4. LE AUTOANALISI IN
FARMACIA




La farmacia del servizi
(http:/mwwi.salute.gov.it/portaletemi/p2 _6.jsp?lingua=italiano&id=3609&area=farmaci&menu=dfarm)

Il D.Ilgs 153/09 esplicita e amplia | servizi svolti dalle farmacie e qui
rientrano anche le prestazioni analitiche di prima istanza, che come
specificato nel decreto del 16 Dicembre 2010 sono:

«Test che in via ordinaria sono gestibili direttamente dai pazienti in
funzione di autocontrollo a domicilio ovvero in caso di condizioni di
fragilita o di non completa autosufficienza, possono essere utilizzati
mediante il supporto di un operatore sanitario, presso le farmacie
territoriali pubbliche e private.»

Quindi non apparecchi che prevedano il prelievo di sangue mediante
siringhe.



La farmacia del servizi
(http:/mwwi.salute.gov.it/portaletemi/p2 _6.jsp?lingua=italiano&id=3609&area=farmaci&menu=dfarm)

Prestazioni analitiche di prima istanza:
Test per glicemia, colesterolo, trigliceridi

Test per la misurazione in tempo reale del’emoglobina, emoglobina
glicata, creatinina, transaminasi, ematocrito

Test per la misurazione dei componenti delle urine (acido ascorbico,
chetoni, urobilinogeno e bilirubina, leucocitl, nitriti, pH, sangue,
proteine ed esterasi leucocitaria)

Test ovulazione, gravidanza, menopausa

Test colon-retto per la rilevazione del sangue occulto delle feci



La farmacia del servizi
(http:/mwwi.salute.gov.it/portaletemi/p2 _6.jsp?lingua=italiano&id=3609&area=farmaci&menu=dfarm)

Servizi di secondo livello erogabili con dispositivi strumental

Sono utilizzabili in farmacia i seguenti dispositivi strumentali:

dispositivi per la misurazione con modalita non invasiva della pressione
arteriosa,

dispositivi per la misurazione della capacita polmonare tramite auto -
spirometria,

dispositivi per la misurazione con modalita non invasiva della saturazione
percentuale dell'ossigeno;

dispositivi per il monitoraggio con modalita non invasive della pressione arteriosa e
dell'attivita cardiaca in collegamento funzionale con i centri di cardiologia accreditati dalle
Regioni sulla base di specifici requisiti tecnici, professionali e strutturali;

dispositivi per consentire ['effettuazione di elettrocardiogrammi con modalita’ di tele
cardiologia da effettuarsi in collegamento con centri di cardiologia accreditati dalle Regioni
sulla base di specifici requisiti tecnici, professionali e strutturali.



Per l'effettuazione delle prestazioni e |'assistenza ai pazienti devono
essere utilizzati spazi dedicati e separati dagli altri ambienti.

Il farmacista ha inoltre I'obbligo di esporre nei locali della farmacia, In
modo chiaro e leggibile, l'indicazione delle tipologie di prestazioni
analitiche disponibili agli utenti.

Le apparecchiature devono essere verificate e calibrate
periodicamente, al fine di poterne garantire I'affidabilita, I'efficienza e
la sicurezza di funzionamento.

Per garantire l'affidabilita dei risultati analitici, inoltre, il personale
addetto all'impiego delle apparecchiature, o al supporto ed eventuale
assistenza al paziente che fruisce di tali servizi, deve essere
adeguatamente formato ed aggiornato.

| rifiuti generati dall'esecuzione dei test di autoanalisi esequiti in
farmacia sono qualificati come rifiuti sanitari pericolosi a rischio
Infettivo e, come tali, devono seguire i seguenti adempimenti
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POINT OF CARE TESTING (PoCT)

Analisi medica svolta in prossimita del sito di cura ed assistenza del
paziente, deve avere le seguenti caratteristiche:

- Affordable — economico

- Sensitive — minimi falsi negativi

- Specific — minimi falsi positivi

- User-friendly — minimi passaggi per effettuare il test
- Rapid — minimo tempo per test

- Equipment-free —attrezzatura semplice

- Delivered — consegna dei risultati



PoCT In farmacia

Strumenti che lavorano per spettroscopia a riflettanza (dry chemistry)

- Refletron Roche

- Cholestech LDX

- Samsung LABGEO PTS10 ??

Strumenti che lavorano per spettroscopia UV-VIS (fase liquida)

Strumenti basati su centrifugazione e microfluidica:

- Cobas b 101.: profilo lipidico completo (colesterolo, trigliceridi, HDL,
LDL - determinazione enzimatica/UV-VIS) ed emoglobina glicata
(HbAlc - immunochimica/UV-VIS)




e r
Reflotron (Roche) X \fr‘

Spettroscopia a riflettanza \—-

Informazioni nella barra magnetica:
- Parametro da analizzare

- Tempo di preincubazione e durata della fase di reazione
- Lunghezza d'onda da utilizzare

- Numero di misurazioni e intervalli

- Istruzioni per il calcolo dei risultati

- Fattori di conversione delle unita di misura
- Altri controlli

Campione 30 pL
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Muscle diseases
* CK

