzare le decisioni cliniche. Nel caso degli esami
utilizzati per valutare la funzione tiroidea, sono stati
descritti sei principali tipi di interferenza noti per le
misurazioni dell'ormone stimolante tiroideo (TSH),
tiroxina libera e triiodotironina libera: la macro-TSH, la
biotina1, gli anticorpi anti-streptavidina, gli anticorpi anti-
rutenio (anti-Ru), gli anticorpi anti-tiroide (THAAbs) ed
infine gli anticorpi eterofilici (17). 

La macro-TSH è un complesso circolante composto
da TSH legato con l’anticorpo anti-TSH, che interferisce
con la misura portando un falso incremento dei livelli di
TSH. Nessuno dei saggi immunometrici a due siti usati
per il TSH è in grado di discriminare la macro-TSH dal
TSH libero, anche se alcune piattaforme sono più
sensibili nell’identificarne la presenza. La biotina, che
viene utilizzata in rari disordini metabolici come
supplemento alla dieta, e la streptavidina possono
formare complessi con l’anticorpo biotinilato o legato alla
streptavidina impiegati nei saggi, portando a un falso
aumento nella misurazione dell’analita. La presenza di
anticorpi anti-Ru produce un’interferenza dovuta al
legame con l’anticorpo rutenilato anti-T3, utilizzato nei
saggi immunometrici, che comporta una interferenza
nella misura di FT3, e può essere superato dall’uso di
metodi che impiegano proteine che non legano il
Rutenio. Infine, la presenza di auto-anticorpi anti-T4 e
anti-T3 e di anticorpi eterofilici polispecifici, che si
formano nella risposta immunitaria prima della

maturazione di affinità, possono alterare la misurazione
dei saggi immunometrici. 

A causa della prevalenza di alcune di queste
condizioni (che interessano almeno l'1% della
popolazione generale) e dell'alta frequenza della
richiesta di esami per la disfunzione tiroidea, l’errore
dovuto all’interferenza potrebbe rappresentare una
insidia reale (17). Nel 2017, la Food and Drug
Administration (FDA) ha richiamato l’attenzione sulla
potenziale interferenza della biotina nella valutazione
della funzionalità tiroidea, a causa di un numero
crescente di eventi avversi (incluso un decesso). In un
recente studio condotto presso la Mayo Clinic
(Rochester, Minnesota), la biotina era presente in
concentrazioni sieriche molto basse (≥10 ng/mL) nel
7,4% dei pazienti che si presentavano al pronto
soccorso (1 442 pazienti) tuttavia, tale concentrazione
era sufficientemente elevata per poter influenzare i
risultati dei saggi immunologici utilizzando la tecnologia
biotina-streptavidina (18).

Le potenziali interferenze dovrebbero essere
sospettate ogni volta che si presentano discrepanze
cliniche o biochimiche e in questi casi deve essere
intrapresa un'indagine approfondita sulle possibili cause
(19). La loro identificazione, di solito, si basa su ulteriori
esami di laboratorio, incluso il confronto con  metodi
diversi , su procedure di diluizione, su studi di blocco dei
reagenti e la precipitazione con polietilenglicole. Sulla
base del modello delle alterazioni degli esami di
funzionalità tiroidea e per fornire uno screening per i sei
tipi di interferenze sopra menzionati, è stato definito un
algoritmo di rilevazione che dovrebbe facilitare la loro
identificazione nella pratica clinica (17). Infatti, in una
popolazione di oltre 150 pazienti, almeno il 50% delle
interferenze documentate nei saggi di valutazione della
funzionalità della tiroide ha portato a diagnosi errate e/o
gestione inappropriata, compresa la prescrizione di un
trattamento non necessario (con effetti avversi in alcune
situazioni), soppressione o modifica inappropriata di un
trattamento in corso o l'uso di esami complementari non
necessari, come una scansione tiroidea con Iodio123
(17). 

Dunque, per migliorare il processo diagnostico è
necessaria una forte interazione tra medico e laboratorio
per evitare gli errori analitici ed il loro possibile impatto
clinico (19).

IL LABORATORIO DI DOMANI: LA 
DIAGNOSTICA INTEGRATA 

Il progresso tecnologico ha modificato l’essenza
della Medicina di Laboratorio, indirizzandola verso una
nuova dimensione, in cui l’approccio multidisciplinare e
la diagnosi integrata rappresentano il processo
diagnostico che è centrato sul paziente. In particolare, gli

1Su questo importante tema è stato prodotto un Documento SIBioC: Interferenza da biotina negli immunodosaggi: raccomandazioni
del Gruppo di Studio SIBioC sulla Variabilità Extra-Analitica (SIBioC-VEA). 
Biochim Clin 2019.10.19186/BC_2019.010
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esami di laboratorio costituiscono un valido supporto per
identificare il paziente fragile (20), mentre i Point of Care
Testing (POCT) sono strumenti indispensabili nei
contesti dei laboratori nelle zone di crisi. Tuttavia, alcune
variabili, tra cui la validità del dato, il rischio e l’errore,
rappresentano aspetti critici ed il punto di partenza verso
un laboratorio solido e competitivo.

La qualità, l’errore e la gestione del rischio in
medicina di laboratorio

Gli errori diagnostici sono riportati
dall’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS)
all’ottavo posto nella lista dei dieci eventi più importanti
in materia di sicurezza del paziente (21). L’errore è
definito "diagnostico" quando determina un ritardo o un
errore nella diagnosi o quando conduce ad un quadro
clinico che non permette di formulare alcuna diagnosi. In
molti casi, se non intercettato tempestivamente, l’errore
diagnostico conduce ad un esito negativo per il paziente.
Fattori legati al sistema (processi mal progettati, sistemi
di qualità inadeguati, risorse e personale ridotto) e fattori
cognitivi (formazione carente/inadeguata, mancata
capacità di sintesi, disattenzione, stress, e così via) sono
alla base degli errori diagnostici in Medicina di
Laboratorio (22). Negli ultimi decenni, l’utilizzo diffuso
della tecnologia per garantire la sicurezza del paziente,
si è rivelato molto efficace nella riduzione di questi errori,
basti pensare all’utilizzo di barcode e di braccialetti
identificativi per la riduzione dell’errore di identificazione
del paziente. Ciononostante, il fattore cognitivo resta la
principale causa di errore diagnostico. A tal proposito,
l’OMS propone l’adozione di interventi educativi come
prima strategia di abbattimento dell’errore. In Italia, la
formazione dei giovani professionisti di laboratorio in
materia di qualità, errore e gestione del rischio resta
ancora legata alla attenzione delle diverse scuole di
specializzazione oppure di specifici dirigenti
particolarmente sensibili verso questi temi. Il decreto
interministeriale 68/2015 che regola in materia di
ordinamenti didattici delle scuole di specializzazione di
area sanitaria, infatti, non riporta questi temi tra gli
obiettivi formativi. A livello Europeo, il Syllabus formulato
dall’EFLM, include la qualità, la salute e la sicurezza del
paziente tra gli aspetti fondamentali sui quali il giovane
professionista di laboratorio deve essere formato
affinché, possa operare come leader e partecipare alla
trasformazione del servizio come servizio di qualità (23).
L’OMS ha, invece, prodotto, già nel 2011, un manuale
del percorso formativo del giovane professionista sulla
sicurezza del paziente, tradotto in diverse lingue (21) ed
organizza una serie di incontri volti, oltre che alla
formazione, anche alla creazione e diffusione di una
cultura orientata alla prevenzione e gestione del rischio.
Tra questi, di grande risonanza, l’ultimo incontro tenutosi
a Firenze nel settembre 2018, in collaborazione con il
Centro Gestione Rischio Clinico e Sicurezza del
Paziente della Regione Toscana, ed interamente
dedicato alle nuove generazioni di medici e
specializzandi, che ha visto presenti oltre 200

specializzandi provenienti da 30 diversi Paesi. La
formazione delle nuove generazioni su queste tematiche
e la cultura orientata alla sicurezza del paziente sono
elementi fondamentali per la riduzione dell’errore nel
laboratorio del domani. Ai fini della salute e sicurezza del
paziente, non si può comunque prescindere
dall’adozione di sistemi di gestione della qualità e
dall’implementazione di specifiche metodologie di
gestione del rischio e l’utilizzo di indicatori di qualità
applicati a tutte le fasi del processo, non solo quella
analitica ma anche quelle extra-analitiche.

Chi ben comincia…. gli errori in fase 
pre-analitica  

La fase preanalitica comprende tutti i processi dalla
raccolta alla gestione del campione biologico, prima che
esso sia fisicamente analizzato nei laboratori clinici.
Rientrano in questa fase: la raccolta delle informazioni
cliniche, la preparazione del paziente, la raccolta del
campione biologico, la gestione del trasporto del
campione e il trattamento del campione prima
dell’analisi. Questi diversi aspetti nell’ambito del
processo diagnostico hanno, da sempre, posto l’accento
sulla necessità di standardizzare le procedure, in modo
da limitare le possibili fonti di variabilità ed errore. I dati
della letteratura scientifica dimostrano
inequivocabilmente che la principale fonte di errore nella
medicina di laboratorio è imputabile alla fase preanalitica
(dal 40 al 70% degli errori) (24). In linea generale, il
laboratorio di analisi ha la necessità di analizzare un
campione biologico che sia realmente indicativo dello
stato clinico del paziente, al momento della formulazione
del quesito diagnostico e, quindi, non influenzato da
possibili variabili che ne possano alterare la qualità,
prima e dopo la fase della sua raccolta. Studi rivolti alla
caratterizzazione degli errori nell’ambito della fase
preanalitica hanno rivelato che problemi incorsi durante
la raccolta del campione hanno un ruolo determinante.
Fra le cause di non idoneità del campione le principali
sono: presenza di emolisi (54%), campione insufficiente
(21%), non idoneo per altra causa (13%) e coagulato
(5%). Globalmente, campioni non idonei per qualità o
quantità incidono fino al 60% dei campioni non
processati (25). L’importanza di questo punto è, altresì,
dimostrata dal fatto che le società scientifiche di
Medicina di Laboratorio ritengono opportuno un
intervento atto a limitare le incertezze in quest’ambito,
uniformando ed armonizzando contestualmente i
comportamenti dei differenti laboratori. La
predisposizione di indicatori extra-analitici di qualità e la
revisione di processi correlati a questi indicatori può
determinare significative riduzioni dell’errore e dei costi,
umani ed economici, ad esso associati (26).
L’importanza di monitorare, prevenire e correggere (ove
possibile) questi errori è giustificata dalla necessità di
implementare standard di qualità nella visione della
qualità globale e nella consapevolezza che un errore
nella filiera della diagnostica in vitro ha ricadute
considerevoli nella gestione del paziente.
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Medicina di laboratorio nelle zone di crisi:
impiego dei POCT negli ospedali da campo
militari  

Il College of American Pathologists (CAP) definisce i
POCT come “testing that is performed near or at the site
of a patient with the result leading to a possible change
in the care of the patient.” Si tratta di un sistema che
permette di analizzare i campioni biologici di un paziente
al di fuori del laboratorio analisi e, in genere, tale analisi
viene eseguita da personale professionalmente non
formato nei settori del laboratorio clinico. L’obiettivo del
POCT è quello di realizzare il massimo beneficio per il
paziente, con il minimo rischio e ad un ragionevole
costo, ottimizzando i percorsi diagnostici e consentendo
una più tempestiva decisione medica (27). Per quanto
riguarda l’esperienza di utilizzo dei POCT negli Ospedali
da campo militari, bisogna innanzitutto considerare quali
sono alcune delle principali problematiche delle aree di
crisi, ovvero le limitazioni di accesso delle strutture
sanitarie, le criticità in termini di trasporti (spostamenti
spesso consentiti solo con vettore elicotteristico), la
mancanza di approvvigionamenti idrici, così come quella
della corrente elettrica; bisogna altresì considerare che,
spesso, la permanenza nello stesso posto è
estremamente difficoltosa da realizzare e garantire per
lunghi periodi. 

