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La nuova tecnologia è in volo per aiutare a identificare la rottura prematura pretermine delle membrane, mi-
gliorare l’imaging ecografico, fornire lo screening genetico prenatale non-invasivo, accelerare la diagnosi di infe-
zione amniotica.

Assistere una gestante è ad un tempo un enorme privilegio e una pesante responsabilità.
Come è noto, ci sono molte situazioni, nella pratica quotidiana, in cui ci troviamo in una “zona senza dati”,

dovendo dare consigli e prendere decisioni senza poterci avvalere di solidi dati basati sulle prove. In queste cir-
costanze devono guidarci l’esperienza clinica e l’arte della pratica medica. 

In nessun campo ciò è più evidente che nella clinica ostetrica, dove molti fondamentali interrogativi riman-
gono senza risposta, 

Il nostro obiettivo è quello di rivedere qui una serie di dispositivi e di innovazioni tecniche che sono attual-
mente in via di sviluppo per aiutare il clinico nell’assistere la gestante e il suo feto. 

Test biochimici per la rottura prematura pretermine delle membrane 

La rottura prematura pretermine delle membrane (pPROM, preterm Premature Rupture Of the fetal Membra-
nes), cioè la rottura delle membrane prima della 37a settimana di gestazione, complica fino al 12% di tutte le gra-
vidanze (1). 

Naturalmente, se si potesse vedere il liquido amniotico fluire dall’orifizio cervicale esterno, la diagnosi ne ri-
sulterebbe confermata, ma ciò accade raramente. 

Un dye-test dell’amnios è il gold standard per la conferma della pPROM, ma è una procedura invasiva e, co-
me tale, si accompagna a emorragie, infezioni, rottura iatrogena delle membrane, e aborto. Tra gli altri test at-
tualmente disponibili vi sono una raccolta di liquido amniotico nel fornice posteriore, un test alla “nitrazina” po-
sitivo, e il ferning (cristallizzazione a foglia di felce) del liquido vaginale (Tab. 1). La sola ecografia non può con-
fermare la diagnosi, ma in appropriate situazioni cliniche contribuisce a suggerirla. Tutti questi test clinici han-
no alcune limitazioni in termini di accuratezza, rischi, costo, e facilità di esecuzione (6-14). Inoltre, essi diven-
tano sempre meno precisi quando dalla rottura delle membrane è trascorsa più di 1 ora.

Chiaramente, allora, c’è urgente necessità di un test rapido, accurato ed economico per la pPROM. Nel ten-
tativo di confermare la diagnosi di pPROM sono stati misurati nel liquido vaginale numerosi marker biochimi-
ci – tra cui fibronectina fetale (fFN, fetal FibroNectin), alfa-fetoproteina, prolattina, fattore di crescita insulino-
simile e lattogeno placentare umano – con risultati variabili (5, 15-21). Un test diagnostico largamente usato in
Europa e recentemente approvato dalla Food and Drug Administration (FDA) è l’AmniSure (N-Dia, Inc., Cam-
bridge, MA). Si tratta di immunoassay semplice, di facile esecuzione, rapido (5-10 minuti) e non-invasivo, che
non richiede l’esame con lo speculum. 
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Il test identifica quantità in tracce di alfa-microglobulina 1 placentare (PAMG-1, Placental Alpha Microglo-
bulin-1), una proteina che si trova in abbondanti quantità nel liquido amniotico (2.000-25.000 ng/mL) ma è
presente in concentrazioni di gran lunga inferiori nel sangue materno (5-25 ng/mL). In assenza di rottura delle
membrane, la proteina si trova nelle secrezioni cervico-vaginali in concentrazioni ancora più basse (0,05-0,2
ng/mL). Questa differenza di 10.000 volte tra la concentrazione nel liquido amniotico e nelle secrezioni cervi-
co-vaginali fa della PAMG-1 un marker assai attraente di pPROM (22-25). La soglia minima di rilevazione del-
l’immunoassay AmniSure è di 5 ng/mL, sufficientemente sensibile per identificare la pPROM con una accura-
tezza di circa il 99% (25). La tecnica di esecuzione di questo test è descritta brevemente nella Figura 1. 