Pancreatitis
* Pancr. amylase
« Amylase

Lipid metabolism

disorders

* Cholesterol

« Triglycerides

+ HDL cholesterol

* Glucose

* LDL cholesterol
(calculated using
the Friedwald
equation)

Diabetes

* Glucose

= Triglycerides

« HDL cholesterol
* Creatinine

Liver diseases

« GOT, GPT, GGT

+ Bilirubin

+ Alk. phosphatase

Tutti di natura enzimatica

Renal diseases
* Urea

* Creatinine

* Hemoglobin

* Uric acid

. K+

Bone diseases
+ Alk. phosphatase

Gout

« Uric acid

* Urea

* Creatinine

* Glucose

* Cholesterol
« Triglycerides

Anemia
+ Hemoglobin
+ Bilirubin
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Test Test principle Wavelength

Glucose B,D-ghicose + 0, + Hy0 ot . 5 o conolactone + HyO; 642 nm b
H,0, +2 H' + indicator —E845 . b1y areen dye + 2 HyO

Indicator: 3,3)5,5"-tetramethylbenzidine )

Cholesterol cholesterol ester + H,0 Solskelagarme . 4 )octerol + RCOOH 642 nm )

cholesterol + 05 cholestoral midass -, ) estenone +H,0,
H;O; + indicator N dye + H;O

Indicator; 3,3.5,5 -tetramethylbenzidine )

HDL
cholesterol

—

1. Precipitation of chylomicrons, VLDL and LDL with 642 nm
dextran sulphate/Mg2*

2. Determination of HDL chalesterol

cholesterol ester + H,0 -Doletmslamins . 4, | dterol + RCOOH
cholesterol + O, —Seksemloiblam . | ) ectenone + HaO;
H10; + indicator 2= -, 4ve + H:0

Indicator: 4-{ 4-dimethylaminophenyl}- 5-methyl-2-(3,5-dimethooy-
4-hydroxyphenvyl limidazole dihydrochloride




Test

Triglycerides

\

Test principle Wavelength

=

triglycerides + 3 H;O — =%, dhveerol + 3 RCOOH 642 nm
glycerol + ATP Preeikimm . o cerol-3-phosphate + ADP

ghcerol-3-phosphate + 0 FERehtecallen | 1ihydroxyacetone
phosphate + H,04

peroxidase

H,0; + indicator > dye + HyO

Indicator: 4-(4-dimethylaminophenyl)-5-methyl-2-(3,5-
dimethoxy-4-hydroxyphenyllimidazole dihydrochloride

(
Bilirubin

Bilirubin + 2-m -nitrophenyldiazoniumtetrafluoroborate 567 nm
—————> azobilirubin

Indirect bilirubin is released by means of dyphilline

\.

creatinine + H,0 —iaint ininobydelsss ., - methylhydantoin 4 NH, 842 nm

N-methylhydantoin + 2 H,0 + ATP -etnfinhinioniss
N-carbamoylsarcosine + ADP + P;

N-carbamoylsarcosine + H,0 Stmofsnxsinepdmbin , o, rcosine + CO; + NH;

sarcosine + H;0O + O, 2simaids 1 ine + HCHO + H,0,

H,0; + indicator 224 ., 4o 4 H.O

Indicator: 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)4-(5)-(9-
julolidino)-5-( 4)-methyl-(1 H) -imidazole

J

Haemoglobin  haemoglobin + K[ Fe(CN)J ——> methacmoglobin 567 nm
R R R EEE———————————



Test Test principle Wavelength
rﬂhﬂhﬂ o-cresolphthalein phosphate + methylglocam ine 567 nm B
Phosphatase —2% > o-cresolphthalein + methylglucamine phosphat
- J
Amylase indolyl-ay D-maltoheptaoside SSMAM M . )| duee 57 om |
indoxyl + 2-meth oxy-4-morpholinophenyldiazonmmtetrachlorozinkate
= purple dye
e >
f‘mm.'n 1. Inhibition of salivary amylase with monoclonal antibodies 567 nm A
Amylase
indolyl-at, D-maltoheptacside S3mHs s gucoidan ., 300 ] | olncose
indoxyl + 2-methoxy-4-morpholinophenyldiazo niumtetrachlorozinkate
————— > purpledye
o w
s ™
CK creatine phosphate + ADP —= > creatine + ATP 642 nm
glycerol + ATP —Eribines . 4 corol-3-phosphate + ADP
glycerol-3-phoephate + O, HI=miphophsoutias o gop o vacetone |
phosphate + H;0,
H:0; + indicator 222892 . i dicator (ox.) + H;0
Indicator: 2-(3,5-di-fer-butyl-4- hydrosg phenyli—4-( 51 -(9-jul alidino)
-5-(4)-methyl-( 1H)-imidazole
" v
[y-ar glycylglycin + y-glatamyl-3-carboxy-1,4-phenylene diamine 642 nm
25T sy olatamylglycyl-glycine + 3-carboxy-1,4-phenylene diamine
3-carboxy-1.4-phenylene diamine + N-methylanthranilic acid 4+ 6 [Fe(CM)]*
——dye+ 6 [Fe(CN)g)*

