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ABSTRACT 

Background: l’accreditamento di Eccellenza dalla Federazione Europea di Immunogenetica, rilasciato alla Struttura 
Complessa di Medicina Trasfusionale dell’Azienda Ospedaliera “SS. Antonio e Biagio e C. Arrigo” di Alessandria nel-
l’anno 2000, richiede a tutti i laboratori operanti nel campo del trapianto di cellule staminali emopoietiche di rispettare 
determinati standard per garantire un buon livello di qualità del servizio.  
Obiettivi: valutare le prestazioni del nuovo Analizzatore Genetico Applied Biosystems™ SeqStudio™ attraverso la 
validazione del kit PowerPlex® 16 HS System (Promega Italia Srl), presso il Laboratorio di Medicina Trasfusionale 
dell’Azienda Ospedaliera “SS. Antonio e Biagio e C. Arrigo” di Alessandria. 
Materiali e Metodi: sono stati condotti tre studi differenti quello di sensibilità, di misture, di riproducibilità utilizzando 
sia il DNA di pazienti ematologici sottoposti a trapianto allogenico di cellule staminali ematopoietiche, sia il DNA di 
donatori di sangue.  
Risultati: gli studi di sensibilità che utilizzano l'analizzatore genetico AB SeqStudio si sono rivelati più sensibili di quel-
li utilizzati in precedenza (AB 3130), mentre i valori ottenuti negli studi sulle miscele si sovrapponevano ai valori attesi 
e i risultati ottenuti negli studi di riproducibilità erano replicabili e la stessa correlazione esiste nei test eseguita su 
entrambi gli strumenti. 
Conclusioni: l’analizzatore genetico AB SeqStudio attraverso il kit PowerPlex® 16 HS System dimostra avere ottime 
prestazioni in termini di accuratezza e riproducibilità dei risultati ed essere uno strumento più performante in sensibilità 
rispetto all’analizzatore precedente. 
 
Background: the European Federation of Immunogenetics excellence accreditation awarded to the Transfusion Medicine Complex 
Structure of the “SS. Antonio and Biagio e Cesare Arrigo” Hospital in the year 2000, requires all laboratories working in the field of 
hematopoietic stem cell transplantation to meet specific standards for guaranteeing a good level of service quality.  
Objectives: to evaluate the performance of the new Applied Biosystems™ SeqStudio™ Genetic Analyzer by validating the 
PowerPlex® 16 HS System kit (Promega Italia Srl, Milan, Italy), at the Transfusion Medicine Laboratory of the “SS. Antonio e Biagio 
and Cesare Arrigo” Hospital of Alessandria. 
Materials and Methods: three different studies were conducted: sensitivity, mixture, reproducibility, using DNA from hematology 
patients undergoing allogeneic hematopoietic stem cell transplantation and DNA from blood donors. 
Results: the sensitivity studies using the AB SeqStudio genetic analyzer proved to be more sensitive than those used previously (AB 
3130), while the values obtained in the mixture studies overlapped with the expected values and the results obtained in the repro-
ducibility studies were replicable and the same correlation exists in the tests performed on both instruments. 
Conclusions: the AB SeqStudio genetic analyzer through the PowerPlex® 16 HS System kit demonstrates excellent performance in 
accuracy and reproducibility of results and is a better performing instrument in sensitivity than the previous analyzer.
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INTRODUZIONE  
Dall’anno 2000 il Laboratorio di Immunogenetica e 

Istocompatibilità della SC di Medicina Trasfusionale dell’Azienda 
Ospedaliera “SS. Antonio e Biagio e Cesare Arrigo” di Alessandria 
ha conseguito l’accreditamento di eccellenza da parte dell’European 
Federation for Immunogenetics (EFI). L’EFI è la massima società 
scientifica europea riguardo lo studio dell’Immunogenetica e 
dell’Istocompatibilità ai fini di trapianto d’organo e di Cellule 
Staminali Ematopoietiche (CSE) e gestisce un programma di accre-
ditamento, basato su standard concordati da un gruppo di esperti del 
settore. È un accreditamento di eccellenza ed il suo obiettivo prima-
rio è certificare che, se un laboratorio soddisfa i requisiti di determi-
nati standard, c’è la garanzia che fornisca un servizio appropriato e 
ad un livello di qualità accettabile. L’obiettivo secondario che l’EFI 
si prefigge è arrivare ad una standardizzazione delle tecniche, al con-
trollo di qualità nonché al miglioramento del lavoro in materia di 
immunogenetica, istocompatibilità e trapianto, in Europa.1 

A differenza degli standard della International Organization for 
Standardization (ISO), che sono generici perché indirizzati a svariate 
discipline, gli standard EFI sono specifici e vengono regolarmente 
rivisti e aggiornati tenendo conto degli ultimi progressi clinici e tec-
nici nell'immunogenetica e nei trapianti. 

Fra gli standard che ogni laboratorio deve rispettare per poter 
conseguire o mantenere l’accreditamento, ci sono anche quelli rela-
tivi alla validazione di strumentazioni di nuova adozione o di kit di 
reagenti, con lo scopo di poterli utilizzare di routine. Nel caso speci-
fico, sull’analizzatore genetico Applied Biosystems SeqStudio intro-
dotto presso il nostro laboratorio nell’ottobre 2022, è stato testato il 
kit PowerPlex® 16 HS System (Promega Italia Srl, Milano, Italia) 
già in uso, relativo alla metodica di analisi del chimerismo post-tra-
pianto di CSE. 