Ecografia tri- e quadridimensionale 

L’ecografia è da lungo tempo impiegata in ostetricia per documentare il numero di feti, confermare l’età gesta-
zionale, identificare anomalie strutturali fetali e/o marker di aneuploidia fetale, e accertare il benessere del feto. 

L’ecografia tridimensionale consiste di tre fasi: acquisizione del volume mediante sistemi di scansione interni
(automatizzati) o esterni (a mano libera), esposizione del volume, e manipolazione del volume. 

Analogamente all’ecografia bidimensionale, la qualità dell’imaging tridimensionale dipende dalla presenza di
una quantità di liquido amniotico sufficiente per creare una adeguata finestra acustica. 

Sebbene l’ecografia tridimensionale sia disponibile fin dagli inizi degli anni ’90, essa non ha ancora raggiun-
to il massimo della sua potenzialità. Oltre alla rapida acquisizione delle immagini che possono essere ricostruite
e manipolate, essa ha altri potenziali vantaggi. 
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TABELLA 1 - TEST CLINICI PER CONFERMARE LA DIAGNOSI DI ROTTURA DELLE MEMBRANE.

Metodo

Raccolta

Test alla nitrazina

Ferning

Ecografia

Infusione di
colorante nella
cavità amniotica 

Fonte: voci bibliografiche 6-13.

Tecnica

Visualizzazione di una raccolta
vaginale nel fornice posteriore

Il liquido amniotico è alcalino e,
come tale, vira al blu l’indicatore
di pH alla nitrazina

Quadro di arborizzazione
(cristallizzazione) del liquido
amniotico secco, quale
osservabile attraverso un
microscopio

Può identificare un
oligoidramnios, indicando una
minore quantità di liquido
amniotico, a causa della rottura
delle membrane

Instillazione di indaco carminio
diluito nella cavità amniotica, e
conferma della rottura delle
membrane attraverso la
documentazione della perdita del
colorante in vagina (colorazione
del tampone) entro 20-30
minuti

Accuratezza

Impreciso

Sensibilità: 90,7% 
Specificità: 77,2% 
Falsi positivi: 17,4% 
Falsi negativi: 12,9% 

Sensibilità: 98,0% 
(in travaglio) e 51,4%
(non in travaglio) 
Specificità: 88,2% 
(in travaglio) e 70,8%
(non in travaglio) 
Falsi positivi: 5-30% 
Falsi negativi: 12,9% 

Se usato da solo, il test
non è affidabile. Usato
unicamente per
confermare la diagnosi

“Gold standard” per la
diagnosi di rottura
delle membrane

Inconvenienti

Richiede l’esame con lo speculum. Soggettivo.
Urine, sperma e altri liquidi possono facilmente
essere presi per liquido amniotico e viceversa.

Per la raccolta del campione è necessario l’esame
con lo speculum. Risultati falsamente positivi
possono essere causati da cervicite, vaginite
(vaginosi batterica o Trichomonas), urine
alcaline, sangue, sperma o antisettici. 

Per la raccolta del campione è necessario l’esame
con lo speculum. Richiede un microscopio.
Risultati falsamente positivi possono essere
dovuti a contaminazione del vetrino con
impronte digitali o con sperma e muco
cervicale. Risultati falsamente negativi possono
essere causati da tamponi asciutti,
contaminazione con sangue e perdite. 

Prende molto tempo. Richiede un ecografo ed
esperienza. Può identificare soltanto perdite
significative di liquido amniotico, ma non può
confermarne la causa.

Preciso, ma altamente invasivo (richiede
l’amniocentesi). Costoso. L’amniocentesi si
accompagna a rischi per la gravidanza, tra cui
emorragia, infezione, rottura iatrogena delle
membrane, e perdita della gravidanza (circa 1
caso su 270).



• La modalità di rendere visibili le superfici fornisce chiare immagini di molte strutture fetali (Fig. 2).
• L’ecografia transvaginale tridimensionale può risultare utile nella valutazione della gravidanza iniziale attra-

verso la esatta valutazione del sacco gestazionale, del sacco vitellino e della lunghezza vertice-sacro. 
• L’ecografia tridimensionale può essere usata anche per misurare il volume dei tessuti. 
• Le moderne reti di telecomunicazione rendono possibile trasferire i dati sui volumi immagazzinati dalla eco-

grafia tridimensionale a centri lontani, per la loro rivalutazione e/o per la richiesta di una seconda opinio-
ne di uno specialista. 

