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ABSTRACT

Laboratory screening of gestational diabetes.
Gestational diabetes mellitus (GDM) is defined by glucose intolerance first documented during pregnancy. The oral 
glucose tolerance test (OGTT) is currently the gold standard for the diagnosis of gestational diabetes mellitus, but 
many variables can affect its reproducibility and accuracy.
An important source of pre-analytical variation affecting the glucose values is the type of tube employed for blood 
collection. Experts recommend immediately separation of the plasma from the cells by centrifugation, or to place the 
sample tube in an ice-water slurry and separate the plasma from the cells within 30 minutes from blood drawing. Being 
this approach impractical in daily practice, the use of a blood collection tube containing effective glycolysis inhibitors is 
a good alternative to avoid the decrease of plasma glucose concentration after blood drawing.
Considering that the GDM diagnosis is based on cut off values, the use of tubes for blood collection that limit the in 
vitro glycolysis, could lead to an increase of the GDM prevalence. The impact of the increase is potentially of clinical 
significance: it is therefore fundamental that clinicians are aware of the main causes of preanalytical variability and how 
these variables can affect the patients’ outcome. A strict collaboration between the clinical laboratories and clinicians 
should therefore be started and maintained.  
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PREMESSA

Il diabete mellito gestazionale (GDM) è la più 
comune alterazione metabolica riscontrata in gravidanza 
e affligge circa il 18-20% di tutte le gravidanze con 
importanti ripercussioni sulla salute materna e fetale. 
In particolare, un cattivo controllo glicemico durante 
la gravidanza è associato ad un aumentato rischio 
della donna di sviluppare diabete di tipo 2 nel periodo 
successivo al parto (1) e ad eventi avversi neonatali 
come macrosomia, taglio cesareo, iperinsulinismo fetale 
e ipoglicemia neonatale (2).

Inizialmente ogni forma di intolleranza glicemica 
diagnosticata durante la gravidanza era definita come 
diabete mellito gestazionale. Tuttavia il diabete poteva 
essere preesistente e non diagnosticato, mentre 

classicamente il GDM ha il suo esordio in gravidanza (3).
Per cercare di risolvere il problema, l’American 

Diabetes Association (ADA) distingue appunto tra diabete 
manifesto in gravidanza (diagnosticato in gravidanza 
ma preesistente) e diabete gestazionale (esordio in 
gravidanza) (4).

La diagnosi di GDM è importante perché il rischio di 
eventi avversi si riduce con opportuno trattamento (5,6).

Screening e diagnosi di GDM sono stati per molti 
anni argomenti controversi, sia riguardo alla sostenibilità 
di proporre uno screening universale, che per quanto 
riguarda la tipologia di screening da suggerire: anche 
se altri parametri potrebbero avere in futuro un ruolo 
in questo ambito come l’emoglobina glicata (HbA1c) [il 
suo utilizzo potrebbe evitare l’esecuzione della curva 
da carico orale di glucosio (OGTT) in una percentuale 
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di gestanti variabile dal 15 al 26% a seconda del valore 
soglia utilizzato (7)] o l’albumina glicata (AG) il cui utilizzo 
in gravidanza, in ambiti diversi dallo screening del GDM 
(8), è ormai ben consolidato (9-11), tuttavia l’indagine 
fondamentale per lo screening del GDM rimane, ad 
oggi, la determinazione della glicemia prima e dopo la 
somministrazione di un carico orale di glucosio.

Fino a 10 anni fa le modalità di esecuzione della prova 
da carico, per la quantità di glucosio somministrata, la 
tempistica dei prelievi e i  valori soglia decisionali, non 
erano standardizzate. 

Nel 2010,  un importante studio internazionale 
(Hyperglycemia and Adverse Pregnacy Outcome Study, 
HAPO) e la successiva Consensus Internazionale di 
esperti (International Association of the Diabetes and 
Pregnancy Study Groups , IADPSG) (12) hanno proposto 
un approccio unitario al problema.

LE RACCOMANDAZIONI IN ITALIA

Oggi in realtà l’ADA propone ancora due possibili 
approcci diversi. Il primo è anche la strategia più datata,  
in due tappe successive, con un iniziale minicarico di 
glucosio (50 g) seguito da un prelievo dopo 60 minuti 
e, nei casi positivi, una ulteriore esecuzione di OGTT 
con carico di 100 g di glucosio, prelievi dopo 60, 120 
e 180 minuti ed interpretazione secondo i criteri di 
O’Sullivan et al. (13). Il secondo è un approccio in una 
unica fase, derivato dai criteri dello IADPSG (5) con la 
somministrazione di 75 g di glucosio e prelievo basale, 

dopo 60 e 120 minuti. Secondo l’ADA non vi sono dati 
sufficienti per dimostrare la superiorità di un approccio 
rispetto all’altro (2).