Il trapianto di CSE, eseguito per la prima volta nel 1957, si è nel 
corso dei decenni affermato come una consolidata applicazione tera-
peutica per la cura di svariate emopatie maligne, alcune neoplasie 
solide e numerose patologie non maligne.2-5 

Per trapianto di CSE si intende la sostituzione di un midollo 
osseo malato con cellule staminali sane. Può essere autologo (le cel-
lule vengono raccolte dal paziente stesso e crioconservate per poi 
essere successivamente reinfuse) o allogenico (le cellule provengo-
no da un donatore sano.4 

Nonostante numerosi progressi, il trapianto allogenico rima-
ne una procedura ad alto rischio: nella fase post-trapianto il cli-
nico deve affrontare decisioni critiche che mirano ad attuare una 
serie di interventi terapeutici (dosaggio di farmaci immunosop-
pressori, infusioni di linfociti del donatore o di altre terapie cel-
lulari, somministrazione di citochine immunomodulatori, ritra-
pianti), potenzialmente pericolosi per la vita, allo scopo di bilan-
ciare i rischi di malattia recidivante, di mancato attecchimento, di 
fallimento in seguito a Graft versus Host Disease (GvHD), la 
“Malattia del Trapianto verso l’Ospite”.5,6 

Uno dei parametri che permettono di supportare fortemente il 
clinico riguardo le decisioni terapeutiche da adottare, in quanto valu-
ta il grado di attecchimento e la buona riuscita di un trapianto allo-
genico, è l’analisi del chimerismo.6-8 

Il chimerismo post-trapianto allogenico indica la coesistenza nel 
medesimo individuo di due patrimoni genetici differenti: quello del 
ricevente e quello del donatore.   

Per effettuare l’analisi del chimerismo, devono essere eseguiti 
test genetici pre-trapianto sul paziente e sul suo donatore; successi-

vamente al trapianto, è di estrema importanza, ad intervalli regolari 
e prestabiliti, monitorare l’andamento del chimerismo sul paziente, 
cioè quantificare la percentuale di cellule ematopoietiche del dona-
tore rispetto a quelle del ricevente, e può essere valutata sia su aspi-
rato midollare che su sangue periferico; da quest’ultimo è possibile 
separare con varie metodiche la linea cellulare mieloide e la linfoide 
ed effettuare anche su queste l’analisi stessa. Alcuni valutano anche 
il chimerismo sulle cellule CD34+ e sulle cellule CD3+.9 

Un paziente può avere un Chimerismo Completo (CC o Full 
Donor) quando la percentuale di cellule di origine del donatore supe-
ra il limite superiore di rilevabilità dell’analisi utilizzata (solitamente 
corrispondente a un chimerismo del donatore >95-99,9%), o un 
Chimerismo Misto (MC) in cui coesistono cellule ematopoietiche 
del donatore e del ricevente.8,9 

La persistenza nel paziente trapiantato di cellule di origine pro-
pria può essere indice di possibile ricaduta di malattia, e la diminu-
zione di cellule di origine del donatore può essere il primo segno di 
fallimento del trapianto.9 

Vari metodi sono stati utilizzati per monitorare lo stato di chime-
rismo, e tutti seguono lo stesso principio di base: distinguere le dif-
ferenze tra donatore e ricevente nei marcatori genetici polimorfici 
informativi. 

Visto l’entità del rischio clinico associato agli interventi terapeu-
tici preventivi, le prestazioni del laboratorio che effettua l’analisi del 
chimerismo devono essere testate attraverso uno schema di 
Valutazione Esterna della Qualità (VEQ) e devono essere soddisfatti 
gli standard di accreditamento generali e specifici.6 

 la metodica maggiormente utilizzata per l’analisi del chimeri-
smo è quella dei microsatelliti o Short Tandem Repeats (STR), a 
causa dell’alto livello di standardizzazione, la grande applicabilità e 
riproducibilità, i brevi tempi di esecuzione, l’economicità e la vali-
dazione clinica in più studi di follow-up.9 

Gli STR o microsatelliti sono marcatori molecolari altamente 
polimorfici in lunghezza e molto variabili nella popolazione. Sono 
costituiti da una sequenza di 2-6 nucleotidi che si ripetono un nume-
ro variabile di volte, lungo tutto il genoma. Variano in lunghezza a 
seconda del numero di ripetizioni della sequenza ripetuta, e il rico-
noscimento e la distinzione di un DNA dall’altro, cioè di un indivi-
duo dall’altro, avviene proprio in base alla lunghezza delle regioni 
considerate.6,9 

Attraverso gli STR, vengono individuati il profilo genetico del 
paziente e del suo donatore prima del trapianto, e vengono selezio-
nati gli alleli informativi adatti per il monitoraggio del chimerismo 
post-trapianto.8,9 

L’analisi del chimerismo basata sugli STR ha una sensibilità 
riportata dell’1-5 %, con un’applicabilità (il numero di coppie rice-
vente/donatore) di quasi il 100%. 

Gli standard EFI nei punti C1.3.2 e C1.3.2.1 della sezione C 
(Garanzia di qualità) richiedono che un laboratorio accreditato 
disponga di meccanismi in grado di monitorare tutti i sistemi e le 
apparecchiature utilizzate. Questo include, prima dell’introduzione 
in routine, la validazione e la verifica di ogni nuovo sistema, sia esso 
un’apparecchiatura o un test, attraverso una comparazione dei risul-
tati con quello precedente.10 

L’obiettivo di questo lavoro è stato quindi effettuare, nel rispetto 
degli standard EFI, uno studio di verifica dell’Analizzatore Genetico 
SeqStudio (Applied Biosystems – Thermo Fisher, Waltham, USA), 
di nuova introduzione presso il nostro laboratorio, al fine di testarne 
le prestazioni in specificità e sensibilità, attraverso la validazione del 
kit PowerPlex® 16 HS System (Promega Italia Srl), già in uso pres-
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so il nostro laboratorio ma mai validato dall’Azienda produttrice sul 
suddetto strumento. 

