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1. PATOLOGIE DEL CAVO ORALE E MALATTIA PARODONTALE

1. Risultati delle malattie orali e parodontali
1.1 Malattie della cavita orale (COM)

Le malattie della cavita orale (COM), tra cui la parodontite, la gengivite e altre condizioni
inflammatorie, rappresentano una sfida diagnostica significativa. Molte di queste patologie si
sviluppano in modo subdolo, spesso con sintomi aspecifici, rendendo difficile una diagnosi precoce
e accurata. Identificare biomarcatori precoci per queste condizioni ¢ quindi fondamentale, non solo
per migliorare la prognosi, ma anche per prevenire complicazioni associate.

Le COM possono derivare da vari fattori eziologici, 1 pitt comuni sono:

e Malattie di origine dentale, come la carie dentale, che puo progredire verso complicazioni
piu gravi.

e Accumulo di placca e tartaro, che porta a gengivite e parodontite, condizioni
infiammatorie che possono compromettere l'integrita delle strutture di supporto dei denti.

e Lesioni traumatiche e/o infiammatorie delle mucose, comprese ferite e irritazioni causate
da dispositivi protesici, nonché lo sviluppo di ulcere orali e lesioni aftose dovute a infezioni
virali, come l'herpes.

Nei casi gravi, alcune di queste condizioni possono progredire verso lesioni precancerose o
addirittura malignita della cavita orale (fonte: ISS). Una gestione tempestiva e mirata di queste
malattie, supportata da strumenti diagnostici avanzati e biomarcatori affidabili, ¢ essenziale per
migliorare la salute orale e prevenire complicazioni gravi.

E importante notare che la combinazione di determinati fattori di rischio, come il consumo
simultaneo di tabacco e alcol, pudé aumentare significativamente la probabilita di sviluppare malattie
della cavita orale. Ad esempio, l'uso combinato di tabacco e alcol ha dimostrato di elevare il rischio
fino a 50 volte. Pertanto, adottare uno stile di vita sano—-caratterizzato dalla cessazione del fumo,
consumo moderato di alcol, dieta equilibrata ricca di frutta e verdura e corretta igiene orale—¢
essenziale per la prevenzione di queste condizioni.



La malattia parodontale ¢ una condizione infiammatoria cronica che interessa i tessuti di supporto
dei denti, tra cui gengive, legamento parodontale e osso alveolare. E una delle principali cause di
perdita dei denti negli adulti e si caratterizza per una distruzione progressiva di questi tessuti.

Tabella 1. Fattori di rischio della malattie

Fattori di rischio Descrizione

Fumo L'uso di sigarette, sigari o pipe ¢ fortemente
associato a un aumento del rischio di sviluppare
malattie orali, comprese lesioni precancerose e
tumori della cavita orale.

Alcol Il consumo eccessivo di alcol € un noto fattore
di rischio per le malattie della cavita orale, con
effetti significativi su denti, gengive e mucose.

Scarsa igiene orale Una pulizia inadeguata di denti e gengive puo
portare all'accumulo di placca e tartaro,
aumentando il rischio di sviluppare gengiviti,
parodontiti e altre infezioni orali. .

Trauma cronico Un'irritazione persistente o lesioni nella mucosa
orale, spesso causate da protesi mal adattate o
denti scheggiati, possono predisporre gli
individui a malattie orali..

Dieta inadeguata Una dieta carente di vitamine e antiossidanti
puo compromettere la salute orale e aumentare
la suscettibilita a infezioni e lesioni. .

Predisposizione genetica Una storia familiare di malattie orali puo
indicare una maggiore suscettibilita individuale
a tali condizioni.

La malattia parodontale (PD) ¢ classificata in due categorie principali:

1. Gengivite: una forma precoce e reversibile della malattia, limitata all'inflammazione
gengivale, caratterizzata da arrossamento, gonfiore e sanguinamento. E principalmente
causata dall'accumulo di placca dentale e puo progredire in parodontite se non trattata.

2. Parodontite: uno stadio piu avanzato e irreversibile della malattia, in cui l'inflammazione si
estende ai tessuti parodontali piu profondi, portando a riassorbimento osseo alveolare e
formazione di tasche parodontali.



Nel 2017 ¢ stato introdotto un sistema di classificazione rivisitato per le malattie parodontali,
definendo la gengivite come la presenza di sanguinamento al sondaggio (BOP) in piu del 10% dei
siti. In base alla percentuale di siti interessati, la gengivite puo essere ulteriormente suddivisa in:

o Gengivite localizzata: quando il BOP ¢ presente nel 10% al 30% dei siti.
o Gengivite generalizzata: quando il BOP interessa piu del 30% dei siti.

Se non trattata, la gengivite puo progredire in parodontite. Tuttavia, rimane una condizione
completamente reversibile con una corretta igiene orale e un intervento professionale.

1.2.1 Parodontite

La parodontite (P) rappresenta uno stadio avanzato e irreversibile della malattia parodontale,
caratterizzato dalla distruzione delle strutture di supporto del dente. I principali segni clinici
includono:

o Perdita di attacco e osso alveolare,
e Formazione di tasche parodontali,
e In alcuni casi, recessione gengivale.

Il segno distintivo della P ¢ la perdita di attacco, che riflette il danno strutturale ai tessuti
parodontali. A differenza della gengivite, il danno causato dalla P ¢ irreversibile, richiedendo
interventi terapeutici mirati per fermare la progressione della malattia e prevenire ulteriori
complicazioni.

Fattori di rischio per le malattie parodontali

Diversi fattori di rischio contribuiscono all'insorgenza e alla progressione delle malattie parodontali
(PD), tra cui:

e Scarsa igiene orale, che favorisce l'accumulo di placca batterica,

e Fumo, noto per compromettere la risposta immunitaria e la guarigione dei tessuti,
o Diabete mellito, che aumenta la suscettibilita alle infezioni,

e Predisposizione genetica, che pud influenzare la risposta inflammatoria,

e Stress, che influisce negativamente sul sistema immunitario,

e Squilibri ormonali, come quelli che si verificano durante la gravidanza o la menopausa, che
possono aumentare la vulnerabilita gengivale.



1.2.2 Diagnosi e Implicazioni Sistemiche

Una diagnosi precoce della parodontite (PD) ¢ essenziale per prevenire la sua progressione. Le
valutazioni cliniche e radiografiche, insieme agli indici parodontali come la profondita di sondaggio
e il livello di attacco clinico, sono fondamentali per determinare la gravita della malattia e formulare

un piano di trattamento appropriato.

In conclusione, la malattia parodontale non € solo una condizione locale, ma ¢ anche collegata a
disturbi sistemici come le malattie cardiovascolari, il diabete e le complicazioni della gravidanza,

sottolineando 1'importanza di una gestione tempestiva e completa.
1.3 Diagnosi ed Epidemiologia

La diagnosi della PD si basa sui seguenti elementi chiave:

Anamnesi medica,

Esame clinico,

Valutazione radiografica,

Esami di laboratorio.

1.3.1 Anamnesi Medica

Un'accurata anamnesi medica e parodontale ¢ essenziale per identificare i fattori che influenzano

l'insorgenza e la progressione della parodontite. I principali fattori includono:

o Esposizioni ambientali: come il fumo e l'uso di farmaci (ad esempio, ciclosporina,

nifedipina, fenitoina),

e Malattie sistemiche: condizioni come il diabete o altri disturbi ereditari/acquisiti che

compromettono la risposta immunitaria,



Predisposizione genetica: alcune forme di parodontite a insorgenza precoce mostrano
tendenze familiari, e specifici polimorfismi genetici possono influenzare I'espressione clinica

della malattia,

Cambiamenti ormonali: associati alla puberta, alla gravidanza e ad altre condizioni

fisiologiche.

