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PREMESSA

La sepsi rappresenta un’emergenza medica a causa della sua elevata morbilita e mortalita.

Una diagnosi precoce e un intervento terapeutico tempestivo sono fondamentali per migliorare
’esito clinico in pazienti con sepsi.

L’esame emocromocitometrico completo viene richiesto di routine nell’approccio ai pazienti con
sospetta sepsi.

I moderni analizzatori ematologici, oltre ai classici parametri dell’emocromo, forniscono parametri
di ricerca, cell population data (CPD), che attualmente non vengono refertati, ma sono oggetto di
studio in vari campi della medicina; uno di essi € 1’approccio alla sepsi in quanto potrebbero dare
indicazioni immediate sulla presenza o meno di questa grave patologia.

Lo scopo di questo lavoro e stabilire se i suddetti parametri CPD siano utilizzabili per la diagnosi
precoce della sepsi, in modo da prevenirne gli esiti avversi e ridurne la mortalita iniziando

tempestivamente il trattamento terapeutico.



1. PARTE INTRODUTTIVA

1.1 LA SEPSI

La sepsi & una sindrome clinica di disfunzioni organiche potenzialmente letale causata da una
risposta non controllata all'infezione [1]. E una patologia estremamente diffusa e severa che nei
pazienti critici, immunocompromessi ed anziani degenti nelle strutture ospedaliere puo essere la
causa principale di morbidita e mortalita.

La sepsi rappresenta una sindrome clinica conseguente ad un'infezione, e caratterizzata dai classici
segni della sindrome da risposta infiammatoria sistemica (SIRS): febbre o ipotermia, tachicardia,
tachipnea, leucocitosi o leucopenia. Possono verificarsi anche sintomi correlati a un'infezione
specifica, come tosse nella polmonite o bruciore durante la minzione in un'infezione renale e
dolore addominale nella sepsi intraddominale [9].

E una malattia eterogenea sia in termini di eziologia che in termini di patogenesi [2].

La sepsi é causata da batteri (sia Gram positivi che Gram negativi) e piu raramente da miceti.

A seconda dei vari patogeni coinvolti e dalla tempestivita con cui essa viene riconosciuta e trattata,
rappresenta una malattia con un rischio di mortalita che va da medio a molto alto.

La patogenesi della sepsi puo essere suddivisa in due fasi: una fase iniziale caratterizzata da
un’intensa risposta inflammatoria all’infezione che porta al rilascio di citochine pro-infiammatorie
dove la maggior parte dei pazienti (ca. 60%) guarisce, mentre il 30% passa alla fase tardiva,
caratterizzata da immunosoppressione [3].

In questo contesto, la risposta immunitaria, composta dal sistema innato e da quello adattativo, ha
un ruolo chiave.

Le cellule eosinofile, basofile, macrofagi e neutrofili, sono componenti del sistema immunitario
innato che rappresenta la prima linea di difesa contro gli agenti patogeni e agisce rapidamente per
combattere le infezioni.

Diversamente il sistema immunitario adattativo, costituito da linfociti T e B, comporta una risposta
antigene-specifica, specifica per I'agente patogeno; la risposta immunitaria innata € importante per
limitare 1’infiammazione e il danno tissutale dopo l’infezione e per ripristinare 1’omeostasi
immunitaria [3].

Durante la sepsi, i modelli molecolari associati al patogeno (PAMP) e i modelli molecolari
associati al pericolo (DAMP) inducono I’attivazione delle cellule immunitarie innate, che
rilasciano citochine pro-inflammatorie, portando a una massiva risposta infiammatoria
caratterizzata dalla cosiddetta “tempesta di citochine”. L’eccessiva risposta infiammatoria
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potrebbe indurre danni cellulari e tissutali, portando a disfunzioni multiorgano. Inoltre, durante la
sepsi, la risposta immunitaria adattativa viene deregolamentata, portando alla soppressione

Immunitaria, che promuove le infezioni secondarie.

1.1.1 EZIOLOGIA E PATOGENESI

Una consensus conference ha definito la sepsi come «la sindrome di risposta inflammatoria
sistemica che insorge nel corso dell’infezione» [4]. Questo suggerirebbe che 1’ospite dovrebbe
sviluppare e mettere in azione delle armi per lottare contro i microrganismi responsabili
dell’invasione di tessuti normalmente sterili. In questa sindrome i tessuti che si trovano lontani dal
sito d’infezione esprimono i segni principali dell’infiammazione, inclusi la vasodilatazione,
I’aumentata permeabilita microvascolare e I’accumulo di leucociti.

Nonostante 1’inflammazione sia una risposta essenziale dell’ospite, attualmente si ritiene che
I’innesco e la progressione della sepsi siano legati a un rilascio incontrollato e massivo di mediatori
pro-infiammatori capaci di attivare una catena di eventi che portano al danno tissutale diffuso [5].
Una serie di eventi patogenetici, che coinvolgono I’attivazione di monociti e macrofagi, ¢
responsabile dell’evoluzione da sepsi a sepsi severa/shock settico.

Inizialmente si ha un’attivazione cellulare di neutrofili, monociti, macrofagi, che interagiscono
con le cellule endoteliali attraverso numerosi recettori a cui fa seguito la mobilizzazione di
numerose sostanze del plasma quali citochine, come il TNF, interleuchine, proteasi, leucotrieni,
chinine, ossido nitrico (NO) e fattore di attivazione piastrinica (PAF).

L’attivazione del complemento e della cascata coagulativa concorre ad ampliare questa elaborata
catena di eventi [6][7].

Uno dei piu importanti eventi responsabili di morbilita e mortalita nei pazienti con sepsi € lo
sviluppo di un’insufficienza cardiovascolare con conseguente ipossia tissutale globale.
Quest’ultima deriva da diversi meccanismi che includono ridotto precarico, disfunzioni della
vasoregolazione, depressione miocardica, aumento della domanda metabolica e ridotto utilizzo

dell’ossigeno tissutale legato a disfunzioni microcircolatorie e ipossia citopatica [8].



1.1.2 RUOLO DEI MICRORGANISMI NELLA SEPSI

La ripartizione dei microrganismi causa di sepsi corrisponde a: [10]:
* piu della meta di batteri Gram positivi;

* piu di un terzo di batteri Gram negativi;

» meno del 10% di flora polimicrobica e di germi anaerobi;

* 1% di lieviti.

Quindi i batteri Gram positivi, Gram negativi, aerobi e/o anaerobi rappresentano la causa piu
frequente di sepsi e shock settico, ma anche altri tipi di microrganismi (virus, funghi, protozoi,
metazoi) possono produrre un quadro clinico analogo.

I batteri Gram negativi, maggiormente coinvolti, variano a seconda dell’eta del paziente, della sede
del processo infettivo, dell’origine comunitaria o ospedaliera dell’infezione.

Si tratta in genere di Escherichia coli, Klebsiella, Acinetobacter, Pseudomonas, Proteus,
Enterobacter.

| piu comuni germi Gram positivi responsabili di shock settico sono Stafilococco, Streptococco e
Pneumococco. Tra i batteri anaerobi quelli piu frequentemente isolati sono i Gram negativi,
soprattutto i Bacteroides, di provenienza per lo piu colica [11].

Da considerare che oggi vi & un netto incremento di germi multi-resistenti, per lo piu legato alla
eccessiva pressione antibiotica: tra i Gram positivi si isolano molto piu frequentemente germi
meticillino-resistenti quali MRSA (Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus) sensibili solo a
vancomicina, teicoplanina, linezolid, daptomicina, tigeciclina, o addirittura VRE (Vancomycin-
resistant Enterococcus) ; tra i Gram negativi germi produttori di ESBL (Extended Spectrum Beta-
Lactamase) quali 1’Escherichia coli sensibili solo ai carbapenemici e tigeciclina e ancora piu
recentemente vi € un incremento di Klebsiella pneumoniae - KPC (Klebsiella Pneumoniae
Carbapenemase Producing) in grado di produrre un enzima che la rende resistente ai
carbapenemici e sensibile solo a colistina o gentamicina.

Tra i miceti prevalgono i lieviti e la Candida albicans € la piu frequentemente isolata, anche se
recentemente stanno aumentando le specie di Candida non-albicans (Candida tropicalis, glabrata,
krusei, parapsilosis).

Rari gli isolati di Aspergillus e di altri funghi filamentosi [11].

L’esordio della risposta infiammatoria sistemica nella sepsi umana e dovuto principalmente a

macromolecole di derivazione microbica, altamente conservate, che presentano modelli non



trovati nei tessuti umani. La piu potente di tutte le molecole del modello molecolare associato ai
patogeni (PAMP) ¢ il lipopolisaccaride batterico (LPS), noto anche come endotossina.

Un gran numero di altri PAMP ¢ espresso su batteri Gram-positivi, funghi, parassiti e agenti
patogeni virali.

Queste molecole fungono da ligandi per i recettori di riconoscimento dei pattern espressi sulle
cellule effettrici immunitarie noti come recettori Toll-like (TLR) [12,13].

La famiglia TLR é il complesso recettoriale di riconoscimento PAMP piu importante, ma non
I’unico, all’interno del sistema immunitario innato umano.

| TLR sono recettori transmembrana di tipo 1 per il rilevamento di LPS e di molti altri mediatori
microbici, come peptidoglicano, lipopeptidi, flagelline, acidi nucleici microbici, molteplici
componenti della parete cellulare fungina, proteine virali e acido lipoteicoico.

L’LPS costituisce circa il 75% dell’intera membrana esterna dei batteri enterici e in ciascuna parete
cellulare batterica si trovano fino a 4 milioni di molecole di LPS [14].

L'LPS funziona come una molecola di allarme, avvisando l'ospite nella fase iniziale della
possibilita di un'infezione batterica invasiva da Gram-negativi [15].

Il rilascio di LPS in circolo provoca una vigorosa risposta infiammatoria sistemica.

