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        Ogni giorno vengono applicate nuove tecnologie alle analisi di laboratorio che allargano sempre più il pannello di applicazioni possibili. In questa ottica il ruolo del biologo diviene centrale in quanto è la figura professionale che, tramite il percorso di studi articolato oggi offerto agli studenti, ha le competenze per potersi inserire a pieno titolo in queste nuove branche diagnostiche e applicative. 

        In questo libro verrà seguito un percorso illustrativo delle principali novità in campo diagnostico-analitico e delle possibili applicazioni di questo, spaziando dalla diagnosi pre-natale, alla genetica nutrizionistica, alle applicazioni forensi, alle analisi preventive in campo di tumori della cervice uterina, per concludere con l’infertilità di coppia, branca nella quale il ruolo del biologo è di fondamentale importanza.
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      Il laboratorio del biologo forense

      Sulla scena del crimine: il biologo al lavoro

      Marina Baldi

      
        Spesso in ambito forense, e soprattutto nel corso delle indagini per i casi di omicidio, si ritiene che la prova del Dna possa essere risolutiva. Le aspettative poste in tale analisi sono molto alte, in effetti questo è un esame importante e talvolta dirimente, ma bisogna sempre tenere presente che, come tutti gli esami tecnici, ha dei limiti che vanno tenuti in considerazione se vogliamo essere dei seri professionisti.

        L’etica professionale di noi biologi ci impone di essere ben coscienti di ciò che siamo in grado di fare. Le scienze criminalistiche, che sono diverse dalla criminologia vera e propria, sono tante. Noi biologi possiamo contribuire a esse ricoprendo compiti molto diversi, ma è fondamentale specializzarsi in modo da diventare esperti di quell’ambito in particolare.

        Ricordiamo sempre che al termine delle nostre analisi andremo a redigere e a firmare una relazione tecnica che verrà discussa in tribunale in fase di dibattimento. Se un giudice ci assegna l’incarico di effettuare una consulenza tecnica d’ufficio, per esempio se in un caso di omicidio ci chiede di stabilire di chi sia il Dna trovato, noi dovremo procedere con l’analisi di un campione, fare una comparazione con qualcuno, e infine riferire i nostri risultati in dibattimento. Trovarsi in tribunale potrebbe essere motivo di grande tensione, ed è per questo che è bene poter contare su una competenza davvero approfondita e soprattutto su nervi saldi. Nel momento in cui firmeremo una relazione daremo torto o ragione al 50% delle persone presenti in aula, che si saranno preparate nel miglior modo possibile, con i migliori consulenti di parte, per screditare il nostro lavoro.

        Il momento della discussione del risultato sarà quindi quello più difficile. Il biologo dovrà dimostrare di aver eseguito in modo ineccepibile il test e di conoscere alla perfezione anche i minimi dettagli dell’analisi, perché la persona che si troverà davanti tenterà di annientarlo e metterlo in difficoltà in ogni modo. Le conseguenze possono essere lesive della reputazione del biologo. Gli avvocati, se devono screditare qualcuno o il suo lavoro, passeranno al microscopio il curriculum professionale del biologo andando a informarsi su qualsiasi dettaglio della sua carriera: quanti casi ha seguito, quali sono stati i risultati dei processi a cui ha partecipato, che tipo di studi ha conseguito e con quale votazione. L’esperienza del tribunale è stimolante, ma ricordiamoci sempre di limitarci all’ambito in cui sappiamo di essere ferrati, altrimenti si rischia di perdere credibilità.

        Prendiamo un caso di cronaca piuttosto noto: l’omicidio di Melania Rea (1). Quando si è svolto il processo contro Parolisi, io ero la consulente — insieme alla dottoressa Roberta Bruzzone — di parte civile, cioè della famiglia. In primo grado il giudice aveva affidato le analisi a un medico legale che però, nella sua perizia, non era riuscito a stabilire l’epoca di morte, il metabolismo della caffeina all’interno del contenuto gastrico, la durata del rigor mortis… praticamente niente. Al momento dell’audizione, il medico legale del pm, il medico legale del nostro pool difensivo e quello di parte civile lo hanno annientato ponendogli ripetutamente domande, che però quel medico non è riuscito a sostenere ed è uscito dall’aula incapace di motivare il proprio lavoro. Nell’emettere la sentenza il giudice non ha tenuto conto della relazione del suo consulente, cosa piuttosto grave dal punto di vista professionale.

        È per questo che insisto a ripetere, anche agli studenti che vogliono intraprendere questa carriera, che è assolutamente necessario non assumere incarichi con leggerezza, ma solo quelli in cui sappiamo di essere davvero competenti. Noi biologi dobbiamo specializzarci in un settore specifico e quello deve essere la nostra attività principale. Perché altrimenti non riusciamo a essere abbastanza professionali per poter gestire i risultati di quello che facciamo. Dalla nostra perizia potrebbe dipendere la libertà o il carcere per una persona e abbiamo un codice morale a cui attenerci.

        Criminalistica

        Per chiarezza iniziamo col fare una distinzione fra criminologia e criminalistica.

        La criminologia, che oggi va tanto di moda, è quella scienza che tenta di stabilire come è avvenuta una criminodinamica: vengono ricostruiti gli eventi così come si sono svolti, chi li ha commessi, perché li ha commessi e perché ha scelto proprio quella vittima. Ci sono persone che diventano vittime per motivi ben precisi dal punto di vista psicologico e la scienza che le studia si chiama vittimologia.

        Tutte le scienze tecniche che sono di ausilio al criminologo o all’avvocato che sta svolgendo le indagini per ricostruire la criminodinamica sono dette “scienze criminalistiche”. E tra queste ci sono la medicina legale, la dattiloscopia, l’antropometria, la balistica giudiziaria, la grafometria, la tossicologia forense, la genetica.

        In particolare, la genetica svolge un ruolo fondamentale per stabilire l’identità di una persona, che non ha nulla a che vedere con il concetto filosofico, ma è la scienza che ci consente di distinguere, senza vederle, una persona dall’altra. Ci sono delle informazioni nel nostro patrimonio genetico che sono assolutamente peculiari di un individuo e fanno sì che, se noi le studiassimo o le avessimo scritte su un foglio, saremmo in grado di distinguere le persone una dall’altra.

        Il problema è che, se noi abbiamo una traccia sulla scena del crimine e a partire da quella otteniamo un profilo genetico, quella sequenza di lettere e numeri rimane lì senza un nome a cui collegarla. Prendiamo per esempio il caso di Yara Gambirasio (2): il profilo di ignoto 1, per quanto un ottimo profilo, è rimasto inutilizzato per anni fino a quando — tramite una serie di indagini — si è arrivati ad avere il Dna della madre.

        Se non abbiamo qualcuno con cui confrontare il nostro profilo, siamo assolutamente impotenti perché il profilo è solo una serie di picchi su un elettroferogramma.

        Ecco perché risulta davvero fondamentale disporre di una banca dati. Attualmente anche in Italia (ultimo Paese europeo a dotarsene) sta per essere aperta e sono stati da poco svolti i concorsi per reclutare il personale.

        La banca dati si rivelerà estremamente utile. In primis, perché in tutti Paesi in cui la banca dati è già presente i reati risolti sono in media circa il 300%. Secondo, perché chi commette reati spesso tende a reiterare il crimine, allora avere una banca dati consentirebbe di identificare queste persone più facilmente e velocemente.

        Inoltre la banca dati ci aiuterà a dare un nome a tutte le salme ignote: ce ne sono decine e decine in tutti gli istituti di medicina legale. A Roma, poco tempo fa, è stato temporaneamente chiuso l’Istituto di medicina legale per ristrutturazione e lì ce n’erano diverse decine, alcune anche da decenni. Nessuno si è mai premurato di tracciare un profilo del Dna e di andare a confrontarlo con quelli delle persone scomparse. Sembra assurdo, eppure è così. Inoltre finora non c’era una legge che consentiva di farlo. Ora invece, con la banca dati, si spera di procedere con il match tra questi Dna e così dare una degna sepoltura a questi corpi e, infine, dare a una famiglia un posto dove poter piangere il proprio caro estinto.

        Un’applicazione importante è l’analisi dei disastri di massa: qui talvolta è tutto molto più facile perché se cade un aereo sappiamo che ci sono 300 corpi, e 300 famiglie che cercano 300 persone che si trovavano sull’aereo. In quel caso riuscire ad attribuire una salma a una famiglia diventa molto più semplice perché si tratta di gruppi ristretti. Il caso dell’11 settembre invece è a sé stante: ci sono 20.000 pezzi non ancora attribuiti perché carbonizzati, quindi i profili sono solo parziali. In quel disastro migliaia di persone sono state disintegrate, quindi nonostante il lavoro sia durato anni e sia stato condotto in America, Paese d’eccellenza nelle scienze criminalistiche, purtroppo ci sono ancora questi frammenti non identificati.

        Sopralluogo giudiziario

        Il sopralluogo giudiziario è una delle fasi critiche dell’attività del biologo, perché prevede una serie di operazioni che devono essere eseguite con determinati criteri scientifici, il cui scopo è quello di individuare e raccogliere tutti gli elementi che ci possono aiutare a ricostruire un evento criminoso: indizi come mezzo di prova ed evidenze fisiche.

        Le evidenze generali sono testimonianze, registri, documenti, oggetti, cose che possono essere presentate in un processo per sapere e capire che cosa è avvenuto e perché è avvenuto.

        L’evidenza fisica invece è ciò che permette di stabilire se un crimine è stato commesso da uno specifico individuo, e il legame tra questo e la vittima. Le evidenze fisiche sono: fluidi corporei, documenti, droghe, esplosivi, fibre, impronte, armi da fuoco, vetri, capelli, residui di polvere… Quelle biologiche sono: macchie di sangue, tracce di sperma, tracce di saliva, ossa, denti, capelli, fonti di cellule epiteliali isolate e altri fluidi corporei (cioè tutti quei tessuti fluidi che contengono cellule nucleate, perché per tracciare il profilo del Dna è necessario il nucleo della cellula, il Dna nucleare).

        Il sopralluogo è fondamentale poiché, se viene eseguito con superficialità, si rischia di tralasciare delle tracce importantissime.

        Come, per esempio, nel delitto Kercher (3). Purtroppo il sopralluogo non è stato condotto bene e infatti viene spesso utilizzato come esempio negativo per tenere lezioni su cosa non si deve commettere nel corso di un sopralluogo. Sul sito dell’International Society for Forensic Genetics alcuni dei più importanti genetisti di fama mondiale spiegano che cosa non va fatto, e come esempio c’è la fotografia della polizia scientifica italiana col gancetto del reggiseno. Le persone che hanno condotto quel sopralluogo sono ottimi professionisti, ma commettere errori o dimenticanze è più facile di quanto si creda.

        I tecnici intervenuti sul luogo del delitto hanno fatto le fotografie, sono tornati nei laboratori, hanno visionato il materiale e si sono accorti di non aver repertato il famoso gancetto del reggiseno. Quindi sono tornati nell’appartamento 46 giorni dopo. Questo gancetto, nelle fotografie, si trovava vicino a un cuscino accanto alla vittima; quando lo hanno sequestrato, invece, si trovava sotto a un tavolino coperto da un asciugamano inzuppato di sangue, che non era stato repertato ed era stato più volte calpestato. L’hanno preso, ma poi si sono resi conto di non averlo fotografato, quindi lo hanno rimesso in posizione e sono state scattate delle immagini. Il ragazzo era stato condannato per questo gancetto che non può più essere utilizzato come prova in un dibattimento perché la contaminazione è altamente probabile. Oltretutto lui frequentava quella casa e quella è stata l’unica traccia di lui nella casa stessa. Una traccia anche molto labile, peraltro.

        Controllo delle contaminazioni

        Oltretutto, chi esegue il sopralluogo rischia di contaminare la scena del crimine. Per esempio, pensiamo a quando una vittima non muore subito (o non muore proprio). La squadra del 118, che ovviamente per legge deve soccorrere la persona che si trova in difficoltà, entra sulla scena con il loro Dna, con i guanti, con le scarpe, con tutti i presidi. La scena, dunque, è compromessa.

        Da ciò si evince che la scena deve essere preservata, evacuata, protetta, controllata e isolata con cura. Non è così facile, perché se c’è un omicidio tutti vanno a vedere che cosa è successo. Nel delitto dell’Olgiata, avvenuto il 10 luglio 1991 in una zona residenziale a nord di Roma, la contessa Alberica Filo della Torre fu uccisa nella sua camera da letto. Per anni si è pensato che fosse la vittima di un complotto internazionale e che fossero coinvolti i servizi segreti viste le frequentazioni altolocate della donna; invece è stata ammazzata dal maggiordomo, come nelle migliori fiction televisive. Le fotografie dell’epoca mostrano che nella villa quel giorno, all’arrivo della polizia, c’erano più di 200 persone. La scena dunque era molto contaminata. Inoltre si aggiunga il fatto che il caso è stato riaperto nel 2007 e in quell’occasione i periti si sono dimostrati superficiali perché non si sono neanche accorti che le tracce di sangue trovate in un fazzolettino non erano di un maschio sconosciuto, ma del figlio. E non dimentichiamoci che quando nel 2011 fu ancora riaperto e assegnato ai Ris (e infine risolto), i periti aprirono uno scatolone dei reperti e trovarono, insieme ai vestiti e a tutte le cose della camera da letto della contessa, anche i capelli del bambino di Cogne! (4) Perché i primi periti lavoravano a tutti e due i casi e hanno chiuso tutto in uno scatolone! Quell’episodio è stato gravissimo, perché se i Ris non avessero avuto un database con il profilo di Samuele Lorenzi, quei capelli avrebbero rappresentato delle formazioni pilifere trovate sulla scena del crimine dell’Olgiata, quindi una traccia che avrebbe potuto portare a un depistaggio.

        Il controllo delle contaminazioni del sopralluogo deve essere fatto con presidi adeguati. Indossare le tute — sebbene siano scomode, non traspiranti e impediscano i movimenti — è l’unico modo per non depositare il Dna nei vari scenari.

        È necessario inoltre utilizzare attrezzature monouso per la raccolta dei campioni biologici. Ma prima di ogni altra cosa bisogna effettuare un’osservazione della scena, fissare ogni dettaglio tramite fotografie e video. Sembra una cosa ovvia ma non è così semplice, perché basta entrare in una stanza per alterarne la temperatura. Basta aprire una finestra, perché magari un delitto è avvenuto al buio, per modificare la scena del crimine. Oggi, grazie alla tecnologia, riusciamo ad acquisire immagini il più veritiere possibile della scena del crimine utilizzando droni che vengono introdotti nella stanza, riprendono a 360° e poi i dati acquisiti vengono elaborati in laboratorio.

        Bisogna fare dei disegni e delle misurazioni degli ambienti, registrare documentazione e prove fisiche, infine redigere il verbale.

        È importante ricercare e repertare le tracce minime o latenti. La ricerca non va fatta in modo confuso perché noi biologi dobbiamo anche risalire, nel momento in cui analizziamo una traccia in laboratorio, a dove si trovava e com’era collocata, perché questo può cambiare molte cose nella criminodinamica. Per cui non ci sono dei metodi precisi: le scene del crimine sono molto confuse e piene di dettagli ininfluenti che però è difficile discernere tra quelli invece probanti. Difficilmente una persona viene uccisa in un luogo asettico, vuoto, dove c’è solo la salma. Di solito il decesso è preceduto da una colluttazione, che mette confusione anche nell’ambiente più ordinato. L’esperienza dei periti aiuta molto per capire come affrontare al meglio la scena del crimine.

        È infine molto importante redigere un buon verbale. Perché può succedere di contaminare le prove, ovviamente; ma con un verbale fatto bene, in cui vengono indicate le generalità di tutti quelli presenti sulla scena, si possono tipizzare le persone. E qualora si trovassero dei profili che non sono attribuibili alla vittima o ai parenti della vittima – che magari si trovavano sul posto o frequentavano luoghi e vittime — allora è possibile escludere chi si trovava lì accidentalmente.
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        Quelle elencate in tabella sono le regole principali: la scena va guardata per linee parallele, a griglia, a zone, a raggio oppure a spirale. Però è l’esperienza dell’operatore che fa sì che si capisca come agire.

        Le tracce che devono essere asportate sono di vario tipo: impronte digitali, reperti balistici, tracce chimiche.

        Individuazione e refertazione delle tracce biologiche

        L’individuazione e la refertazione delle tracce biologiche riguarda saliva, sperma, tessuti, ossa, capelli e sangue. Su tutte queste tracce si può eseguire l’esame del Dna; in particolare, dal sangue si può estrarre non solo il Dna ma si può eseguire anche la bloodstain pattern analysis, un moderno metodo di analisi della morfologia delle macchie di sangue, che ci aiuta a stabilire la criminodinamica. Una goccia che cade dall’alto verso il basso produce un alone tondo, una goccia di sangue che viene creata brandendo un’arma avrà un’altra forma, uno schizzo di sangue che proviene da una carotide recisa avrà un’altra forma ancora. Esiste una scienza esatta, basata su principi fisici, che ci consente di compiere questo lavoro. Essendo una scienza piuttosto nuova sono pochi i tecnici preparati e competenti, quindi spesso suggerisco ai biologi di intraprenderne lo studio.

        Tirando quindi le fila, possiamo dire che il biologo deve saper riconoscere l’evidenza biologica, documentare fotograficamente la scena del crimine, repertare e conservare i campioni, compiere le analisi, interpretare i dati, stilare un rapporto finale e infine rendere in tribunale testimonianza del proprio lavoro.

        Come dicevamo prima, non è necessario saper fare tutto. Io, per esempio, mi occupo principalmente delle analisi di laboratorio e se devo fare un sopralluogo vengo accompagnata da un sopralluoghista — nel mio caso il dottor Caprioli — che è esperto nel rilevare e repertare le tracce. Insieme osserviamo la scena e io gli indico i reperti che mi paiono rilevanti. Allora lui li osserva con la lampada e con tutti gli strumenti necessari e li preleva. Poi me li consegna e io in laboratorio procedo con l’analisi.

        Quindi dobbiamo essere in grado di valutare l’utilità di una traccia ai fini della tipizzazione, valutarne la dimensione e il volume, decidere quali analisi effettuare su di essa per ottenere il maggior numero di informazioni possibile e prendere le precauzioni per ridurre le contaminazioni.

        Tipi di contaminazioni

        Le contaminazioni possono derivare da fonti diverse dal Dna, come le polveri per rilevare le impronte digitali. Se non si conosce bene la tecnica d’utilizzo si rischia di rovinare definitivamente una traccia. Purtroppo dobbiamo fare i conti con il fatto che i delitti non avvengono tutti al centro di Roma, di Napoli o di Milano: avvengono anche in posti dove la polizia giudiziaria del luogo non è esperta perché magari l’incidenza dei delitti è molto inferiore rispetto alle grandi città. Quindi, per quanto si possa fare formazione capillare, all’atto pratico spesso queste persone non sono in grado di gestire situazioni del genere.

        Altre contaminazioni possono essere da Dna batterico; questo può verificarsi se mettiamo un reperto umido in una busta di plastica e la sigilliamo.

        Oppure, come dicevamo, la contaminazione da Dna umano. Vediamo alcuni esempi.

