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Esami di laboratorio

In quanto non appropriati

1 inutil

in quanto non validati

2 Gli esami di laboratorio nello studio del medico

3 Gli esami di laboratorio con un risultato inatteso

Regole che condizionano
gli esami di laboratorio




Regola #1.

UN'INDAGINE DI LABORATORIO
DEVE REALIZZARE IN VITRO
QUELLO CHE SUCCEDE IN VIVO
NELLA MANIERA PIU' CORRETTA
POSSIBILE



1 Esami Inutili

Esistono esami inutil ?



Perche viene richiesto un esame di
laboratorio

1. Si vuole verificare un'ipotesi diagnostica
2. Sl cerca un orientamento diagnostico
3. In presenza di una ipotesi diagnostica si vuole
verificare che non esistano altre opzioni
4. Si vuole fare un controllo generale
5. In corso di monitoraggio
6. Per verificare un precedente risultato
7. Altri motivi




Regola #2
Come si chiede un esame di laboratorio

1. un quesito diagnhostico Mirata
L] L] u /
2. quale indagine chiedere ——

3. come interpretare l'indagine Allargata
4. dove fanno l'esame

5. avvertenze (preanalitica)

6. Aspettative di utilita (diagnosi- terapia)



Gli esami inutili:
definizione “operativa”

Sono gli esami il cul risultato non puo essere

*perc
*perc
*perc

Inserito in un modello di patologia

un esame e inutile:

ne da risultati incomprensibili
ne il professionista non ne conosce l'interpretazione

ne viene effettuato senza un'adeguata preanalitica



N -

0 ~N O U1 A W

Esami inutili ... meglio inappropriati ?

. Ripetere il gruppo sanguigno o una tipizzazione HLA
. Dosare le IgE (totali o specifiche) a breve distanza dal
precedente dosaggio
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. Chiedere un'elettroforesi entro 7 giorni dalla precedente
. Fenotipo linfocitario
. Dosaggio di citochine

agini microbiologiche durante trattamento
agini allergologiche in vivo sotto trattamento
agini sierologiche (monitoraggio) effettuato da

strutture differenti



Linee guida (o, almeno, indicazioni...) internazionall

Table 1:

Usefulness of laboratory tests in assessing rheumatic disease after history and physical examination

Clinical diagno sis CBRC

Osteoarthritis

Rheumatoid arthritis 3
Connective tissue disease 3
Lot
Ankylosingspondylitis 2
Mechanical back pain ()
Polymyalgia rheumatica

and temporal arteritis 4
Septicarthritis 4

Fibromyalgia
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not wseful in making digenosis

positive or negative fest is rarely helpful in investigating the conditi on
positive ar negafive test is sometimes helpful

a positive or negative fest is often helpful

a positive or negative test is always helpfulin investigating the condition.




ESAMIINUTILI IN QUANTO NON
VALIDATI



Caratteristiche di un buon esame

Riproducibilita

se ripetuto in situazioni differenti da risultati
entro limiti di tolleranza attesi

Precisione | Il risultato e allineato con standard “assoluti”
Accuratezza| il metodo ha una variabilita intrinseca entro
limiti di tolleranza attesi
Robustezza | Il risultato e corretto anche in presenza di
piccole variazioni delle condizioni analitiche
Specificita| la percentuale dei falsi positivi e all'interno di
limiti di tolleranza attesi
Sensibilita| la percentuale di falsi negativi e all'interno di

limiti di tolleranza attesi




Validazione di un indagine di
laboratorio

Fase 1: identificazione sperimentale di un
biomarcatore che apparentemente correli con
un evento “clinico”

Fase 2: identificazione di una metodologia in vitro
che possa essere validata in laboratorio

Fase 3: validazione sul campo



Principio della validazione (tutte le fasi)

« Documentare che un determinato risultato
possa essere riproducibile

- Nella stessa seduta sperimentale
- In differenti sedute sperimentall

- Con differenti batch di materiale
- In sedi different

- Con differenti operatori
- In differenti condizioni sperimentali (estate/inverno)

. Definendo a priori le caratteristiche statistiche



Un esempio attuale:
INTOLLERANZE ALIMENTARI

Il contatto con un alimento per cul esista intolleranza e
una specie di avvelenamento lento e graduale;
superata la soglia di tolleranza, la situazione deflagra e
Il sintomo compare.