L'LPS é una macromolecola polare bifosforilata costituita da tre componenti distinte: una sequenza
idrofobica altamente conservata di acidi grassi all'interno della sua struttura lipidica A; un
glicolipide centrale contenente alcune porzioni insolite di eptosio ed esoso; elementi idrofili
espressi sul suo polisaccaride ripetuto lungo i suoi componenti della superficie esterna [16]. L'LPS
forma spontaneamente microaggregati (mini-micelle) in soluzioni acquose con la sua sezione
lipidica idrofobica al centro della micella e i componenti polisaccaridici idrofili visualizzati sulla
superficie esterna delle micelle. Nei fluidi biologici, come il plasma umano, I'LPS interagisce
rapidamente con una varieta di proteine lipofile legate al siero o alla membrana. Pochissimi LPS
circolano liberamente nel plasma poiché tutte vengono complessate rapidamente con proteine
circolanti e lipoproteine.

Sono stati riconosciuti tre recettori per LPS nelle cellule umane: (1) molecole CD14-MD2-TLR4
solubili o legate alla membrana, (2) molecole CD11/CD18 (integrine 2) e (3) recettori scavenger
per molecole lipidiche.

Nel plasma umano e in altri fluidi corporei, il transito di LPS é facilitato da una proteina plasmatica
di fase acuta di derivazione epatica nota come proteina legante LPS (LBP) [17].

LBP funziona come una molecola navetta che raccoglie gli aggregati polimerici LPS e trasferisce
i monomeri LPS al CD14. L'LPS compete con un'altra molecola legante I'LPS derivata dai

neutrofili nota come la proteina battericida che aumenta la permeabilita (BPI).



LBP assiste nella consegna di LPS alle cellule effettrici immunitarie mentre BPI inibisce la
consegna di LPS a CD14. Le concentrazioni relative di queste due proteine leganti I'LPS
determinano principalmente I'effetto netto del rilascio di LPS [17].

CD14 e una proteina legata al glicosil fosfatidilinositolo che si trova principalmente sulla
superficie cellulare delle cellule mieloidi. Manca di un dominio transmembrana e di un dominio
intracellulare e pertanto non € in grado di trasdurre il segnale LPS attraverso le membrane cellulari
per attivare le cellule bersaglio.

Dopo I'aggancio al CD14 legato alla membrana, I'LPS viene quindi consegnato a una proteina
adattatrice extracellulare nota come MD?2 (fattore di differenziazione mieloide-2) [18, 19].

Le strutture LPS che solitamente hanno acidi grassi lunghi legati al carbonio (C16-C18) o acidi
grassi corti (C8-10) non si adattano bene alla tasca MD2 e sono scarsi attivatori del complesso
MD2-TLR4. Allo stesso modo, le strutture lipidiche tetra-acilate occupano il centro di MD2, ma
non possiedono le caratteristiche superficiali corrette per attivare TLRA4.

Agiscono come antagonisti della segnalazione LPS piuttosto che come agonisti.

Una volta che il complesso LPS-MD2 viene presentato al dominio extracellulare di TLR4, una
grande struttura dimerica di due complessi molecolari LPS-MD2-TLR4 si unisce per portare il
dominio transmembrana e intracellulare delle due molecole TLR in stretta prossimita l'una con
I'altra. Questa serie di eventi impegna quindi le molecole adattatrici necessarie con il dominio TIR
(recettore Toll interleuchina-1) di TLR4, innescando la segnalazione intracellulare.

Il risultato finale di queste vie di trasduzione del segnale e l'attivazione di programmi genetici
sensibili all'LPS all'interno del nucleo delle cellule bersaglio.

Una volta che TLR4 si lega al suo ligando LPS, possono verificarsi due possibili percorsi di
attivazione cellulare attraverso il percorso MyD88 (fattore di differenziazione mieloide 88) o il
percorso TRIF (adattatore del dominio del recettore Toll-like che induce I'interferone-p) [13,18].
Questa cascata di segnali porta infine alla fosforilazione, ubiquitilazione e degradazione del kB
inibitorio (IkB) insieme ad altri attivatori trascrizionali. La degradazione di IkB rilascia 1 siti di
legame della membrana nucleare del fattore nucleare kB (NFkB) per legarsi e traslocare nel
nucleo. Gli elementi della coagulazione, il complemento, altre proteine della fase acuta, le
citochine, le chemochine e i geni dell'ossido nitrico sintasi hanno siti di legame NF«B nelle loro
regioni promotrici. Il rilascio di citochine inflammatorie e altri mediatori inflammatori dopo
I’esposizione all’LPS contribuisce all’inflammazione generalizzata, all’attivita procoagulante, al

danno tissutale e allo shock settico [20,21].



1.2 ESAME EMOCROMOCITOMETRICO

L’emocromo ¢ tra gli esami di laboratorio pit comunemente prescritti, fornisce numerose
informazioni sullo stato di salute del paziente e nella maggior parte dei casi viene refertato in tempi
molto brevi. L'interpretazione appropriata di questo test & fondamentale per la diagnosi precoce di
diverse condizioni cliniche, che saranno ulteriormente indagate mediante altri esami clinici e di
laboratorio.

I parametri dell’emocromo studiano i tre tipi di cellule ematiche: (1) globuli bianchi (WBC), (2)
globuli rossi (RBC), (3) piastrine.

1.2.1 GLOBULI BIANCHI

I globuli bianchi, o leucociti, sono una popolazione eterogenea che comprende linfociti, monociti,
granulociti neutrofili, granulociti eosinofili e granulociti basofili.

La conta leucocitaria circolante e la presenza di neutrofili immaturi sono uno dei criteri della
sindrome da risposta infiammatoria sistemica (SIRS) [31]. Nella sepsi, I'aumento della conta dei
neutrofili € comune a causa del rilascio accelerato dal midollo osseo, ma pud esserci anche
neutropenia a causa della deplezione dei precursori granulocitari, dell'arresto della maturazione
dei granulociti nel midollo osseo o dell'eccessiva migrazione dei neutrofili circolanti nel sito
dell'infezione [32]. Per quanto riguarda i linfociti, la linfopenia & comune nei pazienti con sepsi e
la sua persistenza € associata ad aumento della mortalita [33].

| dati delle diverse popolazioni leucocitarie sono espressi sia come percentuale che come valore
assoluto; i valori assoluti sono quelli che hanno il migliore significato clinico e che quindi
dovrebbero essere utilizzati. In genere, I’aumento della conta totale dei globuli bianchi ¢ indicativo
di inflammazione e infezione. Tuttavia, puo essere alterato in diverse condizioni cliniche, come
I’artrite reumatoide, il lupus, le neoplasie [22] e nei disturbi inflammatori non infettivi. Inoltre, la
conta leucocitaria potrebbe essere normale o addirittura ridotta in alcuni casi di sepsi. Per tale
motivo, i globuli bianchi totali hanno una scarsa specificita, che ne limita 1’utilita come biomarker

di sepsi [23].



Linfociti

I linfociti costituiscono circa il 20-40% della conta totale dei leucociti e sono componenti chiave
della risposta immunitaria adattativa. Una caratteristica della sepsi € la presenza simultanea di
alterazioni pro-infiammatorie e immunosoppressive [24].

Queste ultime sono caratterizzate dalla deplezione dei linfociti dovuta a meccanismi apoptotici;
studi post mortem su pazienti con shock settico hanno dimostrato che 1’apoptosi si verifica sia
nelle cellule circolanti che negli organi solidi [25].

Le evidenze della letteratura suggeriscono che la linfocitopenia indotta dalla sepsi potrebbe essere

un indicatore di un aumento di rischio di mortalita nei pazienti con sepsi.
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Figura 1 Linfocita

Monociti

I monociti rappresentano la prima linea di difesa contro gli agenti patogeni. Sono attivati dai
recettori di riconoscimento del pattern (PRR) e dall’ipossia associata alla sepsi [27].

I monociti controllano la risposta immunitaria ai patogeni sia innata che adattativa mediante
diversi meccanismi: la fagocitosi, il rilascio di specie reattive dell’ossigeno, di citochine, di
chemochine, il reclutamento dei neutrofili, la presentazione dell’antigene e attivazione dei linfociti
[26]. Circolano nel flusso sanguigno e raggiungono i tessuti in quantitd maggiori durante

I'infiammazione.



I monociti posso essere classificati in tre diverse sottopopolazioni in base alla diversa espressione
di un corecettore del lipopolisaccaride (LPS), dei recettori CD14 e CD16: classico, intermedio e
non classico [28], che presentano caratteristiche morfologiche, funzionali e fenotipiche diverse.

In condizioni fisiologiche, 1 monociti classici rappresentano circa 1’85% del totale dei monociti
circolanti; quelli intermedi incidono per circa il 5%; mentre quelli non classici rappresentano il
restante 10% [29]. Durante la sepsi, i monociti modificano la loro forma da classica a intermedia
e non classica [30]. La loro eterogeneita aumenta la comprensione della patogenesi
dell’infiammazione e la quota maggiore di una popolazione specifica potrebbe fungere da

biomarcatore delle malattie [35].

Figura 2 Monocita

Granulociti neutrofili

I neutrofili rappresentano la popolazione cellulare innata pit abbondante nella circolazione
sistemica, costituendo circa dal 40 al 70% della conta totale dei leucociti [36].

Sono una componente chiave del sistema immunitario e agiscono come sentinelle per eliminare
gli agenti patogeni. Quando si verifica I’infezione, i neutrofili migrano rapidamente verso il sito
d’infezione ed eliminano 1’agente patogeno mediante diversi meccanismi, tra cui la fagocitosi e il
rilascio delle specie reattive dell’ossigeno [37].

In condizioni fisiologiche, i neutrofili vanno incontro ad apoptosi per mantenere la loro omeostasi.
Durante la sepsi, invece, subiscono diverse alterazioni funzionali, tra cui una ridotta migrazione,

un’alterata attivitda antimicrobica ¢ un’apoptosi ritardata, contribuendo alla disfunzione
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immunitaria e all’inflammazione persistente [38,39]. Nel complesso, le alterazioni dei neutrofili
contribuiscono al peggioramento della sepsi e allo sviluppo di complicanze secondarie.

Durante l’infezione, la conta dei neutrofili aumenta considerevolmente ed ¢ generalmente
associata alla gravita complessiva dell’infezione. Tuttavia, nella sepsi grave, I’apoptosi dei
neutrofili ¢ ritardata, limitando in alcuni casi ’utilita della conta dei neutrofili.

