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ABSTRACT

La Medicina basata sulle evidenze (EBM ) va collocata nel processo clinico e assistenziale in modo
appropriato, accogliendo anche modelli cosiddetti a razionalità limitata per quelle situazioni dove
esistono rumore o bias cognitivi...

F Rubba, D Borzacchiello, R Egidio, A Arenella, A Capasso, S Maiello, A Borrelli, S
Avilia, C Andretta, G Battipaglia

1. Introduzione

 La Medicina basata sulle evidenze (EBM ) va collocata nel processo clinico e assistenziale in
modo  appropriato,  accogliendo  anche  modelli  cosiddetti  a  razionalità  limitata  per  quelle
situazioni  dove esistono rumore o  bias  cognitivi  (1,2);  la  metodologia  si  è  arricchita  della
conoscenza partecipata e degli indicatori incentrati sulla persona assistita (PROMPT), focalizzati
sulla percezione e sul particolare sguardo sul mondo.

Questa  dimensione  può  contribuire  a  supportare  il  sistema  qualità  nell’accreditamento  di
percorsi complessi come i programmi trapianto e quelle istituzioni del sistema sanitario, che
abbiano anche una missione accademico-scientifica definiti anche quali training center.

Lo scopo di lavorare sulla qualità è scoprire nuovi e migliori trattamenti, mettere a disposizione
cure complete e migliorare la qualità di vita dei pazienti attraverso una medicina fondata su
prove  scientifiche,  con  un  approccio  interdisciplinare  (3-5).  In  questa  configurazione  il
Programma trapianto CSE nelle sue tre unità (Unità clinica, Laboratorio e Aferesi) assume i
connotati di un Comprehensive Cancer Centre (CCC) .

2. Dal Safety walk around all’EBM walk around

L’EBM  walk  around  (EBMWA)  modifica  la  tradizionale  tecnica  di  valutazione  del  rischio,  che
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prevede visite ed interviste strutturate sui  temi della sicurezza e sulle cause che possono
determinare eventi avversi o situazioni di criticità, aggiungendo la dimensione delle prove di
efficacia e di impatto clinico e percezione sul percorso (6).

Le criticità evidenziate durante L’EBMWA si inseriscono in un database che può configurarsi  in
un  cruscotto  direzionale  digitale,  classificate  sulla  base  dei  fattori  causali  e  contribuenti,
ovviamente  utilizzando  i  Livelli  di  evidenza  degli  studi  (1-3).  

3. Applicazioni nel sistema Qualità

Dovrebbe  essere  in  definitiva  disponibile  per  l’attuazione  dell’EBMWA  un  Kit  di  lavoro
contenente le indicazioni da seguire per la sperimentazione e l’introduzione del metodo insieme
ai  relativi  indicatori  di  esito  e di  processo,  tale  strumento,  eventualmente tradotto in  una
piattaforma digitale.

Di  seguito si  presenta l’introduzione sperimentale dell’EBM WA nell’ambito del  Programma
Trapianti di midollo osseo e CAR-T Unit dell’AOU Federico II, dove il Laboratorio di Manipolazione
e  Criopreservazione  cellule  staminali  emopoietiche  e  Terapia  cellulare  effettua  procedure  di
caratterizzazione  immunofenotipica,  manipolazione,  criopreservazione  di  cellule  staminali
emopoietiche  (CSE)  ad  uso  trapiantologico  e  controlli  di  qualità.

Ciascuna  procedura  di  mobilizzazione  e  criopreservazione  è  sottoposta  a  misurazione  dei
parametri di controllo preventivamente stabiliti in base alla propria esperienza ed la successiva
analisi dei dati consente di ridurre il potenziale impatto negativo sull’ outcome del trapianto.

Tra i fattori che condizionano l’attecchimento del trapianto rientrano il numero e la vitalità delle
cellule staminali ematopoietiche (CSE) reinfuse questo perché il processo di congelamento come
è noto causa la morte di una frazione di cellule, tra cui anche le cellule CD34+,CD45+.

I controlli di qualità delle cellule staminali emopoietiche prelevate da sangue periferico (aferesi)
e  criopreservate  consistono  nell’esecuzione  di  test  specifici  allo  scopo  di  dimostrare  le
caratteristiche  funzionali  delle  CSE  in  termini  di  sicurezza  ed  efficacia.  Per  una  corretta
valutazione qualitativa del processo di raccolta, manipolazione, criopreservazione sono presi in
esame i seguenti indicatori:

Vitalità CD45+;
Vitalità CD34+;
Contaminazione Polimorfonucleati (PMN)
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Le cellule staminali  emopoietiche si  caratterizzano per l’espressione dell’antigene di  superficie
CD34+ mentre le cellule nucleate totali (WBC) si caratterizzano per l’espressione dell’antigene
pan-leucocitario CD45+.