        La strage di Erba

        Nella strage di Erba (5), le persone assassinate sono state tutte uccise mediante la stessa tecnica: inserimento di un coltello nel collo e rotazione della lama. L’unico superstite si è salvato solamente perché aveva una malformazione fisica per cui la sua carotide era posizionata in modo diverso rispetto all’anatomia classica.

        Dalle fotografie della scena del crimine si può vedere che la salma della moglie del superstite era riversa in una pozza di sangue molto estesa. La donna è soffocata con il suo stesso sangue.

        Dalle stesse fotografie della scena si può notare che vicino al corpo ci sono i vigili del fuoco e il medico legale senza copriscarpe.

        In una di quelle immagini — la donna è stata rigirata e il medico legale mostra la ferita al collo — si vede chiaramente che la scarpa del medico si trova vicino al corpo, immersa nel sangue.

        L’unica traccia biologica che collega Olindo e Rosa alle vittime è una traccia ematica della moglie del superstite sul montante esterno dell’auto dei coniugi. È l’unica. Non ci sono tracce di Dna dei due sulla scena del crimine, e a casa non sono state rilevate tracce ematiche delle vittime. Bisogna inoltre tenere presente che non solo sono stati sgozzati, compreso il bambino, quindi sono tutti morti dissanguati, ma è stato dato fuoco alla casa. I vigili del fuoco, intervenuti per sedare l’incendio, non sapevano che all’interno delle abitazioni c’erano dei cadaveri quindi sono entrati senza copriscarpe. Infine l’acqua ha sparso il sangue ovunque.

        La traccia ematica sull’automobile, non visibile a occhio nudo, non era una goccia ma uno smear, quindi una specie di strisciata leggerissima sul montante esterno. I due coniugi sono stati accusati di essere gli assassini ma, a mio parere, se una persona entra nella propria macchina per andare a mangiare da McDonald’s e costruirsi un alibi, sicuramente appoggia i piedi sul tappetino, non sul montante esterno della macchina. Ma sul tappetino non è stato rilevato nulla.

        Questo caso si è chiuso con una sentenza passata in giudicato, quindi dobbiamo rispettare le sentenze. Però vi invito a fare delle riflessioni perché è vero che il Dna non è una prova assoluta in nessun dibattimento, ma è altrettanto vero deve esserci qualcosa che colleghi gli assassini alla scena del crimine.

        Il delitto di Grigno

        Prendiamo un altro esempio, quello del delitto avvenuto a Grigno (6), un piccolo paese di 300 abitanti vicino a Trento. Un ragazzo trentino si era recato nella biblioteca di Grigno per prendere in prestito un libro. Una testimone ha raccontato di averlo visto mentre parlava sulla scala della biblioteca con una persona con un cappellino rosso, che a un certo punto l’ha strattonato e accoltellato varie volte. Il giovane non è morto subito. È intervenuto il 118 e hanno tentato di rianimarlo, ma senza successo perché il cuore era stato attinto con l’arma da punta e taglio – peraltro mai ritrovata.

        Un appuntato del posto asserì in tribunale di aver utilizzato i presidi monouso. Dalle fotografie però si può vedere che, a meno che non indossi guanti e copriscarpe trasparenti, ciò non è avvenuto. La scena era coperta da mezzo metro di neve, che la presenza dei soccorritori del 118 ha sciolto portando il sangue dappertutto. L’imputato è stato condannato per due microtracce di sangue che si trovavano sulla tomaia della scarpa e su una tasca. E c’è una fotografia dell’appuntato che strattona il ragazzo per la tasca. Gli hanno dato 30 anni di galera. Ma era un albanese “brutto, sporco e cattivo” e con un leggero ritardo mentale; quindi era perfetto, come vittima. Sì, perché di vittima si può parlare anche se è stato giudicato perfetto come assassino.

        Riconoscimento dell’evidenza biologica

        Il riconoscimento dell’evidenza biologica avviene attraverso l’uso di presidi. Un’analisi preliminare viene fatta a occhio nudo, se si riescono a vedere le tracce; altrimenti vengono usate le lampade a luce polarizzata ed è possibile scegliere tra varie lunghezze d’onda, ognuna specifica per un fluido biologico: evidenze ematiche, evidenze di liquido seminale, eccetera.

        Su queste tracce, quando possibile, si fa la diagnosi di genere, i test orientativi: se c’è una macchia rossastra, per prima cosa è necessario stabilire se è sangue o no. In seguito di specie: è sangue umano o animale? Poi la diagnosi di sesso: maschio o femmina? E infine si passa all’analisi del Dna.

        Quando la traccia non è abbondante o temiamo che possa essere degradata, tutte queste fasi iniziali — che servono solo come scrematura fra tante tracce in una scena del crimine — non le eseguiamo. Se viene eseguito un profilo del Dna umano, il problema è risolto. In casi particolari si salta questa prima parte e si fa soltanto l’analisi del Dna, come per esempio è avvenuto sugli slip della Gambirasio. La difesa si è appigliata a questo dettaglio per provare a sostenere la tesi che l’analisi non era attendibile. È una sciocchezza! Perché il profilo del Dna è stato eseguito in modo accurato dando ottimi risultati. E sapere se si tratta di sangue o di altri fluidi biologici, sarebbe di aiuto ma tale informazione non inficia l’attribuzione del profilo.

        Le metodiche orientative sono metodiche semplici. Per esempio una delle più utilizzate è il Roche Combur, ovvero le comuni “striscette” per le urine. Uno dei quadratini adesi alla striscetta reagisce con l’emoglobina, quindi viene prima bagnato con un po’ di soluzione fisiologica, si strofina su un angolino della traccia e se diventa verde vuol dire che siamo in presenza di emoglobina. E da lì poi possiamo passare a fare le successive analisi.

        Il luminol è quella sostanza che al buio reagisce con l’emoglobina, col gruppo eme, per cui si illumina. La controindicazione nell’uso del luminol è che dà molti falsi positivi. Oggi pertanto si preferiscono sostanze migliori, meno rischiose e che soprattutto non rovinano il Dna.

        Per quanto riguarda lo sperma, si utilizzano delle sostanze specifiche del liquido seminale, come la fosfatasi acida prostatica o l’antigene prostatico specifico. Si esegue l’analisi citologica per verificare la presenza di spermatozoi. Però oggi, in genere, si utilizza la semenogelina, poiché è quella che rimane per più tempo (72 ore e anche più). Ovviamente sappiamo che dallo sperma, dopo 72 ore, non potremo più ricavare un profilo del Dna perché gli spermatozoi sono ormai degradati.

        Nei casi di violenza sessuale non sempre è possibile trovare gli spermatozoi, anche se il prelievo viene fatto subito: innanzitutto perché non è facile avere un’eiaculazione con una persona che si difende; inoltre se perpetra una violenza è probabile che l’offender abbia dei problemi di tipo sessuale. Quindi in almeno il 60% dei casi in un tampone vaginale o in un tampone anale prelevati dopo una violenza sessuale non sono presenti spermatozoi. Quindi spesso il tampone non è un esame dirimente.

        Inoltre teniamo presente che la prima cosa che fa una vittima di violenza è quella di andare a casa a lavarsi, perché ha necessità di lavare via il più possibile ogni traccia della violenza subita. Questo fatto purtroppo può ostacolare lo svolgimento delle indagini.

        Per ricercare tracce di saliva si usa l’α-amilasi. E poi ci sono le varie diagnosi di specie: sangue, saliva, sperma, eccetera.

        Conservazione dei reperti

        La conservazione dei reperti è un momento molto delicato e bisogna imparare come eseguirla correttamente. Ci sono dei contenitori appositi a seconda del tipo di evidenza. Essi sono etichettati, antieffrazione, datati, eccetera.

        Una volta ho partecipato a un convegno dove veniva illustrato un caso in cui era stata sequestrata una pistola sporca di sangue, con molte impronte. Era stata inserita in una busta di plastica da reperto. Però non era quello il modo corretto per conservarla, perché strisciando sulla plastica, infatti, ha perso completamente tutte le impronte digitali. Per le pistole infatti ci sono delle scatole apposta, che hanno dei supporti di cartone in modo tale che l’arma si fissi al centro della scatola, sollevata dalla base, e questo fa sì che si possa conservare integra la traccia e facilitare il lavoro di tutti.

        Le tracce vanno sempre repertate e conservate separatamente per evitare una cross-contaminazione. Per esempio, in un caso c’erano due buste che erano state sigillate in modo errato, con un campione ancora umido in una busta non porosa. Dopo un’ora i reperti erano assolutamente inutilizzabili.

        Però esistono delle buste dalla superficie porosa, traspirante, che conservano bene anche il reperto non perfettamente asciutto. L’ideale sarebbe far asciugare la traccia e poi inserire il reperto in una busta porosa. Quando questo non è possibile, se non avete buste apposite, meglio una busta di carta perché la carta fa traspirare e quindi evita la proliferazione di muffe.

        Le formazioni pilifere sono difficili da prelevare. Si prendono con la pinzetta, anche se non è del tutto affidabile perché possono cadere. Esistono presidi più sicuri, come i nastri adesivi (simili allo scotch) o i cartoncini con un lato adesivo: vengono appoggiati sulla formazione pilifera e si è sicuri di non perderla. Poi in laboratorio si prende al microscopio per analizzarla.

        Il freddo e l’assenza di umidità sono le condizioni migliori per la conservazione delle evidenze biologiche. È quello che sogniamo tutti noi operatori del settore, ma non è sempre così.

        Quando non ci sono le buste antieffrazione, bisogna chiuderle e siglarle in modo tale da avere la certezza, ripetendo la fotografia in laboratorio, che non sia stata aperta la busta.

        Analisi del Dna

        Per elaborare il profilo del Dna si utilizza solo lo 0,1% del patrimonio genetico, perché il 99,9% è assolutamente identico per tutti; lo 0,1% invece è ipervariabile e con questa piccola parte del genoma riusciamo a identificare una persona dall’altra.Le terminologie che si utilizzano sono le stesse del laboratorio di biologia molecolare (locus, alleli, polimorfismo e profilo). Il profilo varia a seconda della lunghezza. Qui di seguito possiamo vedere i test che si effettuavano dalla fine degli anni ottanta fino ad arrivare agli elettroferogrammi.
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        Nell’immagine che segue viene indica la quantità di Dna che troviamo se estraiamo tracce. Una macchia di 1 cm² contiene 200 ng; 1 mm contiene 2 ng. Nel liquido seminale, se ci sono spermatozoi, ce n’è tanto; ma ce ne può anche essere zero. Nei capelli, se il capello è staccato dalla testa ha il bulbo e quindi troviamo tanto Dna; se invece il capello cade da solo, il bulbo in telogen non ha praticamente Dna. Nella saliva ce n’è parecchio. Nelle urine invece non ce n’è molto perché ci sono i batteri.
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        Possiamo così sintetizzare passo per passo come procedere per effettuare l’analisi del Dna:

        
          	Campione biologico

          	Estrazione del DNA

          	Quantificazione del DNA

          	Amplificazione degli STRs (PCR)

          	Identificazione degli STRs

          	Analisi profilo genetico

        

        Vediamo qui di seguito i profili di lunghezza, in gruppi di quattro basi localizzate sui cromosomi in questa maniera:

        
          	3 repeats: AATG AATG AATG

          	4 repeats: AATG AATG AATG AATG

          	5 repeats: AATG AATG AATG AATG AATG

          	6 repeats: AATG AATG AATG AATG AATG AATG

        

        Questo invece è il sequenziatore a un capillare. Chi ce l’ha nel suo laboratorio non lo sostituisce perché, anche se è un vecchio 310, è una macchina ancora oggi affidabile.
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        Qui di seguito invece possiamo osservare un profilo genetico forense. Ci sono i ladder all’inizio della pagina, poi ci sono tutti i vari picchi, che sono così chiamati direttamente dalla macchina.
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        E questo è il rapporto tra elettroforesi ed elettroferogramma.
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        Ma l’analisi non finisce qui, perché dobbiamo ancora stabilire, per una questione di correttezza, qual è la probabilità che ci sia un’altra persona con lo stesso profilo. E qui inizia una parte della genetica forense molto complessa: la biostatistica.

        Io mi avvalgo della collaborazione della dottoressa De Vittori che ha conseguito un master in questo campo. È infatti veramente complesso capire come utilizzare al meglio i software. Però questa è una parte fondamentale del dibattimento, perché nel momento in cui viene accertato un profilo, dobbiamo stabilire qual è la frequenza di ciascun allele e fare un calcolo di quante sono le possibilità che quel profilo corrisponda casualmente a un’altra persona.

        Prendiamo per esempio l’analisi sul Dna di Massimo Bossetti nell’ambito delle indagini dell’omicidio di Yara Gambirasio. La probabilità che quel profilo sia di un altro è di 1 su 2 miliardi di miliardi di miliardi: l’uomo ha degli alleli rarissimi che lo collegano a quella traccia. La difesa sta tentando di screditare la genuinità del dato con il fatto che non c’è il Dna mitocondriale dell’indagato, ma non considera il fatto che questo dettaglio non è dirimente in campo identificativo, perché è ereditato soltanto in via matrilineare, quindi non ha capacità di attribuzione di una traccia. Quel Dna quindi è il suo e rimarrà il suo. Quindi o Bossetti spiega perché il suo Dna si trova sugli slip di una ragazzina morta in un campo oppure credo che difficilmente riuscirà a cavarsela. Inoltre quella traccia costituisce una prova perché quel Dna non ha motivo di essere lì. Fosse stato il Dna di uno zio o di un parente, di una persona che lei frequentava per qualche altra ragione, allora la prova scientifica perderebbe di forza. Ma loro non si conoscevano. I periti sono arrivati per via contraria all’identificazione di Bossetti. Dapprima hanno elaborato il profilo, poi cercato di chi fosse. Hanno individuato una persona con la stessa Y tra i ragazzi che si trovavano nella discoteca vicino al campo dov’è stato trovato il corpo della ragazzina. Hanno visto che quel ragazzo non era il proprietario di quel Dna. Hanno ricostruito l’albero genealogico, visionando la familiarità per via maschile (perché il cromosoma Y si eredita dal padre tale e quale). Sono arrivati alla famiglia Guerinoni, hanno fatto l’analisi del Dna ai figli di Guerinoni, hanno visto che condividevano alcuni alleli ma non tutti, quindi chiaramente questo era un figlio illegittimo del padre di quelle persone. Il professor Giuseppe Novelli ricavò il Dna dal francobollo e vide che Guerinoni era il padre di ignoto 1. In seguito l’hanno anche riesumato e ricontrollato. Il fatto è che quel Dna non apparteneva a qualcuno che abita a 500 km di distanza, chiaramente estraneo ai fatti, ma hanno trovato invece che appartiene a una persona che abita a 500 m dalla casa di questa ragazza, il cui camion passava avanti e indietro davanti alla palestra tutti giorni. Una coincidenza del genere assume un alto valore probatorio. Se la difesa riuscirà a instillare il dubbio nella corte, è possibile che il giudice si appelli al principio dell’in dubio pro reo e non lo condanni. Però la situazione è molto spinosa.

        Il cromosoma Y, come dicevamo, ci consente l’esame di 9 o 13 marcatori, o addirittura 23 nei casi più complessi.

        È un’eredità patrilineare e si utilizza soprattutto quando si verificano disastri di massa.

        Il Dna mitocondriale è una molecola piccola, rotonda, che si trova nei mitocondri e che dal punto di vista forense ha solo due loci.

        Qui di seguito osserviamo un profilo di Dna nucleare.
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        Applicazione del test del Dna

        Se dobbiamo fare un accertamento di paternità, dato che il nostro patrimonio genetico è per metà paterno e per metà materno, un allele di ogni locus deve essere derivante dalla madre e l’altro deve essere derivante dal padre. Se ce ne sono almeno due che non corrispondono al padre, la paternità è esclusa. In quel caso non bisogna fare alcun tipo di calcolo perché, quando è esclusa, l’analisi si conclude. In caso di attribuzione, invece, è necessario fare un calcolo biostatistico per consolidare tale affermazione.

        Nel caso dell’identificazione personale si ha una traccia da una macchia di sangue, se è il caso più semplice, con una vittima. Si esclude che sia sangue della vittima e se, per esempio, ci sono due sospettati a cui è stato fatto il profilo, si vede se c’è una corrispondenza. Il confronto è fatto con il match, quindi può esserci un match — il che significa che sono uguali — e poi bisogna fare l’analisi statistica. In caso di incompatibilità significa il Dna della traccia non è quello del sospettato.

        Molto spesso abbiamo dei profili che sono poco leggibili e quindi non è possibile ricavare informazioni. Ciò succede quando il Dna è a bassa concentrazione (low copy number). In quel caso allora bisogna attuare una serie di procedure che sono riconosciute a livello internazionale. È necessario procedere elaborando un profilo consensus, ovvero attuare amplificazioni tre volte in parallelo, tipizzare come presenti solo gli alleli riscontrati in tutte e tre le amplificazioni e poi fare un calcolo statistico.

        La stesura di una relazione tecnica è una cosa molto importante e questo, nei corsi pratici dell’Enpab, cerchiamo di spiegarlo. I nostri corsi non prevedono attività di laboratorio, nella parte pratica, perché imparare a fare una sequenza è semplice e si può fare in qualsiasi laboratorio. Oltretutto, mentre in diagnostica clinica è possibile fare delle variazioni perché si possono fare controlli positivi, negativi, eccetera, in forense non ci si può assolutamente allontanare dalla metodica descritta nel libretto di istruzioni dei kit di amplificazione. Non ci si può permettere di fare neanche la minima variazione. È per questo che nei corsi insegniamo piuttosto a repertare, capire cosa fare sul reperto e infine a interpretare il dato, che è la cosa più importante in questo campo.

        

        
          (1) Il corpo di Melania Rea, 29 anni, è stato ritrovato a Ripe di Civitella, nel comune di Civitella del Tronto (Teramo) il 20 aprile 2011. Dall’autopsia risulta che la donna sarebbe stata uccisa con 35 coltellate, soprattutto sul tronco e sul collo. Dell’omicidio è stato accusato e condannato il marito Salvatore Parolisi.

        

        
          (2) Yara Gambirasio, 13 anni, è scomparsa il 26 novembre 2010. Il suo cadavere è stato ritrovato il 26 febbraio 2011 in un campo alle porte di Brembate di Sopra (Bg), dove la giovane abitava. Dopo una prima accusa mossa nei confronti di un manovale di origine marocchina, Muhammed Fikri, le indagini si sono concentrate sulle analisi di tracce di Dna trovate sugli slip della ragazzina. Il Dna è stato attribuito a Massimo Bossetti, un muratore quarantenne incensurato, dopo lunghe analisi condotte a tappeto sugli abitanti della zona.

        

        
          (3) Meredith Kercher, 21 anni, era una studentessa inglese dell’Università di Perugia. Il delitto è stato consumato la notte del 1º novembre 2007. Il corpo di Meredith fu ritrovato privo di vita con la gola tagliata nella propria camera da letto, nella casa che condivideva con altri studenti. Per l’omicidio è stato condannato il cittadino ivoriano Rudy Guede.

        

        
          (4) Ci si riferisce a Samuele Lorenzi, 3 anni, assassinato il 30 gennaio 2002 in una villetta di Montroz, frazione di Cogne (Ao). Per l’omicidio è stata condannata la madre del piccolo, Annamaria Franzoni.