[ fattori che portano alla neutrofilia, ossia I’aumento dei neutrofili, sono molteplici: dallo stress sia
fisico che emotivo al fumo [40]. Inoltre, i disturbi cronici, come le malattie inflammatorie
intestinali, le malattie reumatiche e 1’epatite sono caratterizzati da neutrofilia di base [41].

Pertanto, la conta dei neutrofili da sola ha uno scarso potere diagnostico e prognostico per la sepsi.

Figura 3 Granulociti neutrofili

Granulociti eosinofili

Gli eosinofili rappresentano 1’1-4% dei leucociti circolanti e hanno un ruolo fondamentale nella
difesa dell’ospite contro gli elminti e nelle reazioni allergiche. Possiedono recettori per molti
mediatori dell’infiammazione, producono e rilasciano una serie di molecole biologicamente attive,
tra cui proteine citotossiche, mediatori lipidici, chemochine e citochine. Gli eosinofili vengono
attivati in seguito a stimoli, fisiologici o patologici, come un’infezione e una volta attivi possono
migrare negli organi e nei tessuti bersaglio, dove rilasciano i loro prodotti € promuovono
I’inflammazione locale, nonché il rimodellamento dei tessuti [42].

Gli eosinofili sono riconosciuti come protagonisti nella modulazione delle risposte immunitarie e
infiammatorie locali e sistemiche. E ormai noto che 1’eosinopenia si verifica durante I’infezione

acuta [43]. Abidi et al. in primo luogo, ha valutato il potenziale ruolo dell'eosinopenia come
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biomarker della sepsi, dimostrando che ha una buona sensibilita e specificita nella diagnosi della

sepsi [44]. Successivamente, diversi autori hanno affrontato il valore dell’eosinopenia per

diagnosticare e predire la prognosi della sepsi, ottenendo risultati incoerenti e controversi

L L

[45 46,47,48].

D
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Figura 4 Granulocita eosinofilo

Granulociti basofili

| basofili rappresentano i granulociti piu rari e costituiscono circa lo 0,5-1% della conta totale dei
leucociti. Sono caratterizzati dalla presenza di granuli basofili all’interno del citoplasma,
contenenti diversi mediatori allergici come I’istamina, e condividono alcune importanti
caratteristiche con i mastociti [49]. Sia i basofili che i mastociti esprimono il recettore delle IgE
ad alta affinita sulla loro superficie e rilasciano mediatori chimici che inducono allergie come

I’istamina in risposta a vari stimoli.

Figura 5 Granulocita basofilo
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1.2.2 GLOBULI ROSSI

I globuli rossi, o eritrociti, sono le cellule circolanti piu abbondanti e vengono prodotti nel midollo
0SSeo attraverso un processo complesso, noto come eritropoiesi, che inizia con la differenziazione
delle cellule staminali ematopoietiche multipotenti in precursori eritroidi. La fase finale porta alla
produzione e rilascio nel circolo sanguigno dei reticolociti, globuli rossi immaturi, che completano
il processo di maturazione in eritrociti. In condizioni fisiologiche, i globuli rossi hanno una
caratteristica forma a disco biconcavo; hanno una durata di vita di 120 giorni e vengono
metabolizzati dai macrofagi nella milza e nel fegato [50].

L’eritrocita ¢ un trasportatore di gas; in particolare, ¢ un carrier che trasporta emoglobina e
favorisce lo scambio di O2e CO- tra i polmoni e altri tessuti. Tuttavia, i globuli rossi, hanno anche
un ruolo importante nell’immunita cellulare del sangue, rappresentando le cellule battericide
circolanti [51,52].

Quando gli eritrociti vengono lisati dai batteri, la loro emoglobina rilascia radicali liberi che
distruggono la parete cellulare e la membrana dell’agente patogeno, uccidendolo [56].

La sepsi e caratterizzata da una diminuzione della conta dei globuli rossi, che potrebbe essere
dovuta a diversi meccanismi legati all’alterata produzione o sopravvivenza degli stessi [53].

La soppressione della produzione di globuli rossi potrebbe essere il risultato di una carenza
funzionale di ferro, di una ridotta sintesi di eritropoietina, di infezioni e di infiammazioni. Inoltre,
anche delle condizioni cliniche preesistenti come cancro, malattie epatiche o insufficienza renale
possono contribuire alla perdita di globuli rossi durante la sepsi [54]. La riduzione della
sopravvivenza dei globuli rossi puo essere dovuta ad un’alterazione indotta da agenti patogeni e
reazioni immunitarie. Infatti, la sepsi, altera drasticamente la morfologia e la reologia dei globuli
rossi (viscosita, aggregazione e deformabilita). Di conseguenza il sistema emocateretico elimina
molto piu rapidamente i globuli rossi alterati [55].

L’emocromo di base fornisce diversi parametri relativi alle caratteristiche dei globuli rossi, tra cui
I’emoglobina (Hb), I’ematocrito (HCT), il volume corpuscolare medio (MCV), I’emoglobina

corpuscolare media (MCV) e I’ampiezza della distribuzione del globulo rosso (RDW).
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Figura 6 Globuli rossi

Emoglobina (Hb)

L’emoglobina (Hb) ¢ una proteina presente nei globuli rossi. Svolge diverse funzioni essenziali
nel corpo umano, principalmente legate al trasporto di gas respiratori e alla regolazione
dell’equilibrio acido base. La principale funzione dell’emoglobina ¢ il trasporto di ossigeno dai
polmoni ai tessuti e di anidride carbonica dai tessuti ai polmoni per essere espirata. Svolge anche
un’importante funzione nella regolazione del pH del sangue agendo come tampone.

La diminuzione dell’emoglobina, definita come anemia, ¢ comune nei pazienti con sepsi €, in
generale, nelle malattie critiche [57]. La misurazione della concentrazione di Hb & fondamentale

per il processo decisionale relativo alla trasfusione di globuli rossi.

Ematocrito (HTC)

L’ematocrito indica il volume frazionario di un campione di sangue intero occupato dai globuli
rossi, espresso in percentuale. I valori normali, oltre ad essere lievemente maggiori nell’uomo
rispetto alla donna, possono variare in base a diversi fattori come 1’eta, la gravidanza e 1’altitudine.
Il test puo essere usato anche per valutare e monitorare alcune condizioni che comportano
variazioni nei globuli rossi.

La sepsi ¢ caratterizzata da una riduzione dell’ematocrito [58].
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Volume corpuscolare medio (MCV)

L’MCYV misura la dimensione e il volume medio dei globuli rossi circolanti. E un parametro utile
per la classificazione dell’anemia in microcitica, normocitica e macrocitica. La sepsi ¢

caratterizzata da anemia normocitica.

MCH e MCHC

Sono due parametri che indicano il contenuto di emoglobina nei globuli rossi. MCH indica il
contenuto di emoglobina per globulo rosso mentre MCHC esprime la quantita di emoglobina per

unita di volume.

RDW

L’RDW (ampiezza della distribuzione dei globuli rossi) € un parametro eritrocitario che misura la
variabilita delle dimensioni dei globuli rossi nel sangue. L’interpretazione del risultato di RDW
riveste un’importante utilita nella diagnosi e nel monitoraggio di numerose condizioni patologiche,
caratterizzate da una disomogeneita nel volume degli eritrociti.

Un valore elevato é indice di anisocitosi (presenza di variabilita nelle dimensioni dei globuli rossi),
quindi pu0 aiutare a determinare le cause delle anemie, talassemie, deficit di ferro, carenza di
vitamina B12 o folati. Per la corretta interpretazione, RDW viene confrontato con gli altri indici
eritrocitari (MCH, MCHC, MCV e Hb).

Piu recentemente, 1’indice comunemente utilizzato dell’ampiezza di distribuzione dei globuli rossi
(RDW) é stato implicato come marcatore prognostico nella sepsi.

Durante la sepsi, lo stress ossidativo e I’infiammazione portano alla riduzione della sopravvivenza
e alla soppressione della maturazione dei globuli rossi, con conseguente rilascio prematuro di
globuli rossi e, di conseguenza, un aumento di RDW [59]. La conta dei reticolociti riflette I’attivita
eritropoietica del midollo osseo. Un aumento indica una risposta compensatoria del midollo osseo
a una maggiore necessita di produzione di globuli rossi. Ad oggi, solo pochi studi hanno valutato
I’accuratezza del’RDW nella diagnosi di sepsi [60,61,62].
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1.2.3 PIASTRINE

Le piastrine, o trombociti, sono frammenti anucleari derivati dai megacariociti.

Svolgono un ruolo fondamentale nella coagulazione del sangue: si attivano e aderiscono ai vasi
sanguigni danneggiati formando il tappo piastrinico iniziale; contribuiscono alla cascata
coagulativa che stabilizza il tappo piastrinico mediante la formazione di fibrina e promuovono la
guarigione delle ferite attraverso il rilascio di fattori di crescita che stimolano la rigenerazione dei
tessuti.

Le piastrine sono dotate di un sistema di rilevamento degli agenti patogeni che consentono loro di
funzionare come sentinelle nel flusso sanguigno per la rapida identificazione dell’invasione
microbica. Tuttavia, come con un qualsiasi potente sistema di difesa, la disregolazione
dell’immunita intravascolare mediata dalle piastrine puo portare a profondi danni collaterali alle
cellule e ai tessuti ospiti, con conseguente disfunzione d’organo associata alla sepsi.

Sebbene le valutazioni quantitative delle piastrine possano sembrare rudimentali, molti studi
clinici ed epidemiologici hanno identificato la conta piastrinica nel sangue periferico come un utile
biomarcatore diagnostico e prognostico nella sepsi [63,64].

Un aumento acuto della conta piastrinica circolante (trombocitosi acuta) € generalmente
interpretato come una manifestazione di inflammazione sistemica [65]. Tuttavia, il disturbo piu
comune osservato nell’infezione acuta e nella sepsi ¢ una riduzione delle piastrine circolanti e lo
sviluppo di trombocitopenia acuta [66]. La trombocitopenia associata alla sepsi € il risultato di
diversi meccanismi, tra cui il notevole consumo di piastrine circolanti, che vengono reclutate dalla
circolazione e sequestrate all’interno di organi altamente vascolarizzati, come i polmoni e il fegato;
I’emodiluizione; I’aggregazione piastrine-leucociti; la trombocitopenia indotta da agenti patogeni;
la distruzione immunomediata delle piastrine; trombocitopenia indotta da farmaci [67,68,69].

