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Definizione di Medicina di Laboratorio ™'l

=

La medicina di laboratorio e quella disciplina che
studia in campioni biologici provenienti dall’ uomo
(analisi in vitro su: sangue, urine, feci, ecc.) o nell’
uomo stesso (analisi in vivo: per esempio
spettroscopia a risonanza magnetica nucleare), quei
parametri fisico-chimici e chimici che possono
fornire informazioni su processi fisiologici e/o
patologici che avvengono nell’ uomo stesso ai suoi
vari livelli di organizzazione strutturale, e quindi di
sistemi, di organi, di tessuti, di cellule, ed anche di
singole molecole (vedi DNA, proteine, ecc.).




Finalita della Medicina di ¢y
| aboratorio ““ I

La finalita della medicina di laboratorio € quindi, in
sintesi, quella di fornire informazioni, cioe elementi
che, da soli ma piu frequentemente unitamente ad
altri raccolti dal clinico, indirettamente (strumentali)
o direttamente (storia clinica, esame obiettivo),
consentano di formulare una DIAGNOSI con la
piu alta probabilita statistica, oppure di
coadiuvare il clinico nella scelta di una decisione, sia
essa un approfondimento diagnostico, oppure una
terapia o una modifica di essa.




fasi dell’esame
di laboratorio

Cervello

del medico
@ w=p AZione ==» Outcome
e A
Quesito clinico
1. Selezione
del}’esame
%, erlzlichiesta 9. Interpretazione
‘'esame ..
3. Raccolta
del campione

4. ldentificazione 8. Refertazione

\

5. Trasporto

\

6. Preparazione

7. Analisi



Esami di Routine

Esame Esito UM. Valori di Riferimento Metodica Validatore

Glicemia 90 me/dl 65 - 110 V28

Azotemia 35 mg/dl 10 - 50 V28

Creatinina 0.76 me/dl 0.60 - 1.20 V28

Colesterolo Totale 165 mg/dl 0 - 200 Valori di Riferi mento
Trigliceridi 63 me/dl 60 - 130 V28

Colesterolo HDL *  medl V28

Colesterolo LDL 122 me/dl 28
Acido Urico 12 *  me/dl 35-70 CUtOﬁ/S@g I 1a
AST-GOT (Aspartato Amino Transferasi) @ * UL V28

ALT-GPT (Alanina Amino Transferasi) 64 *+ UIL 0 - 35 V28
Gamma Glutamilasi Transferasi (GGT) 15 UIL 0 - 64 V28
Dosaggio Frazioni Bilirubina V28
Bilirubina Totale (BT) 0.46 me/dl 0.00 - 1.20 ( Colorimetrica )
Bilirubina Diretta (BD) 0.11 me/dl 0.00 - 0.25 ( Colorimetrica )

Bilirubina Indiretta 0.35 me/dl 0.00 - 0.95



Valore soglia

Al disopra del quale si considera indicatore di patologia

10 pazienti con la malattia e
10 pazienti senza la malattia

Valore basso = nessuna malaftta Valore allo = malaftia

, Situazione ldeale
estremamente rara

o La soglia diagnostica

_____________________________ #«  separa completamente
| nsultat positivi
& negativ del test

Risultati del test

Messuna malattia Malattia

FIGURA 1-1 Unasituazione clinica in cui la soglia diagnostica separa completamente i soggetti
con la malattia da quelli senza la malattia.



Distribuzione di frequenza

90

53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70
altezza

17 classi per 659 dati raggruppati di 1 cm
frequenza assoluta

la distribuzione di frequenza di
una variabile quantitativa si ottiene
dividendo la scala di misura In

Intervalli ~ (classi) di  eguale
ampiezza e contando il numero di
osservazioni che cadono

all’interno  di ogni  classe
(frequenza assoluta)




Distribuzione di Freguenza in medicina

-------------- N PR . - .
i Consente di verificare come si
) ] ~ distribuiscono 1 dati, ovvero
% 0,020 / \ dove sono concentrate le
S ol / \ osservazioni e le eventuali
§ " Z - presenza di osservazioni
N 0,000 T T T T ] eStreme.
140 160 180 200 220
Colesterolo (mg/dL) l
Figura 4.1: Distribuzione (densita di frequenza relativa) MISURAZIONE BIOLIGICHE SONO SPESSO
di 300 osservazioni di colesterolo, visualizzata tramite
istogramma, poligono di frequenza e boxplot. N O R MAL M E NTE D I STR I B U ITE
L M. Ciaccio, G. Lippi l
wemm Biochimica Clinica e Medicina di Laboratorio
EdISES T

Distribuzione simmetrica intorno alla media



Distribuzione Normale e Deviazione Standard

Contiene la % dei valori della popolazione

68,27%
95,45%

99,73%
< >

DevSt e un indice di dispersione statistico, vale
a dire una stima della variabilita di una
popolazione di dati o di una variabile casuale.

Nella teoria della probabilita la distribuzione
normale, o di Gauss (o0 gaussiana) dal nome del
matematico tedesco Carl Friedrich Gauss, e una
distribuzione di probabilita continua in cui |
valori reali tendono a concentrarsi attorno a un
singolo valor medio

I’area della curvaée =1

e una distribuzione simmetrica dove media,
mediana e moda coincidono

e completamente definita dal valore medio e
dalla deviazione standard



intervalli di confidenza

* |'intervallo di confidenza definisce un insieme di
— valori (intervallo) di un campione, i cui estremi
0 asebuzons ol contengono la media della popolazione con una
— probabilita approssimata a un livello di
coperturaparial - a

e aindica invece la probabilita di errore, Ia
probabilita che i dati campionati provengano da

5 — una popolazione con una media che si trova
L) 99% dei dati cade fuori dell'intervallo

entro l'intervallo

MEDIA £2567 # dev. st. . . . . o

* |'intervallo di confidenza viene stabilito sulla
o base delle proprie necessita
/ e per esempio il 95% dei dati si trova in un
intervallo di circa +20 (nello specifico +1,960)

dalla media

media

*1168% dei dati cade’
entro l'intervallo
MEDIA £1.00# dev.st.



intervalli di confidenza

ESAMI IN ROUTINE

Esame

Glicemia
Azotemia
Creatinina
Colesterolo Totale
Trigliceridi
Colesterolo HDL
Colesterolo LDL
Acido Urico
AST-GOT (Aspartato Amino Transferasi)
ALT-GPT (Alanina Amino Transferasi)
Gamma Glutamilasi Transferasi (GGT)
Dosaggio Frazioni Bilirubina
Bilirubina Totale (BT)
Bilirubina Diretta (BD)
Bilirubina Indiretta

Esito

90
35
0.76
165

29
122
7.2
77

15

0.46
0.11
0.35

UM.