Nella scelta della migliore strumentazione di
laboratorio con cui operare quotidianamente, durante
una fase di attenta pianificazione logistica, bisogna
tenere in grande considerazione tutte quelle che
possono rivelarsi potenziali fonti di stress ambientale, in
una ottica di ottimale prestazione strumentale. Questo
perché, in determinati contesti, sia per fattori quali
l’elevata temperatura o l’altissimo tasso di umidità,
particolari strumenti potrebbero risultare suscettibili a tali
condizioni estreme e, pertanto, potrebbero non garantire
una piena funzionalità o comunque non soddisfare
standards analitici adeguati [28, 29]. Quindi, optare per
strumenti estremamente efficienti e performanti da un
punto di vista analitico, ma non sufficientemente robusti
e collaudati, potrebbe rivelarsi una scelta quanto mai
controproducente in determinate situazioni,
determinando gravi disagi in termini di gestione
strumentale e capacità assistenziale.

Il laboratorio avanzato per lo studio delle
malattie cardiovascolari  

Le malattie cardiovascolari sono la prima causa di
morte al mondo. Il substrato fisiopatologico dell’infarto
del miocardio è rappresentato dall’aterosclerosi delle
arterie coronarie. È ormai noto in letteratura che uno dei
principali fattori di rischio di aterosclerosi è la
dislipidemia e in particolare un alterato rapporto
ApoB/ApoA1. L’apolipoproteina B è la principale proteina
costituente le lipoproteine a bassa densità, le LDL, che
normalmente vengono misurate di routine all’interno del
profilo lipidico nei laboratori di biochimica clinica. Le
evoluzioni delle tecniche di laboratorio hanno permesso

l’identificazione ed la misura di altri tipi di LDL di
particolare interesse clinico, quali le LDL piccole e dense
(sdLDL) e le LDL ossidate (oxLDL) (30). Recenti studi,
infatti, hanno focalizzato l’attenzione sulle sdLDL,
dimostrando che i pazienti con cardiopatia ischemica
presentavano in circolo LDL con dimensioni
significativamente più piccole rispetto ai controlli di pari
età, sesso ed etnia. Questo sottotipo di LDL è risultato,
quindi, essere un importante predittore di infarto del
miocardio e di complicanze ad esso correlate (31).

Si ritiene infatti che le sdLDL siano particolarmente
aterogeniche. Possiedono, infatti, un’elevata capacità di
permeare l’endotelio vascolare, dovuta alla loro esigua
taglia, e una diminuita affinità per il recettore delle LDL
che ne permetterebbe l’immagazzinamento a livello
cellulare. Hanno, inoltre, un’aumentata suscettibilità
all'ossidazione che le porta a trasformarsi in oxLDL, che
sono responsabili dell’attivazione dei meccanismi della
chemiotassi, della penetrazione di cellule infiammatorie
a livello subendoteliale e, quindi, della formazione della
placca aterosclerotica. È stato anche documentato che
le sdLDL vengono degradate più lentamente rispetto alle
lipoproteine a densità intermedia rimanendo più a lungo
nella circolazione sanguigna. Nel gruppo delle LDL, le
sdLDL e la loro forma ossidata, le oxLDL rivestono,
dunque, un ruolo preminente nei meccanismi di
formazione della placca aterosclerotica e, quindi, elevati
livelli plasmatici di questi sottotipi di lipoproteine
contenenti Apo B sono associati ad una maggiore
incidenza di sindromi coronariche acute. Le tecniche di
medicina di laboratorio sono fondamentali per consentire
una  corretta determinazione delle sdLDL e delle oxLDL.
La biochimica clinica può sempre di più avere un ruolo
cruciale nella diagnosi precoce di aterosclerosi
coronarica e, ancora di più, per monitorare nel tempo i
livelli di sdLDL e di oxLDL in seguito a modifiche dello
stile, quali un aumento dell’esercizio fisico o un regime
dietetico (32), o approcci farmacologici per ridurre il
rischio cardiovascolare (33).

YOUNG SCIENTISTS: GLI SPECIALISTI DI
DOMANI 

I giovani professionisti e ricercatori in Medicina di
Laboratorio affrontano molte sfide durante la loro
carriera. Ottenere una buona formazione è solo il primo
passo; per riuscire davvero, è necessario acquisire una
serie di competenze multidisciplinari che abbracciano
non solo un particolare campo medico, ma anche la
capacità di collegarlo ad un quadro più ampio di
conoscenze. Nell'era della globalizzazione, è, inoltre,
indispensabile comprendere l'importanza del
collegamento in rete e della cooperazione con i colleghi
di tutto il mondo. Il team è “un gruppo di persone che
lavora attraverso uno sforzo collettivo verso un obiettivo
comune.” Un efficace lavoro di squadra è un ingrediente
essenziale per qualsiasi successo organizzativo. I team
di successo possono aiutare a trasformare
un'organizzazione, aumentare i risultati e realizzare
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obiettivi organizzativi. Ci sono diversi elementi cruciali
nel lavoro di squadra, come la composizione del gruppo,
il lavorare insieme, la motivazione e la leadership
all'interno del gruppo, che contribuiscono a sviluppare,
con successo, risultati di qualità. È fondamentale
sostenere le inestimabili capacità, conoscenze,
esperienze e diversità del personale per sviluppare una
nuova cultura e una nuova visione.

Organizzazioni nazionali ed internazionali come
SIBioC e IFCC stanno promuovendo questi valori
attraverso gruppi di lavoro e task force che riuniscono
persone con idee simili provenienti da tutto il mondo. 

A livello internazionale, la Task Force-Young
Scientists (TFYS) è stata costituita nel 2010 dall'IFCC
per promuovere il contributo essenziale della Medicina di
Laboratorio per l'assistenza sanitaria. Inoltre, la TFYS
sta lavorando con impegno per aiutare la nuova
generazione ad affrontare le sfide nel campo della
Medicina di Laboratorio, mediante la collaborazione con
le altre società nazionali e internazionali. IFCC-TFYS è
in grado di superare le barriere geografiche e culturali e
ha creato un forte gruppo di supporto per giovani
scienziati che coinvolge più di 30 paesi membri dell'IFCC
a livello mondiale. Ciò è reso possibile grazie all’utilizzo
di moderne tecnologie informatiche e dei social media,
quali Facebook, Twitter, Linked In e altri, che permettono
di stabilire connessioni tra i giovani professionisti e
facilitare la loro comunicazione continua.

Inoltre, la TFYS promuove importanti iniziative di
formazione, mediante l’organizzazione di workshop
didattici, programmi di mentoring, corsi di formazione e
webinar per apprendere le prospettive ed i principi di
gestione e leadership di laboratorio, quali "Indagine
IFCC-TFYS", "Programma di mentoring IFCC-TFYS",
"Opuscolo di ricerca", "Young Scientists Awards &
Grants", Webinar e Lab-Surf. 

A livello nazionale, SIBioC ha istituito nel 2017 il
Gruppo di Studio Young Scientists (GdS SIBioC-YS),
con l’obiettivo di favorire la creazione di meccanismi di
cooperazione e programmi di formazione tra giovani
specialisti in Medicina di Laboratorio. Le attività principali
sono la formazione e il training, attraverso
l’organizzazione di convegni ed incontri scientifici,
dedicati a giovani professionisti. Il programma delle
conferenze include una lettura magistrale di un eminente
scienziato della scena internazionale e le moderazioni
delle singole sessioni coordinate da giovani
professionisti congiuntamente ad alcuni mentori senior. I
relatori sono giovani ricercatori che hanno raggiunto
risultati importanti nei campi della Medicina di
Laboratorio e le cui comunicazioni orali sono state
selezionate tra gli abstract inviati. Grande enfasi viene
data anche agli eventi sociali, solitamente organizzati ai
margini della conferenza scientifica, che incoraggiano la
formazione di un gruppo affiatato.

Comunità internazionale di young scientists:
la piattaforma Lab-surfing

In una professione in progressiva evoluzione, i

ricercatori sono alla continua ricerca di opportunità di
apprendimento. I programmi di scambio diventano
essenziali e i ricercatori usano sempre più questo tipo di
progetti. Lab-surfing è una piattaforma internazionale di
comunicazione e connessione tra giovani che lavorano
nell’ambito della Medicina di Laboratorio (per la
consultazione ed iscrizione collegarsi al sito
https://www.lab-surfing.com). La piattaforma sfrutta le
potenzialità del web e degli strumenti informatici per
creare connessioni e reti tra i giovani partecipanti. Lab-
surfing è stato sviluppato a partire dal 2015, grazie ad un
progetto promosso dalla IFCC-TFYS. Il Lab-surfing, in
costante crescita, ha tre obiettivi principali: connettere
giovani professionisti di laboratorio come specializzandi
e ricercatori,  migliorare la comunicazione tra loro,  e
facilitare i programmi di scambio.

È possibile utilizzare Lab-surfing per trovare colleghi
in diverse città, partecipare a programmi di scambio per
periodi di formazione, cercare informazioni e opportunità
in numerosi laboratori e in diverse città, discutere con
altri scienziati. Il sistema è semplice ed intuitivo, e
permette una ricerca per area geografica oppure per
settore scientifico. 

Sono presenti oltre 600 utenti, provenienti da 66
Paesi, per il 90% con una età inferiore a 40 anni. Negli
ultimi tre anni, il numero di iscritti è aumentato in modo
considerevole, grazie alle importanti iniziative di
promozione ed alla attività della IFCC-TFYS. In
particolare, l'Italia si trova all'11a posizione tra i Paesi
membri dell’IFCC per numero di utenti iscritti alla
piattaforma (Figura 2). 

Il futuro della Medicina di Laboratorio è nelle mani di
giovani professionisti che stanno imparando a navigare
nel complicato mondo della medicina moderna, e con gli
strumenti giusti, potranno essere artefici di grandi
conquiste e di importanti traguardi.

CONCLUSIONI

Siamo i testimoni di importantissime innovazioni
tecnologiche in ambito della Medicina di Laboratorio che
stanno producendo una nuova visione dei servizi
sanitari. I giovani professionisti e ricercatori devono
essere preparati a cogliere le innumerevoli opportunità
ed a valutare i rischi che questa innovazione pone. 

La SIBioC, da sempre attenta a favorire
l’innovazione, sostenendo le attività del Gruppo YS,
intende stimolare e favorire la crescita scientifico-
culturale dei soci più giovani perché supportare il
rinnovamento culturale significa dare forma al talento,
alle competenze e alla leadership dei professionisti della
Medicina di Laboratorio di domani. 

Solo una costante preparazione scientifica, lo
scambio di esperienze ed idee con i propri colleghi
attraverso piattaforme e programmi di formazione e lo
scambio culturale permetterà loro di uscire vittoriosi da
questa sfida.
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INTRODUZIONE

La biologia molecolare sta assumendo un ruolo
sempre più rilevante nell’ambito della medicina di
laboratorio e della diagnostica di laboratorio. Dopo la
pubblicazione della prima parte del Glossario, relativa ai
termini di base di biologia molecolare (1), si procede, in
questa seconda parte, alla rassegna delle principali
metodiche di biologia molecolare attualmente in uso
(2,3).

Il recente sviluppo tecnologico, infatti, ha interessato
anche il settore delle biotecnologie: tecnologie sempre
più all’avanguardia e con un sempre più elevato livello di
sensibilità e accuratezza, sono entrate o stanno
entrando nella pratica laboratoristica di routine. 

Allo scopo di fornire un rapido riferimento per le
principali metodiche di biologia molecolare, saranno di
seguito descritti i termini maggiormente utilizzati. Inoltre,
per facilitare il lettore meno esperto, per ciascun termine
è riportato il nome corrispondente in lingua inglese (vedi
anche l’elenco in ordine alfabetico riportato in
Appendice) e, dove disponibile, è riportato il link a lavori
pubblicati su Biochimica Clinica negli ultimi anni, nei
quali il termine viene utilizzato in modo da fornire un
collegamento concreto.

AGGLUTINAZIONE (AGGLUTINATION)

Processo consistente nella combinazione di
anticorpi specifici con antigeni presenti su cellule o
virus che provoca la formazione di aggregati
insolubili.

