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Riassunio

La diagnosi di abuso alcolico basata su dati og-
gettivi rappresenta una necessita sia in ambito
clinico che forense. Tra i differenti marcatori di
abuso alcolico cronico, la Carbohydrate Deficient
Transferrin (CDT) ¢ riconosciuta in tutto il mon-
do come Pindicatore piu affidabile. Tuttavia, ad
oggi, molte problematiche relative al reale signi-
ficato della CDT e all’affidabilith della stessanella
diagnosi di abuso alcolico non hanno trovato una
soluzione definitiva, come riportato in numerosi
lavori di ricerca e review. Il presente lavoro tipor-
ta le Linee Guida del Gruppo Tossicologi Foren-
si Italiani per Panalisi e Pinterpretazione della
CDT in ambito clinico e forense.

Gruppo Tossicologi Forensi italiani-SIMLA
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Summary

Carbohydrate-Deficient Transferrin (CDT). Gui-
delines for analysis and intespretation

The diagnosis of alcohol abuse based on objective data
1s 2 necessary requirement in both clinical and forensic
environments. Among the different biomarkers of cheo-
nic alcohol abuse, Carbohydrate-Deficient Transferrin
(CDT) 1s world wide recognized as the most reliable
indicator. However, several problems about the real
meaning of CDT and the reliability of its use for the
diagnosis of alcohol abuses are still open, as reported
by numerous research articles and reviews. The pre-
sent article reports the gnidelines of the Italian Group
of Forensic Toxicologists (GTTT) for analysis and in-
terpretation of CDT in both clinical and forensic envi-
ronments.
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1. Introduzione

La diagnosi oggettiva di abuso alcolico assume an
rilievo fondamentale in diverse aree della medicina cli-
nica ¢ legale, tra cui la gastroenterologia, la cardiologia,
la neurologia e la psichiatria, la medicina del lavoro, la
medicina del traffico, la patologia forense, etc.

Oltre allapproccio diagnostico tradizionale basato
sulle informazioni anamnestiche, sull’esame clinico, sul-
Puso di questionari, nonché sullimpiego di alcuni marker
biochimici non specifici (enzimi epatici, volume cot-
puscolare medio),negli anni pit recenti l'attenzione a
livello internazionale si & spostata su nuovi indicatori di
abuso alcolico, come gli addotti proteici dellacetaldei-
de, gli esteri etilici degli acidi grassi, Uetilglicuronide,
nonché la carbohydrate deficient transterrin (CD'T).

Quest'ultimo marker & attualmente impiegato in
molte sedi nell’Buropa Centrale e Settentrionale e si sta
rapidamente affermando anche nella realtd italiana,
come indicatore affidabile ed estremamente specifico
di abuso alcolico cronico.

11 termine CDT ¢ il nome collettivo di un gruppo di
isoforme minori della transferrina che presentano un
tidotto grado di glicosilazione, la cui concentrazione
sierica risulta strettamente correlata all’abuso alcolico
cronico o abituale quest’ultimo aggettivo da intendersi
nell’accezione non clinica ma medico legale di rischio
di ricaduta.

Dalla sua scoperta nel 1978', la CDT ¢& presto dive-
nuta oggetto di ricerca sia in area pre-clinica che clini-
ca. Una recente ricerca su PubMed www.ncbinlm.
nih.gov/entrez/query.fegi relativa al periodo 1986~
2007, usando come termine di ricerca “carbohydrate
deficient transferrin” ha permesso di evidenziare 587
articoli. Tra questi sono state identificate numerose re-
views relative ai differenti aspettl dell’analisi e dell’in-
terpretazione della CD'T. Si ritiene di dover citare in
particolate la review pubblicata da Arndt T. nel 2001
relativa ai lavori sulla CDT pubblicat tra il 1976 e il
2000, che & divenuta una pietra miliare sull'argomen-
to?, nonché la review pubblicata da Bortolotti E et al.
nel 2006, che copre il periodo tra il 2001 e il
2005,

Il presente contributo, sara suddiviso in seziond e sot-
tosezioni con riferimento ai diversi aspetti pre-analitici,
analitici, post-analitici e di interpretazione della CDT.

Nel 2007 una commissione afferente all’Internatio-
nal Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine, IFCC, Working Group on Standardization
of Carbohydrate-deficient Transferrin (IFCC-WG-
CIDT) ha pubblicato un documento contenente indi-
cazioni relative alla standardizzazione metodologica®.

2. Definizione e struttura della CDT

La transferrina (Tf) umana ¢ una proteina sierica di
trasporto del ferro composta da 679 aminoacidi con
due potenziali siti di glicosilazione, Asn-413 e Asn-611,
che usualmente legano due catene carboidratiche bi o
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triantennatie contenenti 4 differenti carboidrati (N-ace-
tilglucosammina, mannosio, galattosio e acido sialico
in sede terminale).

La glicoforma pit rappresentata nel sicto umano
contiene due N-glicani biantennari per un totale di 4
residui di acido sialico (retrasialo-T¥, pl 5.4); sono inol-
tre presenti isoforme minosi con 2 (disialo-Tf, pI 5.7),
3 (wisialo-Tf, pI 5.6}, 5 (pentasialo-Tf, pl 5.2) ¢ 6 (esa-
sialo- T+, pI 5.0y residui di acido sialico. Infine, posso-
no essete determinate, seppure in tracce nel siero nor-
male, anche isoforme con un solo residuo di acido
sialico (monosialo-Tf) o con nessun residuo {asialo-
T1).

Le glicoforme di transferrina CD'T-correlate, sulla
base di un ampio consenso scientifico, comprendono
le isoforme con un punto isoelettrico > 5.7 e quindi
asialo-Tf, monosialo-Tf e disialo-Tf, che rappresenta-
no complessivamente, nel soggetti non abusatori di
alcol, meno del 2% della wansferrina totale.

Alcuni metodi immunometrici per la determinazio-
ne della CDT includono nell'analisi quote di trisialo-
'Tf; su questa base nel passato & stata proposta Vinclu-
sione anche di questa isoforma nella definizione di CDT.
Questo ha rappresentato Poggetto di un dibattito che
si & concluso con la decisione di escludere la trisialo-Tt
dalla definizione della CDT, dimostrando una sua
mancata correlazione con abuso alcolico™ ™.