Valori di Riferimento

me/dl
mg/dl
me/dl
mg/dl
me/dl
me/dl
mg/dl
mg/dl
UL

UL

UL

me/dl
me/dl

me/dl

65 -
10 -
0.60 -

0.00 -
0.00 -
0.00 -

Metodica Validatore

110
50
1.20

- 200
- 130
- 75
- 130
-70
- 40
- 35

1.20
0.25
095

( Colorimetrica

( Colorimetrica

CONCLUSIONE

La semplice individuazione di
un singolo valore non e
sufficiente.

Stima di un intervallo di valori
plausibili per quel parametro,
definito intervallo di
confidenza (intervallo di
fiducia)

L'intervallo di confidenza
misura |'attendibilita di una
statistica

La stima intervallare fornisce
un insieme di valori che ha
una certa probabilita di
contenere il valore vero della
popolazione




Scelta del Cutoff

Mumber of persons

1
Negative 43} B Positive

Healthy

Cutoff Value

Disease

Situazione Reale

Y

“Mormal Range"”

|

“Abnormal Range”

Lab Value or Clinical Measure

Situazione ldeale

Number of
individuals
with specific
test values

Diagnostic
cutoffI point

Negative test results! Positive test results

Test value
(quantitative)




Variabilita e Valori di Riferimento

Il risultato analitico di Laboratorio per
giungere alla sua utilizzazione clinica
deve essere confrontato con | cosiddetti
“Valori normali” nella terminologia piu
moderna definiti “Valori di riferimento”.

Indispensabile la buona scelta dei valori di
riferimento




ome di costruiscono calcolano Valori di Riferimento

1. Gli individui di riferimento ‘

l costituiscono una

r 2. Popolazione di riferimento ( - . s
i f i-‘ i B "o, R
-.m.r@re.wrm

l da cui viene scelto un /
3 A g = A= n L | *f I -
3. Gruppo campione di riferimento ' i n n
it 4k fitifatet
l sul quale vengono determinati a ﬂ - ; . ! " E n ' I;
) 4. | valori di riferimento ! = ' ' ' ! = QE' ' 1 ' ' ' ! I 0'
[ I bl B - - H
o = i' 'i o ': .'. 5 » i 8 » campionamento
e LT h

3 l sui quali viene individuato una
AN .

rs. Distribuzione di riferimento »—— \ ? ' 1 'I T I I .I' I' 1 ' i 'I .

) : pud servire per 8. | valori trovati
l su cui vengono calcolati ———————’“ S atee oon i un Individuo ] 'il ' q i a8 - i .
: y i
6. Il limite di riferimento —}— ' - ' =" "' - "'! . ' '!.' 1 ' "0
L che pud definire POPOLAZIONE CAMPIONE
Y P=120 X =10
7. Gli intervalli di riferimento »—/

Fig. 8.1 Definizione dei valori di riferimento e correlazioni fra i diversi termini raccomandati.



Interpretazione del dato analitico



Situazione Reale

O  Veri negativi
© Falsipositivi
@ Verl positiv
@ Falsinegatra
:r Popolazione Sana Q0 ]'—
| Sp=93/100+093 0O000 7 AdbAn, 70
o | Falsi positivi
000000 |
000000 | . Sp*1.00
00000000 | B
0000000000 |
0000000000 |
ocoooooo0o0oo0o0o0o0l
00000000000 0CO0OCOee
oooooooooooooooooj_oooooJ
........ D S —
|' - ooﬂooooooooooooooooooo§
o000Q0O0O0COQCOQCO0QCOOO0Q0 '
Falsl negativi | eoo0o0o0o0o0o0o0o000 :
: 0000000000 :
Se=1.00 | 0o0000COOOOO0 :
> | 0000000
| eo0000
| 000000
| o000
| o000 Soggetts con la patologia
| o0 Se = 97/100 = 0.97




You are 10 pazienti con la malattia e

10 pazienti senza la malattia

Valore basso = nessuna malattia  Valore alfo = malattia
I & I ~'_“7‘ > -
pregnant! o [ ...cReAT News!
. ® YOU'RE PREGNANT!!!
E '_ . La soglia diagnostica
e . . separa completamente
= i risultati positivi
= & negativi del test
2
[
Messuna malattia Malattia
— FIGURA 1-=1 Una situazione clinica in cui la soglia diagnostica separa completamente i soggetti
‘ con la malattia da quelli senza la malattia.
La soglia diagnostica La soglia diagnostica
- " non pud separare del tutto non puo separare
g :® i risultati positivi e negativi - N | risultati positivi
= . del test @ € negativi del test
= O S b !
m r‘/' LA Linea tracciata per esaltare = —. . *
= | = | o o o 0N Falsi Linea tracciata
- R, la specificita — identifica = ' alsi L
= Falsi “~__.~ , ! = | ] Py . per esaltare
i - correttamente tutti quelli B \o o/ POSIEV . e
negativi segive malente O e e L la sensibilitd — identifica
correttamente tutti
quelli con la malattia
Messuna malattia Malattia Nessuna malatia Malatia

FIGURA 1-2 Una situazione clinica in cui sia stata selezionata una soglia diagnostica per esaltare

FIGURA 1-2 Una situazione clinica in cui viene selezionata una soglia diagnostica per asaltare la
la sensibilita.

specificita.