        

        
          (5) La strage di Erba è avvenuto a Erba (Co), l’11 dicembre 2006. Nella strage, compiuta nell’appartamento di una corte ristrutturata nel centro della cittadina, furono uccisi a colpi di coltello e spranga Raffaella Castagna, il figlio Youssef Marzouk, la madre Paola Galli e la vicina di casa Valeria Cherubini con il suo cane. Il marito di quest’ultima, Mario Frigerio, presente sul luogo, si è salvato perché creduto morto dagli assalitori. La corte di Cassazione ha definitivamente riconosciuto come autori della strage i coniugi Olindo Romano e Angela Rosa Bazzi.

        

        
          (6) Il delitto si è consumato il 7 gennaio 2009 e la vittima si chiamava Luigi Del Percio. Per il suo omicidio è stato condannato un giovane albanese, Lorenc Smoqi, residente a qualche centinaia di metri dalla biblioteca.

        

      

    

  
    
      Il laboratorio di tossicologia clinica e forense

      Pasquale Avino

      Premessa

        In genere, quando si parla di tossicologia forense, vengono essenzialmente presi in considerazione due target: la droga e l’alcolemia. Questi sono problemi che non attirano l’attenzione dell’opinione pubblica in modo eclatante, ma ogni giorno riempiono le pagine dei giornali.

        L’abuso di alcol e droga causa gravi problemi a livello personale medico, ma anche a livello sociale, economico e di criminalità.

        Una statistica del 2012 (7) mette in evidenza che quasi il 50% degli incidenti stradali è causato da conducenti ubriachi o sotto l’effetto di droghe. Il dato ci fa rendere conto di quanto il problema sia diffuso e rilevante.

        Un po’ di nomenclatura

        In che cosa consiste la tossicologia? Che risposte vuole dare? Iniziamo col fare un po’ di chiarezza nella nomenclatura.

        La tossicologia è la scienza dei veleni. Paracelso diceva: «Sola dosis venenum facit» (8). È la dose di una sostanza che fa il veleno. Perché di veleno non possiamo parlare, a priori. Se io traspongo questa definizione alle sostanze chimiche, posso affermare che esse – di fatto – non sono tossiche, ma lo sono oltre un determinato valore di soglia.

        Per veleno si può intendere «ogni sostanza che, introdotta nell’organismo, cagiona uno stato di malattia ed eventualmente la morte con meccanismo chimico o biochimico» oppure «veleno è ogni sostanza che provoca avvelenamento».

        Molte sostanze, a seconda della dose e delle circostanze possono agire terapeuticamente o nuocere come veleni.

        Alcune sostanze presenti in atmosfera possono essere assolutamente considerate non tossiche, altre sostanze, in ambiente, diventano estremamente tossiche perché raggiungono e superano quel rapporto dose-risposta e creano un danno alla salute della persona.

        La tossicologia descrittiva si occupa dell’esecuzione di test di tossicità su animali da esperimento.

        La tossicologia dei meccanismi studia i processi mediante i quali le sostanze esplicano gli effetti tossici sull’organismo.

        La tossicologia normativa procede nella valutazione del rischio connesso all’immissione di una sostanza chimica nel mercato o nell’ambiente.

        Se applichiamo la tossicologia a un determinato raggio d’azione, parleremo di tossicologia clinica, scienza che si occupa del trattamento dei pazienti intossicati da farmaci o da altre sostanze chimiche, non necessariamente droghe.

        La tossicologia ambientale, invece, studia l’impatto che gli inquinanti ambientali hanno sull’uomo, sugli altri organismi biologici e sull’ecosistema. Si parla molto del caso dell’Ilva. L’acciaieria di Taranto non è solo un problema di salute e sicurezza sui luoghi di lavoro; non è solo un problema di sicurezza degli abitanti della zona; è anzitutto un problema di inquinamento ambientale. Lungo il perimetro dello stabilimento, in direzione di un paesino chiamato Statte, il terreno circostante la cinta dello stabilimento è rosso fuoco. Un dettaglio davvero inquietante. Questo è un grave esempio di tossicologia ambientale, di contaminazione ambientale.

        La tossicologia forense, infine, è quella scienza che studia il rapporto tra uomo e agente tossico in relazione all’applicazione di specifici disposti di legge attraverso l’identificazione della sostanza tossica sia nell’organismo umano (liquidi biologici, organi, eccetera) sia in altri substrati (materiale in sequestro del mercato clandestino) e la valutazione del danno derivante da questo prodotto.

        Le domande più comuni a cui un perito in ambito forense si trova a dover rispondere sono: è coinvolta una sostanza esogena? Di quale sostanza si tratta? In che quantità, concentrazione è presente? Qual è l’effetto biologico osservato?

        Perizia e consulenza

        Partiamo col riportare gli articoli del Codice Penale relativi al problema dell’avvelenamento.

        
          Art. 439

          Avvelenamento di acque o di sostanze alimentari.

          [I]. Chiunque avvelena acque o sostanze destinate all’alimentazione, prima che siano attinte o distribuite per il consumo, è punito con la reclusione non inferiore a quindici anni.

          [II]. Se dal fatto deriva la morte di alcuno, si applica l’ergastolo.

        

        
          Art. 577

          Altre circostanze aggravanti. Ergastolo. Si applica la pena dell’ergastolo se il fatto preveduto dall’articolo 575 (omicidio) è commesso:

          1) omissis;

          2) col mezzo di sostanze venefiche, ovvero con un altro mezzo insidioso;

          3) con premeditazione;

          4) omissis.

        

        
          Art. 585

          Nei casi previsti dagli articoli 582 (lesione personale), 583 (circostanze aggravanti per la lesione personale) e 584 (omicidio preterintenzionale), la pena è aumentata da un terzo alla metà, se concorre alcuna delle circostanze aggravanti previste dall’articolo 576; ed è aumentata fino a un terzo, se concorre alcuna delle circostanze aggravanti previste dall’articolo 577, ovvero se il fatto è commesso con armi o con sostanze corrosive.

        

        Nell’ambito di un procedimento penale, a un chimico può capitare di essere nominato da un magistrato per condurre una perizia tecnica oppure trovarsi a svolgere il ruolo del consulente, nominato dal pubblico ministero, dall’imputato o dalla persona offesa dal reato. E, a seconda del ruolo che si ricopre, ci si trova di fronte a due situazioni molto differenti.

        In qualità di consulente del giudice e del magistrato, come chimico, il primo attacco che viene mosso è quello relativo ai calcoli statistici. Perché qui si gioca una partita estremamente delicata, che può inficiare l’intera analisi. Quando il perito riporta che una sostanza è presente con una concentrazione di 5,3 ± 0,2 si apre un dibattito perché quella minima differenza, quel minimo errore statistico, può inficiare tutta l’analisi. Se io in quel contesto fossi il consulente tecnico di parte (Ctp), approfitterei del fatto che l’errore statistico possa giocare a mio vantaggio. Facciamo un esempio pratico prendendo il tasso di alcolemia. I casi di alcolemia stanno riempiendo i tribunali perché i tassi, con la nuova normativa, sono scesi davvero tanto. Il fatto è che cambiano le sanzioni: oltre a 0,5 g L-1 di tasso alcolemico andiamo nel primo sistema sanzionatorio. Ma con 0,8 g L-1 si passa al Codice Penale e si rischia il procedimento penale, il ritiro della patente e l’arresto.

        E allora se io affermo che il tasso alcolemico è 0,84 o 0,86 g L-1, siccome il tasso alcolemico dipende dalla prima cifra decimale, bisogna fare un’approssimazione sulla seconda cifra decimale. Ma 0,84 lo si approssima a 0,8, mentre 0,86 lo si approssima a 0,9. Con 0,9 siamo già nel procedimento penale, mentre non lo siamo con 0,8. Quindi diventa veramente un problema numerico estremamente sottile, basato sulla statistica. E quindi, a monte, dipende dal campionamento e dal prelievo del campione.

        Una distinzione di fondamentale importanza, nell’ambito del processo penale, è quella che riguarda la natura degli accertamenti tecnici demandati a periti e consulenti.

        Devono distinguersi, infatti, preliminarmente, gli accertamenti tecnici non ripetibili, ovvero quelli che riguardano «persone, cose o luoghi il cui stato è soggetto a modificazione» (per esempio sostanze alimentari deperibili). Quindi eseguo quel prelievo, eseguo quel campionamento, e non potrò più essere in grado successivamente di rifare l’analisi perché non avrò più a disposizione il materiale per farla. E quindi naturalmente comporta una dinamica e una procedura ben definita, tra cui anche – soprattutto se siamo in un dibattimento – il confronto con la parte avversa.

        Meno complesso è il campionamento ripetibile, perché dispongo del prelievo, del campione (ciocche di capelli, oppure una sostanza tossica o drogante). Pertanto, quando si procede con il campionamento bisogna preparare un doppio campione in modo da poter ripetere l’analisi in caso di contestazione.

        Applicazione della tossicologia forense

        Elenchiamo a seguire alcune applicazioni della tossicologia forense.

        
          	Guida sotto l’influenza di sostanze d’abuso

          	Idoneità alla guida, mansioni lavorative…

          	Mansione lavorativa a rischio per l’incolumità e la sicurezza di terzi

          	Idoneità al porto d’armi

          	Affidamento di minori

          	Separazione, divorzio e annullamento di matrimonio

          	Adozione internazionali

          	Diagnosi di consumo

          	Diagnosi di intossicazione

          	Diagnosi di tossicodipendenza

        

        Facciamo un esempio pratico di come l’applicazione delle leggi potrebbe sembrare aleatoria. L’ultima normativa riguardante la salute e la sicurezza sui luoghi di lavoro (Decreto Legislativo 81/08 e s.m.i.) prevede che non debba essere assolutamente consumato alcol sul luogo di lavoro.

        Si è verificato un caso in cui l’autorità giudiziaria, sopraggiunta in un cantiere, ha eseguito il test dopo pranzo e tutti i muratori sono stati trovati con un tasso alcolemico non compatibile con il luogo di lavoro. Pertanto sono stati tutti allontanati dal cantiere ed è stata ritirata loro la patente. I manovali si sono quindi trovati a non sapere come andare a casa e in più col rischio di perdere il posto di lavoro e tutte le gravi conseguenze, anche penali.

        Azioni delle sostanze tossiche

        Le sostanze tossiche possono agire con meccanismo chimico con una tossicità locale (cioè localizzata in un determinato punto, un determinato organo-bersaglio) oppure con meccanismo biochimico con tossicità sistemica.

        L’avvelenamento può essere acuto o cronico: acuto se abbiamo una violenta immissione della sostanza nell’organismo, cronico se siamo di fronte a una contaminazione protratta nel tempo.

        Gli effetti possono essere immediati, ritardati, reversibili e purtroppo, in molti casi, irreversibili.

        Processi di acquisizione del dato chimico-tossicologico

        Dato qualitativo

        Nel momento in cui il consulente o il tecnico si trova a dover effettuare delle analisi, il primo passo da affrontare è capire con che sostanza (o almeno gruppo di sostanze) ha a che fare.

        Recentemente mi è capitato un caso in cui una signora sospettava che il marito la stesse avvelenando somministrandole una sostanza tossica disciolta in acqua.

        Dopo alcune domande la donna ha affermato di far uso di antidepressivi e temeva che il marito le facesse assumere dosi eccessive di tali farmici. Il problema era che la moglie non era in grado di fornire ulteriori dettagli e di antidepressivi ne esistono un’ampia gamma e ogni specie di questi antidepressivi, ogni classe, deve essere analizzata in maniera differente: c’è quello che è solubile in ambiente acido, quello che è solubile in ambiente basico, quello che risponde a pH neutro, quello che si solubilizza in alcune sostanze, chi in acqua, chi in acetonitrile, chi in metanolo… Se io ho un campione e faccio un tentativo, non è detto che sia quello giusto.

        È quindi fondamentale avere cognizione della sostanza con cui ho a che fare; almeno a grandi linee.

        Dopo aver determinato, per esempio, la classe dei cannabinoidi, è possibile procedere determinando la classe dei farmaci antidepressivi a carattere basico.

        Pertanto, prima di passare ai test è necessario acquisire informazioni con un’indagine mirata, volta a limitare la ricerca a una sostanza o a sostanze appartenenti a uno stesso gruppo.

        Nel caso della donna che sospetta di essere avvelenata dal marito, in accordo con gli altri consulenti e tecnici, miriamo a un determinato gruppo perché siamo riusciti a ottenere qualche informazione (farmaci che possono dare stanchezza continua) quindi ci siamo fatti un’idea di quale gruppo di sostanze può dare questi problemi.

        Oppure, se invece non avessimo modo di restringere la cerchia, andremmo a utilizzare metodiche estrattive tradizionali valide per la maggior parte degli xenobiotici organici. Incorreremmo però nel rischio di confondere un’intossicazione personale con un’intossicazione dovuta all’ambiente esterno, perché c’è anche quest’ultima possibilità da considerare. Specialmente a seconda del tipo di vita che queste persone conducono. Esiste quindi il rischio di prendere un falso positivo o un falso negativo.

        Dato quantitativo

        Il dato quantitativo è necessario per valutare se la sostanza tossica è presente a concentrazioni terapeutiche o tossiche; tale dato si acquisisce attraverso due momenti tecnici:

        
          	la separazione (cioè il recupero dell’analita dal materiale biologico) utilizzando una metodica estrattiva idonea e opportuno standard interno;

          	il rilievo mediante metodiche standardizzate di sicura affidabilità analitica e riproducibilità.

        

        E qui entriamo in un campo delicato perché esistono delle procedure standard ben definite sia dal punto di vista del campionamento sia dal punto di vista dell’analisi. A fare la differenza non è tanto la marca dello strumento utilizzato, ma la metodica che utilizza lo strumento: se è una colonna cromatografica, se è un sistema cromatografico, il tipo di colonna cromatografica, il tipo di programma, di fasi mobili utilizzate… Cioè tutte informazioni che io posso, in dibattimento, portare come metodi standard, come metodi certificati che mi danno la quasi certezza della riproducibilità dell’analisi, perché in campo chimico, lo vedremo fra poco, ci sono quattro informazioni che sono fondamentali, dal punto di vista analitico:

        
          	limite di rivelabilità;

          	riproducibilità;

          	accuratezza;

          	precisione.

        

        Fattori condizionanti l’interpretazione del dato analitico

        Sono quattro gli aspetti che i chimici devono mettere in preventivo nel momento in cui iniziano la preparativa chimica, e poi ne fanno la successiva analisi allo strumento.

        I più importanti fattori condizionanti sono:

        
          	fattori preanalitici (come viene effettuato il campionamento, il prelievo);

          	fattori analitici (tutta l’analisi e l’utilizzo dello strumento);

          	fattori farmacocinetici;

          	fattori farmacodinamici.

        

        I medici ricordano sempre che la suscettività biologica di ciascuno di noi è varia e quindi, a pari livello di sostanza, c’è l’individuo che risponde in una determinata maniera, e quello che risponde in un’altra.

        Questa suscettività biologica differente è facilmente riscontrabile se consideriamo il tasso alcolemico. C’è quello che beve e regge e quell’altro che beve mezzo bicchiere e ha il tasso alcolemico che arriva a 1,5. Perciò il problema del limite diventa un problema oggettivamente importante.

        I fattori pre-analitici e analitici che possono essere confutati in una qualsiasi procedura sono:

        
          	modalità di campionamento;

          	provenienza del materiale biologico;

          	modalità di conservazione;

          	tecnica analitica adottata per l’acquisizione del dato.

        

        Per quanto riguarda la provenienza del materiale biologico, a seconda se analizziamo un cadavere o un vivente, possiamo distinguere ulteriormente i fattori.

        
          	Tessuto fresco
              	biodegradazioni metaboliche

              	neoformazioni post-mortali

              	ridistribuzione post-mortale

            


          	Tessuto putrefatto
              	grado di putrefazione

              	perdita dei composti idrosolubili (minore concentrazione delle sostanze)

              	inapplicabilità del criterio comparativo (mancanza di un riferimento valido)

            


        

        Un’altra distinzione viene applicata se il tessuto vivente viene analizzato per uno scopo diagnostico:

        
          	problemi legati a tossicità a lunga incubazione;

          	cronologia degli eventi.

        

        Se invece il tessuto vivente viene analizzato per scopi forensi, l’analisi è legata essenzialmente al nuovo Codice della Strada. Uno dei più frequenti ostacoli per effettuare l’analisi è il problema della disponibilità dei campioni: la normativa è inadeguata rispetto alla possibilità di effettuare il campionamento di reperti. Se l’analisi viene effettuata su sangue il dato è significativo ma di difficile interpretazione sulle basse concentrazioni. Se l’analisi viene effettuata su urine, i risultati non sono significativi per la loro utilizzabilità per fini forensi.

        Gli strumenti che normalmente vengono utilizzati in laboratorio sono:

        
          	un gascromatografo accoppiato a una spettrometria di massa (GC/MS);

          	una cromatografia liquida accoppiata a una spettrometria di massa (LC/MS);

          	uno spettrometro di massa a plasma induttivamente accoppiato (ICP-MS).

        

        Con ICP-MS riusciamo ad avere determinazioni di frazioni inorganiche, quindi tutti i metalli e la loro speciazione chimica. Con gli altri due (GC/MS e LC/MS) tutta la frazione organica idrosolubile e liposolubile. Riusciamo quindi a coprire quasi l’intero gruppo di sostanze chimiche.

        La catena di custodia

        Con il termine catena di custodia si intende la documentazione che accompagna il campione e che riporta notizie sul prelievo, sul trasporto e sulla conservazione. Ogni campione deve essere accompagnato da un apposito modulo di richiesta analisi su cui devono essere riportati: dati del paziente, data e ora del prelievo, motivo della richiesta in modo da poter indirizzare il laboratorio nella scelta delle analisi.

        Il campione deve essere diviso in due aliquote. Eseguo il campionamento di urina per il test antidroga e lo divido in due provette in modo da avere una replica utile, essendo un’analisi irripetibile. Però dividendolo in due campioni, sigillandoli e conservandoli secondo la procedura di un campione biologico, io riesco ad avere un campione ripetibile. Quindi un campione di analisi e un campione di conferma.

        Ciascun contenitore deve essere dotato di etichetta in cui sono riportati:

        
          	identità del soggetto indicata nel documento;

          	data;

          	ora e luogo del prelievo;

          	firma del paziente (cosa fondamentale);

          	firma del tecnico addetto al prelievo.

        

        Non bisogna mai dimenticare di far firmare alla persona l’effettuazione del prelievo.

        La documentazione che accompagna il campione e che riporta notizie su prelievo, trasporto e conservazione deve indicare:

        
          	data e ora del prelievo;

          	data e ora di accettazione;

          	anagrafica del richiedente, recapito e firma leggibile;

          	finalità dell’analisi;

          	tipologia del campione, suo protocollo di conservazione e ubicazione in attesa dell’analisi;

          	eventuali dati clinici;

          	nome e firma del trasportatore;

          	nome e firma dell’operatore del laboratorio che effettua l’accettazione.