Con questo studio, è stato possibile comparare le prestazioni del 
nuovo Applied Biosystems SeqStudio rispetto al vecchio analizzato-
re genetico Applied Biosystems 3130. 

Gli Standard EFI, nella sezione D, richiedono inoltre che la 
metodica riguardante il chimerismo, così come tutte le metodiche 
eseguite in un laboratorio di Immunogenetica, sia sottoposta ad un 
programma di Valutazione Esterna di Qualità (VEQ).   

Dall’analisi di Harmer et al. del 2018 è emerso che una delle due 
sezioni degli standard EFI che producono costantemente il maggior 
numero di “non conformità” da parte dei laboratori controllati è pro-
prio quella relativi alla garanzia della qualità. 

 
 

MATERIALI E METODI 

Campioni  
Sono stati utilizzati sia i DNA di pazienti ematologici sottoposti 

a trapianto allogenico di CSE sia quelli di donatori di sangue. 

Estrazione degli acidi nucleici 
L’estrazione del DNA genomico è stata eseguita utilizzando l’e-

strattore automatico Maxwell 16 (Promega Italia Srl), secondo le 
istruzioni del produttore. 

La concentrazione e la purezza dei DNA sono stati valutati uti-
lizzando lo spettrofotometro Biophotometer D30 (Eppendorf, 
Hamburg, Germany). Tutti i DNA sono stati portati alla concentra-
zione ottimale stabilita dal laboratorio di 0,05 ng/μL. 

Reazione di PCR 
La reazione di PCR è stata eseguita su termociclatori (Applied 

Biosystems) utilizzando il kit PowerPlex® 16 HS System 
(Promega Italia Srl), definito come test multiplex di Short Tandem 
Repeats (STR). Questo kit permette di co-amplificare 15 STR loci 
e l’Amelogenina (marcatore del sesso) in una sola reazione di 
PCR, sfruttando quattro fluorocromi per la tipizzazione del DNA 
genomico.  

Test di validazione 
La verifica delle prestazioni del nuovo analizzatore genetico 

SeqStudio (Applied Biosystems - Thermo Fisher) attraverso il kit 
PowerPlex® 16 HS System è stata impostata su tre studi differenti: 

 
1. Studio di sensibilità: dal DNA genomico di un donatore di san-

gue di sesso maschile a profilo STR noto è stata generata una 
serie di diluizioni seriali (vedi Tabella 1), partendo dalla quantità 
di 500 pg fino ad arrivare ad una quantità di 3,9 pg/reazione di 
PCR. I campioni così diluiti sono stati amplificati con il kit 

PowerPlex 16HS e testati in doppio sia sull’analizzatore geneti-
co Applied Biosystems 3130 (che utilizza il polimero POP7) che 
sull’Applied Biosystems SeqStudio (che utilizza il polimero 
POP1), di nuova introduzione, al fine di confrontare la sensibi-
lità dei due strumenti. Questo studio ci ha permesso quindi di 
valutare le prestazioni del nuovo strumento rispetto al vecchio, 
oltre che testare il kit in uso sul nuovo strumento.  

2. Studio di misture: per definire la correlazione tra i risultati e 
i valori attesi, è stato simulato uno stato chimerico tra i cam-
pioni ematici di due donatori di sangue, uno di sesso femmi-
nile, considerato come Ricevente (R), ed uno di sesso 
maschile, considerato come Donatore (D), con concentrazio-
ne di leucociti simile. I DNA dei due soggetti sono stati por-
tati alla concentrazione ottimale stabilita dal laboratorio (0,05 
ng/µL) e, da questi, sono state allestite 15 misture a percen-
tuale nota. Nella mistura M1, ad esempio, sono stati miscelati 
1 µL di DNA di D con 99 µL di DNA di R al fine di ottenere 
una diluizione 1%; nella mistura M2 sono stati miscelati 2 µL 
DNA di D con 98 µL di DNA di R al fine di ottenere una 
diluizione 2%, ecc. (vedi Tabella 2).  
Ogni campione è stato amplificato in tre sedute distinte con il kit 
PowerPlex HS16, eseguite da due differenti operatori; gli ampli-
ficati di ogni seduta sono stati fatti correre sull’analizzatore 
genetico AB SeqStudio con polimero POP1.  
Al fine di valutare di quanto i risultati differiscono rispetto al 
valore atteso, è stata applicata la formula che permette di deter-
minare lo scostamento di misura (b): 

 
b = xm - xref 

Dove: 
xm = media dei risultati ottenuti per ogni singola mistura  
xref = valore attesi 
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Tabella 1. Schema diluizioni seriali. 

Diluizioni           [ng/ L]          DNA(pg)/reaz PCR         DNA% 

Diluizione1                 0.05000                               500                               100% 
Diluizione2                 0.02500                               250                                50% 
Diluizione3                 0.01250                               125                                25% 
Diluizione4                0.006250                             62.5                             12.50% 
Diluizione5                0.003125                            31.25                             6.25% 
Diluizione6               0.0015625                          15.625                           3.125% 
Diluizione7                 0.00078                               7.8                               1.56% 
Diluizione8                 0.00039                               3.9                               0.78%

Tabella 2. Schema diluizioni misture. 