Sensibilita di un test

 La sensibilita di un test e la capacita di identificare il
maggior numero di soggetti con la malattia

La soglia diagnostica
nOnN pud separare

i risultati positivi

e negativi del test

Linea tracciata
| sitivi . per esaltare
________ N P % _ I senshilita — identifica

. ® correttamente tutti
quelli con la malattia

Risultati dei test
2
-rl
o
[ 3

Messuna malattia Malattia

FIGURA 1-2 Una situazione clinica in cui sia stata selezionata una soglia diagnostica per esaltare
la sensibilita.



Specificita di un test

 Capacita di identificare correttamente I sani

La soglia diagnostica
- non pud separare del tutto
s " i risultati positivi e negativi
‘ del test

/'_} Linea tracciata per esaltare

Risultati dei test

X I = s e
. Falsi\® _/ la specificita |dEIrrtrh:al
negativi correttamente tutti quelli
# senza malattia
L ]
L
Messuna malattia Malattia

FIGURA 1-2 Una situazione clinica in cui viene selezionata una soglia diagnostica per esaltare la
specificita.



La soglia diagnostica
non pud separare

i risultati positivi

& negativi del test

I - -

- Piu sensibile ma
) “\\\'\\_‘\c = o f’: :‘ Falsi : Linea tracciata

£ meno specifico r\j oot e

Risultati dei test

correttamente tutti
quelii con la malattia

Messuna malattia Malattia

FIGURA 1-2 Una situazione clinica in cui sia stata selezionata una soglia diagnostica per esaltare

la sensibilita.
La soglia diagnostica
- . non pub separare del tutto
g * i risultati positivi e negativi
Pil specificoma % .. e
L. = . (5" Linea tracciata per esaltare
7 e AN la specificita — identfica
meno sensibile 2 - I e
. negativt senza malattia
L]
L
MNessuna malattia Malattia

FIGURA 1-2 Una situazione clinica in cui viene selezionata una soglia diagnostica per esaltare la
specificita.



Valore predittivo di un test positivo

Probabilita che un risultato positivo identifichi qualcuno con la malattia

La soglia diagnostica
non pud separare
1 risultat positivi

W <o, Falsi & negativi del test

£ ( | positivi

= o o/ Linea disegnata per _ o

w5 00 e T as ridurre & minimo i falsi

E [ | positivi e i falsi negativi Ve” pOSItIVI

& Falsi | / identifi X 100
o negativi “~— per identificare

correttamente || magoior

numero di paziert veri positivi + falsi positivi

Messuna malatha Malattia

FIGURA 1-4 Una situazione clinica in cui viene selezionata una soglia diagnostica per ridurre al
minimo il numero dei falsi positivi e dei falsi negativi.

= 0.54x100= 54%
6+5



Valore predittivo di un test negativo
Probabilita che un risultato negativo identifichi qualcuno
senza la malattia

La sogla diagnostica
non pud separare

I risultatl positiv
oo, Falsi e negativi del test

W

_-'% | posini . “

# o/ . ® Linea disegnata per - =

g IR TSI wdurre al minimo i fals Veri negativi

—_ I 11 gl I ] i i ]

E Falsi | ,* ) pc:5|.t|1.r| E.'. |Ifals,| negativi X 100
= per identificare

negativi — correttamente il maggior Verl negatIVI + faISI negatIVI

numero di pazient

Messuna malattia Malattia

FIGURA 1-4 Una situazione clinica in cui viene selezionata una soglia diagnostica per ridurre al
minimo il numero dei falsi positivi e dei falsi negativi. 5

= 0.55x100= 55%

5+4



Curva delle caratteristiche operative relative
(ROC curve)



ROC

TPR

AUC=1
TN TP
0.5 1 0 a
Threshold FPR
1
ROC
AUC =0.7
TN TP TPR
FN | FP
0.5 0
Threshold 0 FPR
1
AUC=0.5 TPR ROC
0.5 0
0 FPR

Threshold




COSA INFLUENZA LE CURVE GAUSSIANE?

x
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VARIABILITA ED ERRORI




e fonti di variabilita:
* reagenti
e calibratori e calibrazione

Variabilita e strumentazione

* operatore

analitica * tali variabili possono introdurre due tipi
di errori:

* errori casuali

* errori sistematici




Variabilita analitica

Valore Vero Bassa accuratezza Bassa accuratezza

Bassa precisione l Alta precisione
Alta accuratezza Alta accuratezza
Bassa precisione .Ata precisione




Variabilita analitica

non accurata
non ripetibile
Xpy 4 Xpy 4
X

non accurata

L ripetibile

accurata
non npetibile

rrcaEnEEs *;«.u

accurata

ripetibile

-> PRECIS




e variabilita biologica intraindividuale:

* variabile intrinseca dell’'organismo
espressione di fluttuazioni casuali intorno a
un punto omeostatico.

variabilita * variabilita biologica interindividuale:

biOlOgica . gl!ffergnza tra i punti omeostatici di individui
iversi

* essenziale per la definizione di traguardi
analitici e per la corretta interpretazione
di un test



niologica
uale (CV,)

La variabilita biologica
intraindividuale e
caratteristica propria
dell’analita e ci possono essere
variazioni anche significative
tra individui e dipende dalla
fisiologia alla base del suo
controllo, e.g.:

* concentrazione critica
per il buon
funzionamento
dell’organismo (ormoni)

* |'analita non esplica la
sua funzione nel plasma
(enzimi marcatori di
danno tissutale)




oilita biologica
ndIVIduale (Cvg) * rappresenta la variabilita

dovuta alle diverse
caratteristiche degli individui

I’entita di questa variabilita e
dato dall'ampiezza

dell’intervallo dei valori in
una popolazione di soggetti
sani
' la variabilita biologica
. interindividuali definisce di
K fatto gli INTERVALLI DI
RIFERIMENTO
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Soggett

Figura 7.1: Variabilita
biologica della creatinina
nel siero di 90 soggetti
con funzionalita renale
fisiologica, prelevati una
volta alla settimana per 10
settimane consecutive.

| dati sono suddivisi per
sesso e, nel'ambito dello
stesso gruppo, ordinati
per eta crescente (da 20
a 69 anni per le donne,
da 20 a 59 anni per dli
uomini). Il tratto orizzontale
indica la mediana, quello
verticale I'ambito di
dispersione dei valon
(massimo-minimo) di
ciascun soggetto.