La sepsi é una delle cause piu comuni di trombocitopenia nei pazienti critici, ma molte altre cause
possono simulare la trombocitopenia correlata alla sepsi, come la sindrome mielodisplastica e
I’anemia aplastica, cosi come i farmaci, i tiazidici o i chemioterapici, che inibiscono la produzione
di piastrine [70].

Oltre alla conta piastrinica anche gli indici derivati dalle piastrine sono stati valutati come
biomarcatori di sepsi, come 1’ampiezza di distribuzione piastrinica (PDW), che aumenta durante
il turnover piastrinico accelerato, e il volume piastrinico medio (MPV), che e un indicatore delle

dimensioni delle piastrine; e il piastrinocrito, una misura della massa totale delle piastrine.
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Alcuni autori hanno dimostrato che gli indici piastrinici sono biomarcatori prognostici affidabili

della sepsi, mentre altri hanno affermato il contrario [71,72].

Figura 7 Piastrine

1.2.4 CELL POPULATION DATA (CPD)

Negli ultimi decenni gli analizzatori ematologici hanno subito importanti progressi tecnologici.
La nuova generazione puo generare i cosiddetti dati sulla popolazione cellulare (CPD), parametri
non ancora validati per la diagnostica, che forniscono informazioni quantitative sulle
caratteristiche morfologiche e funzionali delle cellule del sangue.

I dati sulla popolazione cellulare hanno recentemente attirato [’attenzione come nuovi
biomarcatori per una varieta di malattie, tra cui la sepsi [73,74,75,76,77], covid 2019 [78], e
malattie ematologiche [79,80]. Le variazioni dei valori CPD possono fornire preziose informazioni
sulla trasformazione morfologica e funzionale delle cellule in risposta ad un'infezione.

Pertanto, diversi parametri CPD sono stati valutati come biomarcatori di sepsi.

L’analisi CPD, eseguita utilizzando gli analizzatori ematologici, consente di espandere le
informazioni sulle caratteristiche morfologiche e funzionali dei leucociti in modo semplice,
accessibile, rapido e riproducibile [73].

L’applicazione clinica dei parametri CPD offre numerosi vantaggi: si tratta di parametri generati
senza la necessita di campioni aggiuntivi, disponibili 24 ore su 24, 7 giorni su 7.

| dati sulla popolazione cellulare, essendo numeri, sono piu oggettivi e accurati rispetto ai conteggi
differenziali manuali, poiché migliaia di leucociti (WBC) vengono valutati automaticamente

[81,82]
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L’analisi CPD puo essere generata mediante due diverse tecnologie, la tecnologia VSC e la

citometria a flusso a fluorescenza.

Tecnologia VCS

La tecnologia VCS serve per valutare la morfologia dei leucociti nel loro “stato quasi nativo”
utilizzando tre fonti di energia indipendenti contemporaneamente. L'impedenza della corrente
continua (V) misura il volume delle cellule, vengono riportate le dimensioni precise di tutti i tipi
di cellule e il grado di variazione delle dimensioni delle cellule; L'opacita della radiofrequenza (C)
caratterizza la conduttivita, una misura della composizione interna di ciascuna cella; il raggio laser
(S) misura la dispersione della luce, correlata alla granularita citoplasmatica e alla struttura
nucleare.

Il “metodo Coulter” misura le variazioni di resistenza elettrica quando la cella, sospesa in un
diluente conduttivo, passa attraverso una piccola apertura chiamata zona di rilevamento. Due
elettrodi, uno posto su ciascun lato dell'apertura, producono una resistenza; man mano che
ciascuna cellula attraversa quest'area, il percorso elettrico aumenta momentaneamente la
resistenza, generando un impulso elettrico. L'accumulo di impulsi viene elaborato per la correzione
della coincidenza e moltiplicato per un fattore di calibrazione, ottenendo i conteggi WBC [87].
Gli analizzatori Beckman Coulter sono stati i primi a rendere disponibili i CPD utilizzando la

tecnologia VCS.

Citometria a flusso a fluorescenza (Sysmex)

La Sysmex corporation, societa del Giappone, applica una tecnologia basata sulla citometria a
flusso di fluorescenza. Il banco ottico di lettura e costituito da una sorgente di luce laser a
semiconduttori che irradia le cellule con un raggio di luce monocromatica. Specifici coloranti
agiscono in modo combinato sulle cellule per evidenziare i peculiari aspetti citomorfologici e
I’accurata individuazione di:

- Formula leucocitaria (5 popolazioni);

- Eritroblasti;

- Reticolociti;

- Piastrine.
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Le cellule, dopo specifica colorazione, vengono trasportate con un fluido laminare nella cella di
lettura dove attraversano, una dopo I’altra, il raggio di luce monocromatica.

Per I’analisi della formula leucocitaria viene utilizzato uno specifico colorante in grado di
coniugarsi e marcare il DNA e I’RNA contenuti nel nucleo e negli organuli citoplasmatici dei
leucociti.

Il campione viene inviato nel banco ottico di lettura per la rilevazione della rifrazione laterale di
luce laser (side scatter) e dell’intensita di fluorescenza (side fluorescence).

L’intensita del segnale di side scatter dipende dalla complessita del nucleo e di granuli presenti nel
citoplasma. L’intensita del segnale di side fluorescence dipende dalla quantita di acidi nucleici
contenuti nella cellula. Tanto maggiore € la quantita di acidi nucleici, tanto piu elevata sara
I’intensita del segnale di side fluorescence.

Le informazioni ottenute dall’analisi citofluorimetrica sono visualizzate nel canale DIFF. Ciascuna

popolazione leucocitaria é rappresentata con uno specifico codice colore [83].

Canale differenziale WBC

L'analisi differenziale dei globuli bianchi consiste in una reazione citochimica delle cellule con un
set di reagenti, seguita dall'analisi citometrica a flusso di fluorescenza.

Il reagente di lisi appositamente sviluppato perfora inizialmente le membrane cellulari lasciando
le cellule in gran parte intatte, il marcatore di fluorescenza evidenzia gli acidi nucleici intracellulari
(principalmente RNA) nella seconda fase.

La composizione di questi due reagenti provoca una leggera reazione con le cellule del sangue, in
modo che quasi tutta la struttura delle cellule del sangue rimanga intatta. In questo modo si ottiene
una separazione ottimale, in particolare dei linfociti e dei monociti.

Il campione preparato viene quindi analizzato utilizzando la citometria a flusso a fluorescenza.

| segnali di misurazione relativi alla diffusione laterale (SSC) e alla fluorescenza laterale (SFL)
vengono analizzati e rappresentati in un diagramma di dispersione. Le cellule con proprieta
citochimiche simili rientrano nella stessa area dello scattergram e possono essere separate
utilizzando un algoritmo software avanzato. Il canale differenziale WBC fornisce i conteggi di
dieci sottopopolazioni di globuli bianchi, inclusi i granulociti immaturi (1G), nonché informazioni

di segnalazione in caso di anomalie.
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Figura 8 Il diagramma di dispersione mostra una distribuzione cellulare normale misurata negli

analizzatori della serie XN

Il canale WDF, o canale DIFF, differenzia e conta i linfociti (viola), monociti (verde), eosinofili
(rosso), neutrofili maturi (azzurro) e neutrofili immaturi (blu intenso) e rileva cellule anomale
come globuli bianchi immaturi e cellule atipiche. L’analisi prevede la marcatura delle cellule del
sangue con coloranti fluorescenti dopo la perforazione della membrana cellulare con lisati
specifici. L’intensita della fluorescenza (SFL) ¢ utilizzata per separare le cellule in base al
contenuto di DNA/RNA e determinare I’immaturita e I’attivazione delle cellule esaminate (asse
Y). La diffusione in avanti (FSC, asse Z) e la diffusione laterale (SSC, asse X) indicano
rispettivamente la dimensione della cellula e la complessita della struttura intracellulare.

I segnali ottici lungo 1’asse X (scattering laterale) sono legati alla complessita interna; la
fluorescenza lungo ’asse Y rappresenta il contenuto di acido nucleico, mentre la dispersione in
avanti (asse Z) e proporzionale alla dimensione della cellula.

Lungo l'asse X é riportato il seguente CPD: complessita dei neutrofili (NE-SSC), complessita dei
linfociti (LY-X), complessita dei monociti (MO-X), ampiezza di dispersione della complessita dei
neutrofili (NE-WX), ampiezza di dispersione della complessita dei linfociti (LY-WX) e ampiezza
di dispersione della complessita dei monociti (MO-WX); CPD sull'asse y: intensita di fluorescenza
dei neutrofili (NE-SFL), intensita di fluorescenza dei linfociti (LY-Y), intensita di fluorescenza
dei monociti (MO-Y), ampiezza di dispersione della fluorescenza dei neutrofili (NEWY),
ampiezza di dispersione della fluorescenza dei linfociti (LYWY) e larghezza di dispersione della
fluorescenza dei monociti (MO-WY); e CPD riportati sull'asse z: dimensione dei neutrofili (NE-

FSC), dimensione dei linfociti (LY-Z), dimensione dei monociti (MOZ), larghezza di dispersione
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della dimensione dei neutrofili (NE-WZ), larghezza di dispersione della dimensione dei linfociti
(LY-W2Z) e I'ampiezza di dispersione delle dimensioni dei monociti (MO-W2Z).

Sulla base di questa tecnologia e dei parametri CPD, Sysmex ha introdotto una serie di nuovi
parametri diagnostici che supportano il rilevamento e il monitoraggio di malattie inflammatorie e
infezioni. | parametri estesi di inflammazione sono un pacchetto di vari parametri clinici che
consentono di valutare lo stato di attivazione dei neutrofili (Neutrofil Granularity Intensity
[NEUT-GI] e Neutrofil Reactive Intensity [NEUT-RI]) e dei linfociti (RE-LYMP e AS-LYMP)
quantitativamente. NEUT-GI corrisponde a NE-SSC e NEUT-RI a NE-SFL [87].