                                    M1       M2         M3        M4        M5        M6        M7        M8        M9       M10      M11     M12      M13       M14      M15 

Diluizione                            1:100        1:50           1:40         1:20          1:10          1:6            1:3            1:2            3:1             6:1           10:1         20:1          40:1           50:1         100:1 
Valore atteso donatore      1%           2%           2.5%          5%           10%        16.6%      33.3%        50%        66.6%       83.3%        90%        95%        97.5%         98%          99%
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3. Studio di riproducibilità:  
• Intra assay: su 5 pazienti precedentemente sottoposti a tra-

pianto allogenico di CSE è stata eseguita l’analisi del 
Chimerismo su: Sangue Periferico (PB), Linea Linfoide (L), 
Linea Mieloide (M) e Midollo Osseo (MO) per un totale di 
20 campioni. Ogni campione è stato amplificato in tre sedute 
distinte ed eseguite da due differenti operatori; gli amplifica-
ti di ogni seduta sono stati fatti correre sull’analizzatore 
genetico AB SeqStudio con polimero POP1. La riproducibi-
lità intra-assay è stata, quindi, valutata confrontando gli stes-
si campioni nelle 3 sedute analitiche e applicando lo scosta-
mento medio dalla media aritmetica (Sµ). 

Lo scostamento medio dalla media aritmetica è un indice di 
variabilità dato dalla media aritmetica dei valori assoluti 
degli scarti dalla media aritmetica: 

  
Dove: 
Xi = % di chimerismo ottenuta 
µ = media delle % di chimerismo ottenute  
n = numero delle % di Chimerismo prese in esame  
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Tabella 3. Risultati studio di sensibilità (AB SeqStudio). 

                                        DIL 1          DIL 2          DIL 3          DIL 4          DIL 5          DIL 6           DIL7            DIL8                                 CN 

[ng/ L]                                        0.05000            0.02500            0.01250           0.006250          0.003125         0.0015625          0.00078            0.00039 
DNA(pg)/reaz PCR                   500 pg              250 pg              125 pg             62.5 pg            31.25 pg          15.625 pg            7.8 pg               3.9 pg                                         0 pg 
DNA%                                           100%                 50%                  25%               12.50%              6.25%              3.125%              1.56%               0.78% 
Locus                               Allele           Peak           Peak            Peak            Peak            Peak            Peak            Peak            Peak            Peak 
                                                           height         height         height         height         height         height         height         height         height 

D3S1358                                          16                   3638                 2933                 1567                  528                   365                   377                    60                     75                      0 
                                                         18                   4226                 3153                 1888                 1062                  416                   179                   251                   233                     0 
TH01                                                 9                    2914                 2612                 1284                  585                   240                   128                   118                     0                       0 
                                                        9.3                   2759                 2320                 1174                  842                   280                   187                    57                      0                       0 
D21S11                                            27                   3035                 2209                 1806                  966                   341                   254                    99                    134                     0 
                                                       31.2                  3548                 2167                 1474                  748                   256                   139                   142                    75                      0 
D18S51                                            17                   2540                  963                   951                   442                   300                   264                   116                   145                     0 
                                                         20                   1762                 1206                  761                   559                    69                    112                   139                   180                     0 
PENTA E                                          7                    2698                 1413                 1179                  960                   258                     0                      97                    105                     0 
                                                         15                   2188                 1533                  775                   740                   226                    86                    226                     0                       0 
D5S818                                            11                   3006                 2999                 1715                  921                   336                   337                   231                   234                     0 
                                                         12                   3355                 2860                 1418                 1401                  287                   326                    54                    517                     0 
D13S317                                          11                   3367                 2423                 1478                  750                   223                   144                   198                    68                      0 
                                                         14                   2453                 2038                 1165                  678                   445                    54                     65                    106                     0 
D7S820                                             8                    3619                 2886                 2036                 1353                  345                   239                   249                     0                       0 
                                                          9                    3358                 2820                 1600                  299                   208                   172                     0                     111                     0 
D16S539                                          11                   6099                 5238                 2925                 1551                  468                   395                   353                   106                     0 
                                                                                                                                                                                                                                                                                           0 
CSF1PO                                          12                   3001                 2545                 1794                  990                   167                     0                     105                    99                      0 
                                                                                                                                                                                                                                                                                           0 
PENTA D                                         12                   4479                 3321                 1680                 1119                  365                   285                     0                     249                     0 
                                                                                                                                                                                                                                                                                           0 
vWA                                                 17                   8236                 4261                 2099                 1599                 1314                  243                   258                   429                     0 
                                                                                                                                                                                                                                                                                           0 
D8S1179                                          15                   9851                 6427                 3241                 1696                  793                   303                   189                   244                     0 
                                                                                                                                                                                                                                                                                           0 
TPOX                                                8                    3965                 1789                 1730                  996                  1488                  379                   543                    87                      0 
                                                         12                   3857                 2933                 1489                 1286                  765                   290                   567                    99                      0 
FGA                                                 21                   5484                 2623                 1488                 1205                  459                   300                    95                    188                     0 
                                                         24                   4373                 3731                 1706                 1160                  733                   150                   384                     0                       0 
AMEL                                               X                    6010                 3780                 1813                 1811                  534                   557                   516                   248                     0 
                                                          Y                    5171                 4177                 2532                 1656                 1521                  923                   308                     0                       0
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Esempio di calcolo dello scostamento medio dalla media aritmetica. 
Data la seguente successione: 99,4    99,23    99,22 
Media ottenuta tra i tre valori: 99,28 
Sµ= (│99,4-99,28│+ │99,23-99,28│+ │99,22-99,28│) / 3 = 0,07 

• Inter assay: sono stati presi in esame 22 pazienti ematolo-
gici precedentemente sottoposti a trapianto allogenico di 
CSE, a cui è stata eseguita l’analisi del chimerismo su: PB 
(23 campioni), L (18 campioni), M (18 campioni) e MO 
(20 campioni) per un totale di 79 campioni. Al fine di valu-
tare la riproducibilità tra i due strumenti AB 3130 con poli-
mero POP7 e AB SeqStudio con polimero POP1 è stata 

calcolata la Variazione percentuale (Δ%), applicando la 
seguente formula: 

 
Variazione percentuale (Δ%): [(xf - xi)/xi  x  100]% 

 
Dove: 
xf : valore di Chimerismo su POP1 
xi : valore di Chimerismo su POP7 

Analisi dei dati 
L’analisi dei dati, col calcolo della percentuale di 

Chimerismo, è stata eseguita da due operatori utilizzando il 
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Tabella 4. Risultati studio di sensibilità (AB SeqStudio). 