Ospedale Paziente

)

Tipi di Errori
1.1Pre-preanalitici

“* Inadeguata preparazione del
paziente (non a digiuno)

* Variabilita biologica

* Ingestione di farmaci

\

—

J—

e Raccolta

* Ritardo nel trasporto,

Laboratorio

'1.2Preanalitici

« Conservazione non corretta
 Trattamento Campione
 Aliquotazione




Tipi di Errori

e Eta’

* Sesso

* Massa corporea

* Preparazione del paziente (digiuno)
* Postura

leucociti

-

glucosio




Tipi di Errori
« Richiesta inappropriata

« Errore di tracciabilita

« Errore del contenitore

« Campione insufficiente

« Campione coagulato

« Campione emolizzato

« Campione lipemico

\
[ ] Hemolyzed Serum:

\

[ ] Icteric Serum

[ 4{ Lipemic Serun

[ Vemolyzea Seniar 8 \
[ ] leteric Serum

[ ] Lipemic Serun




Tipi Errori

2.Analitici (Piu rari)
-Uuso non corretto della strumentazione
- reagenti scaduti

3.Post-analiticli
Inserimento di dati del paziente sbagliato

| ..crReaT NEws! |
YOU'RE PREGNANT!!!




BRAIN-TO-BRAIN LOOP: di George Lundberg

Pre-post analitica 80% errore

Pre-pre-analitica: Fuori dal lab

Pre-analitica: Dentro il lab

Cervello
del medico
L
507220\
\‘\. _’) ‘J\
£ (—@"'5)

Quesito clinico

«» Azione «=» Quicome

1. Selezione

dellesame
F )
2. Richiesta 9. Interpretazione
dell’'esame Pre-pre- \
analitica g
3. Raccolta
del campione .
Prp_- £t
v analitca ~° '
4. Identificazione A 8. Refertazione
\ '&._".:. -L:u
5. Trasporto R

6. Preparazione

" 7 Analisi

Figura 6.1: Processo "Brain-to-brain loop" di George D.
Lundberg.

/ M Claccffo. G. Lippi .
Biochimica Clinica e Medicina di Laboratorio

EdiSES
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Tipi di prelievo

Sangue Arterioso
Capillare
Sangue Venoso

Arteriola Capillari

Endotelio
(tunica interna)

Muscolatura liscia
involontaria e fibre
elastiche
(tunica media)

Valvola

Tessuto
Arteria connettivo Vena
(tunica esterna)



Sangue
Arterioso:
EMOGASANALISI

1. VALUTAZIONE
DELLO STATO DI
OSSIGENAZIONE

2. VALUTAZIONE
DELLEQUILIBRIO
ACIDO-BASE




1. Prelievo arterioso e piu profondo
2. Informazioni precise sulla funzionalita polmonare
3. Dainformazionisu: « pH del sangue
e p0O2
* pCO2
PRONTO SOCCORSO : - Paziente incosciente




Le arterie sono i vasi sanguigni che portano il sangue

ossigenato dal ventricolo sinistro del cuore verso gli altri organi PRI MA DI EFFETTUARE U N
PRELIVO ARTERIOSO

Arterie digitali
palmari propri\e

A )

\
Arteria digitale | |\\

IR\
\
\

Arterie
s palmari
-7 digitali
comuni
!
N\

~ <JArco palmare
superficiale

«adel

Arteria .
rincipale del
P porl,lice ATco palmare

pr o
racie - ~ [ e
ulnare ARTERIA RADIALE

Test di Allen




COME S| FA UN'EMOGAS?

Far estendere |'avambraccio

Disinfettare la cute dell'avambraccio

Palpare I'arteria radiale e cercare il punto

dove si sente meglio la pulsatilita

4. Inserire delicatamente I'ago da emogas (sotto
vuoto ed eparinato) a circa 45°

5. Approfondirsi finché non si vede fuoriuscire |l

sangue

D=




Stato di ossigenazione

L SYNTHESIS
I SETT. 98 1552

0 BP. 768 mmidg
e 123
renoso prelevalo ol 1550

Stato di ossigenazione della
EMOGLOBINA

NFO PAZIENTL
| GETEA01224

o Gali

8 37 C

€0.0 %

BOCASANALISE
370 C
7.419
37.4 mmirdy
80 mmiMg

ELETTROLIM
Nay* 140 mmoll
ES 4.1 merell
Ca** 1.20 mmell
cr 106 mrall

HCT (condtmarico)

Mot 46
PARAMETRI CALCOLAT
HCO 244 merold,
1CO, 256 mroll
BE, 0.8 mmell
EE‘_;, 0.3 merel?
sSBC 25.5 mmoll
Lo P 1.21 mmell
0. 5.9 %
asbo, 3113 mmbig
R 3.89
A Gap 16 ol
pQ, ! FIO, 1.3
. s g CO-0SSMETRO
Tensione di O, in mmHg "o 115 gl
20-Hb D60
WODHD 14
Mot 04
45 “LRHL 1.7
0.:! 5.7 Vol
150 100 95 f.;)'.'ap :50 ‘:‘gl 9
— b = Sanaue —— | A m aR? @
Aria Alveolo Sangue g T 80 .

arterioso venoso

Fisiologia di ossigenazione in soggetti
normali a livello del mare




EMOGASANALISI: Risultati

N ILSYNTHESIS
79 SETT, 9B 15:52
Aco. Mo, TOE  EF. TEE mimbg
10 Oparaiing 123

Coampore arences prelevals ale 15:50

INFOQ PAFIEMTL
10 Paziente GEFE01334
Mo Pario Gali

T kR
g L= EO0 T
ERDCASAENALISI
kWsumhia bLIC |
pH T8
PG, 374 meiHg
1 B0 memiEg
ELETTRGLITI
Ma® 140 mereoliL
L 4,1 el
L 120 mmemedL
=r 106 mercliL