CK-MM CK-MB CK-BB
1 Danno miocardico



GOT (AST) a-ketoglutarate + alanine sulphinate 22X glutamate + pyruvate + SO, 567 nm
pyruvate + PO + 03 + Hy0 HIimeciime, o tviphosphate + H20; 4+ CO;
H,0; + indicator (red.) —E==8 . i jicator (ox.) + H;0
Indicator: 4-(4-dimethylaminophenyl)-5-methyl-2-(35-di-rer-butyl-4
L hydroxyphenyllimidazole dihydrochloride U
(GPT(ALT)  aketoglutarate + alanine — 9T chyamate + pyravate 567nm |

pyruvate + PO + O, + H,0 Tomeidsm . etylphosphate + HyO; + CO,
H10: + indicator (red.) —2==41® ., indicator (ox.) + HzO

Indicator: 4-(4-dimethylaminophenyl)-5-methyl-2-(3,5-di-rer t-butyl-4-
hydroxyphenyl limidazole dihydrochloride




Colestech LDX

- L'analizzatore combina i metodi enzimatici alla tecnologia su fase
solida.

- Possiede un sistema in grado di separare direttamente il plasma
dalla parte corpuscolata
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- Il corpo principale della cassetta contiene un pozzetto dove va
caricato il campione di sangue

- La barra magnetica da le indicazioni allo strumento di che test si tratta
quindi di come deve procedere e di come deve interpretare le
gradazioni di colore che si andranno a sviluppare (info sulle

calibrazioni ecc.)

Dopo che il plasma viene separato dalla parte
corpuscolata, esso puo diffondere a destra o sinistra
andando a localizzarsi sulle varie zone di reazione

Lp(a)), glucosio, ALT, AST




Controllo qualita
Calibrazione

Tenere il capillare orizzontalmente
o leggermente inclinato verso |l
basso. Mettere in contatto |l
capillare con il sangue (non con la
pelle) e si riempie il capillare fino
al segno di riempimento.

Evitare bolle d’aria e riempirlo in
meno di 10 second..

Sggastion

Perform a desp and firm punciune.

Feap the patient’s hand below
the level of his or her heart.

Hold the capillary tube horzontally
ar at a slightly descending angle to
the drop of blood.

Fill the capillary in less than
10 saconds.

Dispense blood from the capillary
tube in less than five minutes.

If blood stops flowing, wipe fingar
firmly with gauze.

An adeguate punciure & cnucial
io obtaining a frea-flowing drop
of blood_

This will improwe the blood flow.

This will make the capillary tube
fill faster.

This will ensure proper mixing of
blood and anticoagulant, which
prevents clotting.

After free minutes, the blood may

begin to clot in the capillary tube.

You can improve blood flow by
reapening the punciume.

Il sangue del
capillare deve
essere caricato
immediatamente

onde evitare la

coagulazione del
sangue




- Profilo lipidico (rischio cardiovascolare):
- Colesterolo totale
- Trigliceridi (TC)
- HDL-C
- LDL-C (per calcolo dai precedenti)
- Non-HDL-C (calcolato dal colesterolo totale meno HDL-C)
- TC/HDL-C

- Glucosio



Principio del metodo:
Una parte del plasma fluisce verso destra dove ci sono i siti di reazione
per il colesterolo e per i trigliceridi. Una parte di plasma fluisce verso
sinistra dove LDL ed HDL vengono precipitate con destrano solfato/Mg2*.
Il filtrato contiene HDL e si puo quantificare il colesterolo

Cholesterol esterase
>

Cholesterol esters + H,0
Cholesterol oxidase >

Cholesterol + O,

Peroxidase;
2 H,0, + 4-Aminoantipyrine + TOOS

Lipase >

Glycerol kinase + Mgzi

Triglycerides + H,0

Glycerol + ATP

Glycerol Dhosphate)
Glycerol-3-phosphate + O,
Oxidase

F’eroxidasea
2 H,0, + 4-Aminoantipyrine + TOOS

Free cholesterol + Fatty acids
Cholest-4-ene-3-one + H,O,

Quinoneimine dye + 4 H,O

Glycerol + Free fatty acids

Glycerol-3-phosphate + ADP

Dihydroxyacetone phosphate + H,O,

Quinoneimine dye + 4 H,0O



PoCT In farmacia

- Samsung LABGEO PT10S
Profilo Epatico: AST, ALT, ALP, GGT, TBIL, DBIL, ALB, TP, GLU
Profilo Lipidico: GLU, CHOL, TG, HDL (LDL)

Profilo Biochimico: AST, ALT, GGT, TBIL, BUN, CREA, AMY, CHOL,
GLU

Profilo Biochimico9: AST, ALT, GGT, GLU, CREA, CHOL, TG, HDL
(LDL)

how ortas

: 2 DR AN
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v

S - aie =
1. Prelievo di una 2. Dispensazione 3. Inserimento 4. Visualizzazione
piccola quantita di’ del sangue nella della card. dei risultati dopo
sangue intero capillare. cartuccia, tramite 7 minuti e stampa

capillare eparinato. automatica.