1.3.2 Esame Clinico

L'esame clinico consiste in:

Osservazione e ispezione: una valutazione approfondita dei denti, dei tessuti gengivali e della
mucosa peridentale, inclusa la formula dentale, la posizione dei denti, la condizione dei tessuti

molli e altre caratteristiche rilevanti,

Valutazione dell'igiene orale: essenziale per la diagnosi e la pianificazione del trattamento,

considerando 1 livelli di placca batterica e la gravita delle lesioni parodontali,

Sondaggio parodontale: una procedura clinica fondamentale per diagnosticare la malattia

parodontale, che consente di:

o misurare la profondita delle tasche parodontali e la recessione gengivale,

o rilevare l'involuzione della forcazione,

o identificare la presenza di sanguinamento al sondaggio, tartaro e restauri sovrastanti.

Il sondaggio parodontale aiuta anche a distinguere diverse forme di parodontite, come:

Parodontite severa,

Parodontite a insorgenza precoce,

Parodontite associata a malattie sistemiche,

Condizioni parodontali avanzate o rare.



1.3.3 Valutazione Radiografica

Gli esami radiografici forniscono informazioni dettagliate sulle strutture di supporto parodontale.
La tecnica piu comunemente utilizzata ¢ la radiografia periapicale intraorale, eseguita utilizzando la

tecnica del fascio parallelo per garantire una precisione diagnostica ottimale.

1.3.4 Esami di Laboratorio

Le indagini di laboratorio integrano il processo diagnostico e includono:

o Esami microbiologici: per identificare le specie batteriche responsabili della malattia

parodontale,

o Esami ematologici: per valutare il numero e la funzionalita dei leucociti polimorfonucleati e

dei linfociti,

o [Esami genetici: per valutare la suscettibilita genetica alla parodontite analizzando specifici

polimorfismi associati alla malattia.

Classificazione della PD

Secondo la classificazione del 2017 della European Federation of Periodontology (EFP), la
parodontite ¢ categorizzata in base alla gravita, complessita, distruzione tissutale e velocita di
progressione. Questa classificazione include quattro stadi e tre gradi. La malattia ¢ considerata
generalizzata quando interessa piu del 30% dei siti, mentre ¢ classificata come localizzata se un

numero minore di siti € coinvolto o se sono interessati solo incisivi € molari



Tabella 2. Classificazionue della malattia parodontale (PD).

Stadio | Perdita di Rx Perdita ossea Denti persi Complessita
attacco(mm)
| 1to2 Terzo coronale | Nessuna PPD <4 mm, Perdita ossea
(<15%) orizzontale
Il 3to4 Terzo coronale (15- | Nessuna PPD <5 mm, Perdita ossea
33%) orizzontale
]l >5 Estensione al terzo | <4 denti PPD =26 mm, difetti ossei
medio e oltre verticali <3 mm,
coinvolgimento della
forcazione (Classi Il o Ill)
v >6 Estensione al terzo | <5 denti PPD =26 mm, difetti ossei
medio e oltre verticali <3 mm,
coinvolgimento della
forcazione (Classi Il o llI),
necessita di riabilitazione

1.5 Presepsina

Negli ultimi anni, la ricerca clinica ha evidenziato l'importanza dei biomarcatori inflammatori nel
migliorare la diagnosi differenziale di varie patologie, comprese quelle che interessano la cavita
orale. Tra i biomarcatori emergenti per la diagnosi di sepsi, la presepsina (PSEP) ha mostrato un

potenziale promettente.

La presepsina origina dal recettore di membrana mCD14, una glicoproteina espressa su monociti,
macrofagi e neutrofili. Questo recettore svolge un ruolo cruciale nella risposta immunitaria

legandosi ai lipopolisaccaridi batterici e formando un complesso che attiva la cascata inflammatoria

tramite il recettore toll-like 4. Durante questo processo, mCD14 viene scisso e rilasciato in circolo
nella sua forma solubile (sCD14), che successivamente subisce un ulteriore processamento
proteolitico da parte della catepsina D, generando la presepsina. Questa molecola, composta da 64
residui di amminoacidi, ¢ associata alla presenza di infezioni batteriche sia Gram-positive che

Gram-negative.

Tabella 3; Caratteristiche della presepsina

Caratteristiche

Descrizione

Alta specificita

Infezioni batteriche e meno influenzata da processi
inflammatori non infettivi.

Attivazione rapida

Entro 2 ore dall'insorgenza dell'infezione batterica o
fungina, con concentrazione massima dopo 3 ore.

Peso molecolare e emivita

13 kDa con emivita di circa 4-5 ore, consentendo un
monitoraggio tempestivo dei cambiamenti nello stato
dell'infezione.

Versatilita analitica

Rilevabile in vari fluidi biologici come: sangue materno
e periferico, liquido cerebrospinale, urine, saliva e latte.
I risultati sono disponibili in meno di 15 minuti.




Figura 1. Attivazione della Presepsina e processo di rilascio
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L'applicazione clinica della presepsina ha ricevuto validazione e approvazione regolatoria da parte
di autorita come la Food and Drug Administration (FDA) e I'Agenzia Europea per 1 Medicinali
(EMA). Grazie alla sua elevata sensibilita e specificita, la presepsina facilita la rilevazione precoce
della sepsi e consente un monitoraggio efficace della progressione della malattia. Inoltre, la sua
rilevazione € possibile tramite kit disponibili in commercio, facili da usare e che permettono
un'analisi riproducibile in fluidi biologici non invasivi, riducendo lo stress associato ai prelievi
frequenti di sangue.

La presepsina puo essere misurata quantitativamente utilizzando due metodi principali: il saggio
immunoenzimatico legato a enzimi (ELISA) e il saggio immunoenzimatico chemiluminescente non
competitivo (CLEIA). Il saggio ELISA (Merck KGaA, Darmstadt, Germania) ¢ un metodo basato
su piastre progettato per rilevare e quantificare la presepsina nei campioni di plasma attraverso
un'interazione altamente specifica antigene-anticorpo per la rilevazione colorimetrica. Tuttavia,
questa tecnica ha bassa linearita ed ¢ suscettibile a interferenze da fattori endogeni (come il fattore
reumatoide e il complemento) e fattori esogeni (inclusi emolisi del campione, contaminazione
batterica e contaminanti iatrogeni). Al contrario, il metodo CLEIA (Mitsubishi PATHFAST® di LSI
Medience Corporation) ¢ la tecnica pit ampiamente adottata per la quantificazione della presepsina.
Questo saggio point-of-care analizza sia il plasma che il sangue intero utilizzando una micro-
tecnologia, richiedendo volumi di campione che vanno da 50 microlitri a 5 millilitri. Il metodo
CLEIA ha svolto un ruolo cruciale nell'affermare la presepsina come biomarcatore quantificabile.

Nonostante questi progressi, alcuni aspetti chiave della presepsina richiedono ancora ulteriori
indagini. I range di riferimento in diversi fluidi biologici devono ancora essere stabiliti e potenziali
bias che influenzano l'affidabilita delle misurazioni della presepsina devono essere chiariti dalla
comunita scientifica.



2. OBIETTIVI E STRUTTURA DELLA TESI

Sulla base delle evidenze precedentemente riportate, questa tesi si propone di indagare il ruolo della
presepsina (PSEP) in relazione a:

o Alla sua potenziale applicazione nella diagnosi delle infezioni della cavita orale, in
particolare nei pazienti con malattia parodontale.

o Alle differenze nei livelli di PSEP nella saliva tra individui sani e quelli con stadi avanzati di
parodontite, nonché alle variazioni prima e dopo la terapia di mantenimento non chirurgica.

o Alla stabilita termica della PSEP.

Come descritto nel Capitolo 1, 'uso di biomarcatori nei fluidi biologici puo facilitare la rilevazione
di condizioni sistemiche di sepsi. La PSEP viene quindi introdotta come un potenziale nuovo
biomarcatore, con l'obiettivo di valutarne I'utilita nella diagnosi delle infezioni odontogene. Il valore
diagnostico della PSEP nei casi di sepsi derivanti da un'infezione odontogena e la sua valutazione
nel contesto della valutazione prognostica degli interventi chirurgici eseguiti nella regione maxillo-
facciale.