Parametri inflammatori estesi

RE-LYMP, AS-LYMP, NEUT-GI, NEUT-RI e GI

Attivazione dei linfociti: linfociti reattivi (RE-LYMP) e linfociti che sintetizzano
anticorpi (AS-LYMP)

Sia nelle infezioni batteriche che virali, nello striscio di sangue periferico si possono osservare
linfociti trasformati. Solitamente queste cellule si presentano con caratteristiche morfologiche
eterogenee tra cui dimensioni maggiori, un nucleo rotondo spesso con un grande nucleolo e un
citoplasma abbondante e basofilo. Nella forma pit matura, che é chiamata plasmacellula, le cellule
B effettrici sono piene di reticolo endoplasmatico ruvido, mentre, le cellule T ne contengono

pochissimo.

Figura 9 Esempi di linfociti attivati

| pazienti con malattie inflammatorie necessitano di una rapida diagnosi differenziale. Affinché
cio sia possibile, i medici devono distinguere tra le inflammazioni causate da infezioni e quelle
che non lo sono: devono determinare 1’agente patogeno responsabile e lo stato della risposta

immunitaria in caso di infezione.
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I nuovi parametri diagnostici RE-LYMP ed AS-LYMP aiutano i medici a diagnosticare, trattare e
monitorare i pazienti con condizioni inflammatorie fornendo ulteriori informazioni
sull’attivazione della risposta immunitaria.

RE-LYMP sta per linfociti reattivi e riflette tutti i linfociti che hanno un segnale di fluorescenza
piu elevato rispetto alla normale popolazione linfocitaria. Il parametro € fornito sia in assoluto che
in percentuale. La popolazione di AS-LYMP é sempre inclusa nel conteggio RE-LYMP.

Il parametro AS-LYMP quantifica i linfociti B attivati (plasmacellule) che sintetizzano gli
anticorpi. Viene fornito in termini assoluti e percentuali e riflette la sottopopolazione di linfociti
con i segnali di fluorescenza piu elevati.

La combinazione di questi parametri fornisce ulteriori informazioni sull’attivazione cellulare della
risposta immunitaria innata e adattativa. La variazione di valore di questi parametri dipende dalla
natura dello stimolo infiammatorio, dalla gravita e dallo stadio dell’infezione.

Le concentrazioni di queste due popolazioni cellulari indicano se esiste una risposta immunitaria

cellulo-mediata o umorale ai patogeni.
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Figura 10 Scattergram dei canali WDF per spiegare I'aspetto di AS-LYMP e RE -LYMP.
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Attivazione dei neutrofili: intensita di reattivita dei neutrofili (NEUT-RI) e

intensita di granularita dei neutrofili (NEUT-GI)

L’attivazione dei neutrofili ¢ un indicatore della risposta immunitaria innata precoce, quindi sia
NEUT-GI che NEUT-RI saranno aumentati in tale condizione. Una volta attivati secernono una
varieta di citochine proinfiammatorie e sostanze antibatteriche e agiscono anche come cellule
presentanti 1’antigene, che sono in grado di attivare la risposta immunitaria adattativa [86]
Alterazioni nella morfologia dei neutrofili (dimensione, forma e composizione), meccanica
(deformabilita) e motilita (chemiotassi € migrazione) sono stati osservati durante 1’infezione [87]
A livello morfologico possiamo distinguere i neutrofili attivati dai neutrofili a riposo. Il termine
“granulazione tossica” viene utilizzato per indicare un aumento di densita e colorazione dei granuli
che si verifica regolarmente con 1’infezione batterica. La presenza dei vacuoli citoplasmatici &
indicativa di un aumento di fagociti, attivita dei neutrofili in risposta all’infezione batterica.
Raramente, in presenza di numerosi batteri o funghi, i microrganismi sono visibili all’interno dei
vacuoli o liberamente nel citoplasma dei neutrofili. Molti neutrofili contengono corpi di Déhle che

rappresentano un segno di attivazione dopo la stimolazione infiammatoria.

Figura 11 Differenti esempi di neutrofili. 1 Granulazione tossica, 2 corpi di Dohle, 3 bastoncini

intracellulari gram negativi, 4 vacuolizzazione.

Nel canale XN-DIFF, le cellule vengono differenziate in base all’intensita del segnale di
fluorescenza (SFL), alla loro dimensione e alla loro struttura interna. Le cellule attivate non solo
hanno una diversa composizione lipidica della membrana ma anche una maggiore attivita nel
citoplasma poiché producono attivamente, ad esempio, citochine. Di conseguenza, 1’intensita del
segnale di fluorescenza delle cellule attivate € maggiore del segnale di fluorescenza delle cellule a
riposo. Il parametro NEUT-RI riflette questa intensita di reattivita dei neutrofili, che rappresenta
la loro attivita metabolica.
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La luce diffusa lateralmente a 90 gradi del segnale XN-DIFF fornisce informazioni sulla densita o
complessita delle cellule, che rappresenta la granularita delle cellule. Pertanto, se la complessita
dei neutrofili aumenta in seguito a un cambiamento di funzionalita, ad esempio a causa di
granulazione tossica 0 vacuolizzazione, anche la posizione della nuvola di neutrofili nello

scattergram viene influenzata.
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Figura 12 Il segnale SSC della popolazione di neutrofili, tracciato sull'asse x del diagramma di
dispersione, € un'indicazione della granularita e della struttura interna delle cellule. L'intensita
della fluorescenza, che corrisponde al contenuto cellulare di RNA, é tracciata sull asse delle y ed
e un’indicatore di una maggiore attivita dell’'RNA, é tracciata sull asse delle y ed ¢ un indicatore

di una maggiore attivita dell’RNA [91].
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Granulociti immaturi

Si tratta di precursori dei granulociti neutrofili e cioe metamielociti, mielociti e promielociti, che
tranne che in alcune condizioni fisiologiche come 1’eta neonatale e la gravidanza, di regola non si
trovano nel torrente circolatorio. La loro comparsa nel sangue periferico puo indicare una risposta
midollare a infezioni, neoplasie o altri processi inflammatori. Anche alcune forme leucemiche
sono caratterizzate da un’elevata percentuale di granulociti immaturi. La produzione di citochine
provocata da agenti patogeni puo stimolare il loro rilascio dal midollo. Alcuni autori hanno
scoperto che un valore elevato di IG e indicativo di sepsi [84], mentre valori bassi possono

escludere in modo affidabile la sepsi [85].
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Figura 13 Scattergram del canale WDF con rappresentazione dei granulociti immaturi

Parametri posizionali
Complessita dei neutrofili (NE-SSC)
Questo parametro aumenta in presenza di maggiori quantita di granuli (ad esempio nei neutrofili

con granulazioni tossiche), vacuoli e altre inclusioni citoplasmatiche. Diminuisce in presenza di

complessita cellulari inferiori (ad esempio nei granulociti ipo-granulati).

Ampiezza della distribuzione della complessita dei neutrofili (NE-WX)

L’aumento di questo parametro riflette il grado di eterogeneita della popolazione dei neutrofili

rispetto alla complessita cellulare.
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Intensita di fluorescenza dei neutrofili (NE-SFL)

Aumenta in proporzione alla quantita di DNA e RNA cellulare, come ad esempio nei granulociti

immaturi o nei neutrofili a banda.

Ampiezza della distribuzione dell’intensita di fluorescenza dei neutrofili (NE-

WY)

L’aumento riflette il grado eterogeneita della popolazione dei neutrofili rispetto all’intensita di

fluorescenza.
Ampiezza della distribuzione della dimensione cellulare dei neutrofili (NE-WZ)

L’aumento riflette il grado di eterogeneita della popolazione dei neutrofili rispetto alle dimensioni

cellulari.

Complessita dei linfociti (LY-X)

Aumenta in presenza di maggiori quantita di granuli o vacuoli (ad esempio nei grandi linfociti

granulari).

Ampiezza della distribuzione della complessita dei linfociti (LY-WX)

L’aumento di questo parametro riflette il grado di eterogeneita della popolazione dei linfociti

rispetto alla complessita cellulare.

Intensita di fluorescenza dei linfociti (LY-Y)

Aumenta in proporzione alla quantita di DNA e RNA cellulare, come nei linfociti

attivati/anormali, linfoblasti, ecc.
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Ampiezza della distribuzione dell’intensita di fluorescenza dei linfociti (LY-

WY)

L’ aumento riflette il grado di eterogeneita della popolazione dei linfociti rispetto all’intensita di

fluorescenza.

Dimensione cellulare dei linfociti (LY-Z)

Varia al variare delle dimensioni dei linfociti (ad es., potrebbero aumentare per linfociti attivati o

diminuire per linfociti picnotici).

Ampiezza della distribuzione della dimensione cellulare dei linfociti (LY-WZ)

L’aumento riflette il grado di eterogeneita della popolazione dei linfociti rispetto alle dimensioni

cellulari.

Complessita dei monociti (MO-X)

Aumenta in presenza di maggiori quantita di granuli, vacuoli e altre inclusioni citoplasmatiche.

Diminuisce in presenza di una minore complessita cellulare dei monociti.

Ampiezza della distribuzione della complessita dei monociti (MO-WX)

L’aumento riflette il grado di eterogeneita della popolazione dei monociti rispetto alla complessita

cellulare.

Intensita di fluorescenza dei monociti (MO-Y)

Aumenta in proporzione alla quantita di DNA e RNA cellulare (ad esempio nei monociti attivati

e/o nei monoblasti).
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Ampiezza della distribuzione dell’intensita di fluorescenza dei monociti (MO-

WY)

L’aumento riflette il grado di eterogeneita della popolazione dei monociti rispetto all’intensita di

fluorescenza

Dimensione cellulare dei monociti (MO-2)

Varia al variare delle dimensioni dei monociti.

Ampiezza della distribuzione della dimensione cellulare dei monociti (MO-
W2Z)

L’aumento riflette il grado di eterogeneita della popolazione dei monociti rispetto alle dimensioni

cellulari [88].