E’ noto che con le tecniche analitiche attualmente
disponibili {isoelectrofocusing, elettroforesi capillare ¢
HPLC), la disialo-T ¢ determinabile anche in sogget
non abusatoti, mentre le frazioni asialo e moonosialo-
Tf non sono usualmente identificabili. Tuttavia, in pre-
senza di un netto incremento della disialo-TE, si assiste
di norma alla comparsa di concentrazioni determina-
bili di asialo-Tf. Invece, a dispetto della sua formale
inclusione nella definizione teotica della CDT, la mo-
nosialo-Tf, non ¢ mai stata chiaramente € sistematica-
mente associata all’abuso alcolico.

3. Meccanismi fisiopatologici
dell’incremento alcol-indotto della CDT

Vi ¢ attuabmente un generale accordo sul fatto che la
CDT aumenti sopra i livelli “normali” a seguito del-
Passunzione di almeno 60-80 g/die di alcol etilico per
10-15 giorni. Tuttavia, ad oggi Uesatto meccanismo con
cui lalcol etilico determina Paumento delie isoforme
carboidrato-deficienti non ¢ ancora completamente
compreso. Secondo la letteratura pit recente si tratta
di un processo complesso che coinvolge sia il traspor-
to intracellulare di proteine che Pattivita enzimatica’.

Vi sono inoltre evidenze secondo cut la concentra-
zione di CDT aumenta, pus timanendo entro i comu-
i limiti di normalitd, anche in caso di moderato con-
sumo di bevande alcoliche'.

T2 concentrazione sietica di CD'T si riduce a seguito
dell’astinenza da aleol etilico con un’emivita oedia ci
circa 15 giorni.




| piMel / WLaM 2008; 6

Non & ancora chiarita la varfabilitd individuale dei
meccanismi fisiopatologici che sottendono all'incremen-
‘1o in ragione del consumo alcolico.

Da studi recenti, non risultano significative differen-
se nelle concentrazioni basali di CDT in differenti aree
ggograﬁche, includendo anche quelle aree in cui & noto
. un deficit dei sistemi ossidativi dell’alcol™.

4. Pre-analisi

Tra le diverse condizioni pre-analitiche potenzialmente
idonee ad alterare la CDT, Puso e il tipo di anticoagu-
Janti, nonché la dutata e la temperatura di conservazio-
ne del campione sono state oggetto di studi.

In particolate, risulta che la maggior parte degli uti-
lizzatori utilizza quale campione di analist il siero uma-
ae. Tuttavia, considerato il non trascurabile tempo ne-
cessario per il completamento dei processi di coagula-
zione (e la possibilita di contaminazione batterica), €
stato proposto Puso di plasma. A questo riguardo vie-
ne raccomandato di non utlizzare quali anticoagulanti
EDTA o epatina, che interferiscono con la saturazione
ferrica della transferrina® Risulta invece che i gel sepa-
ratoti ed il caolino non interfetiscano con Panalisi. Man-
cano tuttavia studi sufficientemente estesi ¢ pertanto,
quando necessario, queste modifiche metodologiche
dovranno essere preventivamente validate in sede.

Relativamente alla conservazione del campione, una
sintesi della letteratura pit: recente, integrata dalla no-
stra espetienza, porta a formulare le seguent conclu-
sond.

1l campione pud essere conservato a temperatura
ambiente fino a 30 ore (studi indicherebbero una sta-
bilita fino a 3-5 giorni, ma tale possibilita sembra irre-
alistica nella normale pratica di laboratorio), a 4°C per
non pit di 1-2 settimane e a -20°C per parecchi mesi.
Risulta infine che ripetut cicli di congelamento e scon-
gelamento del medesimo campione non inficiano la
determinazione della CDT>*",

Si fa presente comunque che eventualitd piu comu-
ne di interferenza sulla determinazione defla CDT ¢
rappresentata dailo sviluppo di batteri produttori di
neuroaminidasi che determinano una rimozione dei
residui glicanici con produzione artifictale di forme a
minore glicosilazione. Tale fenomeno ¢ casuale e non
sistematico e pertanto devono essere prese cautele per
prevenire la contaminazione dei campioni ¢ per 0sta-
colare la crescita batterica.

A questo scopo si raccomanda 'uso di provette ste-
rili per la raccolta del sangue e la refrigerazione del
siero nel pitt breve tempo possibile.

Infine, pur non essendo presenti studi specifici in let-
teratura, sembra opportuno raccomandare la raccolta
del sangue da soggetti a digiuno.

5. Analisi
Successivamente alla prima identificazione delle iso-
forme della CDT mediante isoclectrofocusing scguita

279

da immunofissazione e colorazione dei complessi
CDT-anticorpo antitransferrina nel liquido cerebrospi-
nale degli alcolisti nel 1978, numerosi altri metodi sono
stati proposti per la determinazione di queste glicofor-
me della transferrina, tra cui quelli basati sullimpiego
dellelettroforesi capillare, della cromatografia liquida
¢ sulle determinazioni immunometriche® e, pit recen-
temente, sulla spettrometria di massa’.

Ta separazione molecolare delle isoforme della tran-
sferrina & essenzialmente basata sulle differenze di cari-
ca dovute alla loro differente composizione. Tali dif-
ferenze dipendono in primo luogo dal differente con-
tenmto di residui di acido sialico, essendo usualmente
determinabili sotto questo punto di vista fino a 6 gli-
coforme (da asialo-Tf a peatasialo-Tf) delle nove de-
scritte (da asialo-Tf a octasialo-Tt). Ditferenze di cari-
ca dipendono anche dal differente grado di saturazio-
ne ferrica della molecola (0, 1 o 2 atomi di ferro ferri-
co). Un’ultima fonte di variazione di carica consiste nelle
differenze delle sequenze primarie di amminoacidi ge-
neticamente determinate (variand genetiche).

Al fine di eliminare la pit rilevante sorgente di vatia-
bilitd sputia di carica, vale a dire la differente saturazio-
ne ferrica delle molecole, si applica generalmente una
preliminate fase di saturazione del campione con ione
ferrico. In alternativa, si ¢ anche proposta la completa
desaturazione della transferrina mediante dialisi o ap-
plicazione di chelanti

La quantificazione della CDT puo essere espressa
nei seguenti modi:

1. rapporto percentuale delle isoforme asialo e di-
sialo-TT sulla tetrasialo-Tt, isoforma pit rappresentata
della transferrina (CDT index);

2. rappotto percentuale delle isoforme asialo e di-
sialo-T¥ sulla transferrina totale (YeCDT);

3. percentuale sulla Tf totale o sulla tetrasialo-TT della
sola disialo-T1; .