Nel Capitolo 2, viene descritto 1'uso della PSEP come strumento diagnostico per la sepsi derivante
da un'infezione odontogena, insieme a una valutazione del suo ruolo nella valutazione prognostica
degli interventi chirurgici eseguiti nella regione maxillo-facciale. Inoltre, ¢ stata condotta una
comparazione con i dati della letteratura esistente su altri biomarcatori diagnostici per la sepsi
sistemica.

Nel Capitolo 3, abbiamo indagato la termostabilita della PSEP, concentrandoci sulla sua stabilita e
affidabilita in condizioni di conservazione specifiche che differiscono da quelle raccomandate come
sicure dal produttore (PATHFAST™),

Nel Capitolo 4, abbiamo esplorato la relazione tra i livelli di PSEP e la malattia parodontale.
L'obiettivo era determinare se la PSEP potesse fungere da biomarcatore affidabile per la malattia
parodontale in una coorte di pazienti adulti, confrontando 1 suoi valori con i1 parametri clinici
comunemente utilizzati per la diagnosi (PI, BI, PPD, CAL).

Infine, nel Capitolo 5, sono riportati il riassunto e le conclusioni della tesi.
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SOMMARIO

Le infezioni odontogene possono causare gravi problemi infiammatori dei tessuti molli e duri
nell'area maxillo-facciale, fino al coinvolgimento, sebbene in circostanze piuttosto remote, dei
tessuti cerebrali. Negli ultimi anni, ¢ stato sviluppato un approccio diagnostico-terapeutico olistico
nella gestione delle infezioni odontogene, attraverso un'attenta anamnesi sistemica del paziente con
una condizione infettiva nella cavita orale.

La rilevazione precoce delle condizioni di sepsi sistemica ¢ stata facilitata utilizzando biomarcatori
sierici come la Proteina C-Reattiva (PCR), la Procalcitonina (PCT) e la Presepsina (PSEP) nei
pronto soccorso ospedalieri. Tuttavia, anche se utilizzati in combinazione, la loro accuratezza
diagnostica ¢ tale da suggerire 1'importanza di ricercare nuovi biomarcatori piu specifici e sensibili.
E stato analizzato un totale di 9 articoli per indagare l'uso della PSEP come biomarcatore nelle
infezioni della regione maxillo-facciale, includendo solo articoli in lingua inglese e la ricerca

elettronica di pubblicazioni dal 1° gennaio 2017 al 31 dicembre 2021.

Questo studio ha avuto l'obiettivo di determinare il valore diagnostico della presepsina nelle
condizioni di sepsi derivanti da un'infezione odontogena e di valutarne I'uso nella fase di
valutazione prognostica degli interventi chirurgici eseguiti nell'area maxillo-facciale.

Parole chiave: Sepsi, Odontoiatria, Presepsina, Infezione odontologica.



1. INTRODUZIONE

L'infezione odontogena ¢ un tipo di infezione batterica che pud manifestarsi nella regione maxillo-
facciale (1). Quando coinvolge gli spazi fasciali, pud causare trombosi del seno cavernoso e sepsi,
inclusi fasciti necrotizzanti facciali e cervicali (2). La sepsi (S) puod portare a danni tissutali
sistemici, insufficienza d'organo e morte. Pertanto, una diagnosi precoce di S pud avere un impatto
significativo sulla gestione e sulla prognosi del paziente. In questo contesto, la valutazione in fluidi
biologici di nuovi biomarcatori della S puo essere utile per determinare la gravita delle condizioni
inflammatorie e infettive del paziente (3).

Piu recentemente, la presepsina (PSEP) ¢ stata proposta come biomarcatore precoce della S in
pazienti adulti, pediatrici e neonatali (4,5). La PSEP o sottotipo solubile del CD14 (sCD14-ST) ¢ un
frammento da 13 kDa derivante dalla scissione del CD14, una proteina marcatore del cluster
dell'antigene di superficie espressa nel midollo osseo e ancorata alla membrana di monociti,
macrofagi e neutrofili polimorfonucleati (6,7). Il CD14 funge da recettore per i complessi di
lipopolisaccaridi (LPS) e per la proteina di legame specifica degli LPS (LBP); puo legarsi a
peptidoglicani e altre strutture di superficie presenti sia in batteri Gram-positivi che Gram-negativi.
Una volta legato, il complesso LPS-LBP attiva la risposta infiammatoria intracellulare del recettore
Toll-Like 4 (TLR4), avviando la cascata inflammatoria dell'ospite contro il patogeno infettivo; la
fagocitosi e l'attivita delle proteasi plasmatiche portano alla formazione del frammento sottotipo del
sCD14 (8,9).

La risposta immunitaria si verifica quando vari pattern molecolari associati ai patogeni entrano in
contatto con il patogeno, dove il sCD14 agisce come co-recettore ubiquitario, ma lo stesso sCD14
non ¢ un fattore specifico per la sepsi causata da infezione batterica. Tuttavia, ¢ stato dimostrato che
i livelli di PSEP, a differenza di altri biomarcatori inflammatori, aumentano molto rapidamente (2-4
h) in presenza di infezioni sistemiche in adulti, bambini e neonati, determinando cosi velocita
diagnostica e possibilita terapeutiche (10,11). OAJournals

In accordo con i risultati precedenti, ¢ stato dimostrato che la PSEP gioca un ruolo chiave nella
diagnosi di sepsi causata da varie infezioni d'organo (12). Lo scopo della presente mini-rassegna era
offrire un aggiornamento sul potenziale ruolo della PSEP come biomarcatore precoce della S in
pazienti che richiedono interventi chirurgici maxillo-facciali e/o cure odontostomatologiche (13,14)



1. MATERIALI E METODI

"Nella revisione, la raccolta dei dati € stata effettuata in conformita con la dichiarazione PRISMA
(Revisioni sistematiche e meta-analisi), come illustrato nella Figura 1.

Figure 1. Diagramma di flusso dello studio.
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3. RISULTATI

La strategia di ricerca ha prodotto i seguenti record, inclusi i duplicati: 6 da PubMed, 6 da Scopus, 3
da Web of Knowledge, 1 dalla Cochrane Library. I duplicati sono stati eliminati, pertanto tutte le
banche dati selezionate hanno prodotto 9 record. I dati ottenuti riguardano I'uso della PSEP come
marcatore diagnostico nelle infezioni maxillo-facciali (Tabella 1).

Tabella 1. Rischio associato alla localizzazione anatomica.

Risk Low Moderate High Extreme
Spaces Vestibular Submandibular Lateral Mediastinum
pharyngeal
Infraorbital Submental Retropharyngeal
Buccal Sublingual Pretracheal
Pterygomandibula
r
Submasseteric

Temporal




4. DISCUSSIONE
Le infezioni odontogene, causa piu comune di infezioni batteriche nella regione maxillo-facciale,
raramente progrediscono verso la sepsi. Tuttavia, la possibilita di progressione verso la sepsi non

puo essere esclusa in caso di infezioni moderate o gravi che interessano gli spazi fasciali (15).

Secondo Kang et al., la PSEP puo essere utile anche nel determinare la gravita dell'infezione
odontogena e della sepsi; se combinata con 1 metodi diagnostici esistenti, si prevede che migliori la
valutazione della prognosi del paziente. In effetti, secondo questo studio, un livello di PSEP pari o
superiore a 671,5 pg/ml per l'infezione odontogena puo essere considerato un livello anomalo (16) .
Le infezioni odontogene possono indurre la condizione di sepsi, causata dalla risposta anomala del
sistema immunitario del nostro corpo a seguito dell'insorgenza di danni tissutali che compromettono
la funzionalita degli organi e possono portare alla morte. Inoltre, la pandemia da COVID-19 ha
imposto nuove difficolta e sfide; ad esempio, 1'uso della teleodontoiatria, modificando cosi il
rapporto tra professionista odontoiatra e paziente. Pertanto, sarebbe utile, nella pratica
odontoiatrica, introdurre I'uso di marcatori che possano valutare il reale rischio di sepsi durante le
procedure chirurgiche odontoiatriche.