AMPLIFICAZIONE ALLELE SPECIFICA
(AMPLIFICATION REFRACTORY MUTATION
SYSTEM - ARMS)

Il metodo ARMS è usato per verificare se in un certo
locus è presente una variante di sequenza puntiforme
nota. Si basa sull’impiego di primers sequenza-
specifici: in particolare, si eseguono due reazioni
d’amplificazione sullo stesso campione di DNA ma, in
una è utilizzata la coppia di primer che riconosce la
sequenza wild type (WT), e nell’altra la coppia di primer
che riconosce la sequenza mutata. La specificità
risiede nei primer in quanto di ogni coppia uno solo è
complementare alla sequenza da indagare. Se il DNA è
mutato, solo il primer complementare alla mutazione
puntiforme può legarsi ed essere incorporato negli
amplificati, mentre se la sequenza è normale viene
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incorporato il primer WT.
La presenza o assenza del prodotto di

amplificazione viene controllata mediante elettroforesi
su gel d’agarosio o elettroforesi capillare marcando i
prodotti con fluorocromi diversi.

AMPLIFICAZIONE DEL DNA (DNA
AMPLIFICATION)

È una tecnica di biologia molecolare che permette di
ottenere un elevato numero di copie di uno specifico
frammento di DNA mediante reazione a catena della
polimerasi o PCR (vedi).

AMPLIFICAZIONE DELL’INTERO GENOMA
(WHOLE GENOME AMPLIFICATION - WGA)

L’amplificazione dell’intero genoma o WGA
comprende una serie di metodiche che hanno lo scopo
di ottenere una concentrazione elevata di DNA
genomico partendo da una quantità limitata. 

(D’Argenio V, Tomaiuolo R, Cariati F. Whole genome amplification
on single cell. Biochim Clin 2016;40:293-301)

AMPLIFIED FRAGMENT LENGTH 
POLYMORPHISM (AFLP)

Tecnica per l’identificazione di varianti del DNA che
sono in grado di determinare l’abolizione o la creazione
di siti di restrizione. L’AFLP, infatti, prevede la
digestione del DNA genomico con uno o più enzimi di
restrizione, seguita dall'amplificazione selettiva delle
regioni genomiche target e dalla successiva
separazione elettroforetica su gel per visualizzare le
bande ottenute tramite autoradiografia o fluorescenza.
L’analisi della lunghezza dei frammenti ottenuti in
ciascun campione permetterà di discriminare la
presenza/assenza di una specifica variante nella
sequenza del DNA. La corsa su gel avviene utilizzando
un DNA digerito di riferimento (ladder).

ASO TESTING (ALLELE SPECIFIC
OLIGONUCLEOTIDE - ASO) 

Tecnica per l’identificazione di una specifica
mutazione attraverso l’ibridazione del DNA target con un
oligonucleotide sintetico (ASO) complementare all’allele
mutato e marcato con una sostanza radioattiva o
fluorescente o con un metodo enzimatico.

ASSAY FOR TRANSPOSASE ACCESSIBLE
CHROMATIN SEQUENCING (ATAC-SEQ)

È un metodo alternativo al DNase-seq (vedi)
utilizzato per l'identificazione di regioni aperte
(accessibili) della cromatina, che rappresentano
elementi di regolazione del DNA. L’ATAC-seq utilizza
una transposasi ingegnerizzata ad elevata attività (Tn5)

in grado di tagliare il DNA genomico in corrispondenza
delle regioni accessibili, e contemporaneamente di
legare specifici primer universali (adattatori), necessari
per il successivo sequenziamento, alle estremità dei
frammenti di DNA genomico ottenuti (tagmentation). I
frammenti ottenuti vengono amplificati mediante PCR in
modo da ottenere una libreria da sequenziare
utilizzando piattaforme per il sequenziamento ad
elevata produttività o NGS (vedi).

BANDEGGIO DEI CROMOSOMI
(CHROMOSOME BANDING)

Tecniche di colorazione che permettono di
distinguere, in ciascun cromosoma, regioni con diversa
intensità di colorazione determinando una caratteristica
successione di bande lungo l’asse principale di ciascun
cromosoma. In questo modo, è possibile riconoscere
ciascuna coppia di cromosomi e identificare la presenza
di eventuali alterazioni cromosomiche. Le tecniche di
bandeggio prevedono la denaturazione del DNA o, in
alternativa, una fase di digestione enzimatica.
Successivamente, si utilizzano coloranti specifici in
grado di legare il DNA con elevata affinità per regioni
ricche in AT (adenina e timina) o GC (guanina e
citosina). In base al tipo di trattamento effettuato, si
distinguono diversi tipi di bandeggio detti G (digestione
enzimatica e colorazione con Giemsa), Q (digestione
enzimatica e colorazione con Quinacrina), R
(denaturazione ad elevata temperatura e colorazione
con Giemsa) e C (denaturazione in soluzione di
idrossido di bario e colorazione con Giemsa).

BEAMING PCR 

Tecnica di Digital PCR (vedi) che combina
l’amplificazione in emulsione con biglie magnetiche alla
citofluorimetria e permette l’identificazione e la
quantizzazione di varianti rare del DNA. Pertanto, tale
metodica è utilizzata in campo oncologico per
l’identificazione di mutazioni somatiche a bassa
frequenza, nel DNA circolante del paziente analizzato.

BLOTTING (BLOTTING) 

Tecnica di rivelazione basata sulla separazione di
macromolecole mediante corsa elettroforetica su gel di
agarosio o di poliacrilamide e successivo trasferimento
su una membrana di nylon o di nitrocellulosa. Le
macromolecole così fissate possono essere rilevate
mediante l’uso di sonde fluorescenti o radioattive.

CARIOTIPO (KARYOTYPE)

Il cariotipo o analisi cromosomica è un test in grado
di valutare la struttura ed il numero dei cromosomi di un
individuo con lo scopo di ricercare eventuali anomalie
quali/quantitative. I cromosomi vanno sottoposti a
tecnica di bandeggio (vedi). Grazie all’utilizzo del
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microscopio ottico è possibile valutare la lunghezza, la
posizione dei centromeri, il pattern di bandeggio,
differenze tra i cromosomi ed eventuali caratteristiche
fisiche. 

L’esecuzione di un cariotipo richiede l’isolamento di
cellule dal campione da analizzare (ad esempio i linfociti
nel sangue periferico). Le cellule isolate vengono messe
in coltura (vedi), bloccate in metafase e trattate con
sostanze in grado di colorare i cromosomi in modo che
possano essere valutati al microscopio.

CHROMATIN IMMUNOPRECIPITATION
SEQUENCING (CHIP SEQ)   

È un metodo che permette di studiare le interazioni
tra proteine e DNA combinando l’immunoprecipitazione
della cromatina o ChIP (vedi) con il sequenziamento ad
elevata produttività o NGS (vedi), al fine di individuare e
sequenziare i siti di legame al DNA di una specifica
proteina di interesse.

CITOMETRIA A FLUSSO (FLOW CYTOMETRY)

Metodica di laboratorio che permette di contare e
analizzare cellule in sospensione utilizzando una luce
laser. Le cellule vengono fatte fluire nello strumento
(citometro) e colpite dal raggio laser; diversi rilevatori,
strategicamente posizionati, capteranno la luce diffusa
dalla cellula in transito fornendo all’operatore una serie
d’informazioni sulla morfologia di ogni singola cellula
analizzata (vitalità, dimensioni, complessità, fenotipo, e
quant’altro). Inoltre, utilizzando anticorpi monoclonali
legati a differenti fluorocromi, è anche possibile
identificare cellule che esprimono uno o più marcatori di
membrana specifici (citofluorimetria). Tale tecnica può
essere anche accoppiata a sistemi di conta di target
molecolari, come avviene nella tecnologia BEAMing
PCR (vedi).

(Flow citometry for screening acute urinary tract infections and
differentiation between Gram positive and Gram negative
bacteria. Biochim Clin 2014;38:625-9)

CLONAGGIO (CLONING)

Insieme di tecniche di biologia molecolare che,
attraverso l’assemblaggio di molecole ricombinanti,
permettono di ottenere molte copie identiche di una
sequenza nucleotidica mediante l'inserimento in un
opportuno vettore. Clonando un gene è possibile, ad
esempio, ottenere notevoli quantità di un'informazione
genetica, presente in duplice copia in un organismo
diploide, per studiarne le caratteristiche a livello molecolare
oppure per trasferirlo da un organismo a un altro.

CLONAZIONE (CLONATION) 

Insieme di tecniche che permettono la produzione di
una o più repliche genetiche di una cellula o di un intero
organismo. Generalmente, si utilizza il nucleo di una

cellula somatica prelevata da un organismo multicellulare
da clonare e che viene trasferito in una cellula uovo della
stessa specie, ma privata del nucleo, per generare uno o
più individui geneticamente identici. Si distinguono due
tipi di clonazione: riproduttiva mediante la quale si
ottengono individui geneticamente identici ad altri
originati attraverso il medesimo processo o già presenti in
natura, e terapeutica utilizzata per la sostituzione di
tessuti od organi difettivi.

COLTURE CELLULARI (CELL COLTURE)

Insieme di metodiche di laboratorio attraverso le quali
è possibile far crescere e proliferare, in ambienti
controllati, cellule procariotiche o eucariotiche. Una
coltura cellulare prevede l’isolamento di uno specifico
gruppo di cellule seguito da un’incubazione su terreni e
fattori di crescita specifici per ciascuna tipologia di cellula
che si intenda coltivare.

COMPLEMENTAZIONE IN VITRO (IN VITRO
COMPLEMENTATION)

Saggio per verificare se due mutazioni recessive
sono in cis (ossia sullo stesso allele) o in trans (ossia
ciascuna su un allele diverso) in base all’attività della
proteina e al fenotipo che ne deriva. L’assenza di attività
della proteina, associata al fenotipo mutato, indica
assenza di complementazione e che le due mutazioni
sono ciascuna su un allele diverso, determinando due
prodotti non funzionali. Viceversa, la presenza di attività
residua della proteina, associata al fenotipo WT, indica
la presenza di complementazione e che le due
mutazioni sono sullo stesso allele, determinando un
allele non funzionale compensato dall’altro che resta
funzionale. 

CRISPR/CAS9 

Tecnica utilizzata per l’editing del genoma (vedi) che
sfrutta la capacità dell’endonucleasi Cas9 di introdurre
tagli all’interno della doppia elica del DNA. L’attività di
taglio della proteina Cas9 viene programmata utilizzando
una molecola di RNA, precedentemente scelta
dall’operatore, che funge da guida e si associa a delle
sequenze di DNA bersaglio, guidando i tagli della regione
interessata. A questo punto, grazie alla ricombinazione
omologa, la cellula provvederà a riparare la rottura
utilizzando un DNA esogeno.

Grazie a questa tecnica è possibile, ad esempio,
eliminare sequenze di DNA dannose dal genoma
bersaglio oppure sostituire delle sequenze, correggendo
mutazioni o varianti patogenetiche che sono causa di
malattie.

CRISTALLOGRAFIA A RAGGI X (X-RAY
CRYSTALLOGRAPHY)

Tecnica per determinare la disposizione
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tridimensionale degli atomi di una molecola basata sullo
schema di diffrazione di raggi X che passano attraverso
il reticolo atomico di un cristallo. Permette di studiare la
struttura e il funzionamento di molecole quali, ad
esempio, DNA e proteine.

CROMATOGRAFIA (CHROMATOGRAPHY)

Tecnica biochimica in cui le componenti di una
miscela sono separate in base a carica, dimensioni o
altre proprietà, che ne determinano la distribuzione
attraverso 2 fasi: una in movimento e una stazionaria. In
base al tipo di fase utilizzata si distinguono differenti tipi
di cromatografie: gascromatografia (GC), cromatografia
liquida (LC), cromatografia su strato sottile (TLC),
cromatografia a scambio ionico (IEC), cromatografia di
esclusione molecolare (EC). In questi gruppi è possibile
classificare ulteriormente le tecniche; ad esempio, la LC
si suddivide in cromatografia liquida ad alta prestazione
(HPLC) e cromatografia liquida classica. 