Nel nostro Paese, le raccomandazioni dell’IADPGS 
sono state recepite integralmente da una Consensus 
Conference italiana e su queste basi, con l’integrazione 
di alcuni criteri della Organizzazione Mondiale della 
Sanità (OMS), un gruppo di esperti dell’Istituto Superiore 
di Sanità in collaborazione con una agenzia specializzata 
in linee guida (CeVeAS) ha redatto il documento “Linee 
guida gravidanza fisiologica” (14), condiviso dagli 
Standard Italiani per la cura del Diabete Mellito (15) e 
divulgato anche nell’ambito della Medicina di Laboratorio 
(16).

Lo screening per il GDM si svolge in più fasi: una 
prima visita, nel 1° trimestre di gravidanza, in cui 
diagnosticare l’eventuale presenza di diabete manifesto 
con i criteri utilizzati per la diagnosi di diabete dell’adulto 
(2) e valutazione del rischio della donna di sviluppare la 
malattia sulla base alla presenza di uno o più fattori di 
rischio (Tabella 1). 

Se la paziente presenta uno o più fattori di rischio 
viene inviata all’esecuzione della curva da carico con 75 
g di glucosio ed interpretazione secondo i criteri IADPSG 
in un periodo compreso tra le settimane 24 e 28 di 
gestazione. Tuttavia, se la paziente risulta ad alto rischio 
per insorgenza di GDM allora sarà necessario anticipare 
la curva (16-18 settimane) con eventuale ripetizione nel 
periodo compreso tra le settimane 24 e 28 (Tabella 1).

La diagnosi di diabete mellito gestazionale viene 
posta secondo i criteri elencati in Tabella 2.

Tabella 1 
Fattori di rischio per diabete gestazionale (GDM) e periodo raccomandato per lo screening.

Screening a 16-18 settimane (se negativo ripetere a 24-28 settimane) se: 

− Diabete gestazionale in una gravidanza precedente

− BMI pre-gravidico ≥30 kg/m2

− Glicemia precedente compresa tra 100 e 125 mg/dL (5,6-6,9 mmol/L)

Screening a 24-28 settimane se:

− Età ≥35 anni

− Sovrappeso e/o obesità prima della gravidanza (BMI ≥25 kg/m2)

− GDM in precedente gravidanza

− Feto macrosomico in un parto precedente  (≥4500 g)

− Familiarità di primo grado per diabete tipo 2

− Etnia a rischio (Asia meridionale, Caraibi, Medio Oriente)
BMI, indice di massa corporea.

Tabella 2
Criteri per la diagnosi di diabete gestazionale (GDM) secondo International Association of the Diabetes and Pregnancy Study 
Groups (IADPSGC) (rif n 12).

Glicemia plasmatica mg/dL mmol/L

Basale ≥92 ≥5,1

Dopo 1 h ≥180 ≥10

Dopo 2 h ≥153 ≥8,5
I valori si riferiscono al carico orale di glucosio; è sufficiente 1 solo valore patologico 
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Nel documento italiano, a differenza di quanto 
riportato dall’ADA, la strategia in una fase unica non 
è invece raccomandata, così come non lo sono altri 
approcci utilizzati in passato (curva con 100 g di glucosio, 
glicemia a digiuno e così via).

L’esame fondamentale rimane comunque l’ OGTT, un 
esame che pur essendo molto utilizzato in laboratorio è 
tuttavia gravato da modesta riproducibilità (17,18).

LA CURVA DA CARICO ORALE DI GLUCOSIO

Aspetti pre-analitici ed analitici di rilievo

Le cause della non perfetta affidabilità del test da 
carico sono numerose e riguardano principalmente la fase 
pre-analitica: oltre alla variabilità biologica intraindividuale 
giocano un ruolo importante altre variabili come stress, 
infezioni, febbre, recenti ospedalizzazioni, assunzione 
di determinati farmaci, fumo di sigaretta, alcool, sforzi 
fisici eccessivi ed in particolare lo stato di idratazione del 
paziente e la dieta dei giorni precedenti (19). Importante 
risulta anche la modalità di esecuzione del test: la 
preparazione della soluzione glucosata, la quantità di 
acqua bevuta dalla paziente ed il tempo necessario per 
bere la soluzione sono tutti fattori che possono alterare 
lo svuotamento gastrico. Per questo motivo il Gruppo 
di Studio Intersocietario SiBioC-SIPMeL ha negli anni 
elaborato due diverse Raccomandazioni (20,21) rivolte 
specificamente alle procedure di esecuzione dell’OGTT, 
per cercare di standardizzare la metodica e armonizzare 
le procedure dei diversi laboratori. Effettivamente la 
stretta osservazione della procedura raccomandata ha 
portato ad un miglioramento della ripetibilità della prova 
(22). 