PoCT In farmacia

- Samsung LABGEO PT10S

Table 1. Analytical methods available for the Samsung LABGEO PT10

Analyte Unit Test method
Albumin g/dL Dye binding-BCP
Aspartate aminotransferase U/L Enzymatic, colorimetric
Alanine aminotransferase U/L Enzymatic, colorimetric
Alkaline phosphatase U/L JSCC-EAE method
v-Glutamyl transpeptidase U/L v-Glutamyl-carboxy-nitroanilide (IFCC , 370C)
Glucose mg/dL Glucose dehydrogenase, colorimetric
Total bilirubin mg/dL. Enzymatic bilirubin oxidase
Direct bilirubin mg/dL Enzymatic bilirubin oxidase
Total protein g/dL Biuret method
Cholesterol mg/dL Enzymatic
Triglyceride mg/dL  Enzymatic (colorimetric) without glycerol blank and without sample blank
High-density lipoprotein mg/dL Direct
Low-density lipoprotein mg/dL  Calculated*
Blood urea nitrogen mg/dL Urease-bromocresol green
Creatinine mg/dl. Enzymatic
Amylase U/L G2-CNP
Hemoglobin Alc % Latex agglutination

Abbreviations: BCP, bromeresol purple; JSCC-EAE, Japanese Society of Clinical Chemistry-ethylaminoethanol; IFCC, International
Federation of Clinical Chemistry; G2-CNP, maltoside 2-chloro-4-nitrophenol.



PoCT In farmacia

Samsung LABGEO PT10S
La cartuccia possiede una zona di iniezione e una di rilevamento.
L'unita di iniziezione contiene della fibra di vetro che filtra | globuli rossi.

Il resto poi si muove verso l'unita di rivelamento dove sono essiccati |
reagenti

Awvviene lo sviluppo di colore e la sua lettura
Basta un campione di 70 ul di sangue
Bastano 7 minuti per avere

La cartuccia per HbAcl da anche un valore calcolato di eAG (estimated
average glucose) secondo una formula.




Glucometri

- Riflettometrici

Elettrochimici

Errori da evitare durante I'autocontrollo:
- Parte ottica sporca (riflettanza)

- Pila scarica

- Strisce reattive scadute o mal conservate

- Quantita di sangue

Inaccuratezza: si accetta un massimo del £ 20% rispetto al dato di
laboratorio

Imprecisione: si accetta un massimo del 5%

Colesterolo/trigliceridi

> Sensore elettrochimico

Colesterolo ) )
Sensore riflettometrico

Trigliceridi



Misura del glucosio nel sangue

Misurarela | O,

HOH HOH HOH S .
ensore di Clark
Ho GOX Ho H,0 H.oH
HO HO HO
HO = OH ,7 -\: HO —0 HO OH
OH
H o VI H 0

2 H-05 Signal

Q]UC-OSE \/ gluconolactona gluCOT‘I'[C acid Reference electrode — i g
catalase Ag anode w._ | Working electrode -
H20

Enzyme-gel o
layer

GLICEMIA Paan

acid H,0, 0,

- Condizioni normali: 70-90 mg/dL (120-130 mg/dL dopo pasto)

- IPERGLICEMIA: Diabete. Porta a complicazioni a lungo-termine come

retinopatia, nefropatia, neuropatia, e malattie cardiovascolari. Le complicazioni si

possono minimizzare: dieta, esercizio fisico, terapia farmacologica e monitoraggio
glicemia.

- IPOGLICEMIA (glicemia < 50 mg/dL) possono portare a coma
ipoglicemico.

- Ipoglicemia da tumori secernenti insulina, ipoglicemie neonatali da iperinsulinismo
congenito, ipoglicemie indotte o iatrogene da insulina o solfaniluree.

Pt Cathode

Gas-permeable
membrane



Strisce reattive per le analisi delle urine
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Leucociti

Nitriti

Urobilinogeno
Proteine (albumina)
pH

Sangue

Peso specifico
Chetoni (acido acetoacetico)
Bilirubina

Glucosio

Acido ascorbico



http://www.google.it/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjk59jlmbPKAhVEVRoKHWaaCbgQjRwIBw&url=http://www.greenboxmedical.co.uk/medical-diagnostics-c4/urinalysis-c18/multistix-10-sg-bayer-reagent-strips-for-urinalysis-100-test-strips-p350&psig=AFQjCNF55bnF91IMyjInu_w8FTVBss0g3A&ust=1453201018481842

Urine

. Quantité: 1200-1500 mL/24h. Aumenta in caso di diabete mellito ed insipido e in

malattie del tubulo renale. Diminuisce in caso di disidratazione, vomito, diarrea,
nefrosclerosi, shock.

- Colore: giallo paglierino. Ma puo assumere altre colorazioni:
Giallo carico: stati febbrili

Giallo marsala: malattie epatiche con ittero

Da rosso chiaro a rosso scuro: Hb o mioglobina

Marrone (lavatura di carne): ematuria

. Aspetto: limpido. Sono torbide in presenza di muco, leucociti, globuli rossi, cellule
epiteliali.