        

        Procedure per il prelievo del campione

        Nel caso in cui i prelievi di campioni biologici siano effettuati in ambulatori della stessa sede del laboratorio, la fase di accettazione si realizza con:

        
          	identificazione del soggetto mediante documento d’identità in corso di validità (e gli estremi del documento devono essere riportati sul modulo);

          	informativa al soggetto sulla finalità dell’analisi, ossia devo dire al soggetto in base a cosa sto facendo quel prelievo (una richiesta del tribunale, una richiesta di Tizio e Caio, per quali finalità, per l’identificazione di quali sostanze);

          	raccolta del consenso informato scritto del consenso, il soggetto deve firmare il consenso al prelievo;

          	attestazione da parte del soggetto, mediante firma da apporre sul prelievo, di aver presenziato a tutte le fasi di suddivisione del campione.

        

        Se la persona non si sottopone al prelievo, il tecnico ne prende atto e stila il verbale indicando che la persona si è rifiutata di sottoporsi al prelievo. Inoltre, se il prelievo era richiesto dal giudice, il tecnico torna dal giudice e lo informa che la persona si è rifiutata di consegnare il campione. Dopodiché sarà il giudice a richiedere in maniera coatta il prelievo.

        Conservazione dei campioni

        I campioni sono biologici, pertanto ogni biologo sa esattamente come muoverli, manipolarli e conservali. L’unica cosa da sottolineare: per il campione di urina, se l’analisi non è eseguita entro 12 ore dal momento del prelievo la conservazione può avvenire alla temperatura di +2/+8°C; oltre le 12 ore a -18/-22°C.

        Oltre ai dati anagrafici del soggetto, è necessario raccogliere altre informazioni legate al paziente: età, sesso, assunzione di medicamenti (è una delle cose che vengono chieste), dieta, attività fisica… Prendiamo per esempio i casi di doping nello sport, un’applicazione della tossicologia forense. Quando viene fatto il prelievo all’atleta, gli viene anche chiesto se in quel momento assume farmaci e quali, perché un eventuale test positivo potrebbe anche essere dovuto al farmaco che l’atleta prende. Quindi se lo dichiara nel momento del prelievo — e naturalmente ne giustifica l’assunzione dietro certificazione medica — non diventa più un test positivo, ma diventa un test negativo rispetto all’assunzione di quella sostanza.

        Alcune cause di variabilità biologica possono alterare il risultato di un test legato a una sostanza: ritmi circadiani, età, razza, sesso, massa corporea, dieta, tabagismo, ingestione recente di cibo…

        I provvedimenti adottabili per garantire una conservazione ottimale dei campioni consistono sostanzialmente nella scelta di opportune condizioni:

        
          	temperatura di conservazione;

          	conservazione al buio;

          	liofilizzazione;

          	modificazione del pH (acidificazione o alcalinizzazione per aumentare la stabilità di determinati enzimi);

          	aggiunta di sostanze (per esempio anticoagulanti).

        

        Qui riportiamo tutti i possibili passaggi che devono essere compiuti. Ricordiamo che ogni passaggio può essere causa di contaminazione e gli errori, in chimica, si sommano. Quindi c’è tutta una serie di errori che possono essere commessi e possono alterare fortemente il dato.
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        Elenchiamo qui tutte le tecniche utilizzate in un laboratorio tossicologico adeguatamente fornito.
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        Variabilità analitica: precisione, accuratezza, sensibilità e specificità

        Addentriamoci ora nella parte delicata, dove si gioca una partita molto importante.

        Torniamo all’esempio del tasso alcolemico già visto: 0,8 è il limite per cui io, al di sopra di quel valore, sono perseguibile penalmente. Ma 0,8 è un numero con una cifra decimale, io molte volte mi posso trovare di fronte a misurazioni quali 0,79 o 0,81. Come devo approssimare 0,84 e 0,86? Uno a 0,8 e uno a 0,9. Ma a 0,9 corrisponde una situazione da Codice Penale mentre a 0,8 no! Ho quindi un problema di accuratezza e precisione dello strumento. Grossa parte della partita si gioca sull’attendibilità dei risultati.

        L’attendibilità esprime la capacità della misura in esame di approssimare il valore vero. Sappiamo bene che nessuno è in grado di riprodurre il valore vero perché ogni passaggio effettuato dal punto di vista analitico e strumentale è affetto da un errore. La capacità del chimico è quella di ridurre al minimo gli errori nei vari passaggi. Il chimico, nell’effettuare l’analisi, segue pedissequamente l’iter di un metodo certificato e viene così definito perché — se applicato correttamente passaggio dopo passaggio, con quelle sostanze, con quei reagenti, con quelle quantità — dà la certezza che l’errore sia ridotto al di sotto di una quota definita dalla norma tecnica in vigore e dà la certezza della buona esecuzione dell’analisi.

        Gli errori grossolani sono quelli che vengono commessi in seguito a un’inappropriata applicazione del metodo analitico.

        Gli errori sistematici rappresentano la tendenza di un dato metodo a sovrastimare (o sottostimare) il vero valore. Gli errori sistematici hanno cause ben determinate, inerenti o al metodo (per esempio scarsa selettività del reagente usato per la titolazione di un certo soluto), o alle condizioni di esecuzione del procedimento analitico (per esempio strumento non calibrato correttamente).

        I primi si possono eliminare cercando di applicare la massima attenzione; per l’errore sistematico si utilizzano sistemi di riferimento, che permettono di controllare ogni fase dell’analisi. Le buone pratiche di laboratorio prevedono le carte di controllo, che sono oggetti sia di tossicologia clinica sia di tossicologia forense. Sono un controllo tramite gli standard di laboratorio che permettono di verificare se l’analista applica il metodo correttamente rispetto ad alcune sostanze di cui conosce esattamente la quantità, e quindi ne esegue il controllo con il suo metodo analitico.

        Gli errori casuali sono la terza classe di errori, e i più difficili da individuare. Essi sommano tutte le piccole e imprevedibili variazioni nell’esecuzione delle varie operazioni analitiche.

        Quindi accuratezza, precisione, sensibilità e specificità. E aggiungerei anche il limite minimo di rivelabilità della sostanza, che è la quantità minima che una metodica analitica può determinare. Perché quando si parla di “tracce”, bisogna sempre mettersi d’accordo su cosa significa “tracce” (nanogrammi, picogrammi…).

        Ma non tutte queste sostanze sono effettivamente visibili con la strumentazione, con le metodiche a disposizione. Si devono mettere a punto protocolli che permettono di vedere la minima sostanza possibile senza però correre il rischio di “vedere” sostanze che in realtà non esistono (solo perché la tecnica mi permette di farlo).

        Osserviamo la seguente immagine: abbiamo una serie di cerchi in cui al centro c’è il valore vero.
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        Nel primo caso abbiamo una nuvola di dati intorno a un punto, lontano dal valore vero. Nel secondo caso, invece, abbiamo una rosa di numeri sparsi intorno al valore vero. Poi il terzo tutti concentrati vicino al valore vero.

        Il primo è poco accurato, ma preciso. Significa che il metodo è molto preciso perché, fatta più volte la stessa analisi il valore è praticamente uguale. Il valore medio è lo stesso. Però è lontano dal valore vero. Quindi ho elaborato un sistema analitico molto bello, molto accurato, ma che non mi dà il valore reale.

        Nel secondo esempio, poco preciso e poco accurato, i dati sono sparsi intorno a una rosa di numeri. E potremmo discutere all’infinito perché potrebbe anche essere preciso ma poco accurato, perché se io faccio il valore medio, potrebbe essere il valore centrale. Però sono tutti valori molto distanti tra loro, con una variabilità molto alta.

        Il terzo caso è accurato e preciso. Si ha contemporaneamente uno stesso valore medio e i singoli valori sono tutti vicini tra loro.

        Come abbiamo più volte ribadito è necessaria precisione nell’effettuare le analisi. Il concetto di precisione contiene anche quelli di ripetibilità e riproducibilità.

        La ripetibilità è la misura della deviazione dal valore medio dei risultati ottenuti da uno stesso operatore in un’unica serie analitica e senza cambiare reattivi o apparecchiature (precisione entro la serie).

        La riproducibilità è la misura della deviazione dal valore medio dei risultati ottenuti in un arco variabile di tempo da operatori diversi che non conoscono l’identità del campione analizzato e che usano lotti di soluzioni e reagenti diversi.

        Nella relazione stilata al termine dell’analisi, il tecnico o il perito è tenuto a riportare la definizione di ripetibilità e riproducibilità al fine di giustificare il proprio lavoro.

        Facciamo un esempio. Se io faccio un’analisi di cocaina, del metabolita, e dico 15,2 ± 0,1 vuol dire che quella misura, che ho effettuato seguendo il relativo protocollo, è precisa e accurata. Perché il rapporto tra la deviazione standard e la media è un valore minore dell’1%. Ma se io dico 15,2 ± 8,3 siamo a un livello di errore che supera il 50% e quindi quell’analisi è fortemente inficiata da qualche fenomeno o da una qualche problematica. Ed è sbagliato pensare che sia una cosa rara.

        Una delle verifiche che si fanno in tossicologia forense è quella di far ripetere il test a un altro laboratorio per vedere se c’è riproducibilità della misura del dato. Questo si fa normalmente su standard a concentrazione nota a una terza parte: i (vari) laboratori analizzano secondo le loro procedure e poi si confrontano i dati e si analizza il perché delle differenze (il procedimento è noto come “round-robin”). Se due operatori differenti trovano lo stesso dato, si ha la conferma che il dato è vero. Se invece due laboratori trovano due dati differenti, insorgono i problemi.

        Nei casi penali ciò comporta che sia il giudice a dover autorizzare, oltre al suo perito, che qualcun altro faccia il prelievo e l’analisi. Proprio per evitare problematiche simili, di riproducibilità del dato. Si ricorre pertanto a laboratori certificati in qualità per quel tipo di analisi.

        La sensibilità analitica è data dalla minima quantità di un analita rilevabile in un campione (biologico, alimentare, ambientale…). Quanto posso rilevare, di quell’analita, in un campione?

        Il limite di rivelabilità è la più piccola quantità di sostanza che il metodo, questa volta, è capace di determinare. Perché non è detto che io disponga di una tecnica per qualsiasi campione. È il caso delle droghe: quotidianamente vengono immesse nel mercato droghe nuove. I chimici cercano di tenersi al passo, ma nel momento in cui viene elaborato un protocollo di analisi per una nuova sostanza drogante immessa sul mercato, immediatamente se ne scopre un’altra.

        Il dato di laboratorio ottenuto dopo l’analisi per avere valore deve essere confrontato con il dato ottenuto dalla popolazione da cui il soggetto è tratto.

        Si dovranno stabilire dei valori al di fuori dei quali si presume vi sia un’anormalità con un limite di errore accettabile.

        Occorre inoltre osservare che il termine “normale” ha diversi significati.

        In senso statistico vuol dire che (semplificando e generalizzando) il 50,1% della popolazione ha mediamente quel valore e, inoltre, al di sotto di quel valore non si ha alcun effetto sulla salute umana.

        In senso epidemiologico può essere confuso con il valore tipico di una popolazione. Gli epidemiologi, da questo punto di vista, tendono a cercare un valore normale per una determinata zona. Qualche anno fa un collega dell’Enea mi invitò a partecipare a una trasmissione di settore per commentare l’intervista ad alcuni ricercatori inglesi che, in base a valori di finger print e di composizione elementare dei capelli, affermavano che era possibile stabilire la determinata area (dell’Inghilterra) di provenienza dei cadaveri delle persone scomparse. Questo confronto è basato sui valori del finger print dei capelli e della composizione media del terreno. Ciò è possibile perché è stato effettuato un accurato censimento su tutto il Paese. Il metodo viene normalmente utilizzato anche se non esiste un’assoluta certezza. C’è un’alta probabilità che, tramite questo finger print l’identificazione di alcune sostanze, di alcuni rapporti fondamentali tra elementi, si possa fare o meno, specialmente se ci sono delle urbanizzazioni laterali che possono individuare una determinata composizione.

        Per fare un esempio: Taranto. Dal momento che su Taranto insistono differenti aree industriali (per Catania, per esempio, è la stessa cosa, con il porto, l’area industriale e il vulcano, specialmente), si può identificare se avete uno schema mappale – in questo caso di capelli, frazione inorganica – rispetto ad altre zone. Potrebbe essere un’ipotesi di lavoro.

        In senso clinico, la parola “normale” spesso indica un’assenza di una certa malattia.

        Pertanto si preferisce utilizzare il termine “valore di riferimento”, oppure “valore basale”.

        Questo valore di riferimento ci permette di individuare falsi positivi e falsi negativi.

        Non si può affermare a priori che un valore all’interno dell’intervallo di riferimento appartenga a un individuo senz’altro sano e uno all’esterno a un individuo senz’altro ammalato.

        Alcuni pazienti sani possono presentare dei valori non inclusi nei valori di riferimento (falsi positivi).

        D’altronde può accadere anche il contrario e cioè che persone ammalate presentino valori che cadono all’interno dei valori di riferimento (falsi negativi).

        La produzione di falsi negativi e di falsi positivi è legata alla distribuzione dei valori nelle due popolazioni.

        Il grafico seguente rappresenta la situazione ideale.
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        Ci sono due gaussiane distinte tra loro. C’è un valore di cut-off, di soglia, di taglio completo. Da una parte ci sono i valori sani e dall’altra i valori malati.

        Il più delle volte, si ha invece la situazione rappresentata dal seguente grafico.
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        In questo caso abbiamo una sovrapposizione in cui chi si trova sulla parte terminale della gaussiana rischia di avere un falso positivo o un falso negativo, a seconda di come si vede. Se poi la situazione è peggiore, le due curve non presentano coalescenza, ma quasi. Questa rappresentazione comunque è una descrizione molto semplice ma efficace e concreta del problema.

        Per problemi procedurali e normativi si tende ad adottare sempre test certificati, o almeno riportati su linee guida, in modo che il tipo di analisi possa essere riproducibile e difficilmente confutabile dal punto di vista analitico, specie nel momento in cui si dimostra di aver eseguito tutte le operazioni correttamente e i test specifici per il tipo di sostanze che si vanno a individuare.

        Analisi del sangue e del capello

        Soffermiamoci ora su due prelievi fondamentali: sangue e capelli.

        Il dried blood spot prevede la puntura del polpastrello, la deposizione della goccia di sangue su speciale carta assorbente e infine l’essiccazione e conservazione della carta. Qual è il vantaggio di avere un dispositivo simile? Come abbiamo visto, effettuare un buon campionamento non è facile. In questo caso, invece, il campione viene prelevato immediatamente, in maniera rapida e con una minima invasività. La goccia viene dunque essiccata e conservata; questo comporta: basso rischio biologico, facilità di stoccaggio, praticità di trasporto, stabilità dei composti, possibilità di ripetere la prova (perché lo faccio su uno spot, lo faccio su un punto) e costi molto bassi.

        Una volta che abbiamo il sangue possiamo procedere a campionare quello che serve: cocaina, amfetamine, cannabinoidi, oppiacei, qualsiasi cosa che siamo interessati a determinare su quella goccia di sangue. E tenete presente che una goccia di sangue è una quantità immensa, da questo punto di vista, e quindi possiamo anche fare una ventina di analisi, non dobbiamo limitarci a una o due. Inoltre il campione si conserva tranquillamente.

        I cannabinoidi sono essenzialmente marijuana e hashish. Il composto che andiamo ad analizzare è il THC (tetraidrocannabinolo). Ma più interessante ancora è il suo metabolita, perché dal confronto di questa sostanza – che è il suo principio attivo – con il rapporto con il metabolita si riesce a individuare se l’assunzione di sostanza è continuata nel tempo, quando è stata l’ultima assunzione, e così via. Questo è possibile perché esiste un rapporto fisso, costante e inversamente proporzionale: nel momento in cui inizia a diminuire il composto principale, aumenta il suo metabolita.

        Un altro prelievo che normalmente si fa, in ambito forense, è quello sul capello. Anche in questo caso la sostanza da analizzare è il THC e il suo derivato THC-COOH, cioè un acido carbossilico. Il capello ha una sua memoria storica. Significa che, man mano che cresce, la sostanza non scompare, ma si accumula nelle parti crescenti del capello. Tant’è vero che l’analisi del capello prevede una metodologia ben definita. Se una persona ha i capelli lunghi non ci sono problemi; se invece ha i capelli corti, potremmo avere qualche problema perché non c’è quantità sufficiente per poter fare l’analisi.

        Vediamo come procedere al prelievo dei capelli.
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        Il prelievo va effettuato in zona nucale, dove è maggiore l’irrorazione di sangue, e quindi dove più immediatamente arriva la sostanza tossica.

        Poi la ciocca viene fissata a un foglio di carta e viene indicata chiaramente la zona prossimale (quella vicino alla nuca) da quella distale del campione.

        Osserviamo il seguente grafico e notiamo l’importanza del campionamento di capelli.
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        Se ci fermiamo al sangue e all’urina, praticamente nel giro di cinque giorni assistiamo al completo decadimento rispetto a una qualsiasi sostanza drogante. Il sangue dopo circa un giorno, un giorno e mezzo; l’urina dopo circa quattro giorni. Nei capelli, anche dopo molti mesi, è possibile trovare ancora la sostanza. Ecco perché viene preferito l’esame del capello, rispetto al sangue o all’urina: per avere una temporalità, una cadenza temporale.

        Se invece avessimo bisogno di un’analisi immediata, sangue e urine sono le più precise e dettagliate. Perché entrano immediatamente nel sistema.

        Le finalità dell’analisi del capello sono: indagine retrospettiva sull’uso di sostanze e stima sul periodo di utilizzo e sull’evoluzione del consumo totale.

        La metodologia d’analisi prevede: incubazione estrattiva (idrolisi basica) e cromatografia gassosa o liquida.

        Punti di forza

        
          	Ampia finestra temporale di rilevabilità (diversi mesi)

          	Prelievo non invasivo

          	Raccolta facilmente controllabile

          	Non c’è deterioramento

          	Ripetibilità delle analisi

        

        Se i capelli sono corti, è possibile prelevare altre formazioni pilifere (per esempio da ascelle o pube). Naturalmente con determinazioni temporali differenti e con le limitazioni del caso. Quindi la possibilità di disporre di capelli lunghi è sempre la situazione ottimale.

        Sostanze rilevabili nei capelli: amfetamine, cannabinoidi, cocaina, ecstasy, ketamina e oppiacei; oppure sostanze che vengono utilizzate nel trattamento, come metadone e buprenorfina.

        L’analisi del capello può avvenire anche post mortem: determinare decessi da eroina o metadone dovuti a perdita della tolleranza; identificazione del cadavere; verifica dell’assunzione di droghe o farmaci per definire le cause della morte.

        L’analisi del capello può essere utile anche nel caso dell’antidoping perché in grado di rilevare steroidi anabolizzanti, corticosteroidi, farmaci β-adrenergici (salbutamolo, clenbuterolo), cioè tutti i farmaci che danno un’alterazione di una parte energetica.

        Alcune droghe

        Terminiamo con una breve carrellata delle principali droghe.

        L’eroina produce un effetto, un rush iniziale, che viene descritto come una determinata serie di situazioni da cui deriva poi un senso di appagamento.

        La cocaina ha una base libera, ottenuta per riscaldamento, da cui si ottiene il crack. Circa il 57% viene assorbito perché è abbastanza liposolubile.

        Oltre all’ecstasy abbiamo anche una serie di altre sostanze presenti sotto forma di pasticche, di cristalli o compresse: i catinoni, la ketamina, la metossietamina.