(Sviluppo di un metodo in cromatografia liquida associata alla
spettrometria di massa tandem per valutare la permeabilità
intestinale nella pratica clinica. Biochim Clin 2017;41:60-3)

(Validazione del dosaggio delle metanefrine plasmatiche
mediante cromatografia liquida associata alla spettrometria di
massa tandem. Biochim Clin 2017;41:50-9)

DEP-ARRAY 

Il DEP-array è una nuova tecnica in grado di
selezionare, isolare e raccogliere singole cellule (4);
utilizza un chip microelettrico costituito da un elevato
numero di elettrodi e sensori tra loro indipendenti.
Ciascun chip può analizzare fino ad un massimo di
10 000 singole cellule contemporaneamente. Questo
dispositivo permette la cattura e la manipolazione di
diverse cellule grazie a “trappole” dinamiche
dielettroforetiche, generate dal chip di silicone e
controllate da un’interfaccia elettronica. Il campione
viene caricato sul chip e i sensori sia elettrostatici che
ottici elaborano un’immagine pixel, in cui ciascun pixel
corrisponde ad un singolo microsito sul chip. In questo
modo, è possibile determinare le coordinate di ogni
elemento presente sul chip, che vengono poi integrate
dal software di controllo permettendo cosi la selezione
delle cellule d’interesse. Le cellule isolate possono
essere sottoposte ad ulteriori analisi molecolari.

DIGITAL PCR (DPCR) 

Evoluzione della PCR (vedi) che permette di
amplificare e quantizzare acidi nucleici. La caratteristica
principale della dPCR è che la reazione di amplificazione
viene ripartita in un elevato numero di micro-reazioni
fisicamente separate (utilizzando piastre, capillari o oli in
emulsione) e che, di conseguenza, si amplificano in
maniera indipendente. Pertanto, utilizzando primer
marcati con sostanze fluorescenti, è possibile contare il

numero di molecole in cui l’amplificazione è avvenuta
correttamente. I risultati vengono poi sottoposti ad un
calcolo di distribuzione statistica (distribuzione di
Poisson), risalendo in questo modo al numero di
molecole target presenti nel campione iniziale.

DNA TRANSFER 

Vedi Southern blot.

DNASE I HYPERSENSITIVE SITES 
SEQUENCING (DNASE-SEQ)

Metodo che, sfruttando le tecnologie di
sequenziamento ad elevata produttività o NGS (vedi),
permette di studiare le regioni regolatorie del DNA.
Infatti, attraverso il trattamento con la DNasi I, le regioni
accessibili della cromatina vengono arricchite dal DNA
genomico e sequenziate.

EDITING DEL GENOMA UMANO (GENOME
EDITING)

Viene definito editing del genoma umano la capacità
di modificare o sostituire parti della sequenza del DNA
degli organismi viventi utilizzando diverse tecniche
come, ad esempio, la CRISPR/Cas9 (vedi).
Generalmente, tali metodiche si basano sull’impiego di
cosiddette “forbici molecolari”, ossia sistemi in grado di
introdurre tagli nella sequenza del DNA e poi inserire,
eliminare o sostituire porzioni di questa sequenza con
altre. Tali metodiche, pertanto, permettono di correggere
eventuali alterazioni della sequenza del DNA (mutazioni)
che sono responsabili di uno specifico fenotipo
patologico e stanno aprendo nuove importanti
prospettive per la terapia genica di diverse patologie. 

ELETTROFORESI (ELECTROPHORESIS)

Tecnica analitica che permette di separare molecole
elettricamente cariche attraverso il loro passaggio in una
matrice a cui viene applicato un campo elettrico. In base
alla matrice e al sistema di rilevamento utilizzato si
distinguono diverse tipologie di elettroforesi
caratterizzate da differenti livelli di sensibilità e
accuratezza di rilevamento.

ELETTROFORESI CAPILLARE (CAPILLARY
ELECTROPHORESIS)

È un’alternativa all’elettroforesi su gel per la
separazione di frammenti di DNA. L’elettroforesi capillare
utilizza le cariche ioniche e le forze di frizione per
separare diverse molecole in una miscela. A differenza
dell’elettroforesi tradizionale, in questa tecnica la
separazione si basa sull’eluizione del campione
all'interno di un piccolo capillare riempito con un elettrolita
in presenza di un campo elettrico. Un rilevatore a UV
viene comunemente utilizzato per l’analisi dei risultati.
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(Valutazione delle caratteristiche analitiche di un nuovo
strumento per l’elettroforesi capillare delle proteine sieriche.
Biochim Clin 2014;38:295-301)

ELETTROFORESI SU GEL (GEL ELECTRO-
PHORESIS)

È una tecnica classicamente utilizzata per la
separazione di molecole che possiedono gruppi o residui
ionizzabili, come gli acidi nucleici e le proteine, in base alla
carica elettrica e alle loro dimensioni. L’elettroforesi sfrutta
la diversa velocità di migrazione di molecole cariche sotto
l’influenza di un campo elettrico; la velocità con la quale le
particelle si muoveranno dipenderà dal supporto scelto,
dal campo elettrico applicato, dal tampone utilizzato e
dalle caratteristiche delle particelle, in funzione del
rapporto massa/carica.

Il gel d’agarosio è un supporto gelatinoso, solitamente
utilizzato per la separazione di acidi nucleici, che viene
preparato attraverso ebollizione in uno specifico tampone.
La soluzione, così preparata, è versata in un apposito
stampo dove avverrà la gelificazione e dove, con un
pettinino verranno ricavati degli appositi spazi, pozzetti,
per il caricamento dei campioni. Il gel viene poi immerso
in un tampone e, una volta caricati i campioni, verrà
applicato un campo elettrico per indurre la migrazione
degli acidi nucleici carichi negativamente verso il polo
positivo (anodo) in base alla loro massa. Per la rilevazione
dei campioni viene utilizzato l’etidio bromuro, molecola
fluorescente intercalante del DNA e una lampada UV.
Frammenti lineari piccoli migreranno più velocemente di
quelli grandi; invece, a parità di peso molecolare, il DNA
circolare migra più velocemente del DNA lineare. In
alternativa all’etidio bromuro (agente considerato
cancerogeno), possono essere utilizzati altri intercalanti
fluorescenti (LC-green, picogreen, SYBR green).

L’elettroforesi su gel di poliacrilammide, invece, viene
maggiormente utilizzata per la separazione di proteine e si
ottiene dalla polimerizzazione di molecole di acrilammide
mediante formazione di legami crociati in presenza di
metilen-bis-acrilammide. Questo gel è formato da due
parti: lo stacking gel e il running gel. Il primo, posto nella
parte superiore, è la porzione di gel dove vengono creati i
pozzetti di caricamento; il secondo invece è la porzione di
gel dove avviene la vera e propria corsa elettroforetica che
consente di separare il campione di interesse in base alle
sue dimensioni. Alla fine della corsa i campioni verranno
resi visibili mediante utilizzo di metodi in grado di colorare
le molecole separate.

ELETTROFORESI SU GEL CON GRADIENTE
DI DENATURAZIONE - (DENATURING
GRADIENT GEL ELECTROPHORESIS DGGE) 

La DGGE è un’elettroforesi su gel di acrilammide in
condizioni denaturanti che separa i frammenti di DNA in
base alle differenti proprietà di dissociazione o melting.
In questo modo, è possibile distinguere gli omoduplex
(ossia frammenti di DNA perfettamente complementari

tra loro) dagli eteroduplex (ossia frammenti di DNA che
presentano almeno un errato appaiamento delle basi tra
i due filamenti) e individuare la presenza di varianti del
DNA. Tale tecnica è ormai in disuso in quanto poco
riproducibile e operatore dipendente. 

ESTRAZIONE DI ACIDI NUCLEICI (NUCLEIC
ACID EXTRACTION)

L’isolamento e la purificazione degli acidi nucleici
rappresentano una fase preliminare, fondamentale per
la maggior parte delle applicazioni di biologia
molecolare, che richiedono una precisa quantità di DNA
o RNA con adeguate caratteristiche di purezza e
qualità. Indipendentemente dal campione biologico di
partenza (che possono richiedere specifici
accorgimenti), l’estrazione degli acidi nucleici prevede
le seguenti fasi consecutive: la lisi delle cellule, che
consente il rilascio degli acidi nucleici; l’inattivazione
delle nucleasi cellulari, che previene la degradazione
del DNA/RNA; la separazione delle proteine e di tutti i
contaminanti che potrebbero interferire con le
successive fasi di analisi del campione; il recupero
dell’acido nucleico mediante precipitazione e
successiva risospensione nel tampone di eluizione
finale. Una volta conclusa l’estrazione verrà valutata la
qualità e la quantità degli acidi nucleici. Attualmente,
esistono diversi kit commerciali che permettono
l’estrazione di acidi nucleici a partire da diverse tipologie
e quantità di campione biologico, nonché numerosi
sistemi di automazione per l’estrazione in parallelo di
numerosi campioni.

FINGERPRINTING DEL DNA (DNA
FINGERPRINTING)

Insieme di metodiche che, attraverso l'analisi di una
serie di specifici marcatori molecolari, permettono di
ottenere un profilo univoco, tipico di un individuo, in
modo da renderlo riconoscibile e identificare similitudini
e differenze rispetto ad altri individui. I marcatori
molecolari utilizzati possono essere polimorfismi di
sequenza o di lunghezza (STR). Il fingerprinting del
DNA viene utilizzato, ad esempio, per valutare profili di
compatibilità in caso di trapianto di organi, per
l’identificazione di resti umani, nell’identificazione della
paternità e in medicina legale.

FLUORESCENCE RESONANCE ENERGY
TRANSFER (FRET)

Tecnica utilizzata per studiare la struttura di molecole
biologiche in rapporto tra loro. In questa metodica,
l'emissione da parte di un fluoroforo eccitato (donatore)
viene catturata da un secondo fluoroforo (accettore),
posizionato vicino al primo, che emette un segnale
fluorescente che può essere rilevato dall’operatore. La
reazione avviene solo se i due fluorofori sono a distanza
ravvicinata. Questa metodica viene utilizzata, ad
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esempio, per studiare i cambiamenti conformazionali di
una molecola, l’attività delle proteasi e la permeabilità di
membrana. Il principio della FRET, inoltre, viene anche
sfruttato da alcuni protocolli di real time PCR (vedi) che
utilizzano specifiche coppie di primer, ciascuno marcato
con uno dei due fluorocromi; solo l’appaiamento corretto
dei due primer permetterà ai due fluorofori di trovarsi alla
giusta distanza per l’emissione della fluorescenza.

FORMALDEHYDE-ASSISTED ISOLATION OF
REGULATORY ELEMENTS SEQUENCING
(FAIRE-SEQ)

Metodo che permette di studiare le regioni
regolatorie del DNA. Si basa sull’isolamento del DNA
non presente nei nucleosomi attraverso trattamento con
formaldeide. I frammenti di DNA genomico così arricchiti
possono essere sequenziati mediante tecnologie di
sequenziamento ad elevata produttività o NGS (vedi).

HIGH RESOLUTION MELTING ANALYSIS -
(HRMA) 

Metodica di biologia molecolare che permette di
identificare in maniera rapida e accurata variazioni di
sequenza presenti in una molecola di DNA a doppio
filamento. L’HRMA è un metodo post-PCR basato
sull’analisi delle curve di dissociazione (o melting) di un
prodotto di PCR. In particolare, la regione genomica
d’interesse viene amplificata aggiungendo alla reazione
di amplificazione molecole fluorescenti in grado di legare
il DNA a doppio filamento. Pertanto, durante
l’amplificazione si avrà un aumento esponenziale della
fluorescenza che corrisponde all’aumento della
concentrazione dell’amplicone. Al termine della PCR, il
prodotto di amplificazione viene riscaldato gradualmente
da circa 50°C fino a 95°C. L’aumento della temperatura
determinerà la denaturazione dell’amplicone e,
conseguentemente, la riduzione della fluorescenza.
L’andamento della fluorescenza in funzione della
temperatura rappresenta la curva di melting. Dal
momento che anche la sostituzione di una singola base
nucleotidica è in grado di modificare la dissociazione di
un amplicone, l’analisi delle curve di melting può essere
usata per l’identificazione di queste varianti.

IBRIDAZIONE FLUORESCENTE IN SITU
(FLUORESCENT IN SITU HYBRIDIZATION-
FISH)

È una tecnica citogenetica che permette di rilevare
eventuali alterazioni cromosomiche (presenza o assenza
di specifiche regioni di DNA) nei nuclei cellulari durante
l’interfase. 