Diversi parametri clinici sono stati utilizzati come indicatori prognostici per la gravita
dell'infezione. La proteina C-reattiva (CRP), la procalcitonina (PCT), la febbre e le localizzazioni
anatomiche sono stati studiati per la valutazione dell'estensione delle infezioni odontogene (17) .
Recentemente, la PSEP ¢ stata identificata come marcatore di sepsi; infatti, sulla base dei dati
raccolti precedentemente, la sensibilita e la specificita della PSEP erano rispettivamente del 78,95%
e del 70,83%. E ragionevole pensare che ulteriori studi dovrebbero indagare l'uso della PSEP come
marcatore diagnostico precoce delle infezioni dentali e come strumento prognostico nei processi di
guarigione dei tessuti orali dopo l'intervento chirurgico, analizzando la sua concentrazione non solo
nel siero, ma anche in altri fluidi orali come la saliva, per ridurre lo stress emotivo dei pazienti che

devono sottoporsi al prelievo (18) .

5. CONCLUSIONI
Le infezioni odontogene persistenti possono essere una causa comune di sepsi nella testa e nel collo.
L'infezione si diffonde frequentemente in un pattern prevedibile all'interno degli spazi fasciali del

collo e pud compromettere le vie aeree.



11 focolaio di infezione era mandibolare nel 70,1% e mascellare nel 29,9%. Ulteriori risultati
riguardanti i biomarcatori, inclusa la PSEP, sarebbero auspicabili nella diagnosi di questa
condizione e nella prognosi delle malattie infiammatorie orali, come la malattia parodontale, che

puo portare a compromissioni sistemiche (19,20) .
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ABSTRACT

La termostabilita & uno dei prerequisiti per l'affidabilita degli analiti nella pratica clinica e nella
ricerca biomedica. Sebbene la presepsina rappresenti un promettente nuovo biomarcatore per la
diagnosi precoce della sepsi nei neonati, mancano dati sulla sua stabilita in diverse condizioni di
conservazione. Abbiamo voluto indagare la termostabilita della presepsina in campioni di sangue,
urina e saliva dopo scongelamento in 4 punti temporali prestabiliti in una coorte di neonati
pretermine e a termine.

Abbiamo condotto uno studio osservazionale, in cui ogni caso ha funzionato come proprio
controllo, su 24 neonati pretermine e a termine. | campioni di sangue, urina e saliva sono stati
conservati a -80°C per 18 mesi e la presepsina € stata misurata nei diversi fluidi biologici allo
scongelamento (T0), a 24 (T1), 48 (T2) e a 72 (T3) ore dallo scongelamento.

Non sono state osservate differenze significative (P>0,05 per tutti) nei livelli di presepsina da TO a
T3 nei diversi fluidi biologici. Inoltre, non sono state osservate differenze nei livelli di presepsina
tra sangue e saliva da TO a T3, mentre i livelli nelle urine erano significativamente piu elevati
(P<0,05 per tutti) rispetto a sangue e saliva da TO a T3.

| risultati sulla termostabilita pre-analitica della presepsina in diversi fluidi biologici dopo
refrigerazione a lungo termine supportano l'affidabilita di questo biomarcatore nella diagnosi e nel

monitoraggio della sepsi perinatale.



1. INTRODUZIONE

Tutti i neonati ad alto rischio sono stati sottoposti alle procedure diagnostiche "cosiddette" standard

di cura, tra cui la valutazione di laboratorio e la misurazione di una serie di analiti, che costituiscono

la principale attivita diagnostica [1]. Cio ¢ di massima rilevanza, soprattutto nei neonati pretermine

(PI) e a termine (TI), che richiedono un attento monitoraggio per la diagnosi precoce di una delle

principali cause di mortalita/morbilita perinatale: I'insorgenza di sepsi precoce/tardiva (EOS, LOS)

[2,3].

In questo scenario, l'affidabilita degli analiti in termini di raccolta, elaborazione e conservazione dei
campioni ¢ di fondamentale importanza [4]. La questione ¢ cruciale non solo nella pratica clinica
quotidiana, ma anche nella ricerca biomedica [4]. Tra 1 parametri che consentono la classificazione
di un parametro di laboratorio come affidabile o non affidabile in fase pre-analitica, la termostabilita
¢ un requisito fondamentale per garantire la qualita e la riproducibilita del campione e, quindi,
l'applicabilita degli analiti per scopi clinici [5]. Cio si applica ai campioni sottoposti a congelamento
e scongelamento ripetuti, che potrebbero portare alla perdita funzionale della struttura proteica [6].
Pertanto, la conoscenza sulla stabilita degli analiti ¢ un prerequisito per la loro corretta conservazione,

evitando errori clinici e di laboratorio.

Recentemente, i noti bias dei parametri standard di cura per la diagnosi della sepsi hanno aperto la
strada alla necessita di nuovi marcatori precoci di EOS/LOS, tra cui la Presepsina (P-SEP) sembra
essere particolarmente promettente [3,7]. La P-SEP ¢ una proteina originata dalla scissione del
recettore CD14, espresso sulla membrana delle cellule monocitarie, macrofagiche e neutrofile,

rilasciata in risposta a infezioni batteriche [7].

La P-SEP ha dimostrato di essere un marcatore affidabile di sepsi negli adulti, nei bambini e nei
neonati grazie alla sua misurabilita in diversi fluidi biologici (cio¢ sangue, urina, saliva), alla sua

rapida attivazione e ai risultati rapidi [8-11]. Sebbene siano state fornite informazioni sulla



refrigerazione a lungo termine della P-SEP, secondo le raccomandazioni del produttore
(PATHFAST™), i dati sulla sua stabilita pre-analitica a temperatura ambiente a breve/lungo termine

nel periodo perinatale sono, ad oggi, mancanti.

Pertanto, nel presente studio abbiamo indagato la stabilita della P-SEP a temperatura ambiente fino a

72 ore dallo scongelamento, in campioni di sangue, urina e saliva provenienti da una coorte di neonati

PI/TL.



2. MATERIALI E METODI

Abbiamo condotto uno studio osservazionale, in cui ogni caso ha funzionato come proprio controllo,
presso i nostri centri di riferimento di terzo livello per la terapia intensiva neonatale. | comitati etici
locali (Presap.ASO.Neonat.19.02/23.05.19) hanno approvato lo studio e il consenso informato e stato

ottenuto da tutti i genitori dei soggetti prima dell'inclusione nello studio.

Per il calcolo della dimensione del campione, abbiamo utilizzato le variazioni dei livelli di P-SEP
come parametro principale. Abbiamo ipotizzato un aumento di 0,5 deviazioni standard (SD) nei livelli
di P-SEP come clinicamente significativo, secondo osservazioni precedenti nei neonati [11,12].
Considerando un o= 0,05 ¢ utilizzando un test a due code, abbiamo stimato una potenza di 0,95,
reclutando 18 neonati PI/TI. Abbiamo aggiunto n=6 casi per gruppo per consentire eventuali
abbandoni e ritiri del consenso. Pertanto, la popolazione studiata era composta da 24 neonati (T
n=16; Pl n=8) da cui sono stati raccolti campioni di sangue, urina e saliva entro le prime 24 ore dalla
nascita, conservatia-80°C (intervallo medio 16 mesi) e infine misurati per P-SEP in 4 punti temporali
predefiniti: allo scongelamento (tempo 0, T0), a 24 ore (tempo 1, T1), a 48 ore (tempo 2, T2) ea 72

ore dopo lo scongelamento (tempo 3, T3).

| neonati Tl e PI sono stati classificati secondo i criteri dell’American Academy of Pediatrics [13].
L'asfissia perinatale (PA), le complicanze materne come il diabete gestazionale (GDM), l'ipertensione
indotta dalla gravidanza (PIH) e la preeclampsia (PE), e la restrizione della crescita intrauterina
(TUGR), sono state classificate secondo i criteri dell’American College of Obstetrics and Gynecology

[14-17].