Tuttavia, il problema fondamentale della diagnosi di 
GDM, come sottolineato in un recente editoriale da Bruns 
et al. (23), riguarda la fase analitica, e precisamente 
la misura della glicemia. Assicurare un dato analitico 
corretto è particolarmente importante nella diagnosi di 
GDM, poichè questa si basa su una singola misura di 
concentrazione di glucosio, che verrà confrontata con un 
determinato valore soglia.

Al contrario, al di fuori della gravidanza, la diagnosi di 
diabete richiede in assenza dei sintomi tipici, il riscontro 
di iperglicemia tramite glicemia o anche la misura di 
emoglobina glicata (HbA1c) ripetute in più di un’occasione 
(2).

L’utilizzo di HbA1c in gravidanza non è tuttavia 
consigliato a causa di modificazioni fisiologiche o 
parafisiologiche che inducono una diminuzione di HbA1c 
nella prima parte della gravidanza ed un incremento 
nella seconda parte (24). La determinazione della 
concentrazione  glicemica rimane quindi un parametro 
fondamentale e la sua misura deve essere particolarmente 
accurata.

Esistono diverse specifiche di qualità per la glicemia: 
la National Academy of Clinical Biochemsitry (NACB) 
raccomanda una imprecisione (CV) <2,9%, una 
inesattezza (bias) <2,2% e un  errore totale (TEa) <6,9% 
(25); Westgard JO (26) raccomanda un CV <2,3%, 
bias <1,8% e TEa <5,5%.  Secondo il EFLM Biological 
Variation Database (27), CV <2,4%, bias <2,5% e TEa 

<6,5%.  
Tuttavia, la variabilità della misura del glucosio, seppur 

nell’ambito del TEa, può impattare in modo importante 
nello screening del GDM. Argawal al. (28) in particolare 
sottolineano come anche in un laboratorio in grado di 
assicurare il TEa desiderabile, se vengono utilizzate  le 
misure di glucosio ottenute agli estremi dell’intervallo 
di confidenza del 95% (95%CI) la prevalenza del GDM 
può variare in modo importante;  tale riscontro è stato 
confermato anche da recenti esperienze italiane (29,30).

In sintesi, quindi imprecisione e inesattezza 
producono un possibile errore totale comunque 
significativo in particolare per uno screening basato su un 
valore soglia netto come quello suggerito dalla IASDGP 
e che può determinare diverse prevalenze di GDM nella 
popolazione studiata, anche garantendo le specifiche di 
qualità suggerite per la glicemia.

Le variabili analitiche possono e devono essere 
controllate il più possibile, ma non possono essere 
azzerate. Per questo motivo è necessario considerare 
con attenzione un’altra importante fonte di variabilità della 
misura della glicemia, ovvero il possibile decremento 
della glicemia, che è stimato essere pari al 5-7% all’ora 
ed è legato alla mancata inibizione della glicolisi in vitro 
(31). Da notare che tale errore di per sé stesso supera 
già l’errore totale consentito dalle principali Linee Guida. 

Per prevenire la glicolisi in vitro, la NACB raccomanda 
di centrifugare immediatamente e separare la parte 
corpuscolata del sangue dal plasma, oppure di immergere 
la provetta in ghiaccio fondente e separare il plasma 
entro 30 minuti  dal prelievo (25). Tale approccio tuttavia 
può essere di difficile attuazione nella realtà quotidiana.

In alternativa, si possono utilizzare provette contenenti 
inibitori della glicolisi ma, come è stato documentato in 
una recente indagine conoscitiva condotta dai Gruppi 
di Studio SIBioC (GdS) Diabete e Variabilità Extra-
analitica (32), è ancora molto diffuso l’impiego di provette 
contenenti il solo fluoruro di sodio (NaF).  In realtà è noto 
ormai da tempo come il NaF non sia in grado di bloccare 
immediatamente la glicolisi in quanto agisce su un 
enzima, l’enolasi, posto distalmente nella via glicolitica, 
mentre non ha alcun effetto sugli enzimi iniziali della 
stessa via. In questo modo, nei primi 90-120 minuti dopo 
la raccolta del sangue si ha in vitro un decremento del 
glucosio simile a quello che si osserva in provette senza 
NaF (33).