                                        DIL 1          DIL 2          DIL 3          DIL 4          DIL 5          DIL 6           DIL7            DIL8                                 CN 

[ng/ L]                                        0.05000            0.02500            0.01250           0.006250          0.003125         0.0015625          0.00078            0.00039                                             
DNA(pg)/reaz PCR                   500 pg              250 pg              125 pg             62,5 pg            31,25 pg          15,625 pg            7,8 pg               3,9 pg                                          0 pg 
DNA%                                           100%                 50%                  25%               12,50%              6,25%              3,125%              1,56%               0,78%                                               
Locus                               Allele           Peak           Peak            Peak            Peak            Peak            Peak            Peak            Peak            Peak 
                                                           height         height         height         height         height         height         height         height         height 

3S1358                                             16                   3638                 2933                 1567                  528                   365                   377                    60                     75                      0 
                                                         18                   4226                 3153                 1888                 1062                  416                   179                   251                   233                     0 
TH01                                                 9                    2914                 2612                 1284                  585                   240                   128                   118                     0                       0 
                                                        9.3                   2759                 2320                 1174                  842                   280                   187                    57                      0                       0 
D21S11                                            27                   3035                 2209                 1806                  966                   341                   254                    99                    134                     0 
                                                       31.2                  3548                 2167                 1474                  748                   256                   139                   142                    75                      0 
D18S51                                            17                   2540                  963                   951                   442                   300                   264                   116                   145                     0 
                                                         20                   1762                 1206                  761                   559                    69                    112                   139                   180                     0 
PENTA E                                          7                    2698                 1413                 1179                  960                   258                     0                      97                    105                     0 
                                                         15                   2188                 1533                  775                   740                   226                    86                    226                     0                       0 
D5S818                                            11                   3006                 2999                 1715                  921                   336                   337                   231                   234                     0 
                                                         12                   3355                 2860                 1418                 1401                  287                   326                    54                    517                     0 
D13S317                                          11                   3367                 2423                 1478                  750                   223                   144                   198                    68                      0 
                                                         14                   2453                 2038                 1165                  678                   445                    54                     65                    106                     0 
D7S820                                             8                    3619                 2886                 2036                 1353                  345                   239                   249                     0                       0 
                                                          9                    3358                 2820                 1600                  299                   208                   172                     0                     111                     0 
D16S539                                          11                   6099                 5238                 2925                 1551                  468                   395                   353                   106                     0 
                                                                                                                                                                                                                                                                                              0 
CSF1PO                                          12                   3001                 2545                 1794                  990                   167                     0                     105                    99                      0 
                                                                                                                                                                                                                                                                                              0 
PENTA D                                         12                   4479                 3321                 1680                 1119                  365                   285                     0                     249                     0 
                                                                                                                                                                                                                                                                                              0 
vWA                                                 17                   8236                 4261                 2099                 1599                 1314                  243                   258                   429                     0 
                                                                                                                                                                                                                                                                                              0 
D8S1179                                          15                   9851                 6427                 3241                 1696                  793                   303                   189                   244                     0 
                                                                                                                                                                                                                                                                                              0 
TPOX                                                8                    3965                 1789                 1730                  996                  1488                  379                   543                    87                      0 
                                                         12                   3857                 2933                 1489                 1286                  765                   290                   567                    99                      0 
FGA                                                 21                   5484                 2623                 1488                 1205                  459                   300                    95                    188                     0 
                                                         24                   4373                 3731                 1706                 1160                  733                   150                   384                     0                       0 
AMEL                                               X                    6010                 3780                 1813                 1811                  534                   557                   516                   248                     0 
                                                          Y                    5171                 4177                 2532                 1656                 1521                  923                   308                     0                       0
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software ChimerMarker (Promega). Il software permette la rimo-
zione di possibili artefatti non specifici, come i pull-up peaks, gli 
stutter peaks e i segnali intensi “fuori scala”.  

 
 

RISULTATI 
1. Studio di sensibilità: le tabelle 3a e 3b riportano i risultati 

dello studio di sensibilità, ottenuti dalle varie diluizioni 
rispettivamente sull’AB 3130 e sull’AB SeqStudio. 
Come si può osservare, nel caso della Tabella 3 si hanno dei 
drop-out con una parziale perdita del profilo genetico (celle 
evidenziate in giallo) già a partire dalla diluizione 5 (31,25 

pg/ DNA pari a 6,5%). Nelle diluizioni 6-7-8 in cui le quan-
tità di templato sono molto basse (Low Copy Number, LCN), 
l’analisi mostra come atteso un’aumentata variabilità e si 
riscontrano numerosi drop-out. Inoltre, nella diluizione 8 si 
osserva una totale perdita del profilo.  
Nella Tabella 4, invece, la parziale perdita del profilo geneti-
co inizia a partire dalla diluizione 6. Si può osservare che i 
drop-out (celle evidenziate in giallo) siano in numero signifi-
cativamente inferiore, per quanto i risultati relativi alla dilui-
zione 8 potrebbero non essere indicativi, in quanto l’altezza 
dei picchi si confonde con il rumore di fondo.  