Sebbene la sostituzione dell’ecografia bidimensionale non sia probabile in un prossimo futuro, l’ecografia tri-
dimensionale rappresenta comunque un valido complemento nell’imaging ostetrico. Con il progressivo miglio-
ramento della tecnologia, è probabile che l’ecografia fetale evolva fino a somigliare sempre più all’imaging TAC
e RMN. 

Progressi nella diagnosi prenatale 

L’analisi genetica sta offrendo attualmente alla maggior parte delle gestanti la possibilità di valutare il proprio
rischio, legato all’età, di avere un feto con alterazioni cromosomiche, la più frequente delle quali è la trisomia 21
(sindrome di Down). Finora, il solo modo di raccogliere le cellule fetali per l’analisi decisiva è mediante l’amnio-
centesi o il prelievo di villi coriali. Sebbene precisi e affidabili, questi metodi invasivi comportano dei rischi, tra
cui emorragia, infezione, rottura iatrogena delle membrane e aborto. Il rischio, legato alla procedura, di perdere
una gravidanza per l’amniocentesi routinaria eseguita nel 2° trimestre, alla 15a-20a settimana, è dello 0,2-0,5%
(32). Il rischio di perdere una gravidanza con la villocentesi è dell’1-2% (33). 

Per ridurre al minimo questi rischi, i ricercatori stanno tentando di sviluppare test genetici non-invasivi per
accertare in maniera definitiva una eventuale aneuploidia fetale. Cellule fetali sono presenti nella circolazione
materna in concentrazioni di circa 1 cellula ogni 30 materne (34). Durante tutta la gravidanza, nella circolazio-
ne materna è stato trovato anche, in concentrazioni significative, DNA libero fetale. In effetti, il 3-6% di tutto
il DNA libero nel siero materno è di origine fetale, ma questa cifra può raggiungere il 20% in caso di pre-eclam-
psia o di emorragia feto-materna. Per l’analisi genetica il DNA fetale libero può essere superiore alle cellule, per-
ché è relativamente abbondante, non richiede una eccessiva purificazione, e la sua breve emivita preclude effica-
cemente la contaminazione da parte di una precedente gravidanza (35). Tuttavia, recenti tentativi di identifica-
re e isolare cellule fetali, DNA fetale o entrambi dalla circolazione materna, da impiegare nei test genetici per la
diagnosi di aneuploidia, sono in gran parte falliti (36, 37). 
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Fig. 1 - Test AmniSure per la diagnosi di
pPROM.



Intorno al momento dell’impianto (7-10 giorni dopo il concepimento), l’embrione si differenzia in uno stra-
to trofodermico che diventerà la placenta e le membrane fetali, e in una massa cellulare interna che costituirà
l’embrione propriamente detto. Intorno alla 3a settimana dopo il concepimento, cellule del trofoblasto si libera-
no dal polo anti-impianto dell’embrione nella cavità uterina e si scaricano nel muco cervicale. Molti ricercatori
hanno cercato di isolare queste cellule trofoblastiche dalle perdite cervico-vaginali di donne all’inizio della gesta-
zione, e di usarle per il test genetico decisivo (38-41). Studi preliminari hanno dimostrato che in effetti è possi-
bile isolare le cellule del trofoblasto dalla cervice uterina mediante lavaggio del canale cervicale a 7-10,5 settima-
ne di gestazione (38). 

Uno studio più recente ha dimostrato che le cellule del trofoblasto possono essere identificate e isolate anche
dall’orifizio cervicale esterno di donne alla 5a-12a settimana di gestazione usando un cytobrush, una procedura
chiamata a volte Pap-test genetico (41). In quest’ultimo studio, cellule trofoblastiche sono state isolate dall’86%
(195/227) dei campioni con metodo immunocitochimico con anticorpi specifici per il trofoblasto, e l’analisi ge-
netica concordava con la cariotipizzazione del tessuto placentare mediante villocentesi nel 95% dei casi
(186/195) (41). La capacità di raccogliere con successo cellule trofoblastiche dalle perdite cervicovaginali di don-
ne all’inizio della gestazione e di sottoporle all’analisi genetica (analoga a una villocentesi precoce) può costitui-
re un semplice, affidabile, non-invasivo, eppur decisivo test per l’aneuploidia fetale in una gravidanza unica, sen-
za esporre a rischi la madre o il feto. 