- Peso specifico/densita: 1005-1015 g/L. varia in rapporto alla capacita del
rene di mantenere l'omeostasi dei liquidi e degli elettroliti (concentrazione del
campione).
Reagente: variazione dal blu-verde al verde-giallo, per valori da 1000 a 1030 (pH 6).
Urine a pH>8 danno valori leggermente inferiori.

Urine a pH<6 danno valori leggermente superiori. Alla scala dei colori indicata
corrispondono diversi valori di peso specifico.

¢ pH: 5.5-6.5. Alimentazione, farmaci, disturbi metabolici e infezioni delle vie urinarie

sono cause di alterazione del pH.

Reagente: indicatore in grado di discriminare valori di pHtra 5 e 9.

LpH: acidosi, diabete (corpi chetonici)

TpH: infezioni batteriche (ureasi ->
ammoniaca), farmaci antiepilettici,
campione vecchio

Produttore Indicatore di pH Intervallo di misura
o Distributore

{unita pH e risoluzione)

pH
Glsec.
55 an [ 8] ra s L L L]

Bayer rosso dimetiliee  5,0-8,5 (risol. 0,5) H
biu di bromotimolo

Arkray  verde di bromocresolo 4,5-9,0 (risol. 0,5)
e blu di bromoxilenolo

Roche rosso di metile, 5,0-9,0 (risol. 0,5)
fenolftaleina e
biu di bromaotimolo




- Acido ascorbico: vitamina C.

Puo dare interferenza nella determinazione di: glucosio, sangue, bilirubina, nitriti,
leucociti ed urobilinogeno.

Si basa sulla decolorazione del reattivo di Tillman.

La presenza di 5-10 mg/dL di acido ascorbico porta al viraggio dal grigio-blu
all’arancione.

=S
Cl ZH™ + %o
Oxidized DPIP
{blue)

Cl
-0 E—a@—mﬂ

Cl @ aduced DPLP

(colarlesa’

0,3% p/p 2,6-diclorofenolindofenolo; 99,7% A e - - - B
p/p tampone e sostanze non reattive — - Y . 1

| risultati si leggono dopo 30 sec.



- Proteine: 40-200 mg/die. Proteinuria: 0.1-0.3 g/L
Aumentano in: stati febbrili, infezioni, nefrosi, sforzi fisici, malattie renali, gravidanza,

emopatie.

Test: si basa sul principio dell’errore proteico di un indicatore di pH, ed e
particolarmente reattivo all’albumina.

La parte reattiva € imbevuta di un indicatore di pH mantenuto in forma cationica a pH 3

(colore giallo per il tetrabromofenolo). In presenza di proteine i gruppi amminici portano
I'indicatore nella sua forma anionica (blu).

H
- Br ,,JH _PBr
o \W ““j/
-HY “‘*H_.-__-_'-"'- Tir
| ..-':.:l u - T,
wq'“"w-""'--".::;"--H-L3'-""': HI'Ir [ .

S Sy

o NEEE
B0sec
FACE n3= 1.0w= LK LR *20gA =4ee

| o MEGATIVE T
— 5

5"_3 %‘-\. ,-"'-II <0.15g/L ~0.15 g/L
4

s

T 2 ll'.-.:r

Ehe

Soggetti sani: assenza di proteine nelle urine. Possono dare falsi positivi: pH>9, peso
specifico elevato, assunzione di farmaci contenenti chinino, raccoglitore delle urine
inquinato con disinfettanti a base di ammonio quaternario.
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. Sangue: il sangue occulto nelle urine indica patologie dell’apparato urogenitale e
renale. Il sangue non € visibile se c’é microematuria (test chimici 0 microscopio).

In presenza di idroperossidi organici e cromogeni, I'emoglobina e la mioglobina
catalizzano la reazione perossidasica dando una colorazione verde.

Colorazione omogenea: Hb o mioglobina.
Colorazione puntiforme: globuli rossi.
Interferenza da acido ascorbico quasi eliminata (falso negativo).

Falsi positivi: detergenti a base di perossido, ossidasi microbiche per infezioni del tratto
urogenitale.
La quantita di eritrociti accertati sul sedimento potrebbe essere inferiore a quanto
rilevato dalla striscia reattiva, in quanto il primo non rivela le cellule gia lisate del
sedimento.

Scala: GR/uL.

4% p/p 3,375, 5 tetrametilbenzidina (TMB); 6% p/p Cumene idroperossido;

H ) E)

90% p/p tampone e sostanze non reattive
@25 b ety
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« (GlUCOSIO: test necessario per la diagnosi e la cura di disordini metabolici dei
carboidrati, diabete, iperglicemia. Reazione: glucosio ossidasi/perossidasi. Falsi
positivi: detergenti a base di perossidi.

w i HHEEE

I TRACE

<40 mg/dL
<22mM

. Corpi chetonici: compaiono in condizioni di squilibrio metabolico (diabete) e di

stress fisiologico (digiuno, gravidanza, stati febbrili dei bambini, esercizio fisico
frequente e molto faticoso), o in altre condizioni che influenzano il metabolismo dei

carboidrati (anoressia).