4. concentrazione assoluta della asialo+disialo-T1.

Ad oggi, a causa di una migliore comparazione delle
informazioni tra metodi immunochimici ¢ metodi se-
parativi strumentali il rapporto percentuale al punto 2
¢ il preferito, Sard comungue necessario precisare nel
referto il metodo di calcolo utlizzato.

5.1 Metodi Eletiroforetici

Fin dalla scoperta della CD'T, la tecnica analitica pia
utilizzata per la sua determinazione € stata Visoelectric
focusing (IEF), seguita da una fase di riconoscimento
immunomettico (immonofissazione, immunoblotting
ete)n

Tale approccio analitico, tuttavia, presenta un ineli-
minabile fimite rappresentato dallinaccuratezza € dal-
Pimprecisione della determinazione quantitativa, basa
ta sulla colorazione off-line ¢ sulla misurazione densi-
tometrica. Per questo motivo tale tecnica ¢ stata pro-
gressivamente sostituita da tecniche quantitativamente
piti accurate come lelettroforesi capillare ¢ la croma-
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tografia liquida. Tuttavia per la sua insuperata selettivi-
ta, PTEF & ancora considerata la tecnica di riferimento
particolarmente nei casi dove sia necessario ottenere la
tisoluzione di isoforme della CDT strettamente corre-
late.

A differenza della separazione in isoelettrofocusing
basata sui differenti punti isoelettrici delle glicoforme
della transferrina, 1 metodi in elettroforest zonale de-
terminano la separazione fisica delle isoforme sulla base
det rappotto catica/massa comunque legato al diver-
so coatenuto di acido sialico della proteina.

Leletrroforesi capiliare € stata proposta per la prima
volta per Panalisi della CDT da Tagliaro etal. nel 1998".
Il metodo era basato sulla separazione delle isoforme
della transferrina in elettroforesi capillare zonale (capil-
lare: 20 um diametro interno, 37 em lunghezza) in tam-
pone borato a pH 8.3 con rivelazione UV a 200 nm.
Al fine di sidurre Pinterazione delle proteine con la pa-
rete del capillare, e quindi di migliorare la sensibilita e la
selettivita analitiche, in una versione migliorata del me-
todo, pubblicata dallo stesso gruppo nel 2000, era
aggionto diaminobutano (DAB) al tampone di sepa-
razione.

Piu recentemente, Wayts ¢t al. pubblicavano un me-
todo che usava reattivi commerciali, tra cul un polia-
nione ed un policatione (CEofix® CDT buffer system,
Analis, Namur, Belgium), che forniva un doppio coa-
dng dinamico della parete del capillare. Il tampone di
sepatazione conteneva anche ione ferrico che asserita-
mente permetteva di evitare la fase pre-analitica di sa-
turazione ferrica’”. Questa prima versione commercia-
lizzata del metodo non era tuttavia soddisfacente dal
punto di vista della risoluzione delle isoforme, per cut
¢ stata successivamente sostituita da versioni pit raffi-
nate che comunque prevedevano la saturazione ferrica
preliminare ¢ che consentivano una migliore separa-
zione e quantificazione di asialo, disialo, trisialo, tetra-
sialo ¢ pentasialo-T1 ™ '

Tuttavia, solo a seguito di ulteriori ottimizzazioni
(2003), il metodo risultava fornire una completa sepa-
razione delle componenti della CDT, producendo ri-
sultati accarati®®. Il metodo & ora commercialmente
disponibile ¢ distribuito da Analis (Namur, Belgio).

L'elettroforesi capillare ha trovato una nuova appli-
cazione basata sull'impicgo di un sistema multicapillare
(Capillarys, Sebia, Evry, France), dotato di sette canali
paralleli e di un sisterna automatizzato di pre-tratta-
mento del campione (saturazione e dilnizione) che con-
sente "analisi diretta di siero (con tivelazione UV a 200
am). I reagent (CAPILLARYS™ CDT) sono forniti
dallo stesso produttore. Le separazioni, che hanno luo-
go in capillari di ridotta lunghezza (17 cm) sono parti-
colarmente rapide assicurando, anche grazie al sistema
di analisi in parallelo, una elevata produttivita. Una va-
lutazione comparativa con metodi in elettroforesi ca-
pillare analitica (monocapillare, lunghezza del capillare:
50 cm) ha dimostrato una ottima correlazione dei ti-
sultati (y = 0.981x + 0.2858 (R2 = 0.9523) (x: Schia
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data; v reference CE data), pur con una risoluzione
infetiote ¢d una generale sottostima delle concentra.
zioni di CDT da parte del sistema multicapillare®. Sy
casi specifici, tuttavia, si é rilevata la presenza di interfe-
renze da matrice che hanno reso problematica la de.
terminazione delle aree dei picchi.

5.2 Metodi Cromatografici

1l primo metodo di determinazione cromatogtafica
della CDT ¢ stato proposto da Jeppsson et al. nel 1993,
1l metodo era basato su una separaziope a scambio
anionico su colonna Mono Q™ HR 5/5 con un gra.
diente di eluizione salina e rivelazione per assorbimen-
to Uv-Visibile a 460 am {selettivo per il complesso
transferrina-ferroy®

Questo metodo, inizialmente penalizzaro da una in-
completa risoluzione delle glicoforme CDT correlate,
& stato successivamente adottato, modificato in alcusni
dettagli, da vari autori, mostrando superiore selettivity,
accuratezza, precisione ed affidabilita deghi immonoas-
say con anticorpi non specifici per la CDT*. In parti-
colare segnaliamo la modifica suggerita da Helander
et al. basata sullimpiego di colonne pit efficienti (Sous-
ce® 15Q PE 4.6/100, Amersham Biosciences, Pisca-
taway, NJ, USA)™,

Recentemente sono stati introdotti metodi commer-
ciali basati su separazioni HPLC Recipe (Munich, Ger-
many), Bio-Rad (Hercules, CA, USA), Chromsystem
(Munich, Germany) che propongono separaziond re-
lativamente rapide, al fine di incrementare la produtti-
vitd, con qualche compromesso in termini di risolu-
zione delle glicoforme della Tt La disponibiliti di re-
agenti altamente standardizzati, peraltro, inctementa la
trasferibilita dei metodi tra laboratori

5.3 Metodi immunometrici

1l ptimo metodo immunometrico per la determina-
zione della CDT fu descritto da Stibler et al. nel 1986™.
Tale schema analitico, con variant rilevanti ma non so-
stanziali, & tuttora diffuso, distribuito sotto different
nomi commerciali %CDT TIA Kit (Bio-Rad Labora-
tordes, Hercules, CA), %CDT (Axis-Shield, Dundee,
UK), Tina-quant® %CDT (Roche, Basel, Switzerland).