        Negli anni abbiamo tentato di compilare uno studio per individuare e classificare la provenienza di una partita. Ma, prima di arrivare sul mercato dal luogo di origine, subisce un gran numero di trasformazioni e cambiamenti. Quindi non è possibile individuare, per ogni partita, una determinata area di provenienza se non molto generica e che dà, alla fine, poche informazione rispetto allo sforzo effettuato.

        I derivati della cannabis sono la marijuana, l’hashish e l’olio di hashish.

        Infine abbiamo quelli che sono qualcosa di naturale, come i funghi allucinogeni. Ma anche cannabinoidi sintetici che stanno sempre più invadendo il mercato.

        I tecnici fanno i salti mortali per rilevare nuove sostanze, ma nel momento in cui ne individuano una, immediatamente ne viene sintetizzata e immessa sul mercato un’altra ancora più recente.

        Il ruolo del laboratorio di analisi farmaco-tossicologica è fondamentale nella lotta alle droghe.

        Il Gruppo Tossicologi Forensi Italiano (Gtfi) è attivo da più di quarant’anni nell’elaborare metodi analitici affidabili e sviluppare nuove matrici biologiche.

        Il noto tossicologo A. J. Lehman negli anni Cinquanta diceva: «Anyone can become a forensic toxicologist in two easy lessons, each of which takes ten years».

        È un’efficace sintesi della tossicologia: imparare sembra molto semplice, ma è l’esperienza che permette di individuare e risolvere le sfide che ci si presentano.

        

        
          (7) Rapporto Associazione Sostenitori e Amici della Polizia Stradale (Asap) 2012.
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            Omnia venenum sunt: nec sine veneno quicquam existit. Dosis sola facit, ut venenum non fit.

          Tutto è veleno: nulla esiste di non velenoso. Solo la dose fa in modo che il veleno non faccia effetto.

          Paracelso, Responsio ad quasdam accusationes & calumnias suorum aemulorum et obtrectatorum. Defensio III. Descriptionis & designationis nouorum Receptorum.

        

      

    

  
    
      Nutrigenetica e nutrigenomica

      Dal test di laboratorio alla formulazione di una dieta personalizzata

      Sergio Carlucci

      Premessa

        Come prima cosa facciamo una premessa prettamente nutrizionistica, per poi passare a parlare in maniera più dettagliata della nutrigenetica. L’uomo, fondamentalmente, è una macchina biologica che ha dovuto fare i conti con l’evoluzione. Però, come molto spesso accade, l’evoluzione non è sempre progresso, talvolta può essere anche regresso. Ciò significa che l’evoluzione per l’uomo, da un punto di vista alimentare, si può tradurre anche in obesità, che mai come in questi ultimi anni si è rivelata essere una piaga sociale.

        La domanda che affligge ogni nutrizionista pertanto è la seguente: è possibile sfuggire alla trappola metabolica? Sicuramente c’è una possibilità. Ma deve essere una possibilità voluta, perché lo stato attuale dell’alimentazione ci porta a due eccessi: un eccessivo dimagrimento oppure l’obesità. Di chi è la colpa? Sicuramente un ruolo importante lo gioca la società nella quale noi attualmente viviamo, dove i fast food stanno alla base dell’alimentazione quotidiana e la sedentarietà fa il resto. Tutta una serie di concause portano a una situazione di patologia.

        Quindi la dieta è da considerarsi un punto di partenza o un punto di arrivo? È un problema o una soluzione a questi problemi?

        Partiamo da un presupposto: dieta significa stile di vita.

        Quindi uno stile di vita adeguato è sicuramente il primo passo da compiere. Nel momento in cui c’è un benessere fisico, c’è un benessere metabolico, c’è un benessere chimico.

        È quindi importante fermarsi a riflettere su quelle che possono essere le soluzioni a questo problema.

        Oggi la nutrigenetica, come vedremo in seguito, non è una soluzione assoluta, ma ci dà la possibilità di integrare e migliorare le nostre conoscenze in campo nutrizionale e quindi offrire una soluzione al problema metabolico.

        Come si può raggiungere, quindi, questo obiettivo? Facendo le anamnesi personali e famigliari in fase di consulenza nutrizionale, l’anamnesi alimentare, la valutazione dei parametri di laboratorio, dello stile di vita del paziente, di tutti i parametri antropometrici e plicometrici, la valutazione impedenziometrica e adipometrica; proporre eventuali terapie di drenaggio; introdurre vitamine e antiossidanti e infine valutare la possibilità — e soprattutto la volontà — della gestione del calo ponderale.

        La dieta deve essere un’alternativa a una soluzione estrema, come la chirurgia. Non dobbiamo considerare le medicine una soluzione al problema di chi è in sovrappeso. Dobbiamo far sì che la dieta sia la medicina. Non a caso, Ippocrate diceva: «Il cibo sia la tua medicina e la medicina non sia il tuo cibo».

        Ci sono diete di tutti i tipi e ogni nutrizionista, a seconda della scuola di pensiero che ha alle spalle e del proprio percorso professionale, ne prediligerà alcune a scapito di altre. Ma un punto rimane identico per tutti: è necessario valutare il singolo caso ed elaborare una dieta personalizzata.

        Dobbiamo partire dal presupposto che siamo tutti diversi, dentro e fuori. Cosa vuol dire questo? Che non è detto che solo perché una persona ha uno stile di vita, necessariamente va sempre incontro a delle conseguenze. Ci sono dei casi limite. Prendiamo l’esempio di un paziente sovrappeso, bevitore, fumatore, che non praticava attività fisica e non seguiva una dieta sana, ma morto all’età di 90 anni. Agli antipodi c’è il caso paradossale di uno sportivo deceduto improvvisamente per un infarto, per un malessere, per una malattia. Questo non ci deve portare a dire: «Ma allora perché fare la dieta?». La dieta è importante perché l’applicazione di un giusto regime alimentare comporta la risoluzione di tantissime problematiche.

        Variazione genetica e salute

        Sappiamo con evidenza scientifica che i geni e l’ambiente sono strettamente connessi: non si può escludere l’ambiente dal patrimonio genetico e viceversa.

        È noto che più di 30.000 geni compongono il nostro Dna, ovvero le “istruzioni per l’uso” del nostro organismo.

        Inoltre sappiamo quanto ognuno di noi è unico, e questa unicità è dovuta ai nostri geni.

        Le differenze tra individuo e individuo si manifestano sia esteriormente, nel nostro aspetto fisico e quindi nel fenotipo, sia per quanto riguarda la diversa capacità di metabolizzare i nutrienti ed eliminare le tossine. Questo ci fa capire quanto è importante conoscere il genoma umano e quanto si rivela utile la nutrigenetica.

        Facciamo un breve excursus per vedere come si è evoluta la genetica (e le scoperte genetiche) nel tempo. Nel 1869 il biologo svizzero Friedrich Miescher è il primo a isolare gli acidi nucleici che lui chiama «nuclein». Nel 1953 James Watson e Francis Crick elaborano il primo modello di Dna che prevede una struttura a doppia elica. Nel 1996 il termine “nutrigenomica” inizia a circolare tra la comunità scientifica. Nel giro di pochi anni verranno fondate le prime aziende che propongono test di nutrigenetica. Iniziato nel 1990, il Progetto Genoma Umano viene completato nel 2003. I rapidi progressi tecnologici hanno accelerato il completamento con due anni di anticipo. Dopodiché, nel 2004, nasce NuGo, realtà europea per lo studio della nutrigenomica. Il progetto viene finanziato fino a giugno 2010 e ora è un’associazione di università e istituti di ricerca in espansione.

        Andando avanti nel tempo, arriviamo nel 2011 che è un anno importante per quanto riguarda la possibilità dell’individuazione di una dieta personalizzata.

        Dopo questa breve parentesi storica, torniamo ad analizzare le variazioni genetiche. Possono essere di tre tipi: gli Snp (Single Nucleotide Polymorphism), le inserzioni e le delezioni. Abbiamo detto che ogni individuo è diverso dall’altro, in realtà dobbiamo precisare che il 99,9% del patrimonio genetico è assolutamente identico per tutti: è solo lo 0,1% che differenzia un individuo dall’altro e lo rende unico e irripetibile. È proprio quello 0,1% che spiega la diversa suscettibilità all’insorgenza di alcune patologie e la diversa risposta a fattori ambientali nutrizionali.

        Sostituzioni a livello di singoli nucleotidi che riguardano l’1% della popolazione vengono appunto definiti Snp.

        Si definiscono Snp funzionali quelli che modulano l’espressione genica e le funzioni di specifiche proteine. Molti degli Snp funzionali sono correlati alla dieta (diet-responsive).

        Nel momento in cui noi ci troviamo ad avere delle sostituzioni di nucleotidi, possiamo avere una modifica del gene, e questa modifica si può necessariamente correlare a una espressione. Infatti, nel momento in cui il gene ha una forma normale, il ligando del cofattore efficiente porta a un’espressione genica normale. L’Snp, questa mutazione del singolo gene, può portare a un’espressione genica eccessiva. Che cosa significa in termini pratici? Significa che in presenza della modificazione di un determinato gene (vedremo nel dettaglio quale riguarda la celiachia, il lattosio, il nichel, la caffeina, il metabolismo dei grassi e dei carboidrati, lo stress ossidativo e la detossificazione), nel momento in cui vengono ingerite determinate sostanze, ovvero alimenti, queste possono provocare delle intolleranze genetiche.

        Come abbiamo detto, l’ambiente che ci circonda gioca un ruolo fondamentale nella manifestazione di una malattia. Non a caso, in presenza di un livello soglia, il gene subirà l’influenza dello stile di vita. Infatti, in Paesi dove la dieta è semplice e viene fatta molta attività fisica, la percentuale d’incidenza di determinate malattie è abbastanza bassa; mentre si alza in Paesi dalla tipica dieta occidentale, caratterizzata da una serie di abitudini non corrette.

        Questa connessione tra la scienza nutrizionale convenzionale e la genetica ha portato in auge la nutrigenetica, ovvero lo studio di come la variazione nei geni individuali influenza la risposta di un individuo a particolari nutrienti ed eventuali tossine assunti nella dieta.

        Questi i concetti-chiave della nutrigenetica.

        
          	La malattia è il risultato dell’interazione tra la predisposizione genetica e i fattori ambientali, quindi l’alimentazione.

          	Siamo tutti portatori di modificazioni genetiche che aumentano la predisposizione ad alcune malattie.

          	I polimorfismi influenzano le attività enzimatiche.

          	Una sana dieta previene o ritarda l’insorgenza di malattie.

          	Identificando le interazioni gene-ambiente abbiamo più opportunità di migliorare la salute.

        

        La nutrigenetica permette di identificare – attraverso lo studio dei geni – le variazioni alleliche trasmissibili di generazione in generazione che causano differenze nella risposta fenotipica alle molecole introdotte con la dieta. Gli obiettivi sono:

        
          	valutare rischi e benefici di determinati alimenti per comprendere se alcuni nello specifico sono in grado di apportare sensibili variazioni nell’evoluzione di alcune patologie correlate all’età;

          	individuare possibili strategie di prevenzione;

          	migliorare lo stato di salute adeguando l’alimentazione.

        

        Mangia come sei nel tuo Dna

        Oggi è possibile, partendo dallo studio del Dna, andare a elaborare una dieta personalizzata.

        Ci sono una serie di interazioni che possono avvenire tra gli alimenti e i geni, quindi dobbiamo tenere presente l’influenza dei non pochi marker biochimici. Ma soprattutto non possiamo trascurare le patologie cronico-degenerative, così come elementi vari che possono influenzare il patrimonio genetico: l’inquinamento ambientale, il fumo, la scorretta alimentazione e la sedentarietà, l’abuso di alcol e di droghe.

        Ci sono poi anche dei nutrienti – quello che noi andiamo ad assumere quotidianamente nella nostra alimentazione – che possono portare a delle influenze. Infatti, l’assunzione di carboidrati, acidi grassi, aminoacidi, fibre vegetali e antiossidanti può influire su: digestione, assorbimento, utilizzazione cellulare, interazione con proteine ed enzimi cellulari, interazione con geni nel nucleo cellulare.

        Lo studio di queste interazioni tra alimenti e geni ha portato allo sviluppo di due grosse branche: la nutrigenetica e la nutrigenomica.

        La nutrigenomica è la scienza che studia come le molecole contenute nei cibi siano in grado di intervenire sul Dna, attivando alcuni geni o, al contrario, regolandoli negativamente.

        In questo contesto, la nutrigenomica si interessa anche di approfondire quanto l’alimentazione della madre influenzi il metabolismo del feto – e quindi del nascituro. Infatti, non è un caso che la donna in gravidanza debba osservare un regime alimentare ben specifico. E non sono poche le donne che, in stato interessante, si avvalgono dei consigli dei nutrizionisti, perché non solo non devono aumentare di peso (perché implicherebbe andare incontro a probabili problemi di gestosi), ma è bene prestare attenzione a tutta una serie di problematiche che non sono genetiche, ma che possono essere ugualmente trasmesse al nascituro.

        La nutrigenetica, invece, studia le differenze genetiche (quindi i polimorfismi a cui accennavamo prima) che causano risposte variabili dei singoli soggetti alla somministrazione di specifici nutrienti presenti nel cibo.

        Ciò significa che l’applicazione delle conoscenze scientifiche può contribuire all’innovazione dei prodotti alimentari e alla personalizzazione della terapia nutrizionale.

        Nel tempo, la famosa piramide alimentare ha subito un’evoluzione. Dopo una serie di formulazioni e riformulazioni si è giunti a una piramide dove un individuo potrebbe, in teoria, mangiare di tutto, ma seguendo specifiche regole alimentari.

        Evidenze scientifiche e applicazioni di geni-chiave coinvolti in fattori di rischio comuni per la nostra salute

        
          	I geni possono essere associati al metabolismo dell’acido folico, questa vitamina è coinvolta nel metabolismo dell’omocisteina.

          	Intolleranza al lattosio: si stima che il 70% circa delle persone possieda un genotipo CC nel polimorfismo rs4988235 del gene della lattasi.

          	Detossificazione: la possibilità di smaltire con una certa velocità le sostanze legate al prodotto di scarto del nostro metabolismo, i radicali liberi. Quando non vengono eliminati, non avviene questo processo di detossificazione e può verificarsi una “intossicazione” cellulare. Quindi ha anche uno scopo di prevenzione a livello antiage.

          	Patologie cardiovascolari: ruolo dei grassi e del colesterolo della dieta.

          	Ipertensione arteriosa e sensibilità al sodio alimentare.

          	Diabete e sensibilità all’insulina.

        

        Nutrigenetica e obesità

        Uno studio (9) del 2007 ha individuato che è un gene, denominato Fto, il responsabile dell’obesità. La funzione di questo gene è molto importante in quanto regola l’azione di altri geni coinvolti nella gestione del metabolismo e gioca un ruolo fondamentale nel trasmettere il senso di sazietà. Quindi un’alterazione di questo gene può portare a sovrappeso e obesità.

        Nel corso di questo studio si è notato che i pazienti in cui era stata evidenziata l’alterazione di questo gene e in seguito hanno seguito un’alimentazione nutrigenetica sono riusciti a risolvere il loro problema.

        Fare un esame nutrigenetico è semplice: basta un semplice tampone di saliva. È un tampone a secco, dal quale viene estratto il Dna, poi viene effettuata un’amplificazione genica (Pcr) e infine vengono analizzati una ventina di geni.
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        Nella seconda colonna della tabella sono indicate le varianti. I risultati riportati nella colonna di destra sono quelli che vengono interpretati e, sulla base di quello che è il risultato genetico, viene predisposta un’eventuale dieta – quindi una terapia nutrizionale – e anche un’integrazione specifica.

        Influenza del gene

        Analizziamo uno per uno i singoli geni.

        Il gene 5HTTLPR dell’adattamento allo stress codifica la sintesi della proteina trasportatrice della serotonina, che è un neurotrasmettitore fondamentale per l’adattamento psicofisico allo stress ambientale. È stato dimostrato che lo stress, causato da un’alimentazione qualitativamente inadeguata o mal distribuita e sbilanciata, ha un ruolo essenziale nella risposta allo stress della vita quotidiana. Il concetto innovativo alla base della presente indagine consiste nell’utilizzare per la prima volta la tipizzazione genetica delle varianti come indicatore di adattamento lento, intermedio e rapido allo stress alimentare e quindi andare a impostare una dieta sulla base di questi suggerimenti.

        Molto importante è il gene ACE per la sensibilità al sale. L’enzima di conversione dell’angiotensina gioca un ruolo chiave nel mantenimento dell’omeostasi cardiovascolare, sia regolando la produzione del potente vasocostrittore a partire dall’angiotensina I, sia inattivando ormoni vasodilatatori quali la bradichinina. Tra le conseguenze del polimorfismo ACE ci sono: ipertensione, arteriosclerosi, nefropatia diabetica, ipertrofia ventricolare e poliabortività.

        Analogo discorso per quanto riguarda il gene ADH1C e la sensibilità all’alcol.

        Il metabolismo della vitamina B gioca un ruolo fondamentale: il gene MTHFR è coinvolto nella trasformazione di questo aminoacido, che in gravidanza previene i difetti del tubo neurale. È ormai prassi consigliare alle donne, ancora prima di essere in stato interessante, di assumere acido folico, a livello preventivo. Il gene però è altrettanto importante nei processi trombotici. Quando il gene non è modificato ha il 100% di attività, mentre se è presente una sostituzione di una base aminoacidica l’attività cala la 35%. Il 20-30% della popolazione registra alti livelli di omocisteina e la somministrazione di acido folico porta a una parziale risoluzione del problema favorendo la metilazione del Dna e quindi la normalizzazione dell’omocisteina.

        Sono molto importanti il gene LPL, per la sensibilità ai grassi saturi, e il gene APOC3, per l’utilizzo dell’olio d’oliva.

        La gestione di pazienti con colesterolo alto rappresenta una sfida per i nutrizionisti, l’ipercolesterolemia è una delle cause più frequenti di problemi cardiovascolari. Quindi, andare a conoscere geneticamente quella che può essere l’eventuale alterazione dei geni che influiscono sui livelli di colesterolo è sicuramente importante.

        I tre geni che vengono analizzati sono: APOC3, LPL e ADH1C. Numerosi studi hanno dimostrato che la risposta tra colesterolo nella dieta e livelli di colesterolo nel sangue è genotipo-dipendente.

        La sensibilità alla caffeina: molti non sanno nemmeno di esserne affetti e pertanto non sono in grado di dare una spiegazione a determinate conseguenze o sintomatologie. Però la caffeina, che può essere un discorso banale in termini di intolleranza genetica, non è affatto da trascurare perché ci permettere di stabilire quello che deve essere anche il consumo quotidiano della caffeina. Perché è stato notato che esistono tre tipi di metabolismo della caffeina: lento, medio e alto. A seconda della tipologia del metabolismo, un quantitativo di caffeina può essere o meno influente sul paziente.

        Analogo discorso per quanto riguarda i cibi grigliati: l’alimentazione introduce sempre delle tossine e se non si ha un buon sistema di detossificazione, di smaltimento delle tossine, con gli anni possono insorgere alcuni problemi.