L'intolleranza, o ipersensibilita, agisce dunque per
accumulo. Non e visibile un rapporto causa-effetto
Inequivocabile e ravvicinato nel tempo; inoltre |
sintomi sono meno acuti, piu vaghi e piu diffusi
rispetto alle allergie.

NB: definizione allergologica con la quali si puo non essere d’accordo.



CLINICAMENTE

Sistema nervoso centrale Depressione, sonnolenza, affaticamento, ansia,
Iperattivita’', scarsa concentrazione, vertigini, mal di testa.

Orecchio e udito Dolore, ronzio, perdita di udito, aumentata sensibilita’ ai
suoni

Naso e olfatto Starnuti, olfatto ridotto o aumentato, pruriti, sinusite, poliposi.

Bocca e gola Gengive gonfie, difficolta’ di deglutizione, faringite o laringite,
raucedine, afte.

Polmoni Difficolta’ di respirazione, asma, tosse.

Apparato gastrointestinale Gonfiore, nausea, dolori addominali, appetito
ridotto o aumentato, crampi, diarrea, colite, flatulenza, eruttazione.

Apparato genito-urinario Minzioni frequenti, enuresi, minzioni dolorose,
mestruazioni abbondanti o dolorose o irregolari, cistiti, vaginiti.

Cuore, vasi e sangue Angina, palpitazioni, tachicardia, inflammazione delle
vene o delle arterie, anemia. leucopenia, diminuzione delle piastrine.

Pelle Prurito, orticaria, eczema, acne, lesioni.

Muscoli e articolazioni Crampi, spasmi, tremore, rigidita' muscolare, artrite,
dolori muscolari, miosite.



Complementary diagnostics
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Franklin e Lowell : in soggetti allergici al’ambrosia I'assenza di significative
differenze morfologiche nei globuli bianchi quando posti in provette a contatto
con estratto di ambrosia o con soluzione salina.

Chambers e coll. : in soggetti polisensibilizzati non differenze nei globuli bianchi
se posti a contatto con allergeni cui tali soggetti erano o meno sensibilizzati.

Benson e Arkins: in uno studio controllato in doppio cieco identificato un elevato
numero di risultati falsamente positivi e nhegativi che tolgono al test citotossico
gualsiasi validita clinica.

Lieberman e coll.: in uno studio controllato nessuna correlazione fra risultati del
test e reazioni allergiche a cibi o con reazioni indesiderate nei confronti degli
stessi ; inoltre risultati diversi per una stessa persona se saggiata in momenti
SUCCESSIVI.

Alla luce di queste evidenze sperimentali '’American
Academy of Allergy ha concluso che il test non e
affidabile nella diagnostica allergologica



| test molecolari in allergologia

Principio: se viene identificato I'allergene presente in
una miscela la diagnosi sara piu corretta e la terapia
piu mirata

Applicazione: indagini di laboratorio “molecolari”
(microarray o simili)

Risultati: talora incomprensibili al non esperti

Problema #1.: utilita e limiti dei vaccini “molecolari”
Problema #2: disponibilita degli allergeni ricombinanti
Problema #3: sensibilita del metodo

Conclusioni: ad oggi solo alcuni di questi test sono
validati



The ISAC

(Immuno Solid-phase Allergen Chip)
test
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MIA - Microarray Image Analyzer v2.0
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490 Olee?2 NN Profilin Olea europaea Olivo Alberi
3136 Betv 2.0101 EC Profilin Betula verrucosa Betulla Alberi
3423 Pho d 2.0101 EC Profilin Phoenix dactylifera Palma da datteri Alberi
512 Par | 3.0102 EC Profilin Parietaria judaica Parietaria Erbacee
3307 Hel a 2.0101 EC Profilin Helianthus annuus Girasole Erbacee
Mercorella