Non disponendo di anticorpi specifici per le glico-
forme CDT correlate, questi metodi richiedono una
preliminare estrazione su cartucce a scambio jonico.
La fase estrattiva & seguita da una fase di determina-
sione immunometrica basata su un antisiero anti-Tt
umana, realizzata inizialmente mediante radiomumi-
noassay e successivamente corn tecniche non radiome-
triche (enzyme-immunoassay, immuno-turbicimetiia
ece.) pitr facilmente automatizzabili. La completa 2t
tomatizzazione della fase estraitiva, invece, non € 104!
stata realizzata,

Nel 2001 la Food and Drug Administration ha ap-
provato uno di questi immunoassay (YoCDT-TIA, Axis
Shield Plc, Dundee, UK) per la diagnosi dell’'abuso al-
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colico™. Anche a seguito di positivi risultat di test mul-
ticentrici®?, il descritto schema analitico immunome-
trico & stato estesamente utilizzato specialmente in am-
hiente clinico, pur se notoriamente penalizzato dalla
mancanza di speciticita degli antisiesi e dalla scarsa se-
lettivita della separazione su cartucce monouso.

LVinaccuratezza analitica degli immunoassay per la
CDT ¢ stata chiaramente dimostrata da Alden et al®
In questo studio, sono stati analizzat mediante un im-
munoassay (Axis Shield) 430 sierd, i cul eluati sono stati
mescolati e quindi sottoposti ad analisi HPLC al fine di
determinate la percentuale delle different isoforme,
ottenendo i seguent risultati: asialo-Tf 1.5%, disialo-
T 70.7% and trisialo-TF 27.8%. Sulla base di quest
risultati, gli autori concludevano che la presenza di tri-
sialo-Tf pud generare risultati falsamente elevati. Da
questo esperimento risulta spiegata Fosservazione em-
pitica di frequenti risultati falsamente elevad della CDTY
otteniuti con una versione commerciale dell'immunoas-
say, crroncamente attribuiti da questo autore ad incre-
mentt della monosialo-TT.

Una seconda fonte di inaccuratezza dell’immunoas-
say, ben segnalata in letteratura, ¢ rappresentata dalla
presenza di variand genetiche della transfersina, carat-
terizzate da variazioni nella sequenza primaria, che cau-
sano una variazione della carica totale della proteina.
Di queste si distinguono quelle di tipo B (anodiche) e
quelle di dpo D (catodiche), essendo la transferrina
comune di tdpo C. In uno studio su oltre 1600 sier,
Helander et al.** ha dimostrato che i sottotipi della for-
ma C non interferivano con Pimmunoassay, mentre le
eterozigosi BC e CD (circa I'1% del campione) erano
assoclate, rispetiivamente, con sottostime e sovrast-
me.

La scarsa affidabilitd quanttativa dell'immunoassay,
particolarmente per [ campioni attorno al cut-off uti-
lizzato per identificare Pabuso alcolico, & anche prova-
ta da studi comparativi tra metodi immunometrici e
metodi separativi diretti quali Pelettroforesi capillare e
PHPLC* ™, Su questa base gli autori suggeriscono, se-
condo un approccio tpico della tossicologia forense™,
una sistematica conferma con tecnica alternativa stru-
mentale (HPLC o elettroforesi capillare) dei campioni
tisultati positivi allimmunoassay.

Pitt recenternente (Gennaio 2005) Dade Behting (De-
erfield, 1L, USA) ha introdotto un nuovo immurnoassay
per la CDT, presentato come il primo metodo immu-
nometrico diretto (N Latex CDT assay). La base in-
novativa € rappresentata dall'impiego del primo ant-
siero specifico per epitopi della molecola della tran-
sferrina che sono accessibili solo nelle isoforme CDT
correlate, mentre sono protett da residui oligosaccari-
dici nelle forme a maggiore indice di glicosilazione. La
rivelazione & su base nefelometrica. A causa della sua
elevata specificita, i metodo non richiede alcuna fase
di estrazione e pud quindi essere completamente auto-
matizzato. Inoltre, essendo la reazione Ag-Ab basata
sullo stato di glicosilazione degli epitopi € non sulla

sequenza primaria o sulla carica della proteina, le va-
riand B o D della transferrina non dovrebbero deter-
minare alcuna interferenza. Il merodo ad oggi & anco-
ra in fase di validazione sul campo da parte degli utiliz-
zatori, ma i ptimi lavoti sembrano molto incotaggian-
%, Dovra comunque essere ulteriormente studiata la
cotrelazione tra 1 risulrati di questo metodo e quelli dei
classici metodi strumentali di conferma, che ad oggl
non ha ancora una sufficiente base di letteratura.

5.4 Metodi in spetirometria di massa

Limpiego della tecnologia MALIDI-TOF per lo stu-
dio della Tf umana ¢ stato proposto per chiarire la
struttura delle unita saccaridiche della glicoproteina®

La spettrometria MALDI-TOF ¢ stata anche utiliz-
zata per catatterizzare le proteine eluite daile cartucce
di estrazione del kit immunometrico Axis Shield, por-
tando ancora una volta alla conferma che tale proce-
dura estrattiva della CDT era contaminata da una quo-
ta consistente di trisialo-T1 {isoforma non alcol corre-
lata)”.

T.a capacita identificativa della spettromertia di mas-
sa, in uno schema HPLC-ESI-MS, ¢ stata uglizzata al
fine di studiare le isotransferrine anomale di un grup-
po di malatde note come Congenital Disorders of
Glycosylaton (CDGs)”. Tuttavia, la tecnica non semr-
bra ancora idonea a studi quandtativi e pertanto all’im-
piego nella determinazione della CDT quale marker di
abuso alcolico .