O O @) OH O NEGATVE TRACE  SMALL MODERATE
)J\ )I\)I\OH MOH - . ! . !

acetone Ac. acetacetico Ac. B-idrossibutirrico

Test di Legal (sodio nitroprussiato):
[Fe[CN),NO]* + CH,COCH, + 2 OH- - [Fe{CN),ON=CHCOCH,]* 4 2 H,0



. disordini epatici e biliari. In condizioni normali non € riscontrabile nelle

urine. Compare nelle urine quando la concentrazione plasmatica (di bilirubina
coniugata) supera i 2 mg/dL.

In_ambiente fortemente acido, la bilirubina reagisce con sali di diazonio (2,4-
dicloroanilina sale di diazonio) per dare un colorante azoico rosso. Il pH dell’urina non
influenza la reazione.

Il test rileva concentrazioni di bilirubina > 0.5 mg/dL.

Falsi negativi o valori attenuati: esposizione a raggi solari, elevate concentrazioni di
vitamina C o nitriti.

Aumento della colorazione: elevate conc. di urobilinogeno

Il test va eseguito immediatamente e vanno evitati i raggi solari per evitare la
degradazione della bilirubina. Se si lascia molto tempo a reagire la bilirubina si pud
anche ossidare a biliverdina (non reattiva con i sali di diazonio).

Utile associare il risultato del test con quello dell’'urobilinogeno.

Biliruhin

Bilirubina - - + 0 - +

Urobilinogen

Urobilinogeno  Normale 1 1 lo-



. disordini epatici e patologie emolitiche. Gli intervalli di riferimento
nelle urine sono 0.1-1.8 mg/dL. Conc. > 2 mg/dL sono considerate patologiche.

L'urobilinogeno reagisce con sali di diazonio (4-metossibenzene-diazonium-
tetrafluoroborato) per dare un colorante azoico rosso. Il pH dell’'urina non influenza la
reazione. Oppure utilizzano la reazione di Ehrlich con dimetilamminobenzaldeide per
dare un composto arancione.

|l test rileva concentrazioni di urobilinogeno a partire da 1-2 mg/dL.
Falsi negativi o valori attenuati: esposizione a raggi solari, formaldeide.

Falsi positivi: rape rosse e metaboliti di farmaci che a pH basso danno colorazione
(fenazopiridina, coloranti azoici, ac. 4-amminobenzoico).

Test da eseguire sulle urine fresche altrimenti I'aria lo ossida a urobilina.
Utile 'associazione del test con quello della bilirubina.

Bilirubin

Bilirubina - = +o0- +

Urobilinogen

Urobilinogeno  Normale 1 1 lo-



inflammazioni renali o dellapparato urogenitale (cistiti, pieliti, uretriti,

prostatiti) ma anche calcoli renali e tumori. In condizioni normali i leucociti nelle urine
sono assenti.

Cause non patologiche: disidratazione, febbre, stress.

Le esterasi dei granulociti scindono un aa esterificato con un derivato idrossipirazolico
liberando il derivato idrossipirazolico che € in grado di reagire con un sale di diazonio
per dare una colorazione viola. Urine molto colorate (nitrofurantoina) possono influire
sulla colorazione della zona reattiva.

Valori attenuati: glucosio, acido ossalico, prodotti contenenti cefalexina, cefalotina, o
tetraciclina possono ridurre la reattivita.

Falsi positivi: urine venute a contatto con le secrezioni vaginali.
Il test rileva concentrazioni a partire da 10-20 leucociti/uL.

La quantita di leucociti accertati sul sedimento potrebbe essere inferiore a quanto
rilevato dalla striscia reattiva, in quanto il primo non rivela le cellule gia lisate del
sedimento.

Leukocytes -



. infezione batterica dell’'apparato urogenitale.

Il test si basa sulla reazione di Griess: il nitrito reagisce in ambiente acido con la
sulfanilammide formando un diazocomposto che, per reazione con naftiiammina
(naftilendiammina o idrossibenzochinolina), forma un azocolorante (rosa).

Qualsiasi colorazione rosa € da considerarsi come risultato positivo (= 10> germi/mL).

NH
NH, z
on.
HNO,
—_— — M

SOH SO4H

Acido
solfanilico SOgH

Falsi negativi: ritenzione troppo breve di urina nella vescica, infezione da batteri senza
nitrato reduttasi, terapia antibiotica, dieta povera di nitrati, forte diuresi, elevata conc. Di
acido ascorbico.

Falsi positivi: urine stantie (nitrito da contaminazione secondaria), coloranti nelle urine
(rape rosse, piridine).
Il test rileva concentrazioni di nitriti a partire da 0.05-0.1 mg/dL.