Gli  studi  di  vitalità  cellulare  sono  effettuati  mediante  l’utilizzo  di  un  colorante  per  gli  acidi
nucleici  (7‐AAD- 7-amino actinomicina)  che penetra nelle  cellule morte mentre gli  studi  di
valutazione quantitativa sono effettuati mediante l’utilizzo di anticorpi monoclonali diretti contro
l’antigene pan-leucocitario CD45+ e contro l’antigene CD34+.

La  tecnica  utilizzata  è  la  citometria  a  flusso  (7-9),  protocollo  con  gate  logico  ISHAGE
(International  Society  of  Hematotherapy  and  Graft  Engineering).

Lo Studio delle cellule staminali /progenitrici CD34+ dopo criopreservazione viene effettuato su
campione rappresentativo (segmenti satelliti) dell’unità post-scongelo in pazienti affetti da varie
patologie oncoematologiche da sottoporre a trapianto di cellule staminali con l’obbiettivo di
ottimizzare la valutazione quali-quantitativa delle cellule staminali CD34+ presenti nei prodotti
cellulari  aferetici  dopo scongelamento.  Questa analisi  è  stata condotta  su un totale  di  21
pazienti trapiantati nell’anno 2024 per i quali era disponibile il dato sulla vitalità delle cellule
CD34+,vitalità  CD45+,  polimorfonucleati  (PMN)  specifico  per  ogni  segmento  satellite
rappresentativo di ogni singola sacca reinfusa. Si riportano i risultati della valutazione dinamica
della vitalità delle cellule staminali emopoietiche criopreservate e la loro correlazione con la
contaminazione da polimorfonucleati (PMN).

Nella tabella 1 è riportata la vitalità media delle cellule staminali emopoietiche rilevata nei
campioni rappresentativi delle unità post-scongelo, la vitalità media dei globuli bianchi (WBC) e
la  contaminazione  da  parte  della  popolazione  dei  polimorfonucleati  (PMN)  di  19  pazienti
sottoposti a trapianto di cellule staminali. Inoltre, è riportata l’analisi statistica (si sceglie la
media aritmetica per la descrizione del fenomeno/processo) ed i valori/standard di riferimento
dei parametri ottimali attesi.

                               tabella 1

Vitalità CD34+ Media (%)  Vitalità CD45+ Media (%)  Polimorfonucleati (PMN) Media (%)

82.3%  52.1%  37.2%  

                                     Valore/standard di riferimento:

Vitalità CD34+       (%) Vitalità CD45+ (%) Polimorfonucleati   (PMN)                (%)
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≥70% ≥50% ≤50%

In 2 dei 21 pazienti sottoposti a trapianto di cellule staminali si osserva una vitalità media delle
cellule  staminali  emopoietiche inferiore  ai  valori  standard  di  riferimento  ed una crescente
contaminazione di polimorfonucleati (PMN). Nella tabella 2 e’ riportata la vitalità media delle
cellule staminali emopoietiche rilevata nei campioni rappresentativi delle unità post-scongelo, la
vitalità media dei globuli bianchi (WBC) e la contaminazione da parte della popolazione dei
polimorfonucleati (PMN).

                               tabella 2

Vitalità CD34+ Media (%)  Vitalità CD45+ Media (%)  Polimorfonucleati (PMN) Media (%)

27.0%  24.5%  73.5%  

                                     Valore/standard di riferimento:

Vitalità CD34+       (%) Vitalità CD45+ (%) Polimorfonucleati   (PMN)                (%)

≥70% ≥50% ≤50%

I dati osservati sono compatibili con una correlazione tra le due variabili discusse, che si può
caratterizzare numericamente con una modello lineare generalizzato, in dimensione prospettica.

4. Conclusione

I risultati dei saggi di vitalità cellulare delle cellule staminali emopoietiche CD34+ in relazione
alla variabile “contaminazione di polimorfo nucleati” evidenziano il segnale che una crescente
contaminazione da parte della popolazione dei polimorfonucleati (PMN) influisce negativamente
sulla vitalità delle cellule CD34+ post-scongelo. Pertanto, dall’analisi dei dati emerge che oltre al
congelamento ci sono altre numerose variabili che in un processo delicato e complesso come la
mobilizzazione, raccolta, manipolazione, criopreservazione possono influire negativamente sulla
vitalità delle cellule CD34+. L’EBM WA ha permesso di rivelare una ulteriore variabile di impatto
sull’indicatore, che va poi dimensionata attraverso la verifica prospettica.

FIG 1 Scheda di WA
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