        Se si registra una variazione genetica del gene GSTM1, importante per quanto riguarda il processo di detossificazione, si può intervenire con l’alimentazione, utilizzando ad esempio le crucifere (cavoli, cavolfiore, broccoli, rucola…) che sono degli antiossidanti e hanno un potere di detossificazione. Questo esempio ci fa capire che non sempre è necessario intervenire assumendo integratori esterni, ma anche la semplice alimentazione può aiutarci a stare meglio.

        Lo stesso discorso vale anche per lo stato di infiammazione generale, ovvero per i processi cardiovascolari. L’assunzione di omega 3 aiuta molto.

        E ciò vale anche per la sensibilità agli zuccheri e ai carboidrati raffinati. Infatti c’è un gene specifico (PPARG) che è un fattore di trascrizione e regola i livelli di glucosio e di insulina. Il polimorfismo dovuto alla presenza o assenza per l’allele Ala influenza l’espressione del gene sulla quantità di proteina prodotta. È stato dimostrato che gli individui eterozigoti per l’allele Ala hanno effetti benefici sulla glicemia e sull’insulina.

        Il test genetico ha evidenziato un genotipo in omozigosi (questo è un tipico risultato di mutazione) per l’allele Pro e un genotipo D/D del gene ACE. In questi casi è consigliato ridurre il consumo dei carboidrati raffinati e degli zuccheri e di ingerire cibi a basso indice glicemico (per esempio cereali integrali) per non superare un carico glicemico di 80 al giorno.

        La sensibilità al nichel può avere delle manifestazioni dermatologiche, e quindi chi presenta questa mutazione, non necessariamente è allergico al nichel, però potrebbe avere una predisposizione. Nel momento in cui c’è una manifestazione dermatologicamente attiva, sapere che c’è una predisposizione al nichel sicuramente aiuta a fare una diagnosi ancora più precoce.

        Classica e ormai nota è la sensibilità al lattosio. Una mutazione puntiforme (13910T/C) sul gene codificante per la lattasi è responsabile della patologia. Questa mutazione è trasmessa in forma autosomica recessiva per cui i soggetti portatori della mutazione in forma omozigote manifestano un’intolleranza al lattosio primaria. Quindi c’è un’intolleranza totale, non solo al latte ma anche ai derivati del latte (latticini, formaggi, prosciutto cotto, carni che possono contenere latte). Nel momento in cui è presente questa intolleranza ma si continua ad assumere latte perché non si è a conoscenza di essere intollerante, possono manifestarsi dei sintomi gastrointestinali. Nel momento in cui viene ridotto o tolto il latte, i sintomi scompaiono.

        Lo studio dei geni HLADQ2 e HLADQ8, che viene richiesto da parte dei gastroenterologi, indica se c’è o non c’è un’eventuale celiachia in atto. È comunque ugualmente importante sapere se una mutazione dei geni implica una predisposizione alla celiachia. Perché può capitare che un paziente non abbia gli effetti collaterali della celiachia, ma abbia la mutazione del gene DQ2. Ciò significa che nel corso della vita potrebbe essere predisposto alla celiachia. Pertanto, nel momento in cui un paziente avverte i sintomi classici (gonfiore addominale, dimagrimento inspiegabile, diarrea, mal di testa…) basta fare una verifica degli anticorpi (antitransglutaminasi, antigliadina, antiendomisio) e vedere se questo paziente che era predisposto è diventato celiaco ed è pertanto necessario approntare una dieta specifica.

        Un’alimentazione su misura

        A questo punto una domanda sorge spontanea: è possibile elaborare una dieta su misura? La risposta è sicuramente sì. Ma con una precisazione. Recentemente è stata elaborata la dieta del Dna che, però, non propone una soluzione a tutti i problemi, anche se sicuramente costituisce un valido aiuto.

        Qui di seguito proponiamo il test che offriamo presso il Centro di Genetica della Nutrizione di Lecce e il Centro Genoma di Roma e di Milano. Nelle tabelle sono indicate le possibili mutazioni dei geni e i suggerimenti consigliati.
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        Ciò significa che possiamo mangiare come il nostro Dna suggerisce e quindi il nutrizionista, nell’elaborare la dieta ad hoc a seconda del paziente, può aumentare, diminuire o evitare l’introduzione di specifici alimenti.

        Non dimentichiamo però di valutare la necessità di far assume al paziente l’integrazione esterna, perché le diete precise e personalizzate talvolta sono carenti nell’apportare il giusto introito di nutrienti.

        Qui di seguito proponiamo un esempio in cui vengono comparati i livelli dei nutrienti della popolazione generale e quelli che dovrebbero essere in un certo qual modo ridotti o aumentati, nello specifico. L’obiettivo sicuramente è quello di una dieta di mantenimento, che sulla base di quella dei carboidrati raffinati, sensibilità dei grassi saturi e attività fisica (che è molto importante, è stato visto che l’attività fisica riduce i problemi dell’obesità), ci potrà dare la possibilità di personalizzare ancora di più la dieta.
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        La genetica nello sport

        Oggi è possibile applicare la nutrigenetica anche a livello sportivo.

        Nel momento in cui c’è un’intolleranza genetica al lattosio, se un calciatore fa un leggero pranzo pre-gara ingerendo qualcosa che contiene lattosio manifesterà sicuramente tutti quegli effetti collaterali che tolgono energia alla prestazione e la sua performance atletica verrà inficiata. Ecco perché è importante, anche a livello sportivo, eseguire il test.

        Ma non solo per questo motivo. Il test elaborato per lo sport ci mostra il profilo di resistenza-potenza dell’atleta, il potenziale aerobico, la predisposizione alla tipologia di sport, le potenzialità di recupero post-allenamento, la predisposizione agli infortuni, la composizione corporea (ovvero i soliti esami impedenziometrici e adipometrici).

        Esistono dei geni che sono coinvolti nell’attitudine a determinati tipi di sport. E quindi una variazione genetica fa sì che questo sportivo sia predisposto a un particolare tipo di sport. Analogo discorso per quanto riguarda il recupero post-allenamento.

        Abbiamo condotto uno studio su un campione di calciatori. Nel momento in cui questi calciatori mostravano una predisposizione genetica e una sensibilità genetica specifica, è stata fatta un’integrazione basata su vitamina A, beta-carotene, vitamina C, vitamina E, verdure, omega 3 e acido folico, mirata e personalizzata. I risultati da un punto di vista prettamente atletico, sono stati evidenti.

        Inoltre è molto importante sapere se un atleta può avere una predisposizione agli infortuni, per esempio dei tessuti molli o dei legamenti, per andare a fare un’eventuale integrazione con integratori specifici per quanto riguarda i legamenti: può essere un buon sistema di prevenzione.

        Le tavole della legge del nutrizionista

        
          	Controllo delle intolleranze

          	Distribuzione dei pasti

          	Eliminazione dei cibi spazzatura

          	Apporto generoso di acqua e fibre

          	Abolire alcolici

          	Verdura in libertà

          	Cuocere i cibi in modo semplice e sano

          	Variare i cibi

          	Controllare l’indice glicemico

          	Masticazione lunga, non frettolosa

          	Equilibrio psicofisico

          	Nutrigenetica

        

        Al di là di quelli che possono essere i suggerimenti di base che ormai qualsiasi rivista o trasmissione televisiva propone, il nutrizionista professionista deve avere una serie di obiettivi da realizzare.

        Il primo è sicuramente quello di avere meno uomini colpiti da infarto del miocardio. Un altro è quello di avere meno uomini colpiti da ictus (e in questo caso la dieta è fondamentale). Il terzo obiettivo è avere meno persone diabetiche. Ma soprattutto, se noi guardiamo al futuro, avere meno bambini in sovrappeso e che quindi possono diventare obesi.

        Ogni giorno dobbiamo lottare per mantenerci in salute: è più simile a un tiro alla fune che non a un’amaca su cui ci si dondola oziosamente. Star bene è un’alchimia tra alimentazione, stile di vita, attività fisica e, soprattutto, genetica.

        

        
          (9) Arkadianos I, et al. — Improved weight management using genetic information to personalize a calorie controlled diet — Nutr J. 2007 Oct 18;6:29

        

      

    

  
    
      Citologia classica e su strato sottile

      Anna Maria Macchi

      
        La citologia è una materia molto complicata e anche dopo anni di studi e di lavoro sul campo non sempre permette di elaborare diagnosi univoche perché dire che un’alterazione è uguale a un’altra non è vero. Dire che un Papilloma Virus Umano (Hpv) è uguale a un altro non è vero. Più di ogni altra branca della biologia, la citologia affianca un lavoro individuale di osservazione al microscopio a un lavoro di squadra che prevede il confronto con colleghi citopatologi e ginecologi.

        Dialogare con il microscopio rappresenta uno straordinario, delicato e complesso strumento di interpretazione della fisionomia di cellule non generiche, ma di cellule appartenenti a una persona, nel tentativo di estrarre tutte le informazioni volte a escludere, sospettare o confermare una particolare espressione patologica.

        Pertanto, è bene raccomandare a chi si approccia a questo campo che la lettura di ogni vetrino impone un triplice ordine di responsabilità:

        
          	verso la salute del paziente;

          	verso la fiducia che il medico ripone nel citopatologo;

          	verso la coscienza di dover dedicare all’interpretazione del preparato in esame tutto il tempo necessario e le innovazioni tecnologiche più attendibili.

        

        Cenni di anatomia

        La cervice uterina (o collo dell’utero) è la porzione inferiore dell’utero. È rivolta verso il basso, verso la vagina sulla quale si inserisce. La porzione vaginale (ectocervice) rappresenta la porzione di utero che protrude all’interno del canale vaginale formando il cosiddetto «muso di tinca».

        Nella parte centrale del muso di tinca è ben visibile l’orifizio uterino esterno, fessura trasversale delimitata dal labbro anteriore e da quello posteriore.
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        Il condotto che fa capo all’orifizio uterino esterno, e che si approfonda nella cavità uterina in corrispondenza dell’orifizio uterino interno, è detto «canale endocervicale».

        In tale canale sono presenti una componente endocervicale (costituita da epitelio colonnale cilindrico) e una componente esocervicale (costituita da epitelio squamoso pluristratificato).

        La zona che unisce questi due epiteli è detta «giunzione squamo-colonnare». È proprio questa la zona a rischio per l’instaurarsi del cancro della cervice uterina.

        La preparazione della citologia in fase liquida

        Il Pap-Test consente di individuare una lesione a livello della giunzione squamo-colonnare. Da anni la citologia in fase liquida consente una lettura dei vetrini più affidabile ed efficace. Ma per effettuare una diagnosi accurata è fondamentale una corretta preparazione del materiale prelevato che deve essere sciolto in un boccettino contenente un liquido fissatore.

        Alcuni ginecologi commettono errori comuni nella preparazione del materiale. Per esempio lasciano gli strumenti di prelievo dentro il boccettino della citologia in fase liquida, magari perché impegnati a parlare con la paziente e prescrivere la terapia. Questo è un errore che compromette la lettura dei vetrini perché se le cellule prelevate rimangono attaccate al cito-brush o alla spatola di Ayre senza essere sciolte nel liquido fissatore, si fissano ammassate e si perdono così i vantaggi della citologia in fase liquida, cioè avere delle cellule esaminabili in monostrato e ben fissate.

        Altri ginecologi, dopo aver sciolto le cellule nel boccettino e averlo chiuso, lo agitano energicamente. Anche questo è un errore perché le cellule si presenteranno rotte e mal fissate.

        Il corretto procedimento per la preparazione della citologia in fase liquida si compone di tre fasi.

        
          	Dispersione: randomizza e omogenizza la popolazione cellulare all’interno della fiala.

          	Raccolta delle cellule: il software controlla e rileva quando i pori del filtro sono intasati da materiale cellulare (emazie, leucociti e cellule epiteliali).

          	Trasferimento delle cellule: il filtro viene capovolto e fatto aderire al vetrino. La pressione d’aria applicata al filtro favorisce la naturale attrazione delle cellule verso il vetrino.

        

        La citologia in fase liquida ci offre la possibilità di osservare molti dettagli. La cavitazione citoplasmatica risulta più evidente. La fissazione è senz’altro migliore, si nota una riduzione dell’ipercromasia ma risultano più evidenti le membrane nucleari irregolari (indice di un processo anomalo). Le cellule risultano proporzionalmente più piccole ma evidenti grazie al fondo pulito e assumono un aspetto arrotondato.

        Un altro vantaggio è che non si osserva più materiale strisciato in maniera irregolare, ma lo stesso materiale si concentra nel centro del vetrino in uno strato sottile e uniforme eliminando così la variabilità legata alla preparazione manuale del vetrino.

        Il fondo risulta più pulito, si possono osservare importanti indizi e trarre informazioni che con il Pap-Test tradizionale risultano spesso oscurati a causa della lisi del sangue da parte della soluzione conservante. È possibile evidenziare sul fondo la diatesi tumorale (detriti cellulari, sangue, leucociti) e viene mantenuto il tipico aspetto sporco del Pap-Test convenzionale.

        Con la citologia in fase liquida abbiamo inoltre la possibilità di produrre dallo stesso boccettino altri vetrini e di effettuare test aggiuntivi.

        L’Hpv Dna Test è il test di biologia molecolare per individuare la presenza di ceppi virali ad alto rischio oncogeno anche laddove le alterazioni citologiche non siano ancora rilevabili nel Pap-Test, in quanto la positività del test di tipizzazione è più precoce della manifestazione a livello cellulare.

        Il CINTec p16 è un test per l’identificazione del biomarcatore cellulare altamente correlato alla presenza del virus ad alto rischio oncogeno, che si integra nel genoma della cellula ospite e ne induce la trasformazione neoplastica.

        Vantaggi e svantaggi della citologia in fase liquida

        Vantaggi

        
          	Standardizzazione dei campioni ottenuti.

          	Diminuzione di inadeguati perché non ci sono più fattori di disturbo.

          	Aumento della sensibilità per le lesioni Cin 1 e Cin 2 (10).

          	Riduzione dei tempi di lettura (su questo punto però è necessario fare una precisazione: è vero che abbiamo uno spot più piccolo, ma è da esaminare molto attentamente perché su dieci quadri del tutto negativi, può comparire un quadro citologico da Cin. Il vetrino quindi va esaminato con molta attenzione e calma).

        

        Svantaggi

        
          	Riaddestramento del citopatologo.

          	Possibilità di un aumento della diagnosi delle ASC-US (11). Dal momento che il citopatologo non è abituato alla citologia in fase liquida, queste celluline che appaiono così rotonde, così piccole, potrebbero far sospettare una lesione di alto grado. È pertanto assolutamente necessario un periodo di addestramento.

          	Aumento dei costi, ma anche questo non incide poi tanto perché la citologia in fase liquida evita in genere la ripetizione dell’esame citologico per flogosi oscurante; inoltre vengono forniti al ginecologo il boccettino e gli strumenti per il prelievo.

        

        Cosa riscontriamo in un Pap-Test?

        Quali sono gli elementi cellulari presenti su uno striscio cervico-vaginale?

        La componente esocervicale è rivestita da epitelio piatto pluristratificato non cheratinizzante simile a quello della vagina. È formato da quattro strati cellulari che, dalla porzione più profonda verso gli strati superiori, sono costituiti da:

        
          	cellule epiteliali basali;

          	cellule epiteliali parabasali;

          	cellule epiteliali intermedie;

          	cellule epiteliali superficiali.

        

        La componente endocervicale è rivestita da un epitelio monostratificato costituito da un’unica fila di cellule cilindriche, di forma allungata e dimensioni variabili. Il nucleo ovalare è localizzato nel terzo inferiore della cellula; il citoplasma è abbondante, vacuolizzato. Tali elementi mucipari, o ciliati, possono apparire nello striscio disposti a palizzata o a nido d’ape.

        Elementi non epiteliali

        
          	eritrociti

          	leucociti polimorfonucleati

          	istiociti

        

        Flora polimicrobica

        
          	Bacillo di Döderlein (lattobacillo): microorganismo Gram+, aerobio

          	Miceti: candida albicans (95%), lievito che si riproduce per gemmazione formando spore e pseudoife

        

        Papillomavirus

        Ne esistono oltre 200 tipi, di cui 100 ben caratterizzati. Sono strettamente specie specifici e più di 80 tipi infettano l’uomo. Infettano le mucose e la cute. Circa 40 tipi infettano le mucose genitali e di essi circa 15 sono definiti a rischio oncogeno.

        Infezione da Hpv

        È la più comune delle infezioni a trasmissione sessuale e la trasmissione può avvenire anche tramite semplice contatto nell’area genitale.

        Il 50-80% dei soggetti sessualmente attivi si infetta nel corso della vita con un virus Hpv e fino al 50% si infetta con un tipo oncogeno.

        La storia naturale dell’infezione è fortemente condizionata dall’equilibrio che si instaura fra ospite e agente infettante.

        L’infezione può regredire, persistere o progredire. L’80% circa delle infezioni sono transitorie, asintomatiche e guariscono spontaneamente.

        Patogenesi

        
          	Primo rapporto sessuale in giovane età

          	Partner sessuali multipli

          	Partner sessuale con precedenti partner multipli

        

        Nel corso degli anni sono stati proposti diversi tipi di classificazioni internazionali comprensibili ai citopatologi. La prima classificazione fu coniata da Georgios Papanicolaou nel 1943, seguita da Regan e Richart per poi arrivare al sistema Bethesda che nel corso degli anni ha subito varie modificazioni, ma che tutt’oggi viene utilizzato.
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        La terminologia utilizzata dal sistema Bethesda doveva rispecchiare tre principi fondamentali:

        
          	trasmettere informazioni clinicamente rilevanti dal laboratorio al clinico;

          	essere uniforme e riproducibile tra i diversi laboratori e i differenti patologi;

          	riflettere le più aggiornate acquisizioni scientifiche in tema di neoplasia cervicale.

        

        Citologia convenzionale vs citologia in fase liquida

        La citologia convenzionale presenta senza alcun dubbio dei vantaggi, ma possiamo evidenziare anche degli svantaggi. È un test che si esegue con lo scopo di prevenire il carcinoma della portio uterina, è molto semplice da eseguire e poco costoso. D’altro canto una piccola percentuale di cellule prelevate possono rimanere adese alla spatola, le cellule ematiche o infiammatorie possono oscurare le cellule anormali, inoltre la possibilità di fissazione è spesso inadeguata.

        La citologia in fase liquida (Lbc) è una tecnica alternativa allo striscio cervico-vaginale, il campione prelevato viene sospeso in materiale fissativo e poi trasferito su vetrino in monostrato.

        Il prelievo viene eseguito come per il Pap-Test (utilizzando cervex brush e cytobrush), ma il materiale viene sciolto in un contenitore con liquido preservante.

        Per una corretta esecuzione del prelievo i relativi strumenti vanno sciacquati nella fiala immediatamente dopo il prelievo e poi rimossi.

        Studio Arint

        Uno studio multicentrico (12) condotto nel triennio 2006-2009 dalla Regione Abruzzo (Arint – Abruzzo Region Implementation New Technologies) confronta due sistemi di preparazione e lettura citologica computer assistita:

        
          	Lbc (Liquid Based Cytology)

          	Conventional cytology e Focal Point Imaging System

        

        Le donne sono state randomizzate in due gruppi di tre programmi che ogni due mesi invertivano i metodi di prelievo e lettura. In totale sono stati sottoposti a lettura computerizzata i campioni di 111.415 donne di cui il 47% con citologia convenzionale e il 53% con citologia in strato sottile.