HCT (condutimetrico]
He 46

FAEALGMETRI CALZOLATI

HCDs, 24,4 rrvl]
TCO: 25946 mmoll
BE, 0.8 mmoll
EE 1.3 Al
SR 55 mmall
S o 1.21 ol
5 A58
.ﬁ:-ultfl:lﬁ. M3 mmHg
] .85
B G 16 ol
Pl J IFRC 1.3
CO-0SSMETRG
2 7] 118 el
20-Hb 5.0
s 14
et 0.4
=aRHn 17
Ol 157 Vol =
l'_'l_j-:.:p 150 ol =

fiL=iTI PEZ .
T, Hi —

@

Step 4

=

Valutazione stato di ossigenazione

Analisi del pH

Analisi della PdCO2

Valutazione dei bicarbonati

Valutazione del compenso atteso

1%

™ ossigeno
W azoto

W altro
La composizione dell’aria



u. IL SYNTHESIS
. . . . 29 SETT, 98 15:52
Va|UtaZ|One stato dl osSsigenazione Acc.No. 790 BP. 768 merg

ID Cperatons 123
Carpore srtencso peelevad oie 15:50

INFO PAZIENTL
1D Pazierte 5678201234
Noméa: Mano Gali

—— T &S
;:;s.l'allu ?34’-'!.2 C
. . — 90, 34 menvt
ValoriNormali | [ VeloriAterati | [——t
. Ny* 140 mclL
K* 4.1 mroll
Pa02 60-100 mmHg Ipossia < 60mmHg SO
1 HCT (condmmavico) X
PaCO?2 38- 40mmHg Ipercapnia >40mmHg E- b 1 S0
. HCO., 24.4 vl .
H TCO, ool |
Fi02 21% lpocapnia <38 mmHg £
£H 255 meroll |
- Sl
::I-ho,. 31‘1'; g
Aﬂmr(}af 3?2 rmolt.
P/F< 200 -2 Insufficenza respiratoria i+
Hb ]

Hb 19

Grave e
5] 1.7
15.7 Vol™
4 160 Vol %
u AR 2 <.

P/F tra 200 e 400 9 InSUfﬁCienza [ _
respiratoria Moderata

P/F=Pa02/Fi02 >450

FiO2:Frazione Inspirata O2: Generalmente 21% in ambiente



Analisi del pH

ValoriNormali |_____

pH 7.38-7.42

Symptoms of
ACIdOSIS

Central
- Headache Respiratory
- Sleepiness - Shortness of
- Confusion breath
- Loss of - Coughing

consciousness
-Coma Heart

- Arrhythmia

Muscular - Increased
- Seizures heart rate
- Weakness

Gastric
- Nausea
- Vomiting

Intestinal
- Diarrhea

IL SYNTHESIS

.
u 29 SETT, 98 1552

Acc.No. 790 BP. 768 mmiHg
ID Cperatons 123
Carpore

artenoco peeleviadd aie 15:50

INFO PAZIENTE
1D Pazierte 5675201234
Nomé: Marno Gali

. . no e
Valori Alterati . .
Msurati a ar.0 *C

Acidosi < 7.38 g " v
. : N 'm amn?:gnﬂ'ﬂ'di
Alcalosi >7.42 B a1 mny
cr 106 mrell

HCT (condtamerico)
Hct &6

PARAMETRI CALCOLATY

Alkalosis

HCO, 244 el
| TCO;, 258 meoll
B, 0.8 mmoll
* Restleseness o Confinl | Sof 253 mmolt
Followed by (01 Lglconolzzy 'rﬁtablc) %“..yru 1.21 mmrell
) A 950 %
Lethargy Aabo, 3113 mriig
R 289
:am&g; 18 mmoll
i ¥, 13
* Dysrhyt hm!aa * Nausea, Vomiting, COOSSIMETRO
(Tachycardia) Diarrhea o 118 oL
%O,HD 95.0
, SCOHDL 19
wii ) | BMetd 04
mpensatory | %RHD 1.7
Qzt 157 Vol
Hypoventilation Ozap 160 Vol %
* Tremors, Muscle Cramps, i w32 %
Tingling of Fingers & Toes _

((
* Causes:
Severe Vomiting




Arteriola

(tunica interna)

Muscolatura liscia
involontaria e fibre

(tunica media)

rAannattivn

* Sangue Arterioso
e Sangue Capillare

* Sangue Venoso



Vena Cefalica

Vena Basilica

Vena Cubitale
Mediana

/ Il Sangue Venoso




Parte Liquida

Parte corpuscolare Siero Plasma

Globuli bianchi

o e (Deprivato Dei fattori della
' " ) Cgb@ coagulazione)

rossi Basofili Neutrofili  Eosinofili ' ‘ |
g o Q . (@ & W - b
‘ i —~ w0 x 1

Trombociti Eritrociti Monociti Linfociti =y ‘g

g

t

-
-‘453‘
A =

i

a4



PLASMA
sangue privato degli elementi corpuscolati
Si ottiene da sangue prelevato con
anticoagulante separandolo dagli elementi
corpuscolati mediante centrifugazione a 2.000
rpm per 10-15 min.

SIERO

Il siero e cio che rimane del sangue dopo aver allontanato gli
elementi figurati ed i fattori di coagulazione. La composizione del
siero, pertanto, e sostanzialmente simile al plasma, ma manca del

fibrinogeno.
Si ottiene dal sangue intero senza aggiunta di anticoagulanti
coagulazione (2 oreat’ ambiente)
retrazione del coagulo
separazione per centrifugazione (2.000 rpm per 10-15 min.)




Siero o Plasma come si ottengono?