Un approccio alternativo, basato sull’accoppiamen-
to HPLC-ICPMS, consente la determinazione della
CDT mediante misurazione selettiva del ferro conte-
nuto nella transfertina™. Tuttavia questo approccio ad
oggi rimane meramente sperimentale,

6. Interpretazione dei dati’

L’impiego dei risultati dei metodi di determinazione
della CDT a fini diagnostici implica alcune approssi-
mazioni la cul validita deve essere oggetto di adeguata
valutazione.

Innanzitutto la classificazione dei soggetit sottoposti
ad analisi in categoric (normali, abusatori, alcolisti, so-
cial drinkers ... ) comporta la trasformazione di datia
distribuzione continua in dati a distribuzione disconti-
nua. Tale processo viene cseguito utilizzando griglie
interpretative (cut-off, livelli decisionali, ... ) la cui scel-
ta si basa su criterd “politici” che non dipendono dalle
performances analitiche, ma piuttosto dalle esigenze
diagnostiche.

In secondo luogo, affidabilita diagnostica di un in-
dicatore non pud non essere legata alla affidabilird ana-
litica, nel senso che un metodo inaccurato non potra
mai fornire risultati affidabili dal punto di vista dia-
gnostico, per quanto i marker in questione possa esse-
re di per sé sensibile e specifico.

Queste considerazioni di rilievo generale si applica-
no in maniera particolarmente pregnante all’analisi del-
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la CDT quale indicatore di eccessive consumo alco-
lico.

Preliminarmente alla valatazione diagnostica di que-
sto indicatore, infatd, si dovrebbe stabilire quale sia da
considerare nei diversi ambiti il consumo “eccessivo”
di alcol sia dal punto di vista quantitativo che modale.
Questo, in realtd, ¢ stato definito con un accettabile
grado di confidenza solo in ambito medico/psichia-
trico dove il limite stabilito ¢ quello al di sopra del
quale, in presenza di consumo cronico, ¢ possibile pre-
vedere lo sviluppo di complicanze fisiche, psichiche o
sociali. Tale limite corrisponde a circa 80 g di alcol al
giorno per 1 maschi e a circa 60 g per le femmine.

Ovviamente le considerazioni che sono state alla base
dell'identificazione di questi limiti, non si possono adot-
tare acriticamente in aliri ambitd, in cui Pabuso alcolico
deve essere escluso quali Iidoneita alla guida, al lavoro,
al porto d’armd, all’affidamento dei figl, etc.

Per queste ragioni la scelta dei criteri decisionali &
particolarmente delicata e richiede una accurata scelta
delle procedure statistiche alla base degli stessi.

6.1 Specificita e Sensibilita diagnostiche della CDT

La grande maggioranza degli studi applicativi pub-
blicati recentemente sulla CDT tiguarda la valutazione
della sensibilitd e specificith diagnostiche di questo
marker spesso a confronto con matker pit tradiziona-
li di abuso alcolico quali la GGT e il volume cotpu-
scolare medio (MCV),

Al fine di riassumere in modo comparativo la vasta
letteratara sull’argomento, questa & stata condensata in
Tabelle allegate.

La Tabella I raccoglie i lavori dedicat ai principali
parametei (sensibilita, specificita, valore preditivo e area
sotto la cutva ROC) che esprimono Paffidabilita dia-
gnostica della CDT ai fini dell’identificazione dell'abu-
so alcolico.

La Tabella II riassume le condizioni patologiche o
fisiologiche nelle quali sono stad segnalati “falsi positi-
vi” per CDT. Nel passato, incrementi di CDT sono
stati segnalati in condizioni vatie ¢ generalmente non
correlate con difettd della glicosilazione proteica quali
gravidanza, uso di estroprogestinici, cirrosi biliare, epa-
tite cronica, galattosemia, etc”, Tuttavia, tali osservazio-
ni non hanno mai avuto una conferma adeguata nella
letteratura e possono ragionevolmente essere attribuite
ad insufficienze della tecnologia analitica legata all’im-
piego di immunoassay a scarsa specificita.

Si sottolinea in particolare come la patologia epatica
non interferisca nella determinazione della CDT a meno
che non sia associata ad un grave deficit della sintesi di
transferrina che comunque comporta la produzione di
tracciati con distribuzione non interpretabile delle gli-
coforme.

La Tabella ITT riassume le condizioni potenzialmente
causa di “falsi negativi”,

Relativamente ai dati riportati nelle Tabelle di cui so-
pra, al fine di una migliore comprensione delle discor-
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danze risultanti, si devono sottolineare alcuni punti.

1. Spesso Pentita del consumo individuale di alcol, iy
cui conoscenza ¢ ur Necessario pre-fequisito per cal.
colare la sensibilita e specificita diagnostiche del test,
& ricavata dalle dichiarazioni personali dei soggertd ¢
da questionart Ia cui affidabilic, fuorl dalPambito di.
nico, & discutibile. Tale approccio pud portare ad un
bias nella stima del consumo alcolico.

2 linqite tra assunzione quotidiana di alcol “normale”
e “anormale” pud variare in maniera impostante da
una regione all’altra ¢ tra le diverse culture.

3.In alcuni studi le performance diagnostiche della CDT
sono valutate nei confrond degli “heavy drinkers”,
mentre in altrl nei confrond dei “light”, “moderare”
ot “hazardous drinkers”, Tali differenze ostacolano
la valutazione complessiva det risultati dei different
studi.

4. Nella maggior parte degli studi la CDT ¢ determi-
nata mediante metodi immunometrici, ta cai com-
plessitd, scarsa standardizzazione, bassa selettivita ana-
litica e scarsa precisione, come sopra discusso, pos-
sono spiegare le discrepanze tra i differenti studi.

6.2 Differenze sessuali e razziali nella
concentrazione di COT

Nel passato, molti studi riportavano differenze ses-
suali nella concentrazione di CDT nella popolazione
normale con medie solitamente superior nelle femmi-
ne tispetto al maschi, spesso senza raggiungere una si-
gnificativita statistica e senza fornire spiegazioni soddi-
stacend di questo fenomeno vedi citazione n. 2.

In alcuni lavori, queste differenze fra generi sono state
attribuite ad incrementi isolati della monosialo-TE. Al-
i lavori segnalerebbero una pit bassa prevalenza &
valori elevad di CDT nelle donne alcoliste rispetto ai
maschi, ipotizzando una minore seasibilita diagnostica
del test nel sesso femminile®™*. DYaltro canto, altri au-
toti hanno riportato valori di CDT pii alti nelle donne
alcoliste che nei maschi®. Queste osservazioni, sostan-
zialmente discrepanti, possono essere giustificate sia con
la debolezza dei criteri di classificazione adottati nella
formazione dei gruppi studiati, sia con impiego dt
metodi poco accurati dal punto di vista analitico.