2.1 Raccolta e misurazione dei campioni di P-SEP

I campioni di sangue (0,5 mL) sono stati raccolti entro le prime 24 ore dalla nascita, secondo i
protocolli clinici locali, immediatamente centrifugati a 2500 g per 14 minuti e il plasma conservato a

-80°C. | campioni di urina e saliva (0,5 mL) sono stati raccolti entro le prime 24 ore dalla nascita



come per il sangue e conservati a -80°C. | livelli di P-SEP sono stati misurati utilizzando un
immunoassay enzimatico chemiluminescente con l'analizzatore automatizzato point-of-care

PATHFAST-TM (Mitsubishi, Tokyo, Giappone), che fornisce risultati in 15 minuti [11].

2.2 Parametri clinici e di laboratorio

| parametri clinici e di laboratorio (conteggio dei globuli rossi RBC; concentrazioni ematiche di
emoglobina, Hb; tasso di ematocrito, Ht; pH del sangue venoso; pressione parziale venosa di anidride
carbonica, pCO2; pressione parziale venosa di ossigeno, pO2; eccesso di base, BE; livelli di glucosio

e creatinina) sono stati registrati in tutti i neonati durante le prime 24 ore.

2.3 Esiti perinatali

Sono stati registrati i seguenti principali esiti perinatali e neonatali nei gruppi studiati: eta materna;
eta gestazionale (GA); peso alla nascita (BW); modalita di parto; sesso; punteggi di Apgar al 1° e 5°
minuto; incidenza di rottura prematura delle membrane (PROM), corioamnionite, GDM, PIH e PE,
IUGR; supplementazione di glucocorticoidi antenatali (GC); incidenza di gravidanze gemellari;
insorgenza di sindrome da distress respiratorio (RDS); necessita di supporto respiratorio non invasivo
(NIV); incidenza di pneumotorace (PNX); displasia broncopolmonare (BPD); ittero; persistenza del
dotto arterioso pervio (PDA); emorragia intraventricolare (IVH); leucomalacia periventricolare
(PVL); necessita di nutrizione parenterale totale; incidenza di enterocolite necrotizzante (NEC);
retinopatia del prematuro (ROP) (superiore al secondo grado); EOS e LOS; morte perinatale. L'I'VH
e stata classificata secondo Papile et al. [18], la BPD moderata/grave secondo Bancalari [19] e la ROP

secondo i criteri del Comitato Internazionale ROP [20].



4. RISULTATI

4.1 Popolazione

Le caratteristiche perinatali e i parametri di laboratorio sono riportati nella Tabella 1. L'eta materna
variava tra 29 e 37 anni; I'eta gestazionale (EG) era superiore a 32 settimane in tutti i neonati reclutati;
10 su 24 neonati pesavano meno di 2.500 g; il 33,3% e il 66,6% de1 neonati sono stati partoriti per
via vaginale e mediante cesareo, rispettivamente. Non sono state osservate differenze (P>0,05) nella
distribuzione di genere. Un punteggio APGAR inferiore a 7 al primo e al quinto minuto ¢ stato
osservato nel 25% e nell'8,3% dei neonati, rispettivamente. La rottura prematura delle membrane
(PROM) e la corioamnionite si sono verificate nel 50% e nel 25% dei neonati reclutati,
rispettivamente. Non si sono verificati casi di gravidanza gemellare né complicazioni da
pneumotorace (PNX), displasia broncopolmonare (BPD), enterocolite necrotizzante (NEC),
retinopatia del prematuro (ROP) e morte perinatale nei neonati PI/TI. Tra 1 principali esiti perinatali,
l'asfissia perinatale (PA) si ¢ verificata in 3 su 24 neonati a termine (TI), la combinazione diabete
gestazionale-ipertensione indotta dalla gravidanza (GDM-PIH) in 4 (TI: n=1; PI: n=3), solo GDM in
1 T1, solo PIH in 3 PI, PE-IUGR in 2 PI e solo IUGR in 2 PI, rispettivamente. La somministrazione
di corticosteroidi antenatali e di nutrizione parenterale postnatale ha riguardato il 29,2% e il 12,5%
dei neonati reclutati, mentre il 20,8% ha richiesto supporto respiratorio non invasivo (NIV) per la
sindrome da distress respiratorio (RDS). L'ittero ¢ stato osservato nel 54% dei casi, mentre il dotto
arterioso pervio (PDA) ha riguardato 1'§,3%. L'emorragia intraventricolare (IVH) e la leucomalacia
periventricolare (PVL) hanno complicato rispettivamente il 16,7% e il 4,2% dei casi. Infine,
l'incidenza di sepsi neonatale precoce (EOS) e tardiva (LOS) ¢ stata rispettivamente del 16,7% e del
25%. 1 parametri di laboratorio registrati all'ingresso nello studio (conteggio dei globuli rossi,
emoglobina, ematocrito, pH venoso, pCO2, pO2, eccesso di base, glucosio e creatinina) erano nei

limiti normali.



4.2MisurazionidiP-SEP

I livelli di P-SEP sono stati misurabili in diversi fluidi biologici nei punti di monitoraggio predefiniti.
Non sono state osservate differenze significative (P>0,05) nei livelli di P-SEP tra i diversi fluidi
biologici a ciascun punto temporale (T0-T3). Inoltre, non sono state osservate differenze nei livelli di
P-SEP tra sangue e saliva, mentre i livelli urinari erano significativamente piu elevati (P<0,05)
rispetto a sangue e saliva a tutti 1 punti temporali. Questi risultati supportano l'affidabilita di P-SEP

come biomarcatore nella diagnosi e nel monitoraggio della sepsi perinatale.



Tabella 1. Caratteristiche perinatali e parametri di laboratorio registrati all'ammissione. I valori
sono espressi come media + deviazione standard (SD).

Parameter Study group
(n=24)
Maternal Age (yrs) 33+£4
GA (wks) 37+£3
BW <2.500 g (n/tot) 10/24
Mode of delivery (n/tot)
Cesarean 8/24
Vaginal 16/24
Gender (male/female) 12/12
Apgar score >7 (n/tot)
At 1 min 18/24
At 5 min 22/24
Main Outcomes (n/tot)
PROM 12/24
Chorioamnionitis 4/24
PA 3/24
GDM 5/24
PIH 6/24
PE 2/24
IUGR 4/24
GC 7/24
Twins 0/24
RDS 5/24
NIV 5/24
PNX 0/24
BPD 0/24
Jaundice 13/24
PDA 2/24
IVH 4/24
PVL 1/24
Parenteral nutrition 3/24
NEC 0/24
ROP 0/24
EOS 4/24
LOS 6/24
Perinatal death 0/24
Laboratory parameters
RBC count, (10'%/L) 3.9+0.2
Hb (g/L) 14.0+0.01
Ht (%) 41.9+0.04
Venous blood pH 7.27+0.02
pCO, (mmHg) 49.1+1.5
pO, (mmHg) 53.1+1.2
BE -4.0+0.9
Plasma glucose (mmol/L) 6.1+0.1
Creatinine (mmol/L) 0.08+0.01

Abbreviations: yrs, years; GA, gestational age; wks, weeks; PROM, premature rupture of membrane; PA; perinatal asphyxia; GDM,
gestational diabetes mellitus; PIH, pregnancy induced hypertension; PE, pre-eclampsia; IUGR, intrauterine growth retardation; GC,
antenatal glucocorticoids supplementation; BW, birth weight; RDS, respiratory distress syndrome; NIV, non-invasive respiratory
support; PNX, pneumothorax; BPD, bronchopulmonary dysplasia; PDA, persistent patent ductus arteriosus; IVH, intraventricular
hemorrhage; PVL, periventricular leukomalacia; NEC, necrotizing enterocolitis; ROP, retinopathy of prematurity; EOS, early onset
sepsis; LOS, late onset sepsis; RBC, red blood cell count; Hb, hemoglobin; Ht, hematocrit; pCOz, partial venous pressure of carbon
dioxide; pOg, partial venous pressure of oxygen; BE, base excess.