Il principio sul quale si basa questa tecnica è
l’ibridazione di specifiche sonde (probe),
opportunatamente marcate con sostanze fluorescenti, ad
una sequenza di DNA complementare ad esse; per
verificare l’avvenuta ibridazione tra sonda e cromosoma

si utilizzano tecniche di microscopia a fluorescenza. 

IBRIDAZIONE GENOMICA COMPARATIVA
(COMPARATIVE GENOMIC HYBRIDIZATION-
CGH)

Tecnica che permette di studiare l’intero genoma di un
individuo nella stessa seduta analitica al fine di
identificare eventuali alterazioni del numero di cromosomi
(aneuploidie o poliploidie) o di identificare alterazioni del
numero di copie (copy number variant o CNV) di regioni
cromosomiche di dimensioni variabili, quale
conseguenza di eventi di duplicazione o delezione.

Questa tecnica si basa sull’ibridazione competitiva di
due genomi marcati in maniera differente a cromosomi in
metafase. I due genomi utilizzati sono, generalmente, il
DNA del soggetto in esame (DNA test) e il DNA di un
soggetto sano che funge da controllo (reference DNA).
Durante il processo analitico questi due DNA sono
marcati con molecole fluorescenti diverse, generalmente
viene utilizzato un fluorocromo rosso per il DNA test e
quello verde per il reference DNA, in modo da
consentirne l’identificazione al termine dell’analisi.
Successivamente, i due DNA vengono incubati con i
cromosomi in metafase. Il risultato, dopo questa fase di
ibridizzazione, sarà l’emissione di due distinti segnali
fluorescenti le cui intensità saranno misurate
confrontando i segnali emessi dal DNA campione e dal
DNA di riferimento da uno specifico rilevatore.

IBRIDAZIONE GENOMICA COMPARATIVA SU
ARRAY - (ARRAY COMPARATIVE GENOMIC
HYBRIDIZATION - ACGH)

Rappresenta un’evoluzione del tradizionale CGH
(vedi). In questo caso, l’analisi cromosomica comparativa
viene effettuata mediante micro-array, per esaminare
simultaneamente loci multipli e identificare la perdita o
l’acquisto di tratti cromosomici di lunghezza variabile. Nel
CGH, infatti, i DNA (test e reference), marcati con
specifiche molecole fluorescenti, verranno ibridati su un
microarray costituito da un supporto di vetro la cui
superficie è coperta di un elevato numero di sonde che
sono complementari a loci specifici di ciascun
cromosoma, in modo da coprire l’intero genoma umano.
Il risultato sarà in questo caso più preciso rispetto alla
tecnica tradizionale e la lettura degli array avverrà
mediante uno scanner apposito. L’immagine prodotta
sarà poi esaminata con un software che effettuerà
un’analisi comparativa tra le intensità di fluorescenza
emesse dai due DNA al fine di evidenziare variazioni del
numero di copie. Attualmente, esistono diversi tipi di array
con differente risoluzione in base alla tipologia di probe
presenti sul vetrino; array ad alta risoluzione permettono
di identificare CNV anche molto piccoli presenti nel
genoma (circa 100 kilobasi).
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IMMUNOPRECIPITAZIONE DELLA CROMATINA
(CHROMATIN IMMUNOPRECIPITATION - CHIP) 

È un metodo per rilevare interazioni proteina-DNA in
vivo, che viene utilizzato in particolar modo per
identificare i target genomici di specifiche proteine con
attività regolatoria (fattori di trascrizione). In generale, la
ChIP prevede il trattamento delle cellule con una
sostanza in grado di favorire il legame tra DNA e
proteine (come ad esempio la formaldeide), la
frammentazione della cromatina e
l'immunoprecipitazione della proteina di interesse
mediante un anticorpo specifico. I frammenti di DNA
immunoprecipitati rappresentano i siti di legame della
proteina oggetto di studio nel genoma e, una volta
separati dalle proteine (crosslinking), possono essere
caratterizzati mediante sequenziamento con protocollo
di ChIP-Seq (vedi).

ISOLAMENTO DI SINGOLE CELLULE 
(SINGLE CELL ISOLATION)

L'isolamento cellulare è un processo di separazione,
delle singole cellule viventi, da un tessuto solido o da
una sospensione cellulare. Alcuni tipi di cellule
richiedono tecniche specifiche per essere separate in
singole cellule. Le attuali tecniche per l’isolamento di
singole cellule possono essere classificate in diversi
gruppi: il primo si basa su proprietà fisiche come
dimensioni, densità, cambiamenti elettrici e
deformabilità, e utilizza metodi quali la centrifugazione a
gradiente di densità, la filtrazione a membrana e le
piattaforme di cattura basate su microchip; il secondo
gruppo si basa su caratteristiche biologiche cellulari e
comprende metodi di affinità (sfere, piastre, fibre) o
tecniche di sorting cellulare basate sull’espressione di
specifiche proteine di membrana; il terzo si basa
sull’utilizzo di specifici anticorpi che ne permettono
l’arricchimento dal campione biologico, la colorazione
con altri anticorpi (ad esempio anticorpi anti-
citocheratine e tracciante nucleare DAPI [4',6-diamidin-
2-fenilindolo]) e la successiva visualizzazione
digitalizzata su microscopi a fluorescenza. Tale
approccio risulta oggi automatizzato su diverse
piattaforme tecnologiche. A seguito dell'isolamento, è
possibile eseguire ulteriori indagini molecolari sulle
singole cellule isolate.

KNOCK-OUT GENICO 
(GENE KNOCK-OUT)

Tecnica utilizzata per silenziare uno specifico gene
eliminandone, di conseguenza, la funzione.
Generalmente, un knock-out genico si ottiene in vitro
sostituendo il gene target con un suo derivato inattivo,
mediante ricombinazione omologa. Questa modifica,
integrata nel genoma, si trasmette stabilmente alle
cellule figlie per cui le cellule modificate possono essere
inoculate in vivo in modelli animali (generalmente topi)

per ottenere individui knock-out per il gene di interesse.
In questo modo è possibile studiare le funzioni del gene
target verificando gli effetti che la sua assenza
determina sull’ organismo.

METHYLATION SEQUENCING  (METHYL-SEQ)

Metodo per studiare la metilazione del DNA
sfruttando le tecnologie di sequenziamento ad elevata
produttività o NGS (vedi). In particolare, il DNA genomico
è trattato con bisulfito in modo da convertire in uracile i
residui di citosina non metilati. Successivamente si
procede alla preparazione di una libreria di frammenti di
DNA da sottoporre a sequenziamento di tipo NGS. 

MICROARRAY 

È un insieme di migliaia di oligonucleotidi (sonde o
probe) di DNA o RNA adesi alla superficie di un supporto
solido, in modo da poter analizzare simultaneamente la
presenza di più geni all'interno di un campione. I
microarray sfruttano una tecnica di ibridazione inversa in
quanto le sonde sono fissate sul supporto solido e il
campione da testare (target) è marcato con una
molecola fluorescente.

I microarray possono essere utilizzati per analisi di
genomica o di espressione genica. In particolare, per
identificare i polimorfismi a singolo nucleotide o SNP (1)
presenti in un campione di interesse vengono utilizzati gli
SNP microarray . In questo caso, le sonde ibridate sulla
superficie dell’array sono complementari agli SNP
presenti nel genoma. Tale metodologia trova
applicazione non solo in diagnostica molecolare, ma
permette di effettuare anche studi di popolazione e/o di
associazione, analisi di farmacogenomica o analisi di
genetica forense. I microarray di espressione, invece,
permettono di analizzare i livelli di espressione genica di
un campione di interesse rispetto ad un controllo. In
particolare, il confronto tra i profili di espressione genica
di individui affetti e non affetti permette di individuare i
geni potenzialmente coinvolti nella patogenesi della
malattia oggetto dello studio. 

MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE
AMPLIFICATION (MLPA)

È una metodica di multiplex PCR (vedi) che permette
di rilevare la presenza di delezioni o duplicazioni (CNV)
in uno o più geni di interesse. L’MLPA si basa sull’utilizzo
di specifiche sonde (probe), ossia sonde
oligonucleotidiche, disegnate in modo tale da essere
complementari a due regioni contigue sul gene target e
contenenti all’estremità 3’ e 5’ sequenze universali che
fungono da primer. La peculiarità dell’MLPA, infatti,
risiede nel fatto che le sonde ibridizzate al DNA
genomico sono amplificate e quantizzate. In particolare,
il DNA genomico viene denaturato e incubato con le
sonde per favorirne l’ibridazione; una volta avvenuta
l’ibridazione, la DNA ligasi unirà le due sonde contigue,
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generando una sonda completa che sarà amplificata. I
prodotti di PCR ottenuti saranno separati e quantificati
mediante elettroforesi capillare, permettendo così la
valutazione di eventuali delezioni o duplicazioni. Ai fini
dell’analisi di campioni clinici, è necessario utilizzare, in
ciascuna corsa effettuata, dei campioni di DNA normali
contro i quali confrontare i campioni da analizzare.

MULTIPLEX-PCR 

Evoluzione della tradizionale PCR (vedi) che
permette l’amplificazione simultanea di diverse regioni
genomiche target, attraverso l’utilizzo di diverse coppie
di primer nella stessa reazione di amplificazione. 

NORTHERN BLOT 

Con questa tecnica l’RNA viene separato
elettroforeticamente su gel e trasferito su una membrana
alla quale viene aggiunta una sonda marcata che
legherà, in maniera specifica, l’RNA d’interesse.

PIROSEQUENZIAMENTO (PYROSEQUENCING)

Tecnica di sequenziamento del DNA (vedi) che
sfrutta la capacità della luciferasi di generare un segnale
luminoso in presenza di ATP a seguito
dell’incorporazione di un nucleotide in un filamento di
DNA in elongazione, ad opera della DNA polimerasi.
Infatti, durante la sintesi di un filamento di DNA, la DNA
polimerasi incorporerà un nucleotide complementare al
filamento di DNA templato. Questa reazione determina il
rilascio di una molecola di pirofosfato. Il pirofosfato viene
utilizzato dall’enzima sulfurilasi per sintetizzare una
molecola di ATP a partire da adenosinasolfofosfato.
L’ATP viene utilizzato dalla luciferasi per ossidare la
luciferina ad ossiluciferina e generare un segnale
luminoso che viene rilevato da una specifica camera. I 4
nucleotidi vengono aggiunti in maniera ciclica in modo
che sia possibile dedurre ad ogni ciclo la corrispondenza
tra nucleotide e segnale luminoso.

REAL-TIME PCR 

La PCR Real time è un’evoluzione della tradizionale
PCR (vedi). Si tratta di è una metodica che consente la
simultanea amplificazione e quantizzazione di un
frammento di un acido nucleico (DNA o RNA) target,
ovvero permette di stimare la quantità di amplificato
durante la fase esponenziale di ogni ciclo della PCR,
monitorandone la variazione. A tale scopo sono
comunemente utilizzate delle colorazioni fluorescenti
che intercalano con il DNA (ad esempio, il SYBR green)
o specifiche sonde che emettono fluorescenza una volta
ibridate con il DNA (ad esempio, le sonde TaqMan).

REAZIONE A CATENA DELLA POLIMERASI
(POLYMERASE CHAIN REACTION - PCR)

Tecnica utilizzata per amplificare in maniera
esponenziale regioni specifiche del DNA. Si basa
sull’attività della DNA polimerasi e sull’utilizzo di primer
specifici, disegnati in modo da essere complementari
alle regioni fiancheggianti la sequenza di DNA
d’interesse e che s’intende studiare. Pertanto,
presupposto fondamentale della PCR, è che almeno le
sequenze alle due estremità della regione di interesse
devono essere note. La reazione di PCR prevede
un’iniziale denaturazione del DNA genomico in modo da
separare i due filamenti di DNA che serviranno da
templato per la DNA polimerasi. Successivamente,
avviene l’annealing, ossia l’ibridazione dei primer alle
loro sequenze complementari su ciascuno dei due
filamenti di DNA denaturati, in modo da consentire alla
polimerasi di sintetizzare i nuovi filamenti di DNA
(elongazione). Questo processo viene ripetuto per un
certo numero di cicli moltiplicando esponenzialmente la
quantità di DNA target.