2. Studio di misture: nella Tabella 5 sono stati riportati i risultati 
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Tabella 5. Risultati ottenuti nello studio di misture. 

                      M1     b (M1)    M2    b (M2)     M3    b (M3)     M4   b (M4)      M5     b (M5)    M6     b (M6)    M7    b (M7)     M8    b (M8) 

Valore           1%                     2%                    2.5%                   5%                    10%                 16.6%                 33.3%                 50% 
atteso  
donatore                          

Risultati             *1.86        *0.48       *2.62       *0.73        *2.88        *0.5         *4.52     *0.80        *10.62      *2.04     *16.51       *0.58      *31.76      *0.44       *47.96       *1.2 
I seduta               1.86           0.48         2.62          1.00          2.88          0.5           4.98        0.20           11.06         2.79        17.34          1.33         32.39        1.03         48.43        0.71 
                                X                               XY                              XY                             XY                             XY                            XY                              XY                             XY                
Risultati             *1.35                         *2.66                         *3.20                        *4.17                       *12.81                     *17.53                       *34.74                      *49.15 
II seduta             1.35                           3.08                           3.20                          4.57                          13.71                        18.25                         35.31                         49.65             
                                X                               XY                              XY                             XY                             XY                            XY                              XY                             XY                
Risultati             *1.22                         *2.90                         *3.24                        *3.90                       *12.70                     *17.50                       *34.72                      *49.29 
III seduta            1.22                           3.32                           3.24                          4.84                          13.61                        18.22                         35.29                         49.78             
                                X                               XY                              XY                             XY                             XY                            XY                              XY                             XY                
                      M9     b (M9)   M10  b (M10)   M11  b (M11)  M12 b (M12)    M13  b (M13)  M14   b (M14)  M15  b (M15)                    

Valore         66.6%                83.3%                 90%                  95%                 97.5%                98%                   99% 
atteso  
donatore                                                  

Risultati            *64.95       *1.21      *79.87      *2.84        *87.2       *2.03      *93.98    *0.45        *97.06      *0.56     *98.07       *0.72      *99.20      *0.04 
I seduta              65.31          0.89        80.01         2.69         87.39        1.87        94.07       0.53           97.13         0.51        98.12          0.67         99.22        0.07 
                               XY                             XY                              XY                             XY                             XY                            XY                              XY                                                 
Risultati            *65.58                       *80.78                       *88.28                      *96.12                      *96.71                     *96.89                       *98.88 
II seduta            65.88                         80.94                         88.43                        96.18                         96.77                        96.93                         98.92                                              
                               XY                             XY                              XY                             XY                             XY                            XY                              XY                                                 
Risultati            *65.63                       *80.72                       *88.42                      *96.27                      *97.03                     *96.89                       *99.05 
III seduta           65.92                         80.88                         88.57                        96.33                         97.08                        96.93                         99.09                                              
                               XY                             XY                              XY                             XY                             XY                            XY                              XY                                                

Tabella 6. Correlazione valori attesi-ottenuti. 

                                   M1         M2        M3        M4        M5        M6        M7        M8        M9       M10      M11     M12      M13      M14      M15 

Valori attesi (%)                  1                2             2.5             5              10           16.6           33.3           50           66.6          83.3           90            95           97.5           98              99 
*Media dei valori              1.48           2.73         3.11           4.2          12.04        17.18        33.74         48.8         65.39        80.46        87.97       95.46        96.93        97.28        99.04 
ottenuti (%)                            
Media dei valori                1.48           3.01         3.11           4.8           12.8         17.94        34.33        49.29         65.7         80.61        88.13       95.53          97          97.33        99.08 
ottenuti (%)                           
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ottenuti nelle tre sedute analitiche, dove le colonne b (Mn°) si 
riferiscono al valore di scostamento di misura per ogni singola 
mistura.  
Nella Tabella 6 per ogni mistura è stato inserito il valore atteso 
e la media dei valori ottenuti con (*) e senza l’aggiustamento 
degli stutter peaks. Come si può notare dalla Figura 1, i valori 
ottenuti sono per lo più sovrapponibili ai valori attesi. 
Il coefficiente di correlazione (r) tra la media dei valori otte-
nuti (con e senza l’aggiustamento degli stutter peaks) e i 
valori attesi risulta essere: r=0.99 dove -1<r<1. 

3. Studio di riproducibilità: 
• Intra assay: i risultati dell’analisi dei campioni relativi 

alle run delle tre sedute analitiche sono stati riportati in 
Tabella 7. 
L’analisi dei dati mostra come lo scostamento medio (Sµ) 
dalla media aritmetica di ogni linea cellulare per ogni 
campione analizzato risulti essere <1%, valore compati-
bile con la variabilità intrinseca alla ripetizione del test.  

• Inter assay: i risultati dell’analisi dei campioni relativi 
alle run su entrambi gli strumenti e corrispondenti poli-
meri sono riportati in Tabella 8. 

Variazione % media ottenuta 
• Sangue Periferico: 0,59% 
• Linea Linfoide: 0,80% 
• Linea Mieloide: 0,64% 
• Midollo Osseo: 0,79% 
• I profili STR pre-trapianto delle coppie analizzate, utilizzando 

il polimero POP1 e lo strumento AB SeqStudio, si sono con-
fermati. 