Applicazione della tecnologia proteomica all’ostetricia 

La nascita pretermine complica dal 7% al 10% di tutti i parti ed è responsabile di oltre l’85% di tutta la mor-
talità, morbosità perinatale (42, 44). Il travaglio pretermine è probabilmente una sindrome, piuttosto che un
unico disturbo, poiché le sue cause variano ampiamente. Circa il 20% di tutti i parti pretermine sono iatrogeni
e vengono espletati per indicazioni materne o fetali. Dei rimanenti casi, circa il 20-25% sono dovuti a corioam-
nionite, il 30% si verificano in situazioni di pPROM, e un altro 25-30% restano inspiegati (45, 46). 

Quella di infezione amniotica rimane una diagnosi clinica, quale rivelata da tachicardia fetale e materna, do-
lenzia uterina e/o febbre materna. Livelli elevati di glucosio, leucociti, e di alcune citochine (come l’interleuchi-
na-6) nel liquido amniotico o una colorazione Gram-positiva possono suggerire una diagnosi, ma non sono de-
cisivi. Per la diagnosi del disturbo, il gold standard è una coltura del liquido amniotico positiva. Purtroppo, pri-
ma di ottenere la risposta sono necessari alcuni giorni, e in questo periodo l’identificazione precoce di una in-
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Fig. 2 - Diagnosi prenatale di labioschisi feta-
le.
(A) Al momento della valutazione morfologi-
ca del feto, alla 18ª-20ª settimana di gestazio-
ne, va acquisita routinariamente una adegua-
ta veduta del labbro superiore, del filtro e del-
le narici. (B) La diagnosi di labioschisi e/o pa-
latoschisi può essere posta nel 26-72% dei
casi per mezzo dell’ecografia bidimensiona-
le, sebbene le immagini possano apparire più
drammatiche di quanto non sia la realtà, a
causa della incapacità di risoluzione dei tes-
suti molli del viso (26-28). (C) L’ecografia tri-
dimensionale può fornire immagini superiori
del volto fetale, per aiutare i genitori a prepa-
rarsi psicologicamente alla nascita di un
bambino con un difetto facciale. Con l’impie-
go dell’ecografia tridimensionale, le immagini
del volto fetale ottenute prima del parto pos-
sono essere molto simili all’aspetto reale del
volto (D).

NARICI
FILTRO

PALATO

LABBRO SUPERIORE



fiammazione intra-amniotica permette all’ostetrico di accelerare il parto, allontanando in tal modo il feto da un
ambiente intrauterino ostile. A questo fine, i ricercatori hanno recentemente impiegato la tecnologia proteomi-
ca per identificare l’infiammazione intra-amniotica  nel liquido amniotico (47, 49). 

Si chiama proteomica lo studio del complemento proteico di un compartimento liquido, tessuto o linea cel-
lulare per mezzo di tecnologie analitiche proteomiche quali la gel-elettroforesi bidimensionale o la spettrometria
di massa e/o tecniche di identificazione basate su microarray di proteine. La proteomica si è rivelata una promet-
tente nuova tecnologia nella scienza della riproduzione, con il potenziale di definire meglio la fisiopatologia del-
le complicanze della gravidanza, migliorare la diagnosi di condizioni in rapporto con la gestazione quali l’infe-
zione amniotica e la pre-eclampsia, e monitorare la progressione della malattia. Ad esempio, i ricercatori hanno
recentemente impiegato la SELDI-TOF-MS (Surface Enhancer Laser Desorption/Ionization – Time-Of-Flight –
Mass Spectroscopy), una modalità di spettrometria di massa con superficie di deassorbimento/ionizzazione miglio-
rata, indotta da fasci di luce laser, della proteina co-cristallizzata con matrici organiche idonee, interfacciata con
analizzatori a “tempo di volo”, per identificare biomarker proteici discriminatori nel liquor e nelle urine di don-
ne con pre-eclampsia (50-51). 