1.3 ALTRI BIOMARKER DI SEPSI

1.3.1 PROCALCITONINA (PCT)

La procalcitonina & una proteina plasmatica solubile prodotta dalle cellule C della tiroide, dalle
cellule neuroendocrine extratiroidee (polmone e intestino) e da monociti e macrofagi di vari
organi. Viene prodotta selettivamente in risposta a infezioni batteriche e non aumenta (se non in
modo poco significativo) nelle infezioni virali, in malattie autoimmuni e neoplasie.

Nelle persone sane, i livelli di PCT nel sangue sono molto bassi, tipicamente inferiori a 0,05 ng/ml.
Tuttavia, i livelli aumentano notevolmente in seguito alla risposta alle endotossine batteriche e alle
citochine pro-inflammatorie e sono fortemente correlati all’estensione e alla gravita dell’infezione.
Al contrario, i livelli di PCT sono attenuati dall’interferone (INF)-y, una citochina rilasciata

tipicamente in risposta all’infezione virale [89].
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1.3.2 PROTEINA C REATTIVA (PCR)

La proteina C reattiva (PCR) é sintetizzata dal fegato e dagli adipociti e rappresenta un indice
d’inflammazione aspecifico; infatti, la sua concentrazione nel sangue aumenta in presenza di
processi infiammatori di diversa natura. Il fegato e responsabile della sintesi di un vasto numero
di molecole proteiche implicate in numerosi processi omeostatici. L’esordio di un’inflammazione,
segnato da specifiche citochine, induce 1’organo a modificare il pattern biosintetico. In questo
modo, al fine di contrastare lo stimolo infiammatorio, viene privilegiata la sintesi delle proteine di
fase acuta [92]. Pertanto, durante il processo flogistico, il cambiamento biosintetico del fegato,
determina un aumento repentino della concentrazione ematica della PCR. L’interleuchine-6,
prodotta dai macrofagi e da altre cellule immunocompetenti, stimola le cellule epatiche e adipose
a sintetizzare un quantitativo maggiore di proteina C reattiva, causando un incremento dei livelli
sierici.

Generalmente si attiva per svolgere un’azione di difesa dell’organismo [93].

La presenza della PCR e fondamentale per la rimozione dei patogeni e/o delle cellule danneggiate,
che altrimenti causerebbero un prolungamento della flogosi. L’aumento della PCR puo verificarsi
in risposta ad un gran numero di eventi fisiopatologici come infezioni, malattie autoimmuni,

patologie inflammatorie croniche, traumi ecc.

1.3.3 MR-proADM

La proadrenomedullina sierica medio regionale (MR-proADM) e un nuovo biomarcatore
prognostico di sepsi in quanto aumenta sia nelle infezioni batteriche che virali, aumenta come
risposta di difesa al danno e alla disfunzione d’organo ristabilendone la funzione endoteliale,
stabilizza la microcircolazione in risposta ad un’infezione e protegge dal danno d’organo indotto
da LPS [94].
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1.4 INDICAZIONI DI TRATTAMENTO ANTIBIOTICO E ANTIMICOTICO
EMPIRICO

La sepsi e lo shock settico dovrebbero essere riconosciuti come emergenze mediche in cui il tempo
conta, come nel caso dell’ictus e dell’infarto miocardico acuto. Il riconoscimento precoce ¢ la
rapida istituzione di misure di rianimazione sono fondamentali. Ma riconoscere la sepsi puo essere
una sfida. Il manuale della terapia antibiotica empirica nasce dalla necessita di uniformare i
comportamenti prescrittivi degli antibiotici al fine di migliorarne la prescrizione.

L’uso inappropriato degli antibiotici sia in ambito ospedaliero che sul territorio rappresenta uno
dei fattori causali della diffusione dell’antibiotico resistenza con importanti ricadute sulle infezioni
correlate all’assistenza e sui costi di gestione dei casi di infezione da microrganismi multi-
resistenti (MDR). Oltre al problema della diffusione di tali ceppi multi-resistenti, va tenuto in
considerazione il rischio di mortalita del paziente; le piu recenti evidenze scientifiche hanno
dimostrato che 1’uso scorretto di un antibiotico/antifungino, soprattutto in paziente critico,

aumenta il rischio di mortalita e prolunga la sua degenza ospedaliera per i rischi ad esso connessi.

'ﬁl' Protocollo Data o emissione; ! ase

Protocollo Dista di emissions:

PO DSRI ASL AL 003 fiato 2022 Loghe 2022
“Indicazioni di trattamento hevoionemt 2 | .. PO DSRI ASL AL 003
BEGRE antibiotico e antimicotico empirico™ | | '-'—l“ . Indicazion di trattamento Ruavisiors n* 2
_ Fagina 136133 | | | e antibiotico e antimicotico empirico™
—_— 1 S — — ! | | 0! Paging 14 @i 34
7.4.2 SEPSI I
[ e MEUTROPENIA FEBBRILE (conta neutrofili < 500 cell/mm®)
SEPSI A PARTENZA NOM DEFINITA NON MEU‘INPENICO - corsultare sempre onceloge/emataloge curante
— —-— - eseguire tampone nasale (per ricerca MRSA) & tampone rettale ricarca KPC a CRE) nel
.lnquhh in comunita o acquisita in ospedale con degenza < 5 g pazienti newtropenici rcoverati
| S sanza fattori di rischio ) )

'atelogia | o L) Allery Ettamicl Durata terapla ev Patologla Antiblotice Allergla p-lattamici | Switch tarapia oral
Patologia [ — Antibioti lergia p-ia ] pl ] g <h e
SEPSL | - |ml; icillirardavalanato & | Alleegie lieve: Durata terapia

AM s coftrisxone jcafata | | 1 WO
. Lrﬂrluxme,u::rntrmmejrrn xime/ceftazicime | BASS0 RISCHIO « amaxicline/cawy + levofoxacing Tnfeziane non
aaaaaa b A £ AMG (MASCC score = laats + s dproficxacing + | Gocumentata:
21} chinglonico per clindamizing | sine ad apiressia > 24
Allnrgia grave as ICELEE:
» levofloxacing + | |
| | AMG | | Bscluders pazienti che Infezione
SHOCK s piperacilling/lazshactam + | Allergie lieve: | TN PoSSONG sssumere | documentata:
SETTICO vanEanCng daplamicing » calepime + | farmaci per os | polmonite, Lessuti
= HMG vancamicina [Frucosite, womite) o malli, vie urinarie.
= cefeplme + Allergia grave: | hanra diarres o che non Battesemia
encomicna/daptomiing | s levoRanacinafeiprs | possonD assicurare una smero 2
+ AMG rlmcinu riota 5) | gestione damiciliare i
{ | sleura o che non | - Candida,
Se FdR £SBL (nota 21 umm,dm .,d_,u | possono accedare ai | suafilocacce
consulenza infettivalagies | smicina & AM | contralli o che hanma | awree: almene 2
o PR CAE (nota 31 | eseguitn profilass) con settimane
| conilanzs infettivalagica | | chinolonici - Aspergillo: ahmena
B | N _ B-12 settimane
_________________ | FEBBRE » piperaciling/tazob | Allergie leve Infamong non |
Acquisita in ospedale con degenza > 5 99 0 3cquisita in comunith | PERSISTENTE actam * cofopime documentata:
+—con fattori di rischio [immunocompl f recente o freg) i ricowari) | | fluconar ol *  maropenam/| Gine ad :l;:nﬁﬂla 24 |
TPatoiogia Antibiotica lll.ma B-lattamici Switch terapia & calepime & mpenem heh> 300
| orale | flucanazolo .
Durata terapia | Al nrg grave; Infeznione .
| B | __evios | So Fol, MASA (nota 1): levollcxacing s | dommmentats
SEPST +  pperacilling/Tazobactam | Allergie lieve: consulenza vancomicingd
= calepime . ;.,qeﬁ.n—e £ infettivologica aptomicing + . rinal
........... s | Se FoR ESBL [nota 2): AMG | wteeriermiac
Se FdRt MASA (nota 1) Allergla grinee: | cansulenza | | aimena 2
congulenza infettusigica - | infettivalogica | | settimane
evoflokacina/ciprafe |
Se FdR ESBL [nata 2; anin o[a'i\p- Se FOR CRE{nata 3) - Candida,
consulenza infattuplagica \ ' consulenza Stafllococes |
Se FdR CRE [nata 3): infettvolagica surea: simena 2
Sattimane

| consulenza lmt'nuuhgn:a
SHOCK | »  meropenem/imipenem +

|
- Bspergille: e |
8-12 |

SETTICO VANCOMACing/daptamicing &
AMG +
Considerans achinscanding ss Fdi vBRCareting,/ daptami
| par candidemia cng £ AMG

| Allergi
Se FdR CRE {nota 3): &-"\'.I T vt

n
consislenza infestrvalogica o:uaclna.rop;o |

vancomic ni/dapto
micina + AMG

30



Protocollo
PO DSRI ASL AL D03
"Indicazlon| di trattamento

antibiotico @ antimicotico empirico™

Data di emissone:
Leghie 7022

Rewisione n® 3

[Pagina 15 di 34

| Patologia
i

Antibiotico Allergla B-lattamici

| SHOCK SETTICO
|IN ALTO
RISCHIO

| Sweitch terapia orale

Durata terapla

- il “+“
& margpenem/fimipens | Allergie lisve: | Infeziane non
m + |* meropenem/fimpan | documentata:
vancomicinafdaptom | B 4+ vancomicing | sino ad apiressia > 4
icina + = AMG | heN > 500
echinccanding + | |
AMG | Infezione
| Allergia grave: documantata:
Se FdR CRE (nota 3): * levoflowacing +© _ paimanite, tessuti
cansulenza vancomicing/d malli, vie urinarie,
infattivologica aptomicina -+ batteriemia:
AMG almano 2
settimang
- Candida,
Stafilococon,
aurea: almeno 2
Setlimans

Figura 14 Protocollo PO DSRI ASL AL

Aspergille: almeng

__8-12 settimane

31



2. PARTE SPERIMENTALE

2.1 SCOPO DELLO STUDIO

La sepsi ¢ un’emergenza sanitaria a livello mondiale.