Nitrite Pink/red color =




Sangue occulto nelle feci (FOB, fecal occult blood)

Il cancro intestinale e il piu diffuso in Europa

La presenza di sangue occulto nelle feci permette di diagnosticare
tempestivamente il cancro intestinale, diminuendo il tasso di mortalita

In presenza di tumori, ma anche: polipi, coliti, diverticoliti e
fessurazioni del colon e retto, il passaggio delle feci puo essere
sufficiente a provocare il sanguinamento (vasi sottili e delicati)

La presenza di sangue puo non essere visibile nelle feci

Il FOB basato su Ab utilizza Ab anti-Hb umana:
Non risente dell’alimentazione
Limite di rivelabilita: 50 ng/mL di Hb (2 ug/g feci)
Non prelevare campioni in caso di: mestruazioni neé 3 giorni prima e/o dopo,
emorragie da stipsi, emorroidi sanguinanti, assunzione di farmaci per via rettale.
FALSI POSITIVI

Alcool, farmaci quali antinflammatori, aspirina e corticosteroidi possono causare
emorragie del tratto digestivo dando FALSI POSITIVI, pertanto meglio sospenderli

per 48h




Sangue occulto nelle feci (FOB, fecal occult blood)
s
Campionamento feci con apposita spatola ‘,,

¥

Immersione della spatola nella soluzione contenente Ab anti-

Hb marcati con oro colloidale \
'

Mescolamento della soluzione e semina di 3 1
gocce di soluzione nella zona S chivsaraconute ]

Finestra del test

]

Rompere ‘

la cappa laterale —

Zonaldel test Apertura della provetta

Zona di controllo Membrana del test Finestra del test Zona|del test Apertura della provetta

La soluzione (contenente Ab anti-Hb umana e/o Hb
umana) migra nella membrana verso la zona test (T)

Zona di controllo Membrana del test



La zona test (T) contiene un altro Ab anti-Hb umana (per un epitopo diverso)
ancorato alla membrana

TEST POSITIVO

Anticorpo rivelatore,

Anticorpi contro I'emoglobina
(stabilizzati sulla linea del test)

marcato con oro colloidale,
si lega alla linea del test

Nessun Antigd
(emoglobina)

presente

TEST NEGATIVO

Anticorpo rivelatore,

marcato con oro colloidale,

non si lega alla linea del
test. Non compare alcuna
linea T rossa.

Anticorpi contro I'emoglobina
(stabilizzati sulla linea del test)

La soluzione dalla zona test continua a migrare raggiungendo la zona di controllo (C)

¥

La zona C contiene un Ab ancorato alla membrana che riconosce I’Ab anti-Hb umana

A 4

Il campione contiene sempre I’Ab anti-Hb umana e si forma sempre una striscia
rossa nella zona C dovuta alla presenza dell’oro colloidale sull’Ab anti-Hb umana

Se non compare o e stata seminata una quantita insufficiente di campione o il test
non é stato eseguito correttamente: TEST NON VALIDO.



Helicobacter pylori

L'infezione della mucosa gastrica da Helicobacter pylori determina la
comparsa di IgM e 1gG nel siero ma anche di IgA locali.

L'Helicobacter pylori e fortemente associato a gastriti croniche, ulcera
duodenale ed ulcera gastrica. Inoltre, recenti studi epidemiologici hanno
evidenziato che le gastriti da Helicobacter pylori sono un fattore di rischio per
il carcinoma gastrico.

La ricerca delle Ig nel siero presenta la limitazione che gueste rimangono
elevate fino a circa tre anni dopo il debellamento dell'infezione.

Un test positivo quindi non indica se l'infezione € ancora in atto.

Il test negativo da perO0 una ragionevole certezza che il paziente non é
portatore dell'infezione.

test sul siero: IgM, IgG, IgA
Metodo indiretto

test sulle feci : HpSA
Metodo Sandwich




Celiachia

| meccanismi patogenetici di tale patologia non sono ancora
completamente chiari. L'intolleranza alla gliadina innescherebbe una
risposta autoimmune, evidenziata dalla presenza nel siero degli EMA
diretti contro proteine reticolari non collageniche della lamina propria.
La gliadina e la glutenina sono le due proteine componenti principali
del glutine.

Il glutine e presente nel grano, orzo, segale e molti altri cereali.

vengono utilizzati nello screening della malattia celiaca.

Il principale antigene degli EMA ¢ la , un
enzima citoplasmatico calcio-dipendente che catalizza reazioni di
cross-linking proteico e che ha la gliadina come substrato
preferenziale.

Quindi nella malattia c’'e autoreazione contro componenti endogene
della mucosa intestinale



est per la cellachia  wetodo indiretto

- Ricerca Ab anti-lgA e anti-lgG anti-transglutaminasi nel sangue
umano: la presenza di anche solo uno dei due Ab indica un’elevata
probabilita di malattia celiaca

- Durante una dieta priva di glutine sia i sintomi che gli Ab tendono a
diminuire. Entro 6 settimane gli Ab non sono piu determinabili

- Richiede una goccia di sangue (10 pL)

Pungidito sterile per prelievo Pipetta per prelievo Monodose Cerotto

(Dir93/42/EEC CE0459 1
Vitrex Medical AVS, Vasekaer 6-8. 2730 goccia di sangue contenente diluente (Dir:93/42/EEC- Class |- PromoCare ’ 4  \

1ARK) BY- jus Gullaan 14 NL-1217 \ )
MMMMMMM LN Hilversum - The Netherlands) — - f '

LAN CAP .. DIL PLA
| \ ' 4 1
o - A

- = |




Menopausa Metodo sandwich

L e una gonadotropina secreta dall'ipofosi
sia nelle donne che nelluomo. Nelle donne stimola la crescita e la
maturazione dei follicoli durante il ciclo mestruale. | suoi livelli variano durante
il ciclo mestruale in risposta alle variazioni di estradiolo e progesterone.