        I risultati sono stai i seguenti.

        
          	La citologia in strato sottile riduce gli inadeguati del 32% rispetto al convenzionale e aumenta in modo statisticamente significativo le diagnosi citologiche anormali (ASC+).

          	Il tasso di positività delle diagnosi citologiche della fase liquida è maggiore rispetto al convenzionale in tutte le categorie e soprattutto per le lesioni squamose intra-epiteliali di basso grado (L SIL).

        

        Lesioni infiammatorie

        Qui di seguito una breve descrizione delle possibili lesioni con relative immagini.

        Tricomonas vaginalis

        
          	Protozoi piriformi e rotondeggianti con flagelli.
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        Gardnerella vaginalis

        
          	Presenza di patina opaca di fondo costituita da piccoli cocco-bacilli.

          	La membrana cellulare viene oscurata, dando luogo alle clue cells (cellule spia).

          	Assenza di lactobacilli.
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        Actinomyces

        
          	Ammassi aggrovigliati di microrganismi filamentosi, sono riconoscibili come «fiocchi di cotone». Raccolte di leucociti adesi alle colonie batteriche.
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        Herpes Simplex

        
          	L’effetto citopatico interessa in primis il nucleo

          	Nuclei a vetro smerigliato

          	Multinucleazione

          	Nuclei addossati gli uni contro gli altri

          	Col progredire dell’infezione compaiono corpi inclusi centrali eosinofili circondati da alone ampio, chiaro
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        Flogosi

        
          	Nuclei ingranditi (1,5-2v.)

          	Talvolta bi-multinucleazioni

          	Membrana nucleare uniforme

          	Cromatina finemente granulare

          	Talvolta nucleolo prominente

          	Citoplasma presenta alone perinucleare, ma senza ispessimento periferico e a volte tarmato
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        Lesioni neoplastiche

        Esaminiamo le modificazioni cellulari nelle lesioni neoplastiche.

        
          	Notevole aumento delle dimensioni nucleari dovuta al Dna iperdiploide

          	Membrana nucleare ispessita con forma irregolare per alterazioni del citoscheletro

          	Cromatina ipercromatica, presenza di uno o più nucleoli (sintesi dei ribosomi) anche di enormi dimensioni

          	Presenza di più di un nucleo per cellula, inversione del rapporto nucleo/citoplasma

          	Diminuzione del volume cellulare, variazioni della forma, presenza di vacuolizzazioni

        

        Modifiche del Sistema Bethesda

        ASC-US (Cellule squamose atipiche di significato indeterminato)

        Questa categoria non rappresenta una singola entità biologica; essa compendia sia manifestazioni non correlate a infezione da Hpv oncogeno o a neoplasia, sia aspetti suggestivi della possibile presenza di neoplasia cervicale. Nucleo di 2-3 volte più grande rispetto a quello di una cellula intermedia normale. N/C lievemente aumentato.

        
          	Minima ipercromasia nucleare

          	Minima irregolarità della distribuzione della cromatina

          	Talvolta paracheratosi atipica
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        ASC-H (Lesione squamosa border line, non si esclude lesione squamosa intraepiteliale di alto grado)

        
          	Cellule piccole con alto rapporto N/C

          	Metaplasia atipica

          	Ipercromasia
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        L SIL

        
          	Le cellule appaiono isolate o in lamine

          	Coilocitosi caratteristica, ma non obbligatoriamente necessaria per fare una diagnosi di L SIL

          	Nuclei ingranditi più di tre volte l’area di un nucleo normale di una cellula intermedia

          	Ipercromasia nucleare

          	Necessarie le anomalie nucleari per fare diagnosi di L SIL
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        H SIL

        
          	Le alterazioni citologiche sono a carico delle cellule più piccole e meno “mature” rispetto a quelle della lesione di basso grado

          	Le cellule si presentano singole, in lamine o in aggregati simil-sinciziali

          	L’ipercromasia nucleare si accompagna a variazioni di forma e dimensioni del nucleo

          	Marcato aumento del rapporto N/C

          	Cromatina può essere finemente o grossolanamente granulare oppure omogeneamente distribuita

          	Polimorfismo dei nuclei e delicato citoplasma

          	Irregolarità della membrana nucleare
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            [image: Immagine cui segue didascalia]

          

        

        Carcinoma a cellule cheratinizzante

        Cheratinizzate e non cheratinizzate

        Neoplasia maligna invasiva

        
          	Marcato pleomorfismo di forma e dimensione cellulare

          	Macronucleoli evidenti

          	Cheratinizzazione del citoplasma e diatesi tumorale di fondo

          	Nucleoli prominenti

          	La cromatina è grossolanamente granulare e irregolarmente distribuita con spazi chiari paracromatici

        

        Carcinoma squamoso

        
          	Viene mantenuta la diatesi tumorale

          	Fondo necrotico ben distinguibile

          	Maggiore messa a fuoco dei gruppi cellulari

          	Minore ipercromasia nucleare

          	Nucleoli più prominenti

          	Citoplasma denso e angolare (poligonale)

          	Distribuzione irregolare della cromatina e membrane nucleari ispessite
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        Il carcinoma delle cellule squamose cheratinizzate è più evidente; i detriti della cheratina sono individuabili.

        Denso il citoplasma poligonale con schiarimento della paracromatina, nucleoli prominenti, irregolarità delle membrane nucleari.

        Carcinoma squamoso non cheratinizzante e adenocarcinoma

        Il carcinoma non cheratinizzato delle cellule squamose si presenta principalmente con singole cellule maligne e gruppi di cellule maligne disorganizzate. Le cellule anomale attorno al bordo del gruppo sono più evidenti.

        L’adenocarcinoma tende a formare gruppi di cellule con configurazione più arrotondata. I nuclei tendono a formare dentellature attorno al bordo esterno del citoplasma.

        AGC (Atipie delle cellule ghiandolari)

        
          	Cellule di tipo endocervicale che presentano atipia nucleare più evidente rispetto alle alterazioni reattive o riparative, ma senza i caratteri inequivocabili dell’adenocarcinoma endocervicale in situ o infiltrante

          	Ingrandimento nucleare fino a 3-5 volte l’area del nucleo della cellula endocervicale normale

          	Modesta ipercromasia

          	Il citoplasma può essere abbondante ma rapporto N/C è aumentato

          	Possono essere presenti nucleoli

          	Disposizione disordinata
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        Cellule endometriali atipiche AGC endometriale

        Si presentano in piccoli gruppi tridimensionali, nuclei maggiorati, ipercromasia, nucleoli, citoplasma scarso e vacuolato, bordi cellulari mal definiti
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        Adenocarcinoma in situ

        AIS insorge nello strato superficiale dell’endocervice e non infiltra lo stroma. Lo sfaldamento cellulare avviene in lembi fino a 3 mm, costituiti da cellule affollate e sovrapposte con aspetti a palizzate.

        Aggregati di cellule con nuclei disposti circolarmente in periferia e citoplasmi rivolti verso il centro a formare un lume ghiandolare (rosette).

        Si osservano ancora strutture simil-ghiandolari aperte e talora strutture papillari, ma i nuclei sono ipertrofici e ipercromatici, mitosi e piccoli nucleoli.

        Citoplasmi spesso hanno un aspetto “piumoso”. Di solito è assente diatesi tumorale.
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        Adenocarcinoma endocervicale

        Infiltra lo stroma per oltre 3 mm di profondità. Il ben differenziato si distingue dall’AIS per maggior pleomorfismo e maggiore sovrapposizione nucleare, per una polarità cellulare meno conservata nelle rosette e nelle palizzate. È presente diatesi tumorale.

        L’adenocarcinoma poco differenziato è caratterizzato dalla presenza di aggregati tridimensionali balloniformi, di cellule con nuclei eccentrici di grandi dimensioni.
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        Adenocarcinoma endometriale

        
          	Aggregati di cellule piccole con nuclei di volume lievemente aumentato, rotondi o ovali e citoplasma lievemente vacuolato

          	Quindi nuclei aumentati e perdita della polarità

          	I nuclei presentano ipercromasia, cromatina a distribuzione irregolare e aree chiare, specie nei tumori di alto grado

          	Nucleoli prominenti

          	I neutrofili intracitoplasmatici sono comuni

          	Può essere presente diatesi tumorale acquosa o finemente granulare, aggregati anche papillari
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        A volte può capitare che anche un preparato eseguito in fase liquida non possa essere interpretato.

        Ciò avviene perché il ginecologo utilizza creme per favorire l’ingresso dello speculum in vagina compromettendo la buona riuscita del preparato in strato sottile.

        

        
          (10) Con Cervical Intraepithelial Neoplasia (Cin) si indicano lesioni di tipo proliferativo displastico (quindi non ancora neoplastiche) del collo uterino causate dell’infezione del virus Hpv. A seconda della sua gravità, il processo displastico è suddiviso in tre fasi: Cin 1, 2 e 3.

        

        
          (11) Con l’acronimo ASC-US si indicano le «Cellule squamose atipiche di significato indeterminato»

        

        
          (12) Maccallini V, et al. — Comparison of the conventional cervical smear and liquid-based cytology: results of a controlled, prospective study in the Abruzzo Region of Italy — Acta Cytol. 2008 Sep-Oct;52(5):568-74

        

      

    

  
    
      Diagnosi prenatale non invasiva

      Tina Cafiero

      Premessa

        Prima di addentrarci nell’argomento – la diagnosi prenatale non invasiva, partendo dalla diagnosi prenatale invasiva – è necessario chiarire un concetto fondamentale, di tipo etico, ovvero che le decisioni inerenti ai percorsi diagnostici prenatali si fondano su presupposti etici e morali individuali. Quindi, ogni specialista è tenuto a fornire una corretta informazione sugli aspetti di tipo tecnico e scientifico, ma non può esprimere la propria opinione alla gestante. In generale, quando si fa una consulenza di tipo genetico, bisogna soltanto cercare di essere quanto più asettici e chiari possibile con la persona che si ha davanti. Sarà poi la gestante a decidere, dopo una spiegazione accurata, quale sarà il percorso clinico che vuole seguire. Qualunque scelta imposta da una persona – che sia lo specialista o che sia un parente – rischierebbe di portare a conseguenze psicologiche devastanti.

        La diagnosi prenatale è un complesso di indagini strumentali e di laboratorio che serve a valutare lo stato di salute del nascituro. Teniamo presente che si tratta di un paziente che non si può vedere, perché all’interno di un organismo, e possiamo soltanto fare delle supposizioni su quale sarà il suo stato di salute sulla base di tutti gli esami che vengono effettuati durante la gestazione.

        La diagnosi prenatale è finalizzata ad accertare la presenza nel feto o nell’embrione di una condizione patologica.

        I test prenatali sono diversi: la diagnosi genetica pre-impianto (è già un test prenatale), gli screening prenatali e la diagnosi prenatale (che poi si divide in invasiva e non invasiva).

        Cenni storici

        La diagnosi prenatale risale già alla fine degli anni cinquanta quando, attraverso lo studio della cromatina in interfase, era possibile vedere nelle cellule amniotiche la presenza del corpo di Barr, e quindi stabilire se si trattasse di un soggetto femminile.
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          Nuclei di due cellule in interfase, rispettivamente con uno e tre corpi di Barr

        

        Il corpo di Barr è il cromosoma X che viene lyonizzato, ovvero silenziato. Questo per una questione di dose tra maschio e femmina, anche se una percentuale di tale cromosoma (circa il 15%) viene comunque espressa ed è ciò che ci rende diverse dall’uomo e che ci consente di essere fertili. Una dose in più di questa porzione di cromosoma recherebbe dei danni. L’individuo umano è un delicato complesso in equilibrio: basta una microscopica variazione a provocare danni.

        Il primo nucleo (in alto nell’immagine) ha un corpo di Barr, potrebbe quindi essere un soggetto femminile. In realtà potrebbe anche essere un soggetto maschile con sindrome di Klinefelter.

        Il secondo nucleo (in basso nell’immagine) potrebbe indicare una sindrome della quadrupla X, in quanto soggetto femminile con 4 X e 3 corpi di Barr. In realtà potrebbe essere anche una pentasomia: una variante della sindrome di Klinefelter. Sono casi atipici, soggetti rarissimi, che però possono esistere.
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          Pentasomia del cromosoma X

        

        Nel 1966 vennero effettuate le prime analisi cromosomiche su liquido amniotico.

        Nel 1968 il dottor Valenti e collaboratori fecero la prima diagnosi di trisomia 21.

        Da qui, in rapida successione, furono messi a punto test biochimici del siero materno, ossia test predittivi non invasivi che consideravano alcuni parametri analitici fisiologici: alfafetoproteina (AFP), gonadotropina corionica (hCG), estriolo libero non coniugato (uE3), inibina A e plasma proteina A (PAPP-A).

        In generale, per quanto riguarda la sindrome di Down (poi ne parleremo più in dettaglio), la gonadotropina corionica e l’inibina A tendono a essere aumentate se il feto ha una sindrome di Down. Al contrario, se alfafetoproteina, estriolo libero e plasma proteina A sono diminuiti, il feto potrebbe avere una sindrome di Down. Dico “potrebbe” perché si fanno dei calcoli in base all’età gestazionale, all’età della gestante, eccetera.

        Sempre negli anni sessanta, si valutò la presenza di cellule fetali, dell’embrione. Si notò, nelle gestanti, la presenza di cellule con cromosomi Y. Erano soggetti femminili, erano sane, quindi non potevano avere cellule con cromosomi Y. Alla nascita, il feto era maschio. Si presuppose che queste cellule derivassero dalla degradazione delle cellule della placenta, facenti parte dell’embrione.

        Tecniche diagnostiche prenatali

        Le tecniche diagnostiche prenatali possono essere invasive e non invasive.

        Le tecniche invasive maggiormente usate sono villocentesi e amniocentesi. Inoltre si hanno la funicolocentesi, la fetoscopia e la diagnosi pre-impianto.

        Tra le tecniche non invasive, abbiamo l’ecografia ostetrica. L’ecografia è un sistema di monitoraggio, è una diagnosi non invasiva fondamentale, in quanto consente di rilevare diversi aspetti, dalla lunghezza dell’embrione al battito cardiaco, fino a vedere completamente, con la morfologica, la struttura del feto.

        Poi abbiamo i test sierologici su sangue materno e la diagnosi prenatale sul Dna fetale libero circolante nel sangue periferico. Inizialmente si faceva la diagnosi captando le cellule nucleate che derivavano dalla degradazione della placenta. In realtà, il numero di queste cellule è esiguo. È molto più facile recuperare il Dna circolante fetale, che è anche in quantità maggiori. Quindi la prima tecnica che veniva inizialmente utilizzata è stata abbandonata per focalizzarsi su questa.

        Tecniche invasive

        La diagnostica prenatale invasiva comprende l’insieme delle procedure che servono a prelevare tessuti dell’embrione o annessi, allo scopo di indagare sia sospette cromosomopatie, che sono correlate a quadri clinici malformativi (questi ultimi possono derivare da un’ecografia ostetrica o da un sospetto ostetrico) o per la ricerca di agenti infettivi, per la valutazione di parametri ematologici fetali.

        La scelta della tecnica da impiegare, che viene poi dettata dell’indicazione e anche dall’epoca gestazionale (questo è fondamentale), comunque deve essere scelta dalla donna senza che ci sia alcuna pressione.

        Per la villocentesi, l’epoca di esecuzione è tra l’undicesima e la tredicesima settimana. Potrebbe essere eseguita anche alla decima, ma si sono riscontrati casi di bambini che alla nascita presentavano malformazioni al livello degli arti. Si è pertanto stabilito di effettuare questa analisi un po’ più in là, dopo la decima settimana, per evitare tale rischio.
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          Mano sinistra di un neonato con riduzione del terzo, quarto e quinto dito

        

        L’esecuzione è ambulatoriale. La via è transaddominale o transvaginale.

        I rischi materni sono: perdite ematiche, contrazioni uterine e isoimmunizzazione da fattore Rh.

        I rischi fetali sono: aborto (2%) e anomalie degli arti per prelievi effettuati prima della decima settimana.
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          Modalità del prelievo

        

        La modalità del prelievo prevede una biopsia dei villi coriali: la parte più estrema della placenta. Vengono prelevati all’incirca 20-30 mg di tessuto.

        La villocentesi è una vera e propria biopsia, per cui le tecniche di indagine possono essere diverse: coltura, Array-CGH, Dna…

        L’amniocentesi invece si effettua attraverso un prelievo di liquido amniotico (15-20 ml), sempre ecoguidato. L’epoca di esecuzione è tra la sedicesima e la diciottesima settimana (c’è chi lo fa anche in quindicesima). Anche se queste sono le settimane ideali, si può andare oltre; spesso lo si fa perché è meno rischioso rispetto alla funicolocentesi. La via di esecuzione è transaddominale. I rischi materni sono gli stessi: emorragia per perforazione uterina, emorragia dei vasi addominali, isoimmunizzazione da fattore Rh e puntura della vescica. I rischi del feto sono: aborto (minore dell’1% rispetto alla villocentesi), infezioni e puntura del feto.

        Per la funicolocentesi l’epoca è tra la diciottesima e la ventiduesima settimana. L’esecuzione è ambulatoriale. La via di esecuzione è transaddominale. I rischi materni sono comparabili a quelli delle altre tecniche invasive. Il rischio fetale però è maggiore del 3% (ecco perché a volte si preferisce fare l’amniocentesi anche dopo la diciottesima settimana) e comprende sanguinamento, bradicardia, lacerazione o ematoma del funicolo.
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          Funicolocentesi: modalità del prelievo

        

        La modalità del prelievo è praticamente identica all’amniocentesi, solo che si va a prendere il sangue dalla vena ombelicale.

        La fetoscopia è una tecnica che non si esegue praticamente più; inizialmente era stata ideata per il prelievo di sangue, adesso viene utilizzata per altri scopi, ovvero se bisogna fare degli interventi sul feto o per un accertamento diagnostico. In poche parole, si va a guardare il feto più da vicino.

        La diagnosi prenatale pre-impianto fa parte delle tecniche di diagnosi invasive. Il materiale cellulare viene prelevato dagli oociti o dall’embrione coltivato in vitro ed esaminato in relazione a una determinata anomalia genetica; queste tecniche si effettuano più che altro per soggetti portatori di malattie genetiche gravi, per cercare di selezionare gli embrioni che non ne sono portatori.

        La biopsia dell’embrione si fa allo stadio di divisione di 8-12 cellule e si prelevano una o due cellule. In alternativa si può fare una biopsia allo stadio di blastocisti, ma questa opzione è molto più rara perché l’embrione può morire. Il materiale che viene prelevato, poi, è sottoposto a una diagnosi di tipo molecolare.
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          Esempio di prelievo
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          Altro esempio, quando l’embrione è più grande

        

        Rischi

        Nella diagnosi prenatale invasiva esiste una percentuale di rischio aborto che invece non abbiamo nella diagnosi non invasiva. È comunque consigliata nei seguenti casi.

        
          	Età materna avanzata (maggiore di 35 anni): le donne attempate hanno una possibilità di generare feti trisomici maggiore. Questo perché possono avvenire fenomeni di non disgiunzione meiotica – o ritardo anafasico – che porta alla formazione di cellule uovo mature che hanno un assetto cromosomico aneuploide. Ecco perché si correla in base all’età.