3375 Mer a 1.0101 EC Profilin Mercurialis annua comune Erbacee
3416 Phl p 12.0101 EC Profilin Phleum pratense Codolina Graminacee
3233 Cynd 12.0101 EC Profilin Cynodon dactylon Erba canina Graminacee
403 Hev b 8.0204 EC Profilin Hevea brasiliensis Latice Latice




Profiline

Betv 2.0101 0.00 | 0.00 | 0.00 | 000 | 0.00 | 620 | 0.00 | 0.OO | O.OO | O.00 | O.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
Olee?2 0.00 | 0.00 | 0.0O0 | 00O | 0.00 | 1059 | 0.00 | 0.OO | 0.OO | O.00 | O.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
Pho d 2.0101 0.00 | 0.00 | 0O.00 | 0.00 | 0.00 |22.50| 0.00 | 0.00 | O.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
Hela 2.0101 0.00 | 0.0 | O.OO | 0.OO | 000 | 995 | 0.00 | O.00 | O.OO | O.OO | 000 | 0.00 | 0.00 | 0O.00 | 0.00
Mer a 1.0101 0.00 | 0.00 | O.OO | 0.00 | 000 | 1745 | 0.00 | O.00 | O.00 | 0.OO | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
Par j 3.0102 0.00 | 0.00 | O.OO | 0.00 | 000 | 662 | 0.00 | 0O.00 | O.00O | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
Cynd12.0101 0.00 | 0.00 | 00O | 0.00O | 000 | I7r55| 0.00 | 0.00 | O.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
Phlp 1.0102 000 | 089 | 0.00 | 13.71| 087 | 0.00 | 1154 | 0.00 | O.O0O | 7.05 | 1814 | 0.00 | 0.00 | 6.08 | 7.61
Hev b 8.0204 0.00 | 0.00 | 0O.00 | 0.00 | 0.00 | 21273 | 0.00 | 0.00 | O.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00




2. | test che sI possono
esequire “fuori” dal
Laboratorio di Patologia
Clinica



| test “ambulatoriali”

« Ogni medico e autorizzato a mettere in atto
guanto ritiene necessario per un migliore
risultato clinico

o Per effettuare esami di laboratorio non sono
necessarie specifiche autorizzazioni (oggi!)

o || TAT (turn around time) condiziona le scelte
terapeutiche nelle situazioni di “urgenza”

 Tutto questo supporta l'utilizzazione di indagini
di laboratorio di tipo ambulatoriale.



Test disponibili....

Glicemia

Azotemia

Bilirubina

p0O2, pCO2, pH

Emoglobina

Adenovirus ed altri virus respiratori
Streptococcus pneumoniae

RSV

Pro-calcitonina

PCR




| test ambulatoriali - Regole generali

- E necessario conoscere:
« Sensibilita (limiti inferiori)
« Precisione (correlazione con parametri “veri”)
« Accuratezza (riproducibilita)
« Specifiche pre-analitiche (ci sono le cellule?)
- Bisogna disporre di
« Strutture adeguate (strumenti di lettura)
. Organizzazione adeguata (conservazione dei reagenti)
. Esperienza adeguata (formazione)
. Pre-analitica (orari, campionamento, conservazione)
« Carico di lavoro adeguato (numero minimo di test/settimana)
« Controlli di qualita adeguati e documentati



TEST CON TECNICHE DI BIOLOGIA
MOLECOLARE CHE CONSENTONO
DI DIMOSTRARE LA PRESENZA DI
STAFILOCOCCHI MET-R,
-ENTEROVIRUS,
STREPTOCOCCHI DI GRUPPO B....

||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||
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3. | test con un risultato
“Inatteso”



Il risultato Inatteso
(Incidentaloma)

Linee guida (?)

Esperienza personale

Sopravvalutazione o sottovalutazione ?7??
Conoscenza dei modelli clinici

... Spesso e piu facile dichiarare che il laboratorio ha
sbagliato !

Controlli di qualita interni e esterni
Tracciabilita del campione



Ospedale vs area metropolitana

| test per un ospedale “di Il — lIl livello” sono
necessariamente differenti dai test che vengono
effettuati su un area vasta

Ospedale - Malati (acuti o cronici gravi)
Area vasta — Malati (acuti, cronici non sempre
gravi) e Sani
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