• Il risultato della variazione % media di chimerismo del donatore, 
calcolata su uno stesso campione fatto correre su AB 3130 con 
POP7 e su AB SeqStudio con POP1, su PB, linea linfoide, linea 
mieloide e BM, risulta essere <1%. 
Il valore <1% è compatibile con la variabilità intrinseca alla 
ripetizione del test indipendentemente dallo strumento e dal 
polimero utilizzato e comunque di molto inferiore alla soglia di 
sensibilità del kit (3%). 
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Tabella 7. Calcolo dello scostamento medio della media aritmetica (Sµ). 

Paziente     Seduta                             PB%         Sµ (PB)           L%            Sµ (L)           M%          Sµ (M)        MO%        Sµ (MO) 

F.P.                            I                                              100                   0.15                  99.65                 0.17                   100                   0.20                99.55                 0.08 
                                II                                            99.76                                          99.59                                          99.67                                        99.42                      
                               III                                           99.56                                            100                                           99.43                                        99.31                      
                                                     MEDIA              99.77                                          99.75                                           99.7                                         99.43                      
R.D.                          I                                              99.4                  0.07                  97.22                 0.10                 99.46                 0.08                95.83                 0.77 
                                II                                            99.23                                          96.98                                          99.24                                        93.69                      
                               III                                           99.22                                          97.18                                           99.3                                         94.51                      
                                                     MEDIA              99.28                                          97.13                                          99.33                                        94.68                      
T. P.E.                       I                                            *97.94             *0.1 0.1             *97.76           *0.08 0.07           *97.39           *0.05 0.05         *97.01           *0.33 0.18 
                                                                               99.14                                          98.98                                          98.69                                        98.28                      
                                II                                           *97.76                                         *97.9                                         *97.49                                      *97.15                     
                                                                               98.97                                          99.12                                          98.79                                        98.39                      
                               III                                          *97.66                                         *97.7                                         *97.53                                      *96.66                     
                                                                               98.88                                          98.94                                          98.83                                        97.94                      
                                                   *MEDIA           *97.79                                        *97.79                                        *97.47                                      *97.27                     
                                                     MEDIA              99.00                                          99.01                                          98.77                                        98.20                      
Z.M.                         I                                             99.52                 0.09                    99                    0.09                 99.17                 0.08                98.59                 0.17 
                                II                                            99.38                                          98.79                                          99.35                                        98.64                      
                               III                                           99.25                                             99                                            99.34                                        98.24                      
                                                     MEDIA              99.38                                          98.93                                          99.29                                        98.49                      
C.P.                           I                                             98.53                 0.32                  97.56                 0.21                 97.06                 0.40                98.38                 0.22 
                                II                                            98.39                                          97.41                                          97.82                                        98.25                      
                               III                                           97.74                                          97.96                                          96.77                                        97.82                      
                                                     MEDIA              98.22                                          97.64                                          97.22                                        98.15                      
*Il calcolo è stato effettuato con l’aggiustamento degli stutter peaks.

Figura 1. Correlazione ottenuti-attesi.
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Tabella 8. Comparazione AB 3130 (POP7) vs AB SeqStudio (POP1). 

               Strumento/Polimero           PB %       Δ%           Y          L %         Δ%           Y          M %        Δ%           Y         BM%       Δ%           Y 

A.T.                           3130/POP7                          100.00         -0.82             A            100.00          -0.8              A             99.75          -0.89             P            100.00         -0.81             A 
                           SeqStudio/POP1                      99.19                               A             99.20                               A             98.86                               P             99.19                               A 

B. R.                         3130/POP7                          100.00         -0.11             A            100.00         -0.23             A            100.00            0                A             98.38          -0.04             A 
                           SeqStudio/POP1                      99.89                               A             99.77                               A            100.00                             2P            98.34                               A 

B. M.                        3130/POP7                           99.79          -0.42              -             99.77          -0.41              -            100.00         -0.44              -             99.51          -0.31              - 
                           SeqStudio/POP1                      99.37                                -             99.36                                -             99.56                                -             99.20                                - 

B. F.                          3130/POP7                           99.89          -0.40              -            100.00         -0.22              -            100.00         -1,31              -             99.42          -0.26              - 
                           SeqStudio/POP1                      99.49                                -             99.78                                -             98.69                                -             99.16                                - 

C. M.                        3130/POP7                           98.72          -0.93              -             99.82          0.13              -             98.50          0.12              -                 -                 -                 - 
                           SeqStudio/POP1                      97.80                                -             99.95                                -             98.62                                -                 -                                    - 

G. C.                         3130/POP7                           99.85          -1.20             A            100.00         -0.39             A             99.83          -0.30             A             99.82          -0.58             A 
                           SeqStudio/POP1                      98.65                              2P            99.61                               A             99.53                               A             99.24                               A 

G. N.                        3130/POP7                           99.41          -0.23              -             99.40             0                 -             99.40          -0.26              -             99.39             0                 - 
                           SeqStudio/POP1                      99.18                                -             99.40                                -             99.14                                -             99.39                                - 

M. E.                        3130/POP7                      *95.9498.34*-0.1-0.13        P      *98.07100.00*-1.89-1.86     P       *96.1198.30*-0.07-0.08      P       *96.1098.31*-0.17-0.14      P 
                           SeqStudio/POP1                *95.8498.21                          P       *96.2198.14                          P       *96.0498.22                          P       *95.9498.17                          P 

M. M.L.                    3130/POP7                          100.00         -0.29              -             97.86          -0.22              -             99.84          -0.25              -             95.91          -0.14              - 
                           SeqStudio/POP1                      99.71                                -             97.64                                -             99.59                                -             95.77                                - 