REVERSE DOT BLOT 

È una metodica rapida per la ricerca simultanea di
più mutazioni note. Si basa sull’immobilizzazione su una
membrana di nitrocellulosa di più oligonucleotidi,
complementari alle sequenze WT e mutate per diverse
mutazioni causative di una patologia da testare. Il DNA
genomico, amplificato utilizzando primer biotinilati, viene
incubato con la membrana per favorirne l’ibridazione alle
sonde. L’avvenuta reazione sarà visualizzata mediante
l’aggiunta di streptavidina coniugata con fosfatasi
alcalina in grado di metabolizzare un substrato
cromogeno con formazione di un precipitato
viola/marrone in caso di avvenuta ibridazione.

RNA SEQUENCING (RNA-SEQ)

L’RNA sequencing (RNA-Seq) è un insieme di
metodologie che, sfruttando le piattaforme di
sequenziamento ad elevata produttività o NGS (vedi),
permette di studiare e quantizzare gli RNA (codificanti e
non codificanti) presenti in un determinato campione
biologico, in un dato momento o condizione. 

I protocolli di RNA-Seq variano in base alla tecnica
scelta e alla tipologia di RNA che si intende studiare,
anche se mantengono tutti alcuni principi generali
comuni. I campioni di RNA vengono estratti, quantizzati
e sottoposti a verifica qualitativa per valutarne l’integrità.
Segue, quindi, una fase di arricchimento/deplezione che
permette di selezionare le popolazioni di RNA che si
intende studiare. E' possibile, ad esempio, arricchire gli
RNA messaggeri sfruttando la coda di poli(A) o
effettuare una deplezione degli RNA ribosomali.
Successivamente, gli RNA isolati sono retrotrascritti in
cDNA che viene utilizzato per ottenere una libreria di
frammenti per le successive analisi di NGS (vedi).
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SAGGIO IMMUNO ADSORBENTE LEGATO 
AD UN ENZIMA (ENZYME LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY - ELISA)

La tecnica di saggio immuno assorbente legato a un
enzima, o ELISA, è solitamente utilizzata in
immunometria per rilevare e quantizzare in un
determinato campione la presenza di una sostanza
(antigene) utilizzando un anticorpo specifico legato ad
un enzima. Negli anni sono stati sviluppati due metodi
differenti: diretto e indiretto; nel primo viene rilevata la
presenza di un antigene, nel secondo la presenza di un
anticorpo contro un dato antigene.

SAGGIO OLA (OLIGONUCLEOTIDE LIGATION
ASSAY)

Il saggio OLA è stato proposto per identificare
mutazioni puntiformi note utilizzando sonde allele-
specifiche. In particolare, si utilizzano due sonde allele-
specifiche (una complementare alla sequenza WT e
l’altra alla sequenza mutata, di diversa lunghezza) e un
oligonucleotide comune complementare alla sequenza
adiacente alla mutazione (marcato con un fluorocromo).
Una volta denaturato il DNA, si avrà l’ibridazione solo
della coppia perfettamente complementare che sarà
unita ad opera della DNA ligasi. I prodotti ottenuti
possono essere analizzati mediante elettroforesi
capillare. La scelta di frammenti di lunghezza variabile e
di differenti fluorocromi permette l’analisi di più mutazioni
simultaneamente.

SCANNING DELL’ALANINA (ALANINE 
SCANNING) 

È una tecnica che consiste nel modificare gli
amminoacidi coinvolti nei legami ai residui di alanina allo
scopo di determinare il contributo di specifici residui
amminoacidici alla stabilità di una proteina di interesse o
alla realizzazione di specifiche funzioni.

SEQUENZIAMENTO AD ELEVATA 
PRODUTTIVITÀ/DI NUOVA GENERAZIONE
(HIGH THROUGHPUT/NEXT-GENERATION
SEQUENCING - NGS)

Con il termine sequenziamento ad elevata
produttività o di nuova generazione (NGS) si intende
l’insieme delle tecnologie capaci di sequenziare in
parallelo milioni di frammenti di DNA, senza che sia
necessaria una conoscenza a priori del target che si
intende sequenziare. In generale, queste metodologie
prevedono tre passaggi principali e consecutivi:
preparazione di una libreria, amplificazione della libreria
e, infine sequenziamento della libreria amplificata. Al
termine del sequenziamento i dati ottenuti vengono
analizzati utilizzando specifiche strategie
bioinformatiche. In breve, la preparazione della libreria è
un insieme di procedure di biologia molecolare che

permettono di produrre una popolazione di frammenti, di
dimensioni corrispondenti alla lunghezza delle sequenze
che è possibile ottenere, e che presentano alle estremità
dei primer universali che verranno utilizzati per le
successive fasi di amplificazione e sequenziamento.
Durante questo step, inoltre, è possibile inserire per
ciascun campione una sequenza specifica che,
fungendo da barcode molecolare, consente il
sequenziamento in parallelo di numerose librerie,
ciascuna identificata in maniera univoca. Il metodo di
preparazione della libreria dipende dal target che si
intende sequenziare (DNA, RNA) e dallo scopo del
sequenziamento (vedi ad esempio RNA-Seq, Methyl-
Seq). Successivamente, la libreria viene amplificata in
maniera clonale. Infine, la libreria amplificata è
sottoposta al sequenziamento. La chimica di
sequenziamento varia a seconda del tipo di piattaforma
NGS utilizzata. Ad esempio, alcuni strumenti utilizzano
un sequenziamento per sintesi che impiega ddNTP
marcati con fluorocromi differenti che fungono da
terminatori reversibili di catena. In breve, una volta
incorporato il dideossinucleotide (ddNTP), lo strumento
legge il segnale fluorescente che permetterà di
assegnare correttamente la base a quella posizione
(base calling). La fluorescenza ed il blocco vengono,
quindi, rimossi in modo da consentire il successivo ciclo
di sequenziamento. Altre tecniche, invece, registrano la
differenza di pH dovuta al rilascio di ioni idrogeno a
seguito dell’incorporazione di un nuovo nucleotide in un
filamento di DNA in elongazione. Dal momento che i 4
nucleotidi vengono erogati in ordine sequenziale fisso, è
possibile ricostruire la sequenza, base per base, per
ciascun ciclo di sequenziamento. Altre piattaforme,
infine, sfruttano la chimica del pirosequenziamento
(vedi). Al termine della fase di sequenziamento, i dati
prodotti vengono analizzati con specifici sistemi
bioinformatici che, in base al tipo di librerie e, quindi, alla
finalità dell’esperimento, permettono di identificare
variazioni di sequenza rispetto ad un genoma di
riferimento, effettuare analisi di espressione
differenziale, verificare i livelli di metilazione, e così via.

(Il ruolo di tecniche di sequenziamento genico ad elevata
produttività per la diagnosi molecolare dei tumori ereditari della
mammella. Biochim Clin 2018;42:285-9)

(Validazione preclinica della tecnologia “next generation
sequencing” per l’identificazione di embrioni a mosaico durante
l’analisi genetica preimpianto. Biochim Clin 2017;41:346-52)

SEQUENZIAMENTO DEL DNA (DNA 
SEQUENCING)

Tecnica che permette di stabilire l’odine preciso dei
nucleotidi presenti in una molecola di acido nucleico. Nel
corso degli anni, sono state ideate diverse strategie per
ottenere una sequenza nucleotidica. 

Uno dei metodi più antichi, ad esempio, è quello
ideato da Maxam e Gilbert (5), detto anche metodo
chimico. Questa procedura prevedeva la marcatura del
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DNA con un composto radioattivo. Il DNA marcato
veniva, poi, denaturato e aliquotato in quattro reazioni,
ciascuna delle quali era trattata con agenti chimici
differenti in grado di provocare una rottura del DNA in
corrispondenza di una specifica base. Da ciascuna
reazione, quindi, si generava una miscela di frammenti di
differenti dimensioni che potevano essere separati su gel
di poliacrilammide per permettere la ricostruzione della
sequenza.

Tuttavia, il metodo di Sanger (6), detto anche metodo
dei terminatori di catena, ha di fatto soppiantato le altre
chimiche di sequenziamento ed è stato per molti anni il
metodo di elezione per il sequenziamento del DNA. Tale
metodica si basa sull’impiego di nucleotidi modificati
(ddNTP) che, avendo lo zucchero desossiribosio privo
del gruppo ossidrilico in posizione 3', non permettono il
legame del nucleotide successivo fungendo, di fatto, da
terminatori della sintesi da parte della DNA polimerasi.
Dal momento che l’incorporazione dei ddNTP avviene in
maniera casuale, al termine della reazione di
sequenziamento si ottiene una miscela di frammenti di
lunghezza differente che possono essere separati per
ricostruire la sequenza del DNA target. In origine, i
ddNTP venivano marcati con una sostanza radioattiva e
il sequenziamento avveniva in quattro reazioni, ciascuna
delle quali conteneva un unico ddNTP marcato. I
frammenti venivano poi analizzati dopo separazione
mediante elettroforesi su gel di poliacrilammide. Oggi,
sfruttando una miscela di ddNTP ciascuno marcato con
una sostanza fluorescente specifica, è possibile
effettuare un’unica reazione e l’analisi dei frammenti
avviene mediante elettroforesi capillare in sistemi
automatizzati.

SEQUENZIAMENTO DELL’ESOMA (EXOME
SEQUENCING)

L’esoma è l’insieme di tutte le porzioni del genoma
che codificano proteine. Pur rappresentando una quota
vicina all’1,5% dell’intero genoma, è in queste regioni
che avviene oltre l’85% delle mutazioni oggi note come
clinicamente rilevanti. 

Pertanto, per sequenziamento dell’esoma si intende
una serie di procedure che hanno come obiettivo il
sequenziamento solo delle regioni trascritte e codificanti
del genoma umano (esoni); per quest’analisi è prevista
la preparazione di una libreria di frammenti di DNA
genomico accoppiata all’arricchimento selettivo delle
regioni di interesse mediante ibridazione (cattura) con
specifiche probe di arricchimento; la fase successiva
prevede il sequenziamento delle stesse librerie
mediante piattaforme NGS. Attualmente, è possibile
fare una differenza fra il Whole Exome Sequencing
(WES), che comprende l’analisi di tutti geni del genoma
umano ad oggi annotati, e il Clinical Exome Sequencing
(CES), che prevede l’analisi di tutti i geni fino ad ora noti
per essere associati all’insorgenza di specifiche
patologie.

SEQUENZIAMENTO DELL’INTERO GENOMA
(WHOLE GENOME SEQUENCING)

Il sequenziamento dell’intero genoma è una tecnica
sperimentale capace di analizzare l’intero genoma di un
organismo di interesse sfruttando le metodologie NGS.
Tale approccio viene anche definito metodo shotgun:
nello specifico, il DNA genomico viene prima
frammentato, poi viene preparata una libreria di
frammenti e, infine, si procede al sequenziamento NGS. 

SEQUENZIAMENTO DI PICCOLI RNA (SMALL
RNA SEQUENCING)

È un tipo di RNA-Seq (vedi) che, sfruttando le
piattaforme di sequenziamento ad elevata produttività o
NGS (vedi), permette di studiare e quantizzare gli RNA
non codificanti di piccole dimensioni presenti in un
determinato campione biologico, in un dato momento o
condizione. 

I protocolli di small RNA-Seq prevedono, durante la
fase di preparazione della libreria, la selezione delle
popolazioni di RNA di interesse, in base alle dimensioni,
mediante estrazione da gel di poliacrilammide.
Successivamente, gli RNA isolati vengono retrotrascritti
in modo da ottenere una libreria di frammenti per il
sequenziamento NGS.

SEQUENZIAMENTO DI SINGOLE CELLULE
(SINGLE CELL SEQUENCING)

Tecnica che permette di sequenziare il DNA
contenuto in una singola cellula, precedentemente e
opportunamente isolata. Questa tecnica è basata
sull’impiego di tecniche di sequenziamento NGS (vedi)
e permette di evidenziare eventuali differenze tra le
varie cellule analizzate permettendo la comprensione
delle funzioni di una singola cellula nel contesto del suo
microambiente. 

Il sequenziamento di una singola cellula prevede:
l’isolamento della cellula, l’amplificazione dell’intero
genoma (WGA), la preparazione delle librerie e infine il
sequenziamento tramite piattaforme NGS. 