Pattern di P-SEP nel sangue: ¢ stato caratterizzato da una tendenza stabile che variava da 328 ng/L
(TO) a 415 ng/L (T3), senza differenze significative (P>0,05, per tutti) tra i diversi punti temporali di

monitoraggio.

Pattern di P-SEP nelle urine: ha mostrato una tendenza che variava da 704 ng/L (T0) a 1010 ng/L

(T3), senza differenze significative (P>0,05, per tutti) tra i diversi punti temporali di monitoraggio.

Pattern di P-SEP nella saliva: ¢ stato caratterizzato da una tendenza stabile che variava da 232 ng/L
(TO) a 285 ng/L (T3), senza differenze significative (P>0,05, per tutti) tra 1 diversi punti temporali di

monitoraggio (Tabella 2).

Tabella 2: Livelli di Presepsina (P-SEP) (ng/L) misurati al momento dello scongelamento (T0), a 24
ore (T1), 48 ore (T2) e a 72 ore dopo lo scongelamento (T3) nei fluidi plasmatici, urinari e salivari. |

dati sono riportati come mediana e intervallo interquartile. *p<0,05 urine vs sangue; p§<0,05 urine

vs saliva.
Parameters Blood Urine Saliva
(n=24) (n=24) (n=24)
P-SEP (ng/L) | median | 25° | 75° | median | 25° | 75° median | 25° | 75°
TO 328* 236 | 481 | 704*s 499 | 2062 | 2328 126 | 727
T1 363* 247 | 477 | 835%*§ 685 | 2192 | 2465 87 1147
43 T2 340* 232 | 426 | 985%*s 787 | 2924 | 2495 105 | 1081
T3 415% 233 [ 653 | 1010* | 796 | 2740 | 2855 127 | 658

Misurazioni di P-SEP tra diversi fluidi biologici

I livelli di P-SEP nei diversi fluidi biologici a TO-T3 sono riportati nella Tabella 2. Quando 1 livelli di

P-SEP sono stati confrontati tra i diversi fluidi biologici a TO-T3, abbiamo osservato:

1) livelli di P-SEP piu elevati (P<0,05, per tutti) nelle urine rispetto al sangue e alla saliva;



i1) nessuna differenza significativa (P<0,05, per tutti) tra i campioni di sangue e saliva.



5. DISCUSSIONE

Nella medicina perinatale, la scoperta di una serie di analiti che consentano una diagnosi precoce e
un monitoraggio affidabile della sepsi ¢ attesa con impazienza [21]. Questo fatto ¢ degno di nota
considerando che oggi, dei 2,4 milioni di decessi tra i bambini sotto i 5 anni, il 47% si verifica durante
i primi 28 giorni di vita [22]. Pertanto, la parola chiave "prevenzione" puo essere raggiunta solo con
l'inclusione dei biomarcatori nella pratica clinica in accordo con i recenti criteri della Food and Drug
Administration, dell'’Agenzia Europea dei Medicinali e del National Institute of Health [23]. In questa
luce, sono necessari ulteriori progressi nella fase pre-analitica in termini di raccolta, conservazione
(ad esempio congelamento, scongelamento) e procedure di misurazione, tra cui la termostabilita degli

analiti gioca un ruolo fondamentale [4,5,24].

Nel presente studio abbiamo riscontrato che il P-SEP, un promettente marcatore precoce della sepsi,
¢ termostabile fino a 72 ore dallo scongelamento in diversi fluidi biologici. In particolare, ¢ stata
osservata una tendenza piatta del P-SEP, a partire dalle prime 24 ore dopo la nascita, nei campioni di
sangue, urine e saliva di TI e PI. Inoltre, non ¢ stata osservata alcuna differenza nei livelli di P-SEP
nei diversi punti di monitoraggio tra sangue e saliva, mentre livelli piu elevati e stabili di P-SEP sono

stati rilevati in tutte le urine rispetto a sangue e saliva.

I1 riscontro della termostabilita a breve/lungo termine del P-SEP in diversi fluidi biologici in TI e PI
¢ utile in vista del dibattito in corso sugli effetti delle procedure di conservazione. In questo contesto,
per quanto ne sappiamo, i dati attuali in diversi fluidi biologici costituiscono la prima osservazione
di questo tipo. Tenendo presente che il P-SEP ¢ il sottotipo solubile del cluster di differenziazione
CD14, i dati della letteratura sulle sue procedure di conservazione in cellule, cellule staminali
ematopoietiche (HSC), tessuti e gestione del sangue (raccolta, congelamento, scongelamento) non
hanno fornito conclusioni definitive. Si sapeva che, da un lato: i) il congelamento e lo scongelamento
influenzano l'immunomodulazione nel trattamento delle malattie inflammatorie acute [25], ii) la

crioconservazione delle HSC sembra indurre 'apoptosi attraverso l'attivazione diuna via della caspasi



[26], iii) il trattamento pre-analitico della conservazione, come il tempo e la temperatura tra il prelievo
del sangue e la gestione dell'/RNA da cellule mononucleate del sangue periferico, ha un grande impatto
sull'espressione dei trascritti da sangue raccolto in provette EDTA [27], e iv) la crioconservazione
delle cellule immunitarie influisce negativamente sull'espressione dei marcatori di superficie come
CD14 [28]. D'altro lato, ¢ stata osservata la termostabilita del CD14 a temperatura ambiente fino a 24
ore dopo lo scongelamento in coltura cellulare [29]. In ogni caso, la termostabilita del P-SEP nel
periodo perinatale ¢ supportata anche dalle caratteristiche di altri biomarcatori neuroinfiammatori. In
particolare: 1) le proteine leganti il calcio sono stabili nei fluidi biologici sia a diverse temperature di
congelamento (-20°C, -80°C) sia dopo scongelamento fino a 72 ore, mentre sono instabili nel latte
umano e artificiale dopo le procedure di pastorizzazione [30-32], ii) l'attivina A ¢ stabile in coltura
cellulare, nei fluidi biologici e nei tessuti dopo congelamento, scongelamento e procedure di
pastorizzazione [33-35], e ii1) la melatonina esercita effetti positivi sulle procedure di conservazione,

migliorando I'efficienza del trapianto [36].

Complessivamente, ¢ ragionevole sostenere che 1 risultati attuali aprono la porta a ulteriori indagini
volte a chiarire il ruolo delle procedure di conservazione su diversi analiti, incluso il P-SEP, che sono
potenzialmente utili nella pratica perinatale quotidiana. Il fatto che tutti i campioni raccolti in diversi
fluidi biologici siano stati conservati a -80°C per un periodo di tempo superiore a quello previsto dalle
raccomandazioni del produttore (18 contro 9 mesi) fornisce ulteriore supporto all'affidabilita del P-

SEP per future ricerche sia in modelli animali che negli esseri umani.

Nel presente studio abbiamo anche riscontrato che i livelli di P-SEP erano identici nei fluidi di sangue
e saliva, mentre sono stati osservati livelli urinari piu elevati rispetto a sangue e saliva. I risultati
hanno mostrato che la misurazione del P-SEP nei cosiddetti fluidi biologici non invasivi sta
diventando fattibile. Questo vale in particolare per il fluido salivare che puo essere raccolto in neonati
ad alto rischio in qualsiasi momento, con basso o nullo stress da prelievo. Naturalmente, sono

necessari ulteriori studi volti a indagare il P-SEP in neonati sani e ad alto rischio, in particolare nei



casi di PA sottoposti a ipotermia, al fine di fornire ulteriore supporto alla sua inclusione nella pratica

clinica quotidiana.