Ad oggi, dunque, non esistono motvl scienttict so-
lidi per titenere che esista una significativa differenza
nei livelli medi di CIDT nella popolazione sana.

Relativamente alle differenze razziall, studi recentt
porterebbero ad escludere Pesistenza di un bias inter-
razziale significativo nei livelli normali di CDTY,

6.3 CDT e y-glutamiltransferase

La GGT ¢ uno tra i piti classici parametri chimico-
clinici utilizzad nella diagnostica delle patologie eparti-
che associate all’abuso alcolico e la sua affidabilita m
questo ambito € assicurata da decenni di imipiego clint-
co. Su questa base numerosi stadi hanna valutato il
confronto o l'uso integrato di CDT e GGT.

A questo proposto Sillanaukee and Olsson™ sulla base

e
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di una meta-analisi di studi clinici che comprendeva
1412 casi concludevano che nella discriminazione tra
abusatori di alcol e social drinkers 'uso combinato di
CDT e GGT era migliore che 'uso singolo di clascun
marker (CDT, GGT, AST, ALT and MCV) e degli
altri marker in combinazione.

Considerata la fisiopatologia dellinctemento della
GGT conseguente ad una alterazione anatomo-bio-
chirnica epatica, sembrano assai ragionevoli le conclu-
sioni di Schwan et al.%, che, sulla base di uno studio
longitudinale multicentrico, raccomanda Puso della CDT
come marker biologico di screening del’abuso alcoli-
co e la GGT come indicatore di dipendenza nei sog-
getti con elevata CDT.

7. Uso clinico della CDT

L'uso dlinico della CDT ¢ stato provato nei tratta-
menti di disintossicazione da abuso alcolico dove que-
sto matker, determinato longitudinalmente, si & dimo-
strato superiore alla GGT e all’MCV nell'idendficazio-
ne delle ricadute®”*, nella identificazione della pancrea-
tite alcol-correlata®* e dellepilessia alcol correlata®™,
nonché nella diagnosi di emorragia intracranica alcol
correlata®.

B inoltre ben noto come la CDT sia il pit tipico
indicatore della Carbohydrate Deficient Glycoprotein
Sindrome (CDGS), un gruppo di gravi patologie neu-
rologiche caratterizzate da difetti genetici della glicosi-
lazione proteica®.

Recentt studi indicherebbero alterazioni della CDT
in altre patologie della glicosilazione come la malatda
ostruttiva polmonate cronica (COPDY o in patologie
in cui Vattdvita dell’enzima neuroaminidasi & aumentata
come nelle malattie settiche™.

Un aumento della CDT ¢ stato ipotizzato nella ano-
ressia nervosa®. In realtd, successivamente, mediante
Uimpiego di tecniche analitiche separative, & stato di-
mostrato che nei soggetti affetti da anoressia nervosa
la concentrazione delle isoforme CD'T correlate rima-
neva normale, mentre si assisteva ad un aumento della
teisialo-T,

8. Uso forense della CDT

In ambito patologico forense, particolare interesse si
¢ dimostrato alla determinazione della CD'T sui fluidi
cadaverici per dimostrare una pregressa stotia di abu-
so alcolico. Gl studi disponibili in letteratura indiche-
tebbero che il liquido cadaverico ¢ idoneo, qualora le
interferenze dell’emolisi siano eliminate, alla determi-
nazione della CDT*.

Al medesimo scopo ¢ stato anche riportato Pimpie-
20 delumor vitreo, anche se le concentrazioni molto
inferiori rispetto al siero impongono l'uso di tecniche
ad elevatissima sensibilita® 2,

In realta, Papplicazione di gran lunga piu diffusa in
ambito forense riguatda U'impiego della CDT quale
tndicatore di abuso alcolico nelle procedure di accerta-
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mento dellidoneita al lavoro e al conseguimento/rin-
novo della patente di guida.

A questo riguardo Seidl ha dimostrato una elevata
specificita del test pur in presenza di un basso valore
predittivo negativo®. Inoltre studi piti recend hanno
dimostrato come una elevata percentuale del soggetti
incorsi in infrazioni stradali o incidenti sotto Peffetto di
aleol presentino elevati valori di CDT, corroborando
dunque Pipotesi che la CDT sia un valido indicatore
del rischio di guida in stato di ebbrezza alcolica®™*,

Nell’ambito dell'uso forense preme ribadite come
Paccertamento debba essere eseguito in Centyd che
possano garantire un’adeguata catena di custodia (in-
clusa la necessita di conservare il campione per even-
tuali nuove analisi di revisione), nonché uno schema
analitico che preveda accertamento di screening e de-
terminazione di conferma eseguiti con tecniche basate
su principi chimico-fisici sostanzialmente diversi.

Appare infine necessatio sottolineate come, per una
cotretta diagnosi di abuso alcolico cronico nell’ambito
degli accertamenti di idoneita alla patente di guida, I'uti-
lizzo della CDT debba comunque essere insetito in un
pit ampio protocollo clinico-laboratoristico, come in-
dicato dalle linee guida approvate dalla SIMLA ¢ dal
GTTI ¢ recentemente pubblicare®.

9. Quantificazione e valori di cut-off per la
CcDT

La quantificazione della CDT, mancando uno stan-
dard internazionale, non pud essere eseguita in modo
confrontabile in termini assolut. L'unica espressione
trasferibile tra laboratoti, che ovvia inoltre alla variabi-
lita della transferrina totale, € quella percentuale.

In ragione di difficoltd analitiche, ora in gran parte
superate, la CDT & generalmente espressa come per-
centuale delle isoforme della transferrina CIDT corre-
late sulla transferrina rotale (%ACDT). Un modo alter-
nativo, ma stoticamente accettato & quello di rapporta-
te la CDT alla isoforma della transferrina pid rappre-
sentata, vale a dire la tetrasialo-Tt ({CDT index). Se
questa modalita di espressione fornisce, per la minore
complessita di formazione del denominatore (una sola
isoforma in confronto a tutte le isoforme della tran-
sferrina), valorl meno soggetti a variabilith, si deve
ammettere che la modalita %CDT ¢ pia largamente
utilizzata e pertanto consente una maggiore trasferibi-
lita dei risultati.