G. S.                         3130/POP7                          100.00         -0.28              -                 -                 -                 -                 -                 -                 -             98.57          -0.15              - 
                           SeqStudio/POP1                      99.72                                -                 -                                    -                 -                                                   98.42                                - 

P. M.P.                      3130/POP7                           99.64          -0.74              -                 -                 -                 -                 -                 -                 -                 -                 -                 - 
                           SeqStudio/POP1                      98.90                                -                 -                                    -                 -                                    -                 -                                    - 

S. M.                        3130/POP7                            0.25          1-0.96             -              0.13          1-0.59                            0.42          1-0.57                            1.16          1-0.50             - 
                           SeqStudio/POP1                       1.21                                 -              0.72                                                 0.99                                                 1.66                                 - 

T. P.E.                       3130/POP7                     *98.74100.00*-0.91-0.86      -       *98.69100.00*-0.94-0.87              *98.73100.00*-0.82-0.8                *98.70100.00*-2.04-1.92      - 
                           SeqStudio/POP1                *97.8499.14                          -        *97.7699.13                                   *97.9299.20                                   *96.6898.08                          - 

B. D.                         3130/POP7                           95.69          -0.56              -             81.10          -0.36              -             98.51          0.51              -             97.56          -1.60              - 
                           SeqStudio/POP1                      95.15                                -             80.81                                -             99.01                                -             96.48                                - 

M.M.L.                     3130/POP7                           99.89          -0.26              -                 -                 -                 -                 -                 -                 -                 -                 -                 - 
                           SeqStudio/POP1                      99.63                                -                 -                                    -                 -                                    -                 -                                    - 

P. S.                          3130/POP7                          100.00            0                 -                 -                 -                 -                 -                 -                 -            100.00         -0.56              - 
                           SeqStudio/POP1                     100.00                               -                 -                                    -                 -                                    -             99.44                                - 

P. L.                          3130/POP7                               -                 -                 -                 -                 -                 -                                    -                                97.23          -0.17               
                           SeqStudio/POP1                          -                                    -                 -                                    -                                                                     97.06                                  

P.G.B.                       3130/POP7                           99.01          -0.71              -             96.73          0.09              -             97.73          -0.50                            99.17          -1.64               
                           SeqStudio/POP1                       98.3                                 -             96.82                                -             97.24                                               97.54                                  

R. D.                         3130/POP7                           99.79          -0.62              -                 -                 -                 -                 -                 -                 -                 -                 -                   
                           SeqStudio/POP1                      99.17                                -                 -                                    -                 -                                    -                 -                                      

R. D.                         3130/POP7                           99.87          -0.27             P             99.03          -1.82             P            100.00         -0.54             P             95.51          0.34              P 
                           SeqStudio/POP1                      99.40                               P             97.22                               P             99.46                               P             95.83                               P 

C. P.                          3130/POP7                           99.59          -1.20                            99.50          -1.69                            99.37          -1.13              -             99.37          -1.13               
                           SeqStudio/POP1                      98.39                                               97.82                                               98.25                                -             98.25                                  

F. P.                           3130/POP7                          100.00            0                               100.00         -0.35                           100.00            0                 -            100.00         -0.45               
                           SeqStudio/POP1                     100.00                                              99.65                                              100.00                               -             99.55                                  

Z. M.                        3130/POP7                          100.00         -0.48                           100.00           -1                              100.00         -0.83              -             99.44          -0.85               
                           SeqStudio/POP1                      99.52                                               99.00                                               99.17                                -             98.59                                  

T. P.E.                       3130/POP7                          *98.83        *-0.9                           *98.83       *-1.08                          *98.78       *-1.40            -            *98.78       *-1.79 
                                                                                 100           -0.86                              100           -1.02                              100           -1.31                              100           -1.72               
                           SeqStudio/POP1                     *97.94                                            *97.76                                            *97.39                               -            *97.01 
                                                                               99.14                                               98.98                                               98.69                                               98.28                                  

Media Δ%                                                                                 0.59                                                 0.80                                                 0.64                                                 0.79                
Nelle colonne contrassegnate con “Y” è indicato se è stata riscontrata la presenza (P) o l’assenza (A) dell’Amelogenina.
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CONCLUSIONI  
Il nuovo analizzatore genetico AB SeqStudio (Applied 

Biosystems – Thermo Fisher) utilizzato per l’analisi del chimeri-
smo con il kit PowerPlex® HS16 (Promega Italia Srl), ha dimo-
strato ottime prestazioni in termini di accuratezza e riproducibilità 
dei risultati e, rispetto all’AB 3130, essere più performante nello 
studio di sensibilità. Attraverso questo lavoro abbiamo verificato 
che lo strumento testato soddisfa i requisiti dello standard EFI di 
garanzia di qualità e abbiamo quindi ritenuto di inserirlo nella rou-
tine del nostro laboratorio. 

È dimostrato come il monitoraggio del chimerismo possa esse-
re utilizzato dal clinico trapiantologo nel periodo post trapianto 
allogenico, al fine di predire la ricaduta o l’imminente perdita di 
attecchimento, indirizzandolo verso una corretta terapia di 
intervento. 

Lo studio evidenzia l’affidabilità del kit e dello strumento testato 
nel riuscire a discriminare una situazione di chimerismo completo o 
misto e per indirizzare verso una diagnosi precoce di recidiva di 
malattia sia su aspirato midollare, che su sangue periferico e sulle 
linee cellulari linfoide e mieloide. 

Le prestazioni del kit e dello strumento possono inoltre garan-
tirci di ottenere ottime performance durante le verifiche del pro-
gramma di Valutazione Esterna di Qualità, condizione indispensa-
bile, nell’ambito del rispetto degli standard, per mantenere l’accre-
ditamento EFI. 
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