Il riscontro di livelli piu elevati di P-SEP nelle urine rispetto a sangue e saliva merita ulteriori
considerazioni. Le principali spiegazioni possono risiedere in: i) la presenza di una ampia eterogeneita
dei neonati reclutati, ii) la presenza in TI di casi di PA noti per influenzare parzialmente i livelli di P-
SEP nel sangue e nelle urine [11], iii) la presenza di casi di ipossia cronica che scatenano uno stato
inflammatorio che puo costituire un potenziale bias che influisce sull'affidabilita del P-SEP come
marcatore precoce della sepsi. Complessivamente, ¢ possibile argomentare sulla necessita di ulteriori

studi multicentrici su una popolazione pii ampia volti a chiarire le problematiche.

Infine, il presente studio ha avuto una serie di limitazioni, come la mancanza di dati: 1) sulla stabilita
del P-SEP quando misurato dopo ripetuti cicli di congelamento e scongelamento, i1) sulla stabilita del

P-SEP quando il congelamento ¢ stato effettuato



Abbreviazioni

e Preterm infant (Pl) — Neonato pretermine

e Term infant (T1) — Neonato a termine

o Early onset sepsis (EOS) — Sepsi neonatale precoce

o Late onset sepsis (LOS) — Sepsi neonatale tardiva

e Presepsin (P-SEP) — Presepsina

o Standard deviation (SD) — Deviazione standard

e Perinatal asphyxia (PA) — Asfissia perinatale

o Gestational diabetes mellitus (GDM) — Diabete gestazionale

e Pregnancy induced hypertension (PIH) — Ipertensione indotta dalla gravidanza

e Pre-eclampsia (PE) — Pre-eclampsia

e Intrauterine growth retardation (IUGR) — Ritardo di crescita intrauterino

e Red blood cell count (RBC) — Conteggio dei globuli rossi

e Hemoglobin blood concentrations (Hb) — Concentrazione di emoglobina nel sangue

e Hematocrit rate (Ht) — Ematocrito

o Partial venous pressure of carbon dioxide (pCO-) — Pressione parziale venosa di anidride
carbonica

o Partial venous pressure of oxygen (pO-) — Pressione parziale venosa di 0ssigeno

o Base excess (BE) — Eccesso di base

o Gestational age (GA) — Eta gestazionale

e Birthweight (BW) — Peso alla nascita

e Premature rupture of membrane (PROM) — Rottura prematura delle membrane

e Antenatal glucocorticoids supplementation (GC) — Supplementazione di glucocorticoidi
antenatali

o Respiratory distress syndrome (RDS) — Sindrome da distress respiratorio

e Non-invasive ventilation (NIV) — Ventilazione non invasiva

e Pneumothorax (PNX) — Pneumotorace

e Bronchopulmonary dysplasia (BPD) — Displasia broncopolmonare

o Patent ductus arteriosus (PDA) — Dotto arterioso pervio

e Intraventricular hemorrhage (IVH) — Emorragia intraventricolare

e Periventricular leukomalacia (PVL) — Leucomalacia periventricolare

e Necrotizing enterocolitis (NEC) — Enterocolite necrotizzante

o Retinopathy of prematurity (ROP) — Retinopatia del prematuro

e Hematopoietic stem cells (HSC) — Cellule staminali ematopoietiche
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ABSTRACT

La presepsina (PSEP) & un promettente marcatore di sepsi e/o stato inflammatorio. Tuttavia, non sono
disponibili dati sulle variazioni della PSEP nei fluidi biologici negli adulti con malattia parodontale
(PD). Gli obiettivi del presente studio erano indagare se, in una coorte di pazienti adulti, la PSEP
fosse un marcatore affidabile della PD. Abbiamo condotto uno studio prospettico caso-controllo su
50 pazienti adulti (PD: N=25, non-PD: N=25). La PSEP é stata misurata all'ingresso nello studio (TO0)
e a 4-6 settimane da una procedura non chirurgica. Sono state registrate anche le principali
caratteristiche dei pazienti: sesso, indice di placca, sanguinamento, profondita di sondaggio (PPD) e
livello di attacco clinico (CAL). La PSEP era piu alta (P<0,05) nel gruppo PD rispetto al gruppo non-
PD a TO, mentre non sono state osservate differenze (P>0,05) tra i gruppi a T1. Quando i gruppi
studiati sono stati corretti per i principali esiti, abbiamo trovato livelli piu elevati (P<0,05, per tutti)
di PSEP nei sottogruppi femminili, complicati o meno da placca, PPD, sanguinamento e CAL.
L'analisi di regressione lineare ha mostrato che la PSEP correlava positivamente con PPD (R=0,38;
P<0,01) e CAL (R=0,29; P<0,05), rispettivamente. | risultati attuali, che mostrano livelli piu elevati
di PSEP nella PD e nei suoi principali esiti, aprono la strada a ulteriori indagini fornendo

monitoraggio longitudinale della PSEP e curve di riferimento negli adulti.



1. INTRODUZIONE

Negli ultimi decenni, circa il 60% della popolazione mondiale é affetta da gengivite e malattia
parodontale (PD), la principale complicanza che rappresenta circa il 60% [1]. La PD, nelle sue
diverse forme di gravita, e nota per colpire le strutture di supporto dei denti causando la loro
progressiva distruzione [2]. La sepsi e i fattori locali/sistemici sono le principali cause della PD che
richiedono una diagnosi precoce, un monitoraggio attento e strategie terapeutiche per consentire il
mantenimento dei denti [3].

La gestione della PD si basa attualmente su: i) una valutazione clinica parodontale mirata ad
analizzare la profondita della tasca, il livello di perdita di attacco e la recessione gengivale in ogni
sito (sondaggio parodontale) [4], ii) esame radiografico per valutare i picchi ossei interdentali e la
riassorbimento osseo orizzontale e verticale [5], iii) test di laboratorio diagnostici come I'analisi
microbiologica e il conteggio dei polimorfonucleati/linfociti [6-7], iv) rimozione domiciliare
precoce del biofilm dentale prima di procedere con il trattamento non chirurgico (scaling e
levigatura radicolare) in combinazione con terapia antibiotica sistemica, e v) rivalutazione a 4-6
settimane dall'inizio e, nei casi di non risposta o gravi, chirurgia resezione o rigenerativa per
recuperare i tessuti sani [8]. In questo scenario, & possibile affermare che la diagnosi precoce della
PD e ancora una questione irrisolta, essendo la sepsi/processo infiammatorio in una fase subclinica
e le procedure di laboratorio standard silenziose o influenzate dalla storia clinica dei pazienti [9]. In
questo contesto, la possibilita di misurare un marcatore affidabile di sepsi e/o inflammazione che
offra anche un monitoraggio longitudinale é fortemente richiesta.

Tra una serie di biomarcatori di sepsi, oggi ancora oggetto di indagine, la presepsina (PSEP)
costituisce un nuovo marcatore affidabile negli adulti e nei bambini grazie alla sua misurabilita in
diversi fluidi biologici (ad esempio sangue, saliva, urine), rapida attivazione e risultati veloci. E
importante notare che non sono stati riscontrati bias come eta, malattie respiratorie e renali, cosi
come la temperatura, che influenzano l'affidabilita della PSEP come biomarcatore di sepsi [10-12].

Tuttavia, i dati sulla misurazione longitudinale della PSEP nella saliva degli adulti complicati da PD



prima e dopo il trattamento non chirurgico sono attualmente assenti.
Pertanto, nel presente studio, l'obiettivo era indagare se i livelli di PSEP nella saliva cambiassero in

una coorte di pazienti con PD e non-PD sottoposti a trattamento non chirurgico parodontale.



2. MATERIALI E METODI

2.1. Disegno dello studio

Abbiamo condotto uno studio osservazionale pretesto-test, dove ogni caso ha servito come suo
stesso controllo, presso il Dipartimento delle Tecnologie Innovative in Medicina Clinica e
Odontoiatria dell'Universita G. d'Annunzio, Chieti, Italia.

Lo studio é stato approvato dai comitati etici locali (Universita Albanese di Tirana) e i soggetti
ammessi nello studio hanno fornito consenso informato e firmato (n° prot. 278/3/21).