(Whole genome amplification on single cell. BiochimClin
2016;40:293-301)

SEQUENZIAMENTO DI TERZA GENERAZIONE
(THIRD GENERATION SEQUENCING)

Con questo termine si intende una serie di tecniche
che rappresentano un’evoluzione delle metodiche NGS.
Tali tecnologie, permettendo il sequenziamento di
singole molecole, sono in grado di evitare la fase di
amplificazione clonale delle librerie. In questo modo,
non solo si riducono i costi e i tempi di analisi, ma si
elimina anche una fonte di errore, legata alla stessa
fase di amplificazione. Inoltre, l’ulteriore vantaggio è
rappresentato dalla possibilità di ottenere sequenze
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estremamente lunghe (alcune migliaia di basi in media).
Esempi di tali tecnologie sono i sistemi basati
sull’impiego di nanopori (nanopore sequencing), i
sistemi di sequenziamento di singola molecola di DNA
(single molecule DNA sequencing, SMDS) o di
sequenziamento diretto di RNA (direct RNA sequencing,
DRS), e il sistema di sequenziamento di singole
molecole in real time (single molecule real time
sequencing, SMRT-Seq). 

SOUTHERN BLOT 

Mediante questa tecnica è possibile identificare,
utilizzando una sonda specifica, un frammento di DNA
d’interesse. 

In dettaglio, il DNA genomico viene digerito grazie a
delle specifiche endonucleasi e i frammenti ottenuti
vengono separati mediante elettroforesi su gel
d’agarosio o di poliacrilammide. Il gel viene, quindi,
immerso in una soluzione alcalina per favorire la
denaturazione del DNA. A questo punto, viene realizzato
il “blotting”: il gel viene coperto da un foglio di
nitrocellulosa su cui viene posta una pila di fogli
assorbenti. Per capillarità il DNA tenderà a depositarsi
sul foglio di nitrocellulosa. Successivamente, il foglio di
nitrocellulosa con il DNA adsorbito viene immerso in una
soluzione contenente una sonda specifica che ibridizza
con sequenze di DNA complementari presenti sul foglio;
grazie ad una lastra autoradiografica è possibile, infine,
identificare le sonde legate al DNA genomico
d’interesse. 

SPETTOFOTOMETRIA
(SPECTROPHOTOMETRY)

È una tecnica analitica, capace di fornire informazioni
qualitative e quantitative sul campione in esame grazie
allo spettro di assorbimento della luce UV. Questa
tecnica viene frequentemente utilizzata per quantizzare
in modo preciso il DNA isolato.

Il DNA presenta un picco di assorbimento a 260 nm
di lunghezza d'onda. Quando un raggio di luce a tale
lunghezza d'onda colpisce la soluzione di DNA, una
parte di energia viene assorbita dalle basi azotate del
DNA, il raggio in uscita dalla cuvetta sarà di minore
intensità. A questa lunghezza d'onda viene misurato il
valore di assorbimento utilizzato per calcolare la
concentrazione del DNA. Qualora dovessero esserci
delle contaminazioni di proteine o fenoli si otterrà uno
spettro deformato con un picco anche a 280 nm. 

SPETTOMETRIA DI MASSA (MASS
SPECTROMETRY)

Tecnica analitica per l’identificazione di sostanze
presenti in miscele complesse. La spettrometria di
massa si basa sulla ionizzazione delle molecole presenti
in un campione da analizzare, generalmente utilizzando
un fascio di elettroni ad energia nota. Le molecole così

ionizzate vengono separate in funzione del loro rapporto
massa/carica, generalmente tramite campi magnetici.
Ne risulta uno spettro di massa, ossia un diagramma che
riporta l'abbondanza di ogni ione in funzione del rapporto
massa/carica; tale spettro è tipico di ogni composto ed è
direttamente correlato alla sua struttura chimica e alle
condizioni di ionizzazione.

(Determinazione del perampanel plasmatico: confronto e cross-
validazione tra due metodi in cromatografia liquida ad elevate
prestazioni con rivelatore spettrofluorimetrico e con rivelatore a
spettrometria di massa. Biochim Clin 2018;42:217-24)

(Validazione dei metodi quantitativi bioanalitici in spettrometria
di massa: regole e protocolli sperimentali. Biochim Clin
2018;4251-61)

(Analisi dei profili della troponina T cardiaca ottenuti con
spettrometria di massa MALDI nel siero di soggetti sani e malati.
Biochim Clin 2017;41:154-60. 

(Sviluppo di un metodo in cromatografia liquida associata alla
spettrometria di massa tandem per valutare la permeabilità
intestinale nella pratica clinica. Biochim Clin 2017;41:60-3)

(Validazione del dosaggio delle metanefrine plasmatiche
mediante cromatografia liquida associata alla spettrometria di
massa tandem. Biochim Clin 2017;41:50-9)

TRASFEZIONE (TRANSFECTION)

Meccanismo d’introduzione di un DNA esogeno in
cellule eucariotiche. La trasfezione può essere
transiente o stabile, a seconda che il DNA trasfettato
venga mantenuto nel citoplasma per un periodo limitato
di tempo (come 2 o 3 giorni) o integrato nel genoma
cellulare.

TRASFORMAZIONE (TRANSFORMATION)

Processo mediante il quale il materiale genetico
contenuto in una singola cellula viene alterato
dall'incorporazione di DNA esogeno nel suo genoma.

WESTERN BLOT 

È una tecnica analitica capace di identificare una
proteina di interesse in una miscela complessa,
attraverso l’utilizzo di specifici anticorpi. Per il Western
blot è previsto l’utilizzo di una elettroforesi su gel di
poliacrilammide con sodiododecilsolfato (SDS-PAGE)
per la separazione delle proteine in base alla loro massa
molecolare; le proteine sono successivamente trasferite
su un supporto, solitamente di nitrocellulosa, dove sono
identificate mediante l’utilizzo di anticorpi specifici; il
legame antigene-anticorpo viene rilevato mediante
reazione colorimetrica o chemioluminescenza. Come
risultato è possibile identificare e quantificare una data
proteina contenuta nel campione in esame.
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Agglutinazione
Amplificazione allele specifica

Amplificazione del DNA
Amplificazione dell’intero
genoma
-

ASO testing

-

Bandeggio dei cromosomi
-
-
Cariotipo
-

Citometria a flusso
Clonaggio
Clonazione 
Colture cellulari
Complementazione in vitro
-
Cristallografia a raggi X
Cromatografia
-
-
-
-

Editing del genoma umano
Elettroforesi
Elettroforesi capillare
Elettroforesi su gel
Elettroforesi su gel con
gradiente di denaturazione
Estrazione di acidi nucleici
Fingerprinting del DNA
-

-

-

Ibridazione fluorescente 
in situ
Ibridazione genomica
comparativa
Ibridazione genomica
comparative su array
Immunoprecipitazione della
cromatina 
Isolamento di singole cellule
Knock-out genico
-
-
-

-
-

Agglutination
Amplification refractory
mutation system
DNA amplification
Whole genome amplification

Amplified fragment length
polymorphism
Allele specific 
oligonucleotide
Assay for transposase
accessible chromatin
sequencing
Chromosome banding
BEAMing PCR
Blotting
Karyotype
Chromatin 
immunoprecipitation
sequencing
Flow cytometry
Cloning
Clonation
Cell colture
In vitro complementation
CRISPR/Cas9
X-ray crystallography
Chromatography
Dep-array
Digital PCR
DNA transfer
DNASE I hypersensitive sites
sequencing
Genome editing
Electrophoresis
Capillary electrophoresis
Gel electrophoresis
Denaturing gradient gel
Electrophoresis
Nucleic acid extraction
DNA fingerprinting
Fluorescence resonance
energy transfer
Formaldehyde-assisted
isolation of  regulatory elements
sequencing
High resolution melting 
analysis
Fluorescent in situ 
hybridization
Comparative genomic
hybridization 
Array comparative genomic
hybridization
Chromatin 
immunoprecipitation
Single cell isolation
Gene knock-out
Methylation sequencing
Microarray
Multiplex ligation-dependent
probe amplification
Multiplex-PCR
Northern Blot

Agglutination
Alanine scanning
Allele specific 
Oligonucleotide
Amplification refractory
mutation system
Amplified fragment length
polymorphism
Array comparative genomic
hybridization
Assay for transposase
accessible chromatin
sequencing
BEAMing PCR
Blotting
Capillary electrophoresis
Cell colture
Chromatin immunoprecipitation
sequencing
Chromatin 
immunoprecipitation
Chromatography
Chromosome banding
Clonation
Cloning
Comparative genomic
hybridization
CRISPR/Cas9
Denaturing gradient gel
electrophoresis
Dep-array
Digital PCR
DNA amplification
DNA fingerprinting
DNASE I hypersensitive sites
sequencing
DNA sequencing
DNA transfer
Electrophoresis
Enzyme-linked immunosorbent
assay
Exome sequencing
Flow cytometry
Fluorescent in situ 
hybridization
Fluorescence resonance
energy transfer 
Formaldehyde-assisted
isolation of  regulatory elements
sequencing 
Gel electrophoresis
Gene knock-out 
Genome editing 
High resolution melting 
analysis
High throughput/Next-
generation sequencing 

In vitro complementation
Karyotype
Mass spectrometry
Methylation sequencing
Microarray

Agglutinazione
Scanning dell’alanina
ASO testing

Amplificazione allele 
specifica
-

Ibridazione genomica
comparative su array
-

-
-
Elettroforesi capillare
Colture cellulari
-

Immunoprecipitazione della
cromatina
Cromatografia
Bandeggio dei cromosomi
Clonazione
Clonaggio
Ibridazione genomica
comparativa

Elettroforesi su gel con
gradiente di denaturazione
-
-
Amplificazione del DNA
Fingerprinting del DNA
-

Sequenziamento del DNA
-
Elettroforesi
Saggio immuno-adsorbente
legato ad un enzima
Sequenziamento dell’esoma
Citometria a flusso
Ibridazione fluorescente 
in situ
-

-

Elettroforesi su gel
Knock-out genico
Editing del genoma umano
-

Sequenziamento ad elevata
produttività/ di nuova
generazione
Complementazione in vitro
Cariotipo
Spettometria di massa
-
-

APPENDICE

Indice analitico dei termini riportati nel glossario elencati in ordine alfabetico in base alla lingua italiana. e inglese. 

Si riporta anche la corrispondente traduzione.
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Italiano Inglese Inglese Italiano

Pirosequenziamento
-
Reazione a catena della
polimerasi
-
-
Saggio immuno-adsorbente
legato ad un enzima
Saggio OLA
Scanning dell’alanina
Sequenziamento ad elevata
produttività/ di nuova
generazione
Sequenziamento del DNA
Sequenziamento dell’esoma
Sequenziamento dell’intero
genoma
Sequenziamento di piccoli RNA
Sequenziamento di singole
cellule
Sequenziamento di terza
generazione
-
Spettofotometria
Spettometria di massa
Trasfezione
Trasformazione
-

Pyrosequencing
Real time PCR
Polymerase chain reaction

Reverse dot blot
RNA sequencing
Enzyme-linked 
immunosorbent assay
Oligonucleotide ligation assay
Alanine scanning
High throughput/Next-
generation sequencing

DNA sequencing
Exome sequencing
Whole genome sequencing

Small RNA sequencing
Single cell sequencing

Third generation sequencing

Southern blot
Spectrophotometry
Mass spectrometry
Transfection
Transformation
Western blot

Multiplex ligation-dependent
probe amplification
Multiplex-PCR
Northern blot
Nucleic acid extraction
Oligonucleotide ligation assay
Polymerase chain reaction

Pyrosequencing
Real time PCR
Reverse dot blot
RNA sequencing
Single cell isolation
Single cell sequencing

Small RNA sequencing
Southern blot
Spectrophotometry
Third generation sequencing

Transfection
Transformation
Western blot
Whole genome amplification 

Whole genome sequencing

X-ray crystallography 

-

-
-
Estrazione di acidi nucleici
Saggio OLA
Reazione a catena della
polimerasi
Pirosequenziamento
-
-
-
Isolamento di singole cellule
Sequenziamaneto di singole
cellule
Sequenziamento di piccoli RNA
-
Spettofotometria
Sequenziamento di terza
generazione
Trasfezione
Trasformazione
-
Amplificazione dell’intero
genoma
Sequenziamento dell’intero
genoma
Cristallografia a raggi X
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INTRODUZIONE

Sebbene la diffusione di innumerevoli nuove
molecole psicoattive rappresenti un’importante e
crescente sfida per i laboratori che eseguono
accertamenti tossicologici, il maggior carico di lavoro per
queste strutture rimane l’attività quotidiana di ricerca e
determinazione, in differenti matrici biologiche, di
molecole ben conosciute sia da un punto di vista
chimico-analitico che tossicologico, come oppiacei,
cocaina, cannabinoidi, amfetamine, metadone,
buprenorfina e alcol etilico.