Si stima che circa 50 milioni di casi di sepsi si verifichino ogni anno a livello mondiale, con circa
11 milioni di decessi [96]. La sepsi pu0 colpire chiunque senza distinzione di eta, sesso, condizioni
di salute anche se risultano piu esposte le persone con ridotte difese immunitarie. La mortalita e
elevata ed e legata al fattore tempo (inizio della terapia adeguata).

Un’altra emergenza sanitaria ¢ costituita dall’antibiotico resistenza.

La diagnosi microbiologica dell’emocoltura richiede almeno 48 ore. Iniziare in questo intervallo
di tempo una terapia empirica potrebbe ridurre, in caso di sepsi, la morbilita e la mortalita.

In caso contrario, favorirebbe ’antibiotico resistenza.

Sono stati ricercati e individuati alcuni biomarker di sepsi (procalcitonina, presepsina, MR-
proADM, HBP), ma per la maggior parte di essi la rilevazione non e immediata ed ha un costo.
Per ovviare a queste problematiche sono stati studiati alcuni parametri dell’emocromo, rilevati dai
moderni analizzatori ematologici automatici, che esprimono I’attivazione delle popolazioni
leucocitarie di fronte ai microrganismi patogeni.

Se questi parametri ematologici avessero una sufficiente sensibilita e specificita potrebbero essere
utilizzati, praticamente a costo zero, per dirigere I’atteggiamento clinico e terapeutico di fronte ad
un paziente con sospetta sepsi.

In questo studio abbiamo valutato i parametri aggiuntivi dell’emocromo, prodotti dagli analizzatori
Sysmex serie XN, in 348 pazienti in cui era stata eseguita 1’emocoltura; lo scopo & di poter
identificare degli indici dell’emocromo che possano predire con sufficiente accuratezza 1’effettiva

presenza di una sepsi.
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2.2  MATERIALI E METODI

Sono stati arruolati i pazienti che nel periodo dal 31/05/2022 al 31/12/2022 hanno eseguito
un’emocoltura che ¢ pervenuta al laboratorio dell’Ospedale Santo Spirito di Casale Monferrato.
La loro provenienza era dai reparti di degenza e dal DEA.

In tutti i pazienti € stato anche eseguito I’esame emocromocitometrico completo, ed in alcuni sono
stati dosati anche PCR e procalcitonina.

Gli emocromi raccolti in provette contenenti K2-EDTA sono stati processati entro un’ora dal
prelievo sugli analizzatori ematologici XN-20 della Sysmex.

Sono stati valutati: la conta dei globuli bianchi (WBC), dei neutrofili, dei granulociti immaturi
(IG), dei parametri inflammatori estesi come RE-LYMP, AS-LYMP, NEUT-GI, NEUT-RI e
parametri posizionali come Scatter laterale (ASSE X), intensita di fluorescenza (ASSE Y) e scatter
frontale (ASSE Z) dei neutrofili, monociti e linfociti.

Tl _

Figura 15 Analizzatore ematologico Sysmex serie XN

33



Procalcitonina e PCR sono state eseguite su strumenti di chimica-clinica Cobas della ditta Roche.
| flaconi delle emocolture sono stati messi ad incubare sugli strumenti Bactec della ditta BD entro
2 ore dal prelievo.

BD BACTEC & un avanzato sistema utilizzato per rilevare la positivita delle emocolture. E
costituito da tre stazioni di lavoro integrate (incubatore, agitatore, lettore), che operano sotto il
controllo di un processore interno, il quale, oltre a verificare in modo costante le condizioni
operative della macchina secondo protocolli prefissati e standardizzati, fornisce in tempo reale
all’operatore ogni informazione utile.

Il cuore del sistema e formato da flaconi contenenti terreni liquidi addizionati a resine per
I’assorbimento di eventuali antibiotici presenti nel campione. I campioni una volta inseriti sono
sottoposti ad agitazione, ad intervalli di 30 minuti e letti in modo continuo ogni 10, per tutta la
durata del protocollo.

Questi flaconi rilevano una vasta gamma di microrganismi aerobi, anaerobi, lieviti e micobatteri.
La rilevazione avviene mediante un metodo fluorimetrico, che sfruttando la produzione di CO> da
parte dei microrganismi, permette di evidenziare la crescita batterica in modo precoce, anche a
basse concentrazioni.

I flaconi sono pronti all’uso e non necessitano di nessun trattamento. Sono dotati di etichetta e
codice a barre identificativo e riportano sull’etichetta il quantitativo di sangue da inoculare.
Contengono brodo di crescita nel quantitativo specifico e adeguato al tipo di ricerca [90].

La crescita microbica avviene di solito entro 24-48h, ma i flaconi vengono tenuti sullo strumento

fino alla positivizzazione o fino a cinque giorni.
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Figura 16 Sistema BD Bactec per il test della sterilita del sangue

Per 1 campioni positivi I’identificazione € 1’antibiogramma sono stati eseguiti sul Vitek 2, uno
strumento automatico di microbiologia della ditta Biomerieux. Il sistema VITEK 2 é uno
strumento automatizzato utilizzato in microbiologia clinica per I’identificazione e la
determinazione della sensibilita agli antimicrobici di batteri e lieviti. E ampiamente utilizzato nei
laboratori clinici per diagnosticare infezioni e guidarne il trattamento appropriato.

Questo sistema offre risultati rapidi e accurati grazie alla completa automazione.

Utilizza card esclusive per I’identificazione (ID) e la valutazione della sensibilita agli antimicrobici
(AST). Le card sono pronte all’uso e offrono un ampio menu di test disponibili.

Il sistema e altamente automatizzato, riducendo il tempo di lavoro manuale per i tecnici di
laboratorio. Questa automazione aiuta a fornire risultati piu rapidi rispetto ai metodi tradizionali.
La sua facilita d’uso e ’integrazione con i sistemi informatici di laboratorio lo rendono uno

strumento prezioso per la diagnostica microbiologica moderna [91].
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Figura 17 Vitek 2 per I'identificazione microbica e sensibilita agli antibiotici

L’analisi statistica dei dati ¢ stata eseguita utilizzando il software SPSS IBM.

| pazienti sono stati suddivisi in positivi e negativi in base al risultato dell’emocoltura; per ogni
parametro studiato nei due gruppi sono stati calcolati media e deviazione standard. Sono state
confrontate le medie attraverso il test t di Student.

Attraverso I’analisi delle curve ROC sono stati individuati il cut-off, la sensibilita e la specificita

di ciascun parametro.
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2.3  RISULTATI

Su 348 pazienti studiati 73 presentano una emocoltura positiva.
La provenienza dai reparti e rappresentata graficamente dal grafico 1 e si puo notare che i reparti
pil rappresentati sono stati medicina e DEA.

RIAN |[CARD
3% | 1%

Grafico 1 Suddivisione emocolture positive per reparti
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Sono state calcolate le medie e le deviazioni standard di tutti i parametri considerati.

La significativita della differenza tra le medie dei due gruppi € stata valutata con il test t di Student;

i risultati sono illustrati nella tabella 1.

Variabile del risultato MEDIA + DS SIGNIFICATIVITA
del test: MEDIA * DS POSITIVI NEGATIVI POS/NEG
NE-WY 775,82 + 202,87 693,97 + 147,84 0,0005
NE-WX 326,63 + 28,61 319,76 + 33,71 0,001
1G% 2,79 + 4,80 1,34+1,81 0,004
IG# 0,54 +1,79 0,20 + 0,38 0,006
ASLYMP# 0,01 + 0,04 0+0,01 0,01
RELYMP# 0,11 +0,14 0,07 £ 0,08 0,03
ASLYMP% 0,17 £ 0,78 0,03+0,10 0,06
MOY 114,53 + 10,74 111,89 + 10,63 0,06
PCR 15,29 + 11,83 20,08 +9,32 0,10
RELYMP% 0,95+ 1,38 0,74 £ 0,89 0,11
NEUT-RI/SFL 52,07 + 6,44 50,36 +7,42 0,12
NE-FSC 88,71 + 10,80 88,79 +5,92 0,20
MOWX 259,86 *+ 50,68 256,64 t 36,81 0,20
MOWzZ 690,62 * 95,14 687,17 £ 96,67 0,20
NEUT# 12,01 + 9,69 10,16 + 7,13 0,26
NEUT-GI 155,96 + 5,24 156,16 + 5,75 0,26
WBC 13,97 +10,46 12,39 + 7,40 0,30
MOz 68,47 + 4,29 67,62 + 6,93 0,30
PCT 17,76 + 32,16 9,10+12,41 0,30
NEUT% 83,49 + 11,96 78,55 + 13,65 0,38
Mowy 725,27 + 196,87 718,31 + 139,90 0,40

Tabella 1 Rappresentazione tabellare della media, deviazione standard e significativita dei

parametri in esame
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Sono stati valutati i microrganismi che hanno determinato la positivita delle emocolture e le

percentuali sono evidenziate nel grafico 2.
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Sono quindi state esaminate le emocolture la cui positivita poteva essere determinata da un
inquinamento accidentale del campione: sono state individuate 27 emocolture positive per
stafilococchi coagulasi negativi ed in cui la crescita si € presentata in un unico flacone; sono batteri
comunemente presenti sulla cute e la loro presenza in un unico flacone da emocoltura (in genere
si prelevano almeno due coppie di flaconi in tempi diversi) depone per una falsa positivita e sono
quindi state eliminate dal gruppo dei positivi. Si € quindi rivalutata la differenza tra le medie dei
due gruppi (negativi e veri positivi scremati dalle false positivita dovute ad inquinamento); i

risultati sono illustrati nella tabella 2.