=

EFLM TFG-STCC Proposal for the color coding standard of the blood
tube closures

Serum Clot activator Z (no aditive) White (no additive) Red Red Red Red
Serum with gel | Gel, clot activator NA NA NA NA Red Yellow
Plasma Li-Hepann LH (Li- heparin) Orangs Green Green Green Dark green
(Li-hepann)
Plasma with gel |  Gel, Li-heparin NA NA NA NA Graen Light green
Plasma Cirate (1:9) gNC Indigo Light blue Blue Blue Light blue
Whole blood Citrate (1:4) 4NC Mauve Black Black NA Black
KE (K sait)
Whole blood EDTA LE (Lithium salt Pink Lavender Lavender ""';e":'“ Lavender
NE (Sodium salt)
Plasma EDTA Lavender or
with gel Gel EDTA NA NA NA NA Peart White or pearl
Plasma Glycolytic inhibitor FX Yellow Grey Grey Grey Grey

# - ISO 4822 standard had suggested a lefter coding for different anticoagulants (the standard did not contain color coding pro,

* - (former HO3-A6)




SANGUE: funzioni

My
Apporto ossigeno ai tessuti ]

Nutritiva

Sistema tampone

Immunitaria

Antinfettiva

J

STUDIARE LA COMPOSIZIONE DEL SANGUE CI PERMETTE DI CAPIRE COME
FUNZIONA IL NOSTRO ORGANISMO

Emostatica



Il sangue viene prelevato
dal braccio, posto in una
provetta e centrifugato.

Porzione plasmatica

Componenti Acqua Sali: Proteine plasmatiche:
sodio, potassio, calcio, albumina, fibrinogeno,
magnesio, cloruro, immunoglobuline.
bicarbonato.

Funzioni Solvente  Bilanciamento osmotico, Bilanciamento osmotico,

C O IVI P O S I Z I O N E tamponamento del pH, tamponamento del pH,
regolazione dei potenziali coagulazione, risposta
di membrana. immunitaria.

DEL SANGUE ’

Componenti  Eritrociti o, it (slobuli bianchi)
(globuli rossi)

)

Piastrine
(frammenti cellulari)

Basofilo Eosinofilo Neutrofilo Linfocita Monocita

=S
@ 25

leucociti

|

piastrine :
| . Numeropermm’ g milioni : 150000 -
eritrociti i sangue $900-40.000 400 000
Funzioni Trasportare Distruggere cellule estranee, produrre anticorpi, risposte allergiche. Coagulazione

0, e CO,. sanguigna.



Informazioni ottenute dal SANGUE

55%

~1%

45%

dopo centrifugazione

¢ Acqua ( Albumine
Proteine < Globuline
Lipidi Fibrinogeno
PIARER. Glucosio
Aminoacidi
\ Toni " Neutrofili
Linfociti
globuli bianchi ¢ Monociti
€ piastrine Eosinofili
Basofili

globuli
rossi




STUDIO DEI GLOBULI

1. STUDIO QUANTITATIVO 2. STUDIO QUALITATIVO-MORFOLOGICO

}
k’“ :.\*. —
@

®

=7 et h-r» g b G:?] ®© @
& «-’\'f;; vo\zl\\ = N i
N A = Z _/ e th
L : "-\ Ese cuzion e striscio sanguigno

[ | <

CONTA LEUCOCITARIA
CONTA DEI ROSSI STRISCIO DI SANGUE

CONTA PIASTRINICA...




1. STUDIO QUANTITATIVO CITOFLUORIMETRI-EMOCITOMETRI-CONTA GLOBULI

EMOCROMO
Leucociti 8.17 x10e3/ul 36-9.6
E M O C R O M O Eritrociti 345 xt0e6 L YO g 5 e

Emoglobina 103 gr/di i;grrum 15 - 17 donne : 13 - 15 bambini :
Ematocrito 30.2 % ;2mi:é: 41 - 48 donne : 36 - 44 bambini :
MCV 875 fL 82.2-97.4

. - - MCH 29.9 pico gr 276-33.3

Valutazione quantitativa 2| o 3-363
RDW 13.1 % 11.6-13.7
degll elementl del Sangue Piastrine 288 | x10.e3/ul 150 - 386
FORMULA
. . LEUCOCITARIA

pe r | fe r | CO % Neutrofili 81.9 % 40-74
% Linfociti 10.6 % 19 - 48
% Monogiti 43| % 34-9
% Eosinofii 1.8 % 0-7
% Basofili 0] % 0-15
NEUTROF. # 6.69 x10.e3/uL 19-8
LIMPH.# 08749 x10.e3/uL 0.9-5.2
MONO # 035| x10.e3/ul 0.16- 1
EOSIN # 015| x10.e3/uL 0-0.8
BASOF # 0 x10e3/uL 0-0.2

%
L'emocromo completo (CBC) e utilizzato per valutare il numero di cellule nel sangue e

restituisce valori misurati e calcolati.



1. STUDIO QUANTITATIVO CITOFLUORIMETRI-EMOCITOMETRI-CONTA GLOBULI

Schema di citometro a flusso

Filtro 530 BP

CITOMETRI E CITOFLUORIMETRI
Basata sulla rilevazione
Conta al dell’assorbimento e della

MICROSCOPIO CONTAGLOBULI diffrazione della luce
Impedenza Elettrica




CITOMETRI E
CITOFLUORIMETRI

Basata sulla
rilevazione
dell’assorbimento e
della diffrazione della
luce




INFORMAZIONI CITOFLUORIMETRICHE

L o = v

granulociti [EFaNEE.

Sottopopolazioni leucocitarie in sangue periferico
-Citogramma -

»
-
»

$SC M SSC seigt

Eosinofili

- -

FSCHFSC Maighe




Emocromo — Esame EMOCROMOCITOMETRICO

— A.The Erythrocyte Parameters MCH, MCV, and MCHC

& b/a=hematocrit (Hct)
—_— (Lrac/Liiood)

Hemoglobin (Hb)
concentration (g/L blood)
Erythrocytes (RBC) ,
B (number/L blood) !
SileEiE I N

MCH (mean Hb mass/RBC)

Hb conc.
= RBC
No. RBC o/ )

-mpg
MCV (mean volume of one RBC)

Hct
= (L/RBC)
No. RBC Normal:
~90fl

MCHC (mean Hb conc. in RBCs)

Hb conc.
Hct

(g/L RBC)

~32091L:

e || test indica:

* Misura dell'ematocrito (la percentuale in
volume della parte corpuscolata del
sangue separata dal plasma),

* Misura dell’emoglobina

* Conta delle emazie

* Morfologia delle Emazie

* Conta Leucociti (con stima dei diversi tipi)
e Conta delle piastrine




L’EMATOPOIESI
L'ematopoiesi é il processo mediante il quale vengono prodotte gli
elementi corpuscolati del sangue.
In eta adulta avviene nell’interstizio extravascolare del midollo

osseo, nel quale sono residenti le CELLULE STAMINALI
TOTIPOTENTI.