Quando si sta per instaurare la menopausa, la funzione ovarica diminuisce e
diminuisce l'escrezione di estradiolo e i liveli di FSH aumentano per
mancanza del feedback negativo sull’ipotalamo.

L'FSH e presente nelle urine dove la sua concentrazione riflette quella
plasmatica. Donna non in menopausa: picco massimo di 25 mUl/mL. Donna
che si avvicina alla menopausa: picco massimo di 110 mUI/mL fino ad
arrivare a 500 mul/mL.

Il test si basa su un saggio sandwich per valutare la presenza di
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Zona R: anticorpo monoclonale murino anti-FSH coniugato a oro colloidale ed e
presente anche una quantita precisa di una IgG di asino coniugata ad oro colloidale.

Zona test: anticorpi di cattura policlonali di capra anti-FSH

Zona controllo: anticorpi di cattura di capra anti-IgG di asino.

Quando l'urina inizia a percorrere la striscia FSH si lega alllAb anti-FSH coniugato. |l
complesso Ab coniugato/=SH e I'lgG di asino migrano per capillarita fino a raggiungere
la zona test

Nella zona test si forma il sandwich: Ab-coniugato/-=SH/AD di cattura e si sviluppa un
colore rosso

Nella zona controllo si forma: IgG di asino/Ab anti-asino e si sviluppa un colore che
dipende dalla quantita di IgG di asino presente che € in una concentrazione tale da
dare la stessa colorazione che darebbero 25 mUI/mL di FSH (fisiologico di donna
fertile). :

N ~N
KG_T\ C T
. . TS . . = - i -
Quindi la positivita si ha solo nel caso di una b © ‘ ) ©
colorazione della linea T piu intensa della \_ J J
linea C. _ Positive _ ) Positive, second te_st
should be performed
a ™ ' ™
CT é cT ’
-""I(' I S g '\I e
e -".-;!'I I:\® ‘ s -:ll I@?
\ J %

MNegative _ Invalid




est di ovulazione Metodo sandwich

- | test di ovulazione rilevano nell'urina la presenza dell'ormone luteinizzante
(LH): prodotto lungo tutto l'arco del ciclo mestruale, la sua concentrazione
aumenta nelle 24-36 h precedenti all'ovulazione. Rilasciato dall'ipofisi, I'LH e
I'ormone che da l'avvio all'attivita ovarica, percio un risultato positivo del test
annuncia un picco ovulatorio che avra luogo entro le successive 24-48 h.

Saggio che utilizza Ab anti-LH
Campione: Urina

‘2 most
fertile days

Picco LH assente {——J

‘Hormone concentration

Picco LH presente C:
Periodo di fertilita

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 [#21[§8 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Day of Cycle
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Autotest di screening dellHIV  [E=EA

- Scopo: arginare il fenomeno delle diagnosi tardive.

- Si stima che tra le 6.500 e le 18mila persone vivano con Hiv non
diagnosticato.

- Il 74,5% dei sieropositivi arriva a scoprire il contagio ad un passo dall’Aids
conclamato. E questo significa minare in modo forse irreparabile il proprio
sistema immunitario e maggiore possibilita di contagiare le persone sane.

- Metodo immunocromatografico

- “Periodo finestra”, € necessario aspettare 90 giorni dal presunto contagio alla
produzione di anticorpi che segnalano la presenza del virus nell’'organismo.

- Vendita solo ai maggiorenni assieme a materiale informativo



- Tipo di prelievo : 2,5 microlitri di sangue capillare
- Ricerca la presenza di anticorpl anti-HIV-1 e/o anti-HIV-2

- Sensibilita: 11 100% dei soggetti sieropositivi ha ottenuto un risultato corretto
con questo test

- Specificita: 11 99,8% dei soggetti sieronegativi ha ottenuto un risultato corretto
con questo test.

- Interferenze: non sono state rilevate interferenze significative potenzialmente
in grado di influire sul risultato del test nellesame dei campioni contenenti

sostanze o affetti da patologie.

Proteina A
membrana +
Ab del campione +

Proteine leganti gli Ab

coniugate  con
colloidale
soluzione

sulla 1%{

oro

della

<= (ONTROLLO

SE IL SUO TEST E NON-REATTIVO

PROBABILMENTE LEI E
HIV NEGATIVO

b &g
f=

APPOGGIARE QUI
L’AUTO-TEST

<€=(ONTROLLO=P>

4= TEST =P

IL SUO TEST E REATTIVO

PROBABILMENTE LEI E
HIV POSITIVO

Metodo
indiretto

7 Ag HIV1/2 adesi sulla

membrana +

Ab anti-HIV del
campione +

Proteine leganti gli Ab
coniugate con  oro
colloidale della
soluzione



THE END

RICORDATE DI COMPILARE IL QUESTIONARIO ON-LINE PER GLI STUDENTI