La spettrometria di massa separa le proteine a seconda del loro rapporto massa/carica (m/z) e può identifica-
re quelle che sono presenti in concentrazioni estremamente piccole (10-12 M) in una soluzione biologica com-
plessa. La SELDI-TOF-MS è una tecnologia proteomica sviluppata recentemente e che combina la cromatogra-
fia con la spettrometria di massa. Il vantaggio di questo approccio è la sua semplicità tecnica, la velocità di scree-
ning, la capacità di usare piccole quantità (2-10 µL) di soluzioni biologiche grezze. Ogni molecola proteica nel
campione biologico viene ionizzata, gli ioni vengono spinti in un analizzatore di massa da un campo elettrico, e
separati a seconda del loro rapporto m/z. 

Un analizzatore a tempo di volo si basa sul principio che, quando accelerata da un voltaggio costante, la ve-
locità con cui uno ione raggiunge il detettore è determinata dalla sua massa. La capacità di questa tecnologia di
far sì che le singole proteine si separino, è migliorata grazie all’aiuto di varie superfici attive dei microarray di
proteine ProteoChip, che sono in grado di agire in maniera differenziale con le proteine in base a interazioni
idrofobiche, di scambio ionico, di affinità per i metalli, o antigene-anticorpo. 

In breve, un campione biologico non diluito è posto su una piccola area (spot) di un array ProteoChip, alla
cui superficie le proteine possono legarsi. Le proteine vengono poi sottoposte a spettrometria di massa dopo co-
cristallizzazione con molecole o con una matrice che assorbono energia (Fig. 3). Le uscite della SELDI-TOF-MS
sono sequenze cartesiane di numeri con i rapporti m/z sull’asse X e l’intensità dei picchi sull’asse Y. Un traccia-
to rappresentativo di SELDI-TOF-MS è mostrato nella Figura 4. Usando questa tecnologia, i ricercatori hanno
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Fig. 3 - Tecnologia SELDI-TOF-MS.
Un campione biologico non diluito (in
questo caso, liquido amniotico) viene
posto su uno spot di un array Proteo-
Chip, e si lascia che le proteine in esso
contenute si leghino alla superficie. Le
proteine sono co-cristallizzate con mo-
lecole che assorbono energia (matrice
di rivestimento), ionizzate, spinte da un
campo elettrico nell’analizzatore di uno
spettrometro di massa, e risolte da que-
sto a seconda del loro rapporto m/z. I
dati della spettrometria di massa vengo-
no poi interpretati da un programma
computerizzato, che genera un tracciato
quale quello illustrato nella Figura 4.
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recentemente identificato distinti biomarker nel liquido amniotico di donne con infiammazione uterina da tra-
vaglio pretermine, che sembra essere predittivo di parto pretermine e danno fetale (49-51). Sebbene per confer-
mare questi risultati siano necessari ulteriori studi, la SELDI-TOF-MS può rappresentare una tecnica accurata,
rapida (10-15 minuti) e riproducibile per la diagnosi di una infiammazione iniziale intra-amniotica in situazio-
ne di travaglio pretermine e/o di pPROM. 

Sebbene cerchiamo di dare alle nostre pazienti una esperienza del parto positiva, obiettivi primari dell’assi-
stenza ante-partum e post-partum sono una madre sana e un bambino sano. Probabilmente, lo sviluppo di di-
spositivi e tecnologie nuove migliorerà la capacità degli ostetrici di raggiungere nei prossimi anni entrambi que-
sti obiettivi.
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Fig. 4 - Tracciato rappresentativo di SEL-
DI-TOF-MS.
Quattro picchi proteici sono evidenti nel
tracciato “malato”. Questi picchi protei-
ci discriminatori (marcati P1-P4) indica-
no la presenza nel liquido amniotico di
composti che segnalano la presenza di
una infiammazione intrauterina. Essi
non sono presenti nei tracciati “norma-
le” e “basale”. Due picchi proteici sono
presenti nei tracciati “malato” e “norma-
le”, ma non in quello “basale”. Sono
questi i picchi di riferimento (marcati R1
e R2).
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