Per il calcolo della dimensione del campione, abbiamo utilizzato le variazioni di PSEP come
parametro principale. Poiché non sono disponibili dati di base per la popolazione studiata, abbiamo
supposto un aumento di 0,5 deviazione standard (SD) in PSEP come clinicamente significativo [13-
14]. Infatti, considerando un o= 0,05 e utilizzando un test a due code, abbiamo stimato una potenza
di 0,90, reclutando 23 casi di PD e non-PD. Abbiamo aggiunto n=2 casi per gruppo per consentire
eventuali abbandoni o ritiri del consenso.

Pertanto, abbiamo reclutato un totale di 50 casi, comprendenti pazienti con PD (n=25) e non-PD
(n=25) (1 caso di PD vs 1 caso di non-PD), sottoposti alla seguente strategia terapeutica: rimozione
domiciliare precoce del biofilm dentale prima di procedere con il trattamento non chirurgico

(scaling e levigatura radicolare) (Figura 2).



Figure 2. Patient’s characteristics admitted into the study.
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Abbreviations: PD, periodontal disease

| soggetti sono stati classificati secondo i criteri della European Federation of Periodontology dopo
aver effettuato un'anamnesi sistemica e I'esame clinico per la compilazione della cartella

parodontale con le relative indagini radiografiche [6].

2.2. Classificazione della malattia parodontale

Nel 2018 e stata proposta una revisione della classificazione della malattia parodontale dalla
European Federation of Periodontology (EFP) e dalla American Academy of Periodontology (AAP)
(15).

La classificazione comprende 4 stadi di complessita e 3 gradi di gravita, definendo la patologia
come generalizzata se interessa >30% dei siti 0 localizzata se interessa un numero inferiore, o se
solo gli elementi incisivi-molari sono interessati.

La malattia parodontale ¢ la perdita dei tessuti di supporto per gli elementi dentali. Una volta che &
stato completato il processo diagnostico per determinare la patologia (storia clinica, esame
obiettivo, esami radiografici), viene definito lo stadio. Quando la perdita di attacco clinico (CAL) é
>5 mm in piu di due denti adiacenti, la diagnosi e stadio avanzato 3-4; quando c'é una profondita di
tasca >5 mm in due o piu denti adiacenti, la diagnosi e stadio 3-4. Pertanto, abbiamo incluso nello

studio pazienti con PD di grado I1I-1V e pazienti non-PD in cui si € verificato l'indice di placca (PI)



e sanguinamento (Tabella 1).
| criteri di esclusione erano: donne in gravidanza, diabete, fumatori, malattie sistemiche, infezione
delle ghiandole salivari, sinusite, osteomielite, osteonecrosi indotta da farmaci, tumori, traumi e

infezioni secondarie dovute a tumori.

2.3. Raccolta e misurazione del campione di PSEP

I livelli di PSEP nella saliva sono stati misurati nei due gruppi di studio prima (tempo 0, TO) e dopo
(tempo 1, T1) il trattamento parodontale non chirurgico. | campioni di saliva (1 mL) sono stati
raccolti prima di effettuare una sessione di igiene professionale e senza risciacquare con collutorio a
base di clorexidina. Successivamente, i prelievi sono stati effettuati utilizzando pipette da
laboratorio dopo aver masticato un rotolo di cotone sterile per 30 secondi nelle prime ore del
mattino e conservati a -80°C.

I livelli di P-SEP sono stati misurati utilizzando un immunoassay enzimatico chemioluminescente
con l'analizzatore automatizzato point-of-care PATHFAST-TM (Mitsubishi, Tokyo, Giappone), che

fornisce risultati in 15 minuti [14-16].

2.4. Analisi statistica

| dati sono stati espressi come media e deviazione standard (SD). | risultati sono stati analizzati per
differenze statisticamente significative tra i gruppi mediante un test t di Student e un test U di
Mann-Whitney a due code quando i dati non erano distribuiti normalmente. Il confronto tra le
proporzioni é stato effettuato utilizzando il test esatto di Fisher. La correlazione tra PSEP e i
principali esiti € stata valutata mediante analisi di regressione lineare. | dati sono stati analizzati
utilizzando Sigma-Stat 8.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). La significativita statistica é stata fissata

a P<0.05.



3. RISULTATI

2.1. Popolazione

Nella Tabella 1 sono riportati i principali parametri nei gruppi PD e non-PD. Non sono state
osservate differenze significative (P>0,05 per tutti) riguardo a peso, eta e sesso tra i gruppi. Come
previsto, lo stadio e l'estensione della PD erano significativamente piu elevati (P<0,001 per
entrambi) nel gruppo PD rispetto al gruppo non-PD. L'incidenza dell'indice di placca non differiva
(P>0,05) tra i gruppi, mentre I'indice di sanguinamento era significativamente piu elevato (P<0,05)
nel gruppo PD. La profondita della tasca parodontale (PPD) al TO e T1 era significativamente piu
elevata (P<0,001 per entrambi) nel gruppo PD rispetto al gruppo non-PD. Come previsto, il livello
di attacco clinico (CAL) era significativamente piu elevato nel gruppo PD rispetto ai controlli (dati
non mostrati).

Table 1. Clinical characteristics in patients complicated or not (non-PD) by periodontal disease (PD). Values are expressed

as mean + SD. *Fisher-exact test; **Student t-test.

PD Non-PD P
(n=25) (n=25)
Demographic characteristics
Weight (Kg) 63 +12 65+ 10 NS
Age (y) 48 +16 49 + 15 NS
Gender (M/F) 11/13 13/12 NS
Main characteristics
Periodontitis stage (II[/IV) 15/10 0/0 <0.001*
Periodontitis (localized/generalized) 8/17 0/0 <0.001*
Plaque Index (n/total) 14/25 19/25 NS
Bleeding Index (n/total) 19/25 8/25 0.004**
Periodontal Pocket Depth TO (mm) 73+1.2 3.0+£0.1 <0.001*
Periodontal Pocket Depth T1 (mm) 6.3+15 3.0+£0.1 <0.001*
Clinical Attachment Level TO (mm) 6.6+1.2 0 NP
Clinical Attachment Level T1 (mm) 56+19 0 NP

2.2. PSEP Misurazione
La presepsina € risultata misurabile in tutti i campioni di saliva raccolti nei tempi TO e T1. I livelli
piu alti di PSEP sono stati osservati nei soggetti con parodontite in stadio 1V rispetto ai sottogruppi

in stadio 111 (dati non mostrati).



Nel gruppo senza parodontite (non-PD), I’andamento della concentrazione di PSEP ¢ stato
caratterizzato da un trend stabile e non sono emerse differenze significative (P>0,05) nei livelli di
PSEP tra TO (mediana: 1067 pg/mL; 25° percentile: 574 pg/mL; 75° percentile: 2370 pg/mL) e T1

(mediana: 1400 pg/mL; 25° percentile: 273 pg/mL; 75° percentile: 4632 pg/mL).

Nel gruppo con parodontite (PD), ’andamento della concentrazione di PSEP ha mostrato una
riduzione significativa (P<0,05) da TO (mediana: 3176 pg/mL; 25° percentile: 1664 pg/mL; 75°
percentile: 6286 pg/mL) a T1 (mediana: 1211 pg/mL; 25° percentile: 563 pg/mL; 75° percentile: 3437

pg/mL).

Confrontando i livelli di PSEP tra i gruppi PD e non-PD, abbiamo riscontrato livelli
significativamente piu elevati (P<0,05) nel gruppo PD al tempo TO, mentre non sono emerse
differenze significative (P>0,05) tra i gruppi al tempo T1 (Figura 1). Inoltre, lo stesso andamento
(P<0,05) ¢ stato osservato nei livelli di PSEP confrontando I’intera popolazione studiata (TO, T1)

(dati non mostrati).

Dopo aver corretto i gruppi in studio per il sesso, abbiamo riscontrato nelle donne: i) livelli piu elevati
(P<0,05, in entrambi i casi) di PSEP nella popolazione PD rispetto a