Stem cells are
located in red
bone marrow

Dalle cellule staminali totipotenti si
differenziano i precursori non circolanti
che, in seguito a@ maturazione,
» abbandonano il parenchima (attraverso
I'endotelio fenestrato) per emergere nei
seni venosi e passare nel circolo sanguigno.




EMATOPOIESI

Progenitore
mieloide

Cellula
staminale
ematopoietica

1_/

Magacarioblasto

Magacariocita

Piastrine

/

Eritroblasto

Eritrociti

N\

o
e

Progenitore
linfoide

e

Linfoblasto

Monocita
Promielocita ‘

) " o

Mleloblasto

v

“ ’ ~u

Cellule T Cellule B
NE
Linfociti
Basofilo Eosinofilo Neutroﬂl&
N .
Granulociti Macrofago




Gli Eritrociti:

Sono ricchi di una PROTEINA tetramerica chiamata emoglobina. Tale protetina € formata da 4 catene globiniche e ogni catena e
legata ad un Gruppo eme contenente Ferro

4 tipi di globine, o, B, 7, 5

B chain 1 [3 chain 2
Feto: |
HPF, o, v, . I i
Fe®t
Adulto: i Heme
HbA;, a, B, 96%deltotale = «chain1 « chain 2

HbA,, a, §, 2% del totale
HbF restante 2%




1. Misura dell’ematocrito (Hct):

rapporto tra V occupato dai gl. rossi e il V del campione

Provetta di Wintrobe

=7

\ -- 10
-9
-8

Plasma =7

Sangue

3
Cellule 2
1
0

L

Normale
48%

N =

10
-9
- 8
a7
- 6
- 5
L4

3
2
1
\_

Anemia
30%

10
-9
- 8

Volume degli eritrociti

Hct = x100
Volume tot del sangue
Valori normali di ematocrito

Cumwgmmﬂ

Policitemia
70%

Femmina adulta 37-47%
Maschio adulto 42-52%

Puo essere fatto anche misurando Hb eritrociti/HbTot




2. Misura dell'emoglobina

* Concentrazione TOTALE di Hb dopo lisi dei globuli rossi-ossidazione e misura in spettrofotometria

Valori di riferimento:

Maschio adulto : 13,0-17,0 g/dL
Femmina Adulta: 12,0-16,0 g/dL
Bambino 1 anno: 11,1-14,1 g/dL
Anziano: Lieve diminuzione
Gravidanza: lieve diminuzione

MISURA SPETTROFOTOMERICA
EFFETTUATA OTTENENDO
CIANMETAEMOGLOBINA




3. Conta delle emazie

Valori di riferimento:

Maschio adulto : 4.3-5.9 x10%/pL
Femmina Adulta: 4.0-5.1 x10%/pL
Neonato: 3.5-5,1 g/dL

Bambini: 4.0-5.4 x10%/uL

Valori primari essenziale al
calcolo degli indici derivati




4. Morfologia Emazie

* Diametro medio di ciascun Eritrocita (MCD)
(7-8 um)

» Spessore medio di ciascun Eritrocita (MCT)
(1,7-2,5 pum)



P

conmml N om

GLI INDICI DERIVATI

¥

Mean Corpuscular Volume
MCV
volume medio dei globuli rossi

Mean Corpuscolar Haemoglobin
MCH
RELAZIONE AL NUMERO

Red Cell Distribution Width

Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration RDW
MCHC
(RELAZIONE AL VOLUME DEL GR)



INDICT DERIVATI

1. Volume corpuscolare medio (MCV: mean corpuscular volume)

Indica il volume medio dei globuli rossi.
Normale: normocita (80-100 fl)

Diminuito: microcita (talassemie, anemia ferro carenziale) (<80fl)

Aumentato: macrocita (anemie da carenza di vitamina B12) (>100fl)

CLASSIFICATION

Based on MCV
Hct X 10
o 0 O
n GR
Microcytic Normocytic Macrocytic

MCV: < 80 fl MCV: 80 - 100 fl MCV: >100 fl



2. Emoglobina corpuscolare media (MCH):
Indica il contenuto di Hb per singolo globulo rosso

MCH= (Contenuto di Hb/n° Globuli rossi) x10

IPOCROMICHE= <27pg CLASSIFICATION
NORMOCROMICHE= (27-31 pg)

IPERCROMICHE_ >31pg

Based on MCH

Hypochromic Normochromic Hyperchromic
MCH: < 27 pg/cell MCH: 27 - 31 pg/cell MCH: > 31 pg/cell




MCH

MCV +
MCH y /

ERITROCITI

’ NORMOCROCITA

MICROCITA

mcv A

MACROCITA

MCV



3. Concentrazione media di Emoglobina corpuscolare (MCHC):
Indica la percentuale di Hb nella massa totale totale dei globuli rossi:

MCHC= (Contenuto di Hb/ ematocrito)x100

Valori di riferimento: 320-360 g/L

MCH / MCV = MCHC

MCHC e la concentrazione media di emoglobina in un
dato volume di globuli rossi concentrati, o in altre parole, l
il rapporto tra la massa di emoglobina e il volume dei )
globuli rossi. O, in altre parole, rappresenta 'MCH/MCV. .." A

-
-
"

.".Erythrocym

.....
.......