Come anticipato nella parte introduttiva di questa
sezione, I"adozione di cut-off pone problemi sia di
natura analitica che interpretativa.

Dal punto di vista analitico si deve ricordare come
preliminare alla definizione dei valori di cut-off, so-
prattutto in fase di esami di conferma, sia la dimostra-
zione della accuratezza dellanalisi. B’ quindi essenziale,
ai fini di un uso dei risultati anche in sedi diverse da
dove sono statl prodotti, che le determinazioni siano
eseguite con metodi altamente accurati, che quindi ri-
flettono il valore “vero” dellanalita,
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Dal punto di vista interpretativo, dobbiamo ricot-
dare ancora una volta che qualsiasi metodo per il cal-
colo del cut-off (identificazione di gruppi di soggetti
“normali”, curve ROC, etc.) non pud prescindere dal-
la preliminare definizione dello scopo per il quale det-
to cut-off si deve applicare.

Inoltre, date le notevoli differenze culturali e geogra-
fiche del consumo delle bevande alcoliche, i cut-off
debbono essere definiti o quanto meno riverificati lo-

Tabella I. Accuratezza disgnostica della COT nella diagnosi di abuso alcolico (AUROC: area sotto ta curva ROC; PPY: valore pr

positivo; PPN: valore predittivo negativo).
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calmente.

Pur non esistendo una consolidata letteratura a pro-
posito, si ammette che i cut-off pitt accettati sono nel-
lintorno di 1,8-2,0% nei metodi separativi & intorno 5
2,5% nei metodi immunomeirici. Le ragiont di questa
differenza stanno probabilmente in interferenze ineli-
minabili determinate dalle isoforme principali (che rap.-
presentano oltre il 90% della transferrina) sulla deter-
minazione immunologica.

Biblisgrafia  Soggesti studiuti

Metodo analitico

AUROC PRI PN Specificits Sensibilila

68 183 maschi che bevevano
una media di 20 drink 4l giorno

69 47 alcolisti che bevevano pid di
100 g/giorno e 34 soggetti astinenti

40 Paziend ospedalizzati con problemi
aleol correlati.

70 53 soggertt di controllo (assunzione
guotidiana di aleol < 20 g}, 29
alcolisti cronici (assunzione quotidiana
di aleol>40 g), 24 pazientl non aleolisti
con epatite cronica C, 22 paziend con
epatite C ¢ abusatori di aleol.

~J

1 188 alcolisti e 132 pazient
di controllo

~J
3]

Bevitori a rischio (25 maschi and 25 CDTect
feramine) che bevevano 350 g

(maschi} and 225 g (femmine} di alcol
alla settimana o che bevevano in maniera
esagerata 1-2 giorni al mese nei passati 12 mesi.

73 7 non bevitoti, 77 bevitori moderati HPLC
{consume di alcol <210 g/serdmana),
139 ford bevitori (consume di aleol
=210 g/settimana) classificati sulla
base di interviste validate stratrurate CD'Tect
e diari quotdiani anonimi. (Biorad)

74 29 maschi ricoverati classificatt come
abusatori di alcol (19) e alcol
dipendent (10) sulla base del
DSM-TII-R

-}

[

Maschi valutatl per intervento
chirurgico del ratto digestive superiore.
Diagnosi di abuso alcolico sulla base del
DSM-TI-R

CDT-RIA

YCIDT-TIA
{Axis Shield)

%CDT-TIA
(Axis Shiekd)

{(Pharmacia)

96% 58%

91%

6.76 T5% 71% (maschi)

5% (femmine)

Q L e 174
h?, Pt i ;4(/!}

98% 48%

14% 100% (maschi)
71% (femmine}

0.87 90% 63%

0.72 90% 33%

CAGE

question-naite
+ CDT 85%

96% for

41

%CDTTIA
(Axis Shicld)

33 alcolistd con malattia epatica, che
avevano una stotiz di continuo uso di
alco! >80 g/giormno and 29 alcolist
senza malattia epatica che consumavano
una media di 131 g/giomo; 45 social
drinkers sani ¢ astinenti

CDTect-RIA
(Pharmacia)

100% per
gli woming;
1% per

le donne
63% per git
nomirti;
46% per le

donne

gli noming
87% per
le doane
63% pe

woming;

36% oer e

donne
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Bildiagrafia  Soggetti studiati Mereds analiticn AUROC PPV PPN Spectfreitd

76 80 soggetri di controllo e 33 alcohsd ChronAlcol. Maschi: 96.7 Maschi: 88.2
con un consumo alcolico giornaliero D (Sangui Fernmine: 88 Femmine: 60
> 60 g felle uitime 4 settimane. Biotech Inc.)

77 47 pazienti con malattia epatica Affinity 0.92
alcolica (classificati sulla base di analisi purification
biochimiche e istologiche e sulla base and ISF with
di una storia di consumo alcolico densitometry
maggiore di 60 g/day per almeno of Coomassie
5 anni); 26 pazienti con epatite stained
steatosica non aleolica, 22 con altre transferrins
malattie epatiche ¢ 21 soggett sani.

78 614 volontari classificat salla base di CZE (Ceofix
interviste e ahitudini alcoliche Analis)
autoriferite e punteggl AUDIT come Cut-offs:
abusatori di alcol (che consumavano 1.2% 92%
pit di 50 g/glomo di etanolo da 2.6% 4%
almeno 3 mesi, n= 413} o come 2.8% 83%
bevitori moderati (<30 g/giorno di 3.0% 90%
etanolo; n= 201}

79 36 fort1 abusatori ricoverad per YCDT-TIA 69%
trattamento di detossificazione e 30 (Axis Shield)
soggetd di controllo. CDTect 61%

(Pharmacia}

80 Studio multicentrico comprendente YCDT-TTA 83% Abuso aleolico:
gruppi di pazienti “abusatori”, (Biorad) 80%
“dipendent” ¢ “controlli” sulla base Dipendenza
dei criteri del DSM IV alcolica: 91%

81 396 donne e 403 uomini di etd WCDTTIA (.83 85% 61%
compresa tra 30 ¢ 60 anni. 45 (Biorad}
incontiavano | critert del DSM-IV per Cut-off:
abuso alcolico (pint di 14 drink alla 2.6%
settimana) and 17 incontravano I criteri
del DSM-IV per dipendenza alcolica.