Oggi le linee guida (2) raccomandano l’impiego di 
provette contenti oltre a NaF anche citrato ed EDTA  
(NaF/Na2EDTA/citrato). Tale miscela, disponibile sia in 
forma liofila che granulare, consente un rapido blocco 
della glicolisi (34).

Naturalmente seguire le raccomandazioni e attuare 
una pronta inibizione della glicolisi, non può che portare 
ad un incremento della diagnosi di GDM:  Daly N et 
al. (35) hanno dimostrato che la pronta refrigerazione 
e separazione del plasma dalla parte corpuscolata 
determina concentrazioni glicemiche mediamente più 
elevate e quindi un incremento della diagnosi di GDM di 
2,7 volte rispetto alla pratica ospedaliera comune.
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LA NOSTRA ESPERIENZA

Anche nella nostra esperienza l’OGTT eseguito su 
83 gravide ha portato ad un incremento della diagnosi di 
GDM se eseguito su provetta contenente la miscela NaF/
Na2EDTA/citrato (cosiddetta miscela ternaria) rispetto 
all’utilizzo di provetta con NaF (21,6% versus 9,64%) 
(36).

Tale riscontro è stato confermato anche da una verifica 
della prevalenza di GDM nel Laboratorio di Vicenza, 
dopo 1 anno di utilizzo delle provette con miscela ternaria 
confrontato con l’attività dell’anno precedente dove erano 
state utilizzate le provette con solo NaF: mentre l’utilizzo 
di provette con NaF aveva portato alla diagnosi di GDM 
per 274 donne su 2058 (13,3%) dopo l’introduzione delle 
provette con miscela ternaria, la diagnosi di GDM è stata 
posta in 325 casi su 1 876 pazienti (17,3%), p<0,0001 
(37). 

Interessante notare come il principale incremento di 
positività avvenga nel prelievo basale (T0), osservazione 
condivisa anche da altri autori (38). A T0, la differenza 
di positività per GDM (glicemia >92 mg/dL) era di 
7,7% delle donne testate con provette NaF, rispetto al 
12,2% (p<0,0001) testato utilizzando le provette con 
miscela ternaria. Dopo il carico di glucosio, non vi era 
alcuna differenza significativa nella percentuale di 
donne positive per GDM a 60 minuti (6,3% versus 6,1%; 
p>0,05), mentre, a 120 minuti, le proporzioni erano 4,4% 
versus 6,3% (p<0,05). Probabilmente ciò avviene per un 
effetto metabolico di saturazione di glucosio, subito dopo 
l’assunzione del carico orale di glucosio (39).

Anche l’HAPO Study (4) ha dimostrato che la maggior 
parte delle gestanti viene identificata come affetta da 
GDM sulla base dei valori riscontrati nel primo punto 
della curva, la glicemia basale, che quindi richiede un 
attento controllo della qualità della misura.

Analizzando l’andamento della glicemie durante 
l’ OGTT, si nota che le glicemie basali, nella casistica 
delle OGTT eseguite nel Laboratorio di Vicenza, sono 
comprese tra 68 e 108 mg/dL, mentre le glicemie dopo 
60 minuti dal carico orale si distribuiscono in un intervallo 
più ampio (70-219 mg/dL), proprio a causa della diversa 
risposta metabolica individuale al carico orale. Anche le 
glicemie del terzo punto (dopo 120 minuti) mostrano un 
intervallo di concentrazioni ampio, che va da 50 mg/dL a 
190 mg/dL (Figura 1).

Come osservato anche da altri autori (40), in 
presenza di un valore soglia fisso, posto al centro di una 
distribuzione di concentrazioni molto stretta, variazioni 
anche piccole del valore della  glicemia possono avere 
ripercussioni importanti sulla diagnosi e quindi sulla 
prevalenza di GDM: in pratica un “errore” del 2% (quindi 
1-2 mg/dL) potrebbe comportare una perdita di diagnosi 
del 4,2% o una sovradiagnosi del 5,4%. L’impatto invece 
di analoghe variazioni sugli altri due  valori soglia della 
prova da carico è molto meno significativo. Limitare 
quindi il decremento della glicemia attuando il blocco 
della glicolisi sembra necessario, anche se questo può 
determinare un incremento dei casi diagnosticati come 
GDM.