Conta Emazie: Valori deivati Red Cell Distribution Width (RDW)

Permette di valutare le alterazioni della morfologia: Indice della variabilita eritrocitaria

A RBC
100 =

¢ Histogram width _ RDW-CV
MCV

Frequency (%)

/
20 - | «— RDW-SD
| ./ | I
50 100 150
Mean cell volume

Valori di riferimento:

11.5<RDW<14.5 RDW%= [;;I%Z-\S}tandard MCV

x100



RDW e il grado di Anisocitosi

Per anisocitosi s'intende una condizione caratterizzata dalla presenza di globuli rossi (o
eritrociti) di varie dimensioni nel sangue periferico. Quest'alterazione ematologica e
frequentemente associata ad alcune forme di anemia, ma puo dipendere anche da numerose

altre patologie o situazioni fisiologiche.

CURVA DI DISTRIBUZIONE DEL VOLUME
ERITROCITARIO

Volume RBC Velume RBC Volume RBC

Distribuzione Normale Doppia Popolazione Anisocitosi



IL SANGUE
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STUDIO DI

MORFOLOGIA

ESEMPI DI ANEMIE

Analisi dello striscio di sangue periferico

Spesa: Bassa Preparazione dello striscio automatica
o manuale, seguita da un esame microscopico

Il campione viene raccolto Una goccia di sangue viene

applicata su di un vetrino e strisciata
in una provetta con tappo q per Sl colil amalicha

viola contenente EDTA
lungo il vetrino
[ | llsangue
Goccia di sangue —— ’ BE < viene
! strisciato
sul vetrino

L'esame microscopico si effettua per rilevare
anomalie nel numero o nell'aspetto di:

(emon | [ tuwsr | [ peswme |

Lo striscio di sangue periferico viene comunemente usato
nelle prime fasi del processo diagnostico per valutare un
paziente con anomalie che coinvolgono le cellule del
sangue circolante

FIGURA 2-13



1. Alterazioni morfologiche: lo striscio di sanque goccia di

- sangue
=h‘\

" Z ~—_— X
,;‘ I

AVVICINAMENTO

L

]
ADESIONE

v

AVANZAMENTO

Come preparare uno striscio di sangue

Smear of peripheral blood

o o ® Lo striscio di sangue ci permette
axpthrocyte O R e di osservare al microscopio la
’(‘ | &% MORFOLOGIA delle cellule del
V" - tl sangue, mettendo in luce

‘ eventuali anomalie che possono
il sfuggire ai contatori automatici

. ..
‘e '..~/.

basophil : monocyte platelcs



STRISCIO DI
SANGUE

iscio di sangue (uomo)

099 00 0. .Y00g 09 © gp ©9 " e vy,
e Oqoa% L WY ) \

2°% e % ¢°

o () 0 )

Colorazione: May-Grunwald

Globulo Rosso ]

Plasma




ERRORI NELLA PREPARAZIONE DELLO STRISCIO DI SANGUE

Striscio Descrizione

Striscio normale

Lunghezza dello striscio accettabile: 2,5 cm (0,98 pollici)
minimo e 4,3 cm (1,7 pollici) massimo

Striscio lungo

Possibile causa: emoglobina bassa, campione diluito o
errata regolazione della velocita dello striscio

Troppo lunghi

Pattern della goccia grande o irregolare

Possibile causa: contaminazione della coppetta di
lavaggio/ sonda di dispensazione

Riga al centro dello striscio

Possibile causa: bolla d'aria o coagulo presente nel
campione o contaminazione della coppetta di
lavaggio/ sonda di dispensazione

Troppo spesso Troppo sottile



CORRETTO STRISCIO DI SANGUE

ZONA MORFOLOGICA

ESTREMITA” SMERIGLIATA CORPO




ALTERAZIONI DELLA DISTRIBUZIONE

Distribuzione fisiologica o normale: distribuzione
uniforme in monostrato dei globuli rossi con una
sovrapposizione di circa 10% nella zona ottimale di lettura.




RED BLOOD CELL MORPHOLOGY

--—m s
Size variation |distribution | Shape variation dlatrlbuﬂon

ALTERAZIONI
MORFOLOGICHE
DElI GLOBULI
ROSSI




GLOBULI ROSSI
AGGLUTINATI

Definiti GR a grappolo
o Emoagglutinazione.

Dovuto, in genere,
alla presenza di
anticorpi specifici




Corpi di rouleaux

| GR si impilano per la presenza elevate di fibrnogeno e globuline o
nelle gammopatie monoclonali

... Qﬂ ﬁ u)
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ferocitosi

reditaria

Anemia
lpercromica e
microcitica

-
W/
S
biconcave

erythrocytes

v O

2%, Ve

a spherocytes

Dopplo strato I|p|d|co

Spectrina ;

9900902000000 0R

Sferocita

Normale

Citoscheletro della membrana nella sferocitosi ereditaria. A sinistra ¢ illustrata |'organizzazione normale delle principali proteine citosche-

letriche della membrana del globulo rosso. Le diverse mutazioni che coinvolgono a-spectrina, B-spectrina, anchirina, proteina della banda 4.2 o della banda
3 provocano la perdita di frammenti di membrana da parte dei globuli rossi. Per adattarsi al cambiamento nel rapporto tra superficie e volume i globuli
adottano una forma sferica. Gli sferociti sono meno deformabili rispetto alla norma per cui rimangono intrappolati nei cordoni splenici e vengono fagocitati

dai macrofagi. GR, glicoforina




Anemia
Drepanocitica

0
Falciforme




» LUANEMIA FALCIFORME E’

AggregaZiOne CUSATA DA UNA SINGOLA

VARIAZIONE

den'emogk)bina S AMMINOACIDICA DELLA

CATENA BETA.

Sickle cell anemia

» UN RESUDIO DI VALINA

Normal red

blood cell Sickle cell INVECE DI UN GLUTAMMATO

D =

» S| CREA UN GRUPPO
IDROFOBICO APPICCICOSO

o v Hemoglobin beta chain » S| ABBASSA LA SOLUBILITA’
in sickle cell ) DELLUHB

GGA CTC CTC GGA CAC CTC a¥a

CTGAGGAG  CeTGTEGAG

ikt ¥y &~ > HB PRECIPITA DENTRO IL

GLOBULO ROSSO
E~€0-€0 E—ta=Cd [

Normal cell Sickle cell




Emoglobina A Emoglobina S

Eritrociti di individuo con
anemia a cellule falciformi