82 Stadio trasversale nella Germania Per consume
nord-orientale con raccolta def dati dal alcolico
1997 al 2001 of 4310 uvomini e donne ad alto
mtervistati circa il loro recente rischio
consumo alcolico, < 50%

83 581 giovani vomini di 19 anni %CDT-TIA 0.66 63.2% 58.7%
sottoposti a visita di leva, Sulla base {Biotad)
dellauto-rifetito consumo aleolico Cut-off:
indagatc mediante un questonatio, 2.2%
it 20.8% dei soggetri era classificato
come forte abusatore (>21 drinks/
sertimana negli ultimi 12 mesi o CZE (Ceofix,  0.58 60.3% 52.1%

ubriachi per almeno tre volte al mese);
74.9% come bevitore moderata

(6 drinks/settimana) and 4.3% come
astinente.

84 50 pazienti alcol dipendent ricoveratii
press oil centro di detossificazione ¢
85 astinenti

Analis)
Cur-off: 0,62

YuCDT-TIA 0.94
Cut-off 2.2%

per i maschi

and 2.5% per e

fermmine
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Ribliografia  Seygetti stsdiafi Metode analitico AUROC PPV PPN Specificita Sensebifits

85 75 paziend wattat per dipendenza CDTTIA 0.98
aleolica (Biorad)

86 Campiooe random di 130 pazient 80% 85% 96%s AT7%
indagati mediante intervista diagnostica.

87 101 pazient alcol dipendent, 115 social Tina-quant 93.5% in 73.3% per
drinkers, 46 pazienti con Incremento Y%CDT-27¢ pazienti con i paziend
aspecifico fi GGT, 51 paziend con generation aspecifico alcol
Pepatite and 20/31 pazient con cirrosi (Roche) ineremento dipendent
non alcolica/alcolica Cut-off; 3% delle GGT,

88.2% in
pazienti con
Vepatite ¢

70% in pazient
con cirrosi non
alcolica

88 47 pazienti non alcolistl (<280 g/alcol/ ChronAlcol. .91 63%
settimana ¢ senza disordini alcol correlati); D
67 alcolisd con uso rischioso {(Sangui
(>560 g/alcoll/ settimana e disordini Biotech)
alcol correlati) Cut-off:

3U/L

89 102 alcolisti, 34 volontati sani sia social  %CDTe 0.86
drinkers che astinentd CDTect

90 76 pazienti con malard aalcolica epatica  IEF con 71.9% 93.4% in
{criteri dellassociazione cinese medica),  immunofissazione in pazienti in pazient
55 pavienti alcolisti, 32 paziend con ¢ colorazione con malattia con malattia
malattia cpatica non aleol correlata Blue Comassie epatica alcolica  epatica alcolica

91 29 pazienti alcol dipendent, 28 abusatori 93% per 41% per
di aleol and 28 social drinkers identificad dipendenza dipendenza
sulla base di MAST, CAGE e AUDIT tests alcolica’ ¢ alcolica

abuso di 32% per abuso
aleol di alcol

92 633 pazienti seguit da un centro di salute 71-96% 32-92%

divisi in 5 categorie: 1, pazienti che
bevevano pit di 30 g al giorno per le donne
e pitx di 50 g/giorno per gli vomitd; 2,
paziend ricadud; 3, bevitori moderati; 4,
paziend svezgati da meno di un mese; 5,
pazienti svezzatt da pitt di un mese.

Tabella I1. Condizioni cliniche che portano a diagnosi falsarente positive di abuso aleolico.

Condiziont cliniche
<

Sopgetsi stadiati

Metodo analitico

Risubiali

Biblisgrafia
93
94
95

Malattia epatica
in fase rerminale

Malatda catabolica
conseguents a
disordini psichiatrici

Uso di farmaci
anti-epilettici

79 pazienti astinend malattia epatica negli stadi
terminali (astinenza investigate mediante interviste
e determinazioni random delPalcolernia)

11 pazienti femnmine che riferiscono perdira di peso
nelle ultime settimane o che mostrano chiay segni
clinici di malattia

Pagientl nevrologici sotopostd a intervista clinica
semistrutturata comprensiva del consumo alcolico
neglt ultimi 8 giorni.

YCDTETIA

YCDT-TIA
Cut-oft: 6%

WCDT-TIA
and CDTecr

50% del pazienti
mosttavano risulat
falsamente positivi

6/11 pazienti
mostravano elevate
livelli di CDT

falsi posidvi con
< %CDT-TIA che
con CDTect
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Bibliografia Condizioni cliniche Saggetti sindiaki Mesody analitico Risultar
96 Epatite autoimmune  Ragazzo di 15 anni con ur’epatite antoimmune ChronAleol D, CDT 32%
Tipo 1 di tipo 1, il cui diniego di consutne alcolico era YCDT-TIA CDT 3.2%
confermato da sua madre ¢ da AUDIT e MALT-F isoelectric Aumento di
punteggi focusing disialo-TT,
immunofixati no asiale-Tf,
on - silver 0o variand
staining genetiche della
wansferrina
97 Malattia epatica 44 pazienti sotroposti a trapianto epatico ortotipico  CDT-RIA 80% det pazienn

avanzata ‘ per cirrosi. La valutazione pre-trapianto per problemi
alcol correlati eseguita da uno specialista psicologo era
negativa. Era esepuito monitoraggio pre e

post-trapianto.

MOSrAvANG
significativi
incrementi della CIDT.

Tabella IT1. Condiziont in grado di ridurre la concentrazione sierica di CDT.

Bibliografia Condizioni cliniche Saggesti stndiati

Meitndo anafitice Risuitati

S 42 Terapia con
argiotensin 11
receptor blockers

799 pazienti a cul era stata prescritta terapia
farmacologica per lipertensione, il diabete e disordini  (Axis Shield)
diglipidemici. Per ciascun paziente erano determinati

CDT-TIA Abbassamento dei

livelli di CDT

thivelli di %CDT |, nonché registrati la stotfa di
consumo aleolico degli ultimi 30 giorni, T sintomi di
alcol abuso e alcol dipendenza, lo stato di salute

¢ farmaci prescrirt

98 Contenuto totale

730 womini ¢ 613 donne partecipanti allo studio
di acqua WO /ISBRA sui state e trait markers di alcolismo.

Y%CDT-TIA
{Axis Shield) Agglustamenti del
contenuto totale di
acqua aurnentanc
significanvamente le
performance
diagnostche delia
oT
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