L’aumento della prevalenza di GDM determinato 
dal miglioramento della qualità pre-analitica è motivo di 

Figura 1: 
Rappresentazione delle distribuzioni delle concentrazioni di 
glucosio plasmatico ai tempi T0 (pannello A), T60 (pannello 
B) e T120 (pannello C) del carico orale di glucosio, nella 
popolazione delle donne in gravidanza studiate. La freccia 
e il corrispettivo istogramma rosso, indicano i valori 
decisionali T0 = 92 mg/dL, T60 = 180 mg/dL, T120 = 154 
mg/dL. Minime variazioni analitiche attorno ai  valori soglia 
di T0, determinano un numero elevato di mis-classificazioni, 
mentre la stessa variabilità ai valori decisionali di T60 e 
T120 hanno effetti molti minori sul numero di diagnosi poste. 
Modificata dal riferimento 4. 

A

B

C
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preoccupazione, al punto da mettere in discussione la 
correttezza dei valori soglia suggeriti. Song et al. (41) 
hanno infatti ipotizzato che sia necessario una modifica 
dei valori soglia definiti per lo screening.

In realtà l’HAPO Study ha evidenziato una relazione 
lineare tra i livelli di glicemia a digiuno e dopo 1 e 2 ore 
dal carico orale di glucosio e l’aumento della frequenza 
di eventi avversi neonatali; partendo da questi dati la 
IADPSG ha poi ricavato i valori soglia. Tuttavia, nello 
studio HAPO la fase pre-analitica/analitica era stata ben 
controllata, bloccando la glicolisi posizionando le provette 
in acqua ghiacciata e poi centrifugando rapidamente le 
provette; le misure delle concentrazioni di glucosio inoltre 
erano state centralizzate per azzerare l’eventuale bias 
(42).

Appare quindi difficile voler applicare valori soglia 
stabiliti nell’ambito di un processo dove la variabilità 
era stata ben controllata, mentre non risulta praticabile 
comportarsi in maniera analoga nella pratica quotidiana.

Molto interessante il recente studio di Szoke D et al. 
(38) che ha messo in relazione il diverso approccio di uno 
screening con solo NaF e screening con provette in grado 
di inibire prontamente la glicolisi, diagnosi di GDM ed 
outcomes perinatali: come atteso, l’utilizzo delle provette 
che bloccano la glicolisi comporta un incremento della 
diagnosi di GDM (27,5% versus 11,9%). L’addizionale 
quota di donne con GDM diagnosticato sulla base 
dello screening eseguito con citrato mostra comunque 
una incidenza maggiore, statisticamente significativa, 
di macrosomia fetale rispetto alle donne senza GDM 
(17,2% versus 6,8%), anche se non vi sono differenze 
statisticamente significative per altri outcomes avversi,  
come il parto pre-termine o il taglio cesareo. 

CONCLUSIONI

Il laboratorio deve garantire una corretta esecuzione 
dell’esame fondamentale per lo screening del GDM, 
l’OGTT, in tutte le sue fasi, pre-analitica, analitica e post 
analitica. Deve quindi seguire con attenzione le procedure 
per una corretta esecuzione del test, dalla adeguata 
preparazione del paziente alla corretta preparazione 
e somministrazione della soluzione glucosata; 
fondamentale è anche la pronta inibizione della glicolisi. 
Inevitabilmente questo porterà ad un incremento della 
diagnosi di GDM, ma forse questo aspetto deve essere 
valutato in modo diverso. 

Se modificare i valori soglia decisi nell’ambito di uno 
studio così importante e condotto in modo rigoroso come 
l’HAPO study sembra poco realizzabile, eseguire il test 
rendendolo meno sensibile grazie all’effetto della glicolisi 
sembra davvero discutibile. Quello che dovrebbe essere 
discusso è come valutare dal punto di vista clinico le 
informazioni ottenute durante l’OGTT. Al di là dell’etichetta 
di DMG, forse andrebbe interpretato in modo diverso un 
OGTT in cui la paziente presenta il solo valore basale 
poco alterato, rispetto ad un OGTT con valori alterati in 
più punti o comunque una valore basale decisamente al 
di sopra del valore soglia. 

In pratica, forse l’introduzione di una sorta di area 
grigia intorno al famoso valore soglia di 92 mg/dL, da 
interpretare poi dal clinico in base anche alle condizioni 

cliniche della paziente e all’analisi di altri fattori di rischio, 
potrebbe essere la soluzione a questo importante 
problema e, probabilmente, questo è quanto già viene 
fatto nella pratica clinica dai colleghi diabetologi.

Fondamentale, a nostro parere, è la stretta 
collaborazione con i diabetologi per condividere una 
situazione altrimenti di difficile soluzione.
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