          	Coppia con precedente figlio affetto da patologia cromosomica o genetica.

          	Genitore portatore di riarrangiamento strutturale, non associato a un fenotipo clinico (i famosi riarrangiamenti bilanciati).

          	Aborto spontaneo ricorrente.

          	Sindromi mendeliane da rottura cromosomica.

          	Indicazioni di tipo teratologico (farmaci, radiazioni, toxoplasmosi, rosolia, citomegalovirus).

          	Feto affetto da anomalia malformativa, ovvero il ginecologo si accorge di essere in presenza di alcune malformazioni dall’ecografia ostetrica e quindi allerta la paziente e fa fare un’amniocentesi o un test invasivo.

          	Esame della translucenza nucale positivo.

          	Anomalie biochimiche (bitest o tritest).

          	Gravidanza con tecniche di procreazione assistita.

        

        Anomalie cromosomiche

        In generale, le anomalie cromosomiche possono essere divise in numeriche e strutturali.

        
          	Numeriche
              	Poliploidie (che non portano alla nascita di nessun feto, perché non sono compatibili con la vita, possono arrivare anche al termine ma nascono soggetti che non sopravvivono)
                  	Triploidie

                  	Tetraploidie

                


              	Aneuploidie
                  	Trisomie

                  	Monosomie

                  	Marker sovrannumerari

                


            


          	Strutturali
              	Traslocazioni
                  	Reciproche

                  	Robertsoniane

                


              	Inserzioni

              	Delezioni
                  	Terminali

                  	Interstiziali

                  	Sindromi da microdelezione

                  	Sindromi da geni continui

                


              	Duplicazioni

              	Inversioni

              	Cromosomi ad anello

              	Isocromosomi

            


        

        Le alterazioni strutturali sono di vario tipo; anche micro e macro delezioni.

        Come abbiamo già detto, l’assetto cromosomico dell’individuo umano è un delicato complesso in equilibrio e basta una dose in più o in meno di un gene, a volte, a creare gravissimi danni.

        I geni che vengono spostati possono subire delle alterazioni derivate dall’espressione di tali geni (overespressione o insufficienza) e creare gravi danni.

        Nei nati vivi, la frequenza delle alterazioni del cariotipo alla nascita, in assenza di diagnosi prenatale, è circa dell’1%.

        
          
            
              	Anomalie cromosomiche
              	Frequenza (%)
            

            
              	Numeriche
              	autosomiche
              	0,15
            

            
              	Maschi
              	0,11
            

            
              	cromosomi del sesso
            

            
              	Femmine
              	0,07
            

            
              	Strutturali
              	bilanciate
              	0,52
            

            
              	sbilanciate
              	0,06
            

            
              	Totali
              	0,91
            

          
        

        Prendiamo l’età materna e correliamola con le maggiori aneuploidie che sono compatibili con la vita, e sono quelle più preoccupanti per la donna in diagnosi prenatale: trisomia 21 (sindrome di Down), trisomia 18 (sindrome di Edwards) e trisomia 13 (sindrome di Patau).

        
          
            
              	Età materna
              	Trisomia 21
              	Trisomia 18
              	Trisomia 13
            

            
              	15 - 19
              	1:1600
              	1:17000
              	1:33000
            

            
              	20 - 24
              	1:1400
              	1:14000
              	1:25000
            

            
              	25 - 29
              	1:1100
              	1:11000
              	1:20000
            

            
              	30 - 34
              	1:700
              	1:7100
              	1:14000
            

            
              	35 - 39
              	1:240
              	1:2400
              	1:4800
            

            
              	40 - 44
              	1:70
              	1:700
              	1:1600
            

            
              	45 - 49
              	1:20
              	1:650
              	1:1500
            

          
        

        Come possiamo vedere, man mano che aumenta l’età, dai 15 ai 49 anni, l’indice aumenta, quindi il rischio è sempre maggiore (ritardo anafasico oppure errori di non disgiunzione meiotica).

        Ecco alcuni esempi.
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          Trisomia 21 classica, abbastanza intuibile
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          Trisomia 13
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          Trisomia 18
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          Parziale trisomia 15 che può portare a sindrome di Prader-Willi o Angelman, due sindromi genetiche gravi

        

        
          
            [image: Immagine cui segue didascalia]

          

          Aneuploidia del cromosoma X, cariotipo di un soggetto Turner, con un corredo cromosomico 45, X

        

        In generale, le aneuploidie dei cromosomi sessuali sono sempre quelle meno maligne.
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          Triploidia della X

        

        A differenza della monosomia, in soggetti con triploidia della X abbiamo i due corpi di Barr. Però, come già detto, il cromosoma X non viene totalmente silenziato. Una piccola porzione, che è quella che permette alle donne di essere fertili, contiene il 15% di geni che vengono espressi. Sul cromosoma X è presente la maggior parte dei geni responsabili del ritardo mentale. Ecco perché molte malattie genetiche riguardanti il ritardo mentale sono X-linked; proprio perché risiedono su quel cromosoma e i maschi che derivano da donne che sono portatrici di una sindrome mentale X-linked hanno una probabilità al 50% di ereditarla.
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          Monosomia 21 con traslocazione robertsoniana

        

        Questo è un soggetto sano. La traslocazione robertsoniana si ha quando un cromosoma acrocentrico perde i satelliti, un altro perde il telomero e si va a fondere con l’altro.

        Cromosomi marker

        Parliamo di un altro tipo di cromosoma che non è distinguibile, ma che potrebbe essere presente in un cariotipo: il cromosoma marcatore.

        Un cromosoma marcatore a volte è una spada di Damocle, perché non si può capire subito l’origine e se sia maligno o meno. Sono dei cromosomi sovrannumerari che possiedono il centromero; quindi riescono a entrare nel ciclo mitotico e a essere trasferiti da una cellula all’altra mentre si divide. L’origine è impossibile da identificare, bisogna utilizzare tecniche di citogenetica molecolare. La tecnica utilizzata, nella maggior parte dei casi, è il chromosome painting, almeno per capire l’origine di questo cromosoma marcatore. Se il cromosoma non è un ring, la maggior parte delle volte questi cromosomi sono costituiti da satelliti e da centromero, quindi porzioni di cromosoma di Dna che sono eterocromatici, ovvero Dna che non codifica niente, spazzatura. Pertanto non saranno maligni.

        Altri casi, invece, sono quelli in cui è possibile avere la presenza di cromosomi che contengono parti codificanti – come il 22, il 15 o il 14 – che possono essere estremamente pericolosi e dare origine a soggetti che hanno delle sindromi malformative cromosomiche veramente gravi.

        I cromosomi marker possono essere classificati in de novo o familiari. Normalmente quelli familiari vengono ereditati di generazione in generazione e sono innocui.

        Ne abbiamo 1:800 casi in amniocentesi, 1:400 in pazienti con ritardo mentale, 1:4000 nella popolazione generale.
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          Ring del cromosoma X

        

        Tecniche non invasive

        Le tecniche non invasive sono: l’ecografia ostetrica, i test sierologici sul sangue (di cui abbiamo già parlato) e la diagnosi su Dna fetale circolante.

        L’ecografia ostetrica, come detto prima, consente di datare l’età gestazionale con precisione perché si prende la misura dell’embrione e, da questa, si riesce a capire quanto tempo ha.

        In più è possibile fin da subito:

        
          	identificare il numero dei feti;

          	valutare l’accrescimento fetale;

          	controllare lo spessore della plica nucale (che è molto importante) attraverso la translucenza nucale;

          	misurare la quantità di liquido amniotico;

          	diagnosticare (più avanti) le anomalie scheletriche, le cardiopatie e le agenesie degli organi (cioè la mancanza di un organo, per esempio un solo rene).

        

        I test sierologici su sangue materno consentono di effettuare una valutazione di tipo probabilistico, cioè non permettono di identificare o di escludere direttamente le anomalie cromosomiche ma di selezionare pazienti a basso e ad alto rischio.

        I periodi in cui si effettuano questi test sono il primo trimestre, il secondo trimestre, oppure abbiamo il test combinato del primo e secondo trimestre.

        Per lo screening prenatale possiamo dire, in generale, che l’alfafetoproteina è prodotta dal sacco vitellino e una parte di questa sostanza si trova anche nel sangue materno. Quando è ridotta possiamo avere la sindrome di Down, presumibilmente perché sia il sacco vitellino sia il feto sono più piccoli.

        L’estriolo – l’ormone non coniugato, prodotto sempre dalla placenta – utilizza precursori derivati dal fegato e dalla surrenale ed è ridotto anch’esso in presenza di un feto con sindrome di Down.

        La gonadotropina corionica è correlata con l’età embrionale ed è prodotta dalla placenta. Il suo dosaggio è utile a confermare una gravidanza in atto. Quando le BETA sono molto basse ci potrebbe essere il sospetto di una sindrome di Down, perché l’embrione si accresce più lentamente.

        Nipt (test prenatale non invasivo)

        Frederick Sanger è colui che ha inventato il sequenziamento, da lui in poi vengono tutte le tecniche di genetica molecolare; da lui parte la next generation sequencing (Ngs).

        La diagnosi prenatale non invasiva è stata una vera e propria rivoluzione. A Hong Kong già dal 2011 viene utilizzata ed è stata introdotta nella pratica clinica. Anche in Italia ha preso piede e forse un giorno farà parte dei test di screening nazionali.

        Viene chiamato Nipt (test prenatale non invasivo) o Nipd (diagnosi prenatale non invasiva). In Italia si deve ancora utilizzare “test”, mentre in America e in altri Paesi si utilizza la parola “diagnosi”.

        Il Nipt valuta la presenza di aneuploidie fetali in gravidanza: attraverso il sistema di lettura massiva del genoma umano è possibile contare il numero di cromosomi. La diagnosi si focalizza solo su determinati cromosomi e su determinate aneuploidie che potrebbero essere presenti. Questa tecnica è stata supportata da tutte le riviste scientifiche internazionali. Se voi andate su PubMed e fate una ricerca, troverete tantissimi articoli, da «Pnas» a «Nature», che parlano di questa diagnosi prenatale non invasiva.

        Inoltre la SIGU (Società Italiana di Genetica Umana), che inizialmente era molto scettica nei confronti di questo test, ha emesso un documento di indirizzo all’impiego della diagnosi prenatale non invasiva, che potete scaricare dal sito della Sigu (13).

        La grande portata di questo test è nella possibilità di evitare che le donne vengano indirizzate inutilmente a delle procedure invasive.

        Il test si basa sull’analisi del Dna fetale isolato dal plasma materno. Quindi basta effettuare alla madre un prelievo di sangue consistente (10 ml) dalla decima settimana in poi.

        Vorrei precisare che tutti gli individui hanno nel sangue del Dna libero circolante perché deriva dai tessuti che si degradano, non solo dalla placenta e dall’embrione. Per effettuare il test, questo Dna libero viene distinto da quello dalla madre. Il Dna fetale è molto più piccolo di quello della madre per cui, dopo una laboriosa estrazione, viene effettuata un’estrazione differenziale e vengono separati i frammenti piccoli da quelli grandi.

        Quindi, come detto, deriva dalla degradazione di cellule della placenta ed è dovuto a processi apoptotici delle cellule del trofoblasta, la parte più esterna, rilasciate nel flusso sanguigno in piccoli frammenti che vanno dai 150 ai 250.

        Questo Dna circolante è presente dalla quinta settimana in poi, ma non è sufficiente per effettuare un’analisi. Solo dalla decima settimana di gestazione in poi è presente una quantità sufficiente affinché si possa eseguire il test di diagnosi prenatale.

        L’aspetto fondamentale è che questo Dna circolante non è più presente dopo qualche giorno dal parto.

        Come detto, un campione di sangue, alla decima settimana di gravidanza, viene purificato dalla componente del plasma di sangue intero materno. Il Dna estratto viene analizzato mediante le tecniche di sequenziamento massivo (Ngs). Le tecniche vengono definite «tecniche di sequenziamento di seconda generazione» e l’analisi dei dati viene poi effettuata utilizzando un algoritmo bioinformatico e software particolari.

        La diagnosi prenatale non invasiva è un test semplice e sicuro. Non comporta alcun rischio (né di aborto né di infezione), quindi potrebbe essere proposta a tutte le donne che sono in gravidanza, a qualsiasi età.

        Il test Nipt è supportato da tutte le società scientifiche di ginecologia e genetica mondiali.

        È stato definito il miglior test per le gravidanze ad alto rischio nelle donne adulte, ovvero quelle che (come abbiamo detto all’inizio) sono a rischio di ritardo anafasico o di non disgiunzione meiotica.

        Anomalie cromosomiche rilevate

        
          	Aneuploidie
              	Trisomia 21 (Sindrome di Down)

              	Trisomia 18 (Sindrome di Edwards)

              	Trisomia 13 (Sindrome di Patau)

              	Trisomia 9

              	Trisomia 16

              	Monosomia X (Sindrome di Turner)

              	XXX (Trisomia X)

              	XXY (Sindrome di Klinefelter)

              	XYY (Sindrome di Jacobs)

            


          	Sindromi da microdelezione
              	Sindrome di DiGeorge (delezione 22q11.2)

              	Sindrome da delezione 1p36

              	Sindrome di Angelman (delezione 15q11.2)

              	Sindrome di Prader-Willi (delezione 15q11.2)

              	Sindrome Cri du Chat (delezione 5p)

              	Sindrome Wolf-Hirschhorn (delezione 4p)

            


        

        Queste sono tutte delezioni che danno origine a un complesso quadro clinico malformativo, di ritardo mentale, autismo.

        Le gravidanze gemellari presentano una situazione di dubbio, ma io credo che presto verrà eliminato perché la tecnologia è in continuo progresso.

        Prima di tutto diciamo che le gravidanze gemellari hanno un’incidenza dell’1-2%. Di questi, 2/3 sono di-zigoti e 1/3 sono omozigoti. Tecnicamente è più difficile ottenere un campione di Dna libero da ciascun feto, che sia distinguibile, per cui ci potrebbe essere un esito discordante tra due feti.
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          Gravidanza gemellare di-zigotica
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          Gravidanza gemellare monozigotica

        

        Rischio di aneuploidia nella gravidanza multipla

        
          	Possiamo dire «c’è una Y» se è presente il cromosoma Y, ma non possiamo dire che entrambi sono maschi o uno è maschio e uno è femmina, perché noi valutiamo la presenza del cromosoma Y, che ci dice che c’è un soggetto maschio, però non ci dice quanti sono.

          	Oppure se viene rilevata una trisomia 21 non possiamo attribuirla a uno dei due, a entrambi o solo a uno… sia ha il rischio che solo uno sia affetto da un’anomalia cromosomica, che almeno uno dei due ce l’abbia. Per cui, se viene un dubbio non sappiamo se ce n’è uno o se ce ne sono due. In quel caso bisogna fare una diagnosi invasiva.

          	La bontà del test si ha quando la probabilità è che entrambi i feti abbiano un cariotipo normale.

        

        Non è possibile valutare bene le aneuploidie che sono correlate con i cromosomi sessuali (Turner, Klinefelter…)

        La differenza della bontà del test, nella detection rate, tra il test invasivo e il test non invasivo è veramente minima. Anzi, è sovrapponibile nel caso delle trisomie. Pertanto questo test è il migliore quando bisogna andare a valutare la presenza o meno delle aneuploidie classiche che possono essere portate nella popolazione.
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          Analisi del cariotipo di una coppia

        

        La cosa fondamentale, secondo la mia esperienza, è che la coppia che non ha mai avuto altri figli e non ha mai fatto un test cromosomico si sottoponga durante la gravidanza anche a un’analisi del cariotipo di entrambi i genitori.

        Coppie che hanno un elevato numero di aborti e non hanno fatto mai un cariotipo, è bene che lo facciano perché probabilmente l’aborto può essere dovuto a un riarrangiamento cromosomico.

        Infine è bene notare che il test non evidenzia i mosaicismi. Per cui bisogna considerare anche questo, quando sono di basso livello, a meno che non siano di altissimo livello.

        I mosaicismi sono dei riarrangiamenti cromosomici che avvengono a livello post-zigotico, ovvero dopo che lo zigote, l’embrione, si è formato. Poi si verificano, nelle prime cellule embrionali, degli errori nelle divisioni cellulari; per cui si genera una cellula che ha un corredo cromosomico errato (una trisomia, un ring, un’alterazione cromosomica) che poi viene ereditata a mosaico in tutto l’embrione.

        La Nipt non è in grado di evidenziare traslocazioni sbilanciate o la presenza di marcatori. Questo deve essere ben chiaro.
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          Traslocazione 6-7 sbilanciata

        

        
          
            [image: Immagine cui segue didascalia]

          

          Traslocazione robertsoniana 13-14
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          Delezione OP36, gravissima, con un quadro fenotipico altamente patologico

        

        Applicazioni diagnostiche della Nipd su cfDNA

        
          	Valutare la presenza di aneuploidie

          	Determinare il sesso fetale nelle gravidanze a rischio per malattie genetiche X-linked; per esempio, prima di decidere di fare una diagnosi prenatale invasiva, la presenza del sesso femminile nelle donne portatrici di una sindrome X-linked può rassicurare

          	Determinare il genotipo fetale RhD (Rh blood group, D antigen) in donne Rh D-negative

          	Malattie autosomiche dominanti (acondroplasia, morbo di Huntigton) di origine paterna o de novo

          	Malattie autosomiche recessive (b-talassemia, fibrosi cistica, Sma...)

        

        Limiti del test

        
          	Può solamente valutare le aneuploidie di tipo cromosomico

          	A volte può succedere che i risultati del test non riflettano il cariotipo del feto, ma quello materno

          	L’esame non esclude che il feto possa avere altre anomalie

          	Nelle gravidanze gemellari i risultati ottenuti potrebbero riflettere lo stato di uno solo dei due feti

        

        A quali pazienti dovrebbe essere offerta

        Pazienti a partire dalla decima settimana di gestazione che soddisfino uno dei seguenti criteri.

        
          	Rischi materni legati all’età (≥35 anni)

          	Risultati positivi sullo screening del siero materno

          	Gravidanza precedente con aneuploidie

          	Gravidanze a basso rischio

          	Gravidanza da fecondazione assistita sia singola che doppia (inclusa eterologa)

          	Per placare l’ansia della donna

        

        I risultati del test

        Possono essere aneuploidia rilevata, non rilevata o sospetta (casi borderline). In questo ultimo caso bisogna effettuare il test invasivo.

        Non è possibile proporre un test genetico di diagnosi prenatale se la paziente non consulta un genetista, perché il colloquio tra paziente e genetista è importante per effettuare una giusta anamnesi familiare e cercare di concordare insieme quale sia il miglior test prenatale.

        La consulenza genetica è un processo di comunicazione non direttivo, ma uno scambio tra il paziente e il genetista.

        In conclusione, possiamo dire che il Nipt non sostituisce la diagnosi prenatale invasiva, che deve rimanere comunque un’opzione percorribile.

        In generale non esiste un test migliore o peggiore. Esiste il test appropriato per quella paziente. Nel caso dei test genetici, la consulenza genetica è obbligatoria.

        

        
          (13) SIGU Web — Linee guida NIPT
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