Variabile

del risul- SIGNIFICATI-

tato del MEDIA £ DS MEDIA + DS MEDIA £ DS  SIGNIFICATIVITA VITA VERI

test: POSITIVI VERI POSITIVI NEGATIVI POS/NEG POS/NEG
NE-WX 326,63 + 28,61 334,50+27,13 319,76 £ 33,71 0,001 0,0008
NE-WY 775,82 + 798,50 + 693,97 0,0005 0,006
202,87 189,43 147,84
RELYMP# 0,11+ 0,14 0,13+0,17 0,07 £ 0,08 0,03 0,01
Moy 114,53 +10,74 117,45+10,51 111,89110,63 0,06 0,01
ASLYMP% 0,17 + 0,78 0,10 + 0,24 0,03+0,10 0,06 0,03
1G% 2,79 + 4,80 3,84+5,71 1,34+1,81 0,004 0,04
IG# 0,54 +1,79 0,77 + 2,20 0,20+ 0,38 0,006 0,04
NEUT- 50,36 + 7,42 0,12 0,05
RI/SFL 52,07 + 6,44 53+6,30
ASLYMP# 0,01 + 0,04 0,02 + 0,04 0+0,01 0,01 0,05
PCR 15,29 + 11,83 15,94 + 8,90 20,08 £9,32 0,10 0,05
NEUT% 83,49+11,96 84,23+12,22 78,55%+13,65 0,38 0,08
PCT 17,76 +32,16 22,83+35,31 9,10+12,41 0,30 0,10
RELYMP% 0,95 + 1,38 1,03 +1,01 0,74 + 0,89 0,11 0,13
MOowY 725,27 + 686,39 718,31 % 0,40 0,20
196,87 212,30 139,90
MOowz 689,92 + 687,17 + 96,67 0,20 0,20
690,62 + 95,14 107,55

MOX 126,87 +4,92 124,24+5,52 125,73 1+3,92 0,15 0,22
NEUT# 12,01 +9,69 13,28 + 11,39 10,16 £+ 7,13 0,26 0,30
NE-FSC 88,71 +10,80 88,46 + 12,84 88,79 £ 5,92 0,20 0,30
MOz 68,47 + 4,29 68,51 + 4,60 67,62 + 6,93 0,30 0,30
NEUT-GI 155,96 + 5,24 155,32+4,84 156,16 £5,75 0,26 0,31
WBC 13,97 +10,46 14,46 + 12,31 12,39+ 7,40 0,30 0,32
MOWX 259,86 + 50,68 258,24 + 61,09 256,64 * 36,81 0,20 0,40

Tabella 2 Differenze di significativita tra il gruppo positivi totali e negativi e il gruppo veri positivi

e negativi
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Si evidenzia che una differenza significativa tra medie si ha per 6 parametri quando il confronto é
fatto tra negativi e positivi totali e su 10 parametri (NE-WX, NE-WY, RELYMP#, MO-Y,
ASLYMP%, 1G%, IG#, NEUT-RI, ASLYMP#, PCR) se riguarda i positivi privati delle

emocolture probabilmente inquinate.

Abbiamo quindi effettuato I’analisi ROC su tutti 1 parametri: si tratta di una analisi statistica che

permette di calcolare il CUT-OFF con le migliori performance di sensibilita e specificita per un

determinato test diagnostico.

| dati sono presenti nella tabella 3.

Variabile/i
del risultato
del test:

IGH
1G%
MOX
NE-WY
NEUT-RI
NE-SFL
NEUT%
PCT
NE-WX
Moy
RELYMP#
PCR
Moz
ASLYMP%
ASLYMP#
NEUT#
RELYMP%
WBC
MOwWY
MOWX
MOWwz
NEUT-GI
NE-FSC

Tabella 3 Cut-off dei parametri ottenuto tramite | utilizzo dell ‘analisi ROC

cut-off
0,117
1,050
126,750
684,500
49,350
49,350
76,250
0,465
313,500
117,150
0,055
10,795
67,950
0,150
0,025
13,000
1,450
16,515
839,000
285,500
741,000
147,250
100,350

Sensibilita
0,696
0,652
0,652
0,717
0,696
0,696
0,891
0,870
0,804
0,478
0,703
0,667
0,609
0,216
0,216
0,391
0,243
0,326
0,239
0,261
0,326
1,000
0,043

1 - Specificita
0,377
0,334
0,364
0,434
0,434
0,435
0,649
0,634
0,579
0,262
0,497
0,488
0,447
0,063
0,063
0,238
0,112
0,212
0,146
0,169
0,238
0,921
0,020

Indice di
Youden
0,318
0,318
0,288
0,284
0,262
0,260
0,242
0,235
0,225
0,217
0,206
0,179
0,162
0,153
0,153
0,153
0,131
0,114
0,093
0,092
0,088
0,079
0,024

AUC
0,635
0,641
0,607
0,644
0,605
0,610
0,627
0,550
0,566
0,592
0,527
0,561
0,568
0,552
0,548
0,586
0,552
0,557
0,518
0,515
0,502
0,461
0,434
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Le migliori performance con questo tipo di analisi non corrispondono esattamente a quelle del t di
Student delle medie. | migliori parametri si sono rivelati i seguenti: 1IG#, IG%, MO-X (complessita
dei monociti), NE-WY (ampiezza di dispersione della fluorescenza dei neutrofili), NEUT-RI/NE-
SFL (Neutrofil Reactive Intensity/intensita di fluorescenza dei neutrofili).

Per aumentare la potenziale utilita clinica di questi parametri abbiamo utilizzato quello che
abbiamo definito “SCORE di SEPSI”, dove la positivita ad uno dei cinque parametri piu
significativi corrisponde a “un punto; il punteggio, quindi, puo andare da 5 (massima probabilita

che ci sia una sepsi) a 0 (minima probabilita).

valore
Score Emopos Emopos% Emoneg Emoneg% Sensibilita Specificita predittivo
negativo
5 11 23% 15 5% 24% 95%
4 13 28% 27 9% 52% 85%
3 9 19% 60 21% 72% 63%
2 9 19% 45 16% 91% 47%
1 4 8% 68 24% 100% 22%
0 0 0% 60 21% 100% 0% 100%

Tabella 4 Score di sepsi
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2.4 DISCUSSIONE

L’analisi dei risultati ottenuti ha dimostrato la potenziale utilita di questi parametri dell’esame
emocromocitometrico, anche se nessuno di quelli da noi studiati ha dimostrato, se preso
singolarmente, di poter essere decisivo nella diagnosi precoce di sepsi.

Questo ci ha indotto a pensare all’utilizzo combinato di quelli con le performance piu significative,
lo “score di sepsi” dove ad un punteggio piu alto corrisponde una piu alta probabilita essere di
fronte ad una sepsi. | primi due dei cinque parametri che abbiamo utilizzato per questo score sono
dati dai granulociti immaturi, in percentuale ed in valore assoluto; questi diversamente dagli altri
sono approvati FDA e quindi refertabili. Sono costituiti dai precursori immaturi dei granulociti
neutrofili (metamielociti, mielociti, promielociti) che normalmente non passano il filtro midollare;
le infezioni sono una delle cause che possono stimolare il midollo ad immetterli in circolo e questo
giustifica il loro significativo aumento nei pazienti con sepsi.

Il terzo parametro in ordine di significativita ¢ I’MO-X, indice della complessita dei monociti e
che aumenta in presenza di maggiori quantita di granuli, vacuoli e altre inclusioni citoplasmatiche;
quindi, un suo aumento é giustificato dalla presenza di microrganismi nel circolo ematico.

Al quarto posto di questa ideale classifica c’¢ I’'NE-WY indice dellaampiezza della distribuzione
dell’intensita della fluorescenza nei neutrofili.

La fluorescenza é determinata dalla quantita di acidi nucleici (DNA e RNA) all’interno della
cellula, come per esempio nei granulociti immaturi e giovani (a banda); I’aumento di questo indice
si spiega quindi con la presenza di granulociti immaturi accanto alle forme normali dei neutrofili.
L’ultimo parametro preso in considerazione nello “score sepsi” ¢ quello det NEUT-RI o NE-SFL
indice della intensita di fluorescenza, che risulta aumentata nelle forme immature e/o attivate a
causa della maggiore quantita di acidi nucleici.

Dei vari parametri studiati singolarmente il migliore risulta essere il conteggio assoluto dei
granulociti immaturi, con una sensibilita del 70% e specificita del 63%; sono valori buoni, ma non
eccezionali, anche se nella nostra casistica superiori a quelli di procalcitonina e PCR.
Analizzando il grafico che descrive lo “score sepsi” si nota la elevata specificita (85% per uno
score di 4 e 95% per uno score di 5). Ma piu utile é la capacita di individuare i veri negativi con
uno score di 0, con un valore predittivo negativo del 100%.

Nel gruppo dei positivi nessun paziente ha uno score 0. Gli score zero corrispondono a circa il
20% dei negativi e quindi se questi dati verranno confermati ci sarebbe la certezza teorica che circa
2 pazienti su dieci non svilupperanno sepsi; questo potrebbe portare come conseguenza I’inutilita

di eseguire il prelievo per I’emocoltura, con conseguente riduzione dei costi e I’inutilita di eseguire
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una terapia antibiotica empirica, con un vantaggio oltre che economico anche di salute pubblica,
nel senso di contrasto al fenomeno della antibiotico resistenza.
Il confronto con i dati presenti in letteratura conferma le migliori performance dei parametri che

abbiamo individuato essere i migliori.

2.5 CONCLUSIONI

Per concludere possiamo dire che 1’utilizzo di questi parametri, che attualmente sono solo in parte
refertabili, messi insieme in uno score di sepsi, potrebbe rappresentare un vantaggio tangibile sia
per la rapidita con cui si puo avere il risultato, sia per il costo in pratica inesistente poiché sono
prodotti automaticamente insieme agli altri dati dell’emocromo.

Il VPN pari al 100% dello score zero, se sara confermato da altri studi analoghi, potrebbe essere
di grande aiuto per escludere dalle indagini diagnostiche e terapeutiche della sepsi una grossa fetta
di pazienti (20%).

Rimane da svolgere in questo campo un lavoro da parte delle ditte produttrici degli analizzatori
ematologici, che dovranno mettere a punto se non standard, poiché sono parametri metodo
dipendente, almeno dei controlli da cui si possa valutare la bonta del dato. Rimaniamo in attesa
che questi strumenti possano darci rapidamente uno score, come quello a cui siamo arrivati alla

fine di questo lavoro, che predica con sufficiente accuratezza la presenza di sepsi.
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