Le richieste che giungono ai laboratori possono
riguardare, oltre ai quesiti clinici, anche le procedure per
gli accertamenti sanitari di assenza di
tossicodipendenza e di assunzione di sostanze
stupefacenti o psicotrope nei lavoratori che svolgono
mansioni che comportano particolari rischi per la

sicurezza, l’incolumità e la salute di terzi, le
determinazioni analitiche volte ad accertare violazioni
del Nuovo Codice della Strada e degli articoli 589-bis e
590 del Codice Penale, gli accertamenti per la revisione
dei requisiti per la patente di guida, gli accertamenti di
morte con criteri cerebrali, o altre istanze che possono
arrivare da Prefettura, Tribunale, Tribunale dei Minori,
Procura o altri organismi pubblici.

Si tratta quindi di accertamenti a finalità medico-
legale, la cui varietà di tipologie, ha contribuito
all’adozione da parte del singolo laboratorio di modalità
operative personalizzate ed estremamente
disomogenee fra laboratori (1). 

Lo scopo di questo documento è quello di fornire ai
laboratori appartenenti a strutture del Servizio Sanitario
Nazionale che progettano di effettuare o che già
effettuano attività accertative con finalità medico-legale,
raccomandazioni condivise a livello nazionale che

Documento di consenso Gruppo di Studio di Farmacotossicologia Clinica 
e Doping SIBioC e Gruppo Tossicologi Forensi (GTFI). Modalità per 
lo svolgimento di indagini di laboratorio per la determinazione delle sostanze
d’abuso
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tengano conto delle buone pratiche di laboratorio
riconosciute a livello internazionale per effettuare
accertamenti analitici precisi e accurati in modo che essi
possano far propri i requisiti necessari ad erogare un
servizio di elevata qualità.

Con il presente documento si intende:
- riassumere in pochi punti essenziali i fondamenti di

un contesto operativo di qualità per i laboratori che
eseguono analisi per le sostanze d’abuso a fini sia
clinici che medico-legali;

- richiamare raccomandazioni già condivise a livello
nazionale e già espresse nelle Linee Guida del
Gruppo Tossicologi Forensi (GTFI) e dell’Istituto
Superiore di Sanità (ISS) che rappresentano
comunque i documenti di riferimento;

- assicurare che le procedure operative messe in atto
dal laboratorio producano un risultato accurato e
legalmente difendibile;

- definire, per tutti i laboratori che eseguono questa
tipologia di esami, criteri comuni di assicurazione e
controllo della qualità accreditabili da un organismo
esterno.

I PUNTI DEL DOCUMENTO DI CONSENSO

Campionamento 

Il prelievo e la raccolta dei campioni biologici
generalmente avvengono in punti lontano dal laboratorio
ove saranno curate anche le modalità di consenso.

Devono essere adottati adeguati protocolli di prelievo
e raccolta dei campioni biologici che evitino la
sostituzione o alterazione/adulterazione dei campioni
stessi, e una catena di custodia che identifichi
univocamente e accompagni i campioni, documentando
dove si trovano e a chi sono affidati presso il punto di
prelievo/raccolta, durante il trasferimento al laboratorio,
per tutto il tempo del processo analitico e dopo la
refertazione (conservazione a fini di controanalisi) (2-6).

È indispensabile che l’incaricato dell’accettazione del
campione in laboratorio consideri con attenzione,
all’arrivo dello stesso, se sia presente o meno la catena
di custodia, se essa sia stata correttamente compilata,
se i campioni siano integri e correttamente conservati. In
caso contrario, dovrà essere segnalata una non-
conformità che dovrà essere risolta prima di procedere
all’analisi e ad emettere un referto. 

È indispensabile sempre prelevare più aliquote del
campione (ad esempio due o più provette di sangue) o
la suddivisione in più aliquote di un unico
prelievo/raccolta (ad esempio due o più provette di urina,
suddivisone di ciocche di capelli e così via) (3).

Determinazione analitica

La determinazione di sostanze d’abuso e/o metaboliti
nelle differenti matrici biologiche con finalità medico-
legali richiede che siano eseguite per ogni campione e

ogni richiesta almeno due diverse procedure analitiche,
su due diverse aliquote dello stesso campione. La prima
procedura può avere carattere di screening (cosiddetto
primo livello) mentre la seconda ha caratteristiche di
conferma (cosiddetto secondo livello) (3-5).

Non può avere validità forense (medico-legale) un
risultato positivo ottenuto con un’unica prova di
screening (2). È necessario che il risultato sia verificato
da analisi di conferma specifica e basata su principi
chimico-fisici diversi dalla precedente.

I laboratori che effettuano analisi per la
determinazione di sostanze d’abuso e/o metaboliti nelle
differenti matrici biologiche con finalità medico-legali,
devono essere dotati di strumentazione per analisi di
screening e/o strumentazione per analisi di conferma
che impieghino procedure separative cromatografiche e
accoppiate alla spettrometria di massa come sistema di
rivelazione. Tali strumentazioni possono essere utilizzate
anche per analisi di screening, mentre sono necessarie
e non sostituibili per le analisi di conferma (2-6). 

La determinazione dell’alcolemia su sangue intero (e
non su siero o plasma, che sono invece matrici adatte  a
soddisfare un quesito clinico-diagnostico) può essere
eseguita sia in gas cromatografia in spazio di testa con
rivelatore a ionizzazione di fiamma che in gas
cromatografia in spazio di testa con rivelatore
spettrometrico di massa, prevedendo sempre l’analisi di
due o più aliquote di sangue di controllo, precedute dalla
valutazione analitica di un bianco campione (2).

Il personale operante nel laboratorio deve essere
adeguatamente formato all’utilizzo di suddetta
strumentazione e all’interpretazione analitica del
risultato.Tutte le procedure di analisi (i metodi analitici)
devono essere adeguatamente validate in laboratorio
prima del loro utilizzo, seguendo i dettami di linee guida
internazionali (2). 

È necessario avere implementato un sistema di
gestione in qualità (norme ISO) del processo analitico
che preveda sia l’uso di controlli di qualità interni, che la
partecipazione a programmi di controlli di qualità esterni
(proficiency testing) (2-5).

Quesito

È indispensabile che il dirigente responsabile del
laboratorio consideri con attenzione il quesito relativo
all’accertamento richiesto e identifichi la finalità
clinica/medico-legale, anche ai sensi della vigente
normativa di Legge (ad esempio articoli 186 e 187 del
Nuovo Codice della Strada) (7).

È fondamentale valutare se la matrice biologica
inviata (urina, sangue, siero, plasma, formazioni pilifere,
saliva o altro) sia idonea a soddisfare il quesito suddetto
e aprire una non-conformità nel caso l’indagine non
possa essere svolta per non idoneità della matrice (ad
esempio richiesta ex articolo 186 Nuovo Codice della
Strada e prelievo di siero) (7).

DOCUMENTI SIBioC SIBioC DOCUMENTS

76-18 pichini_esempio  21/11/2019  16:16  Pagina 450



biochimica clinica, 2019, vol. 43, n. 4          451

SIBioC DOCUMENTS DOCUMENTI SIBioC

Conservazione dei campioni

In assenza di disposizioni di Legge, eseguite le
analisi, è necessario conservare i campioni richiesti
dall’Autorità Giudiziaria, sia negativi che positivi, per un
periodo non inferiore ai 12 mesi. Di tale periodo va dato
atto agli aventi diritto (indagato, autorità giudiziaria),
dichiarandolo nel referto.

Per i campioni derivanti da quesiti medico-legali di
altra natura (Idoneità alla guida, Decreto Legge 81/2008
o altro, il cui richiedente sia diverso dall’Autorità
Giudiziaria), sarà sufficiente la conservazione dei soli
campioni positivi per un periodo che il laboratorio
giudicherà opportuno rispetto alle esigenze del titolare
della richiesta (2).

È consigliabile altresì conservare i campioni positivi
per sostanze d’abuso giunti al laboratorio con quesito
clinico, per almeno 6 mesi, perché potrebbero
comunque essere oggetto di sequestro giudiziale da
parte della autorità giudiziaria, anche se rimane valido il
concetto della non correttezza dell’utilizzo a fini forensi di
un liquido biologico già analizzato e manipolato (2).

Risulta indispensabile conservare i campioni alla
temperatura di -18/-22°C (ad eccezione per il campione
che venga analizzato entro 24 ore dal prelievo che può
essere conservato a +2/+8°C). I campioni di matrice
cheratinica devono essere invece conservati a
temperatura ambiente) (2-6).

Refertazione

I test di screening forniscono risultati qualitativi:
negativi o presuntivamente positivi.

I campioni risultanti allo screening presuntivamente
positivi (ovvero non negativi) devono essere sempre
sottoposti ad un più specifico esame di conferma se la
tipologia di richiesta ha una finalità medico-legale
oppure ai sensi di Legge (Decreto Legge 81/2008 e
Conferenza Stato-Regioni e Unificata). 

Se è necessario refertare i risultati di un esame di
screening ottenuto con tecniche immunochimiche o
enzimatiche (ad esempio nel caso di quesito clinico
oppure di esame iniziale nel controllo dei lavoratori), va
indicato il solo valore qualitativo (2). 

Ove esistenti dei valori-soglia di Legge (Decreto
Legge 81/2008 e Conferenza Stato-Regioni e Unificata),
il valore qualitativo positivo/negativo va indicato rispetto
al valore soglia di Legge. 

Negli altri casi, è necessario riferire il valore
qualitativo positivo/negativo ai valori soglia indicati e
validati dal produttore del prodotto commerciale
utilizzato come screening in laboratorio. Tali valori soglia
vanno comunque indicati nel referto (2-6).

Se il metodo di screening non utilizza una tecnica
immunochimica o enzimatica (ad esempio una tecnica
separativa cromatografica con idoneo rivelatore), il
laboratorio avrà cura di validare il proprio metodo
identificando anche in tal caso adeguati limiti di
rilevazione che permettano di ridurre al minimo i falsi

negativi, assicurando nel contempo la possibilità di
conferma dei presunti positivi. Il limite di rilevazione del
metodo dovrà essere coerente con le conoscenze
scientifiche farmaco-tossicologiche di merito e adeguato
alle caratteristiche del metodo di conferma utilizzato.

Se esistono valori soglia di Legge per le analisi di
conferma, discriminanti un campione negativo da un
campione positivo rispetto alla concentrazione di una
sostanza (Decreto Legge 81/2008 e Conferenza Stato-
Regioni e Unificata), nella refertazione andrà indicato sia
il superamento o meno di tale valore soglia (positivo o
negativo) che il corrispondente dato quantitativo per i soli
risultati positivi (2).

In assenza di valori soglia interpretativi di legge per
le analisi di conferma, devono essere utilizzati quelli
stabiliti da Linee Guida se esistenti ( ad esempio le Linee
Guida  GTFI e ISS) o da gruppi di esperti nazionali e
internazionali e comunque dovranno essere valori
condivisi dalla comunità scientifica (6).

È consigliabile riportare nel referto finale di un
campione positivo confermato insieme al valore
numerico quantitativo, i dati relativi all’incertezza
analitica del metodo applicato, come calcolata durante il
protocollo di validazione.

Non è appropriato refertare “tracce” di sostanze non
quantificate (2).

Conservazione dei referti

I referti con la documentazione relativa alla catena di
custodia devono essere conservati per un tempo non
inferiore ai 5 anni, salvo i casi previsti di conservazione
illimitata (ad esempio nel caso di una cartella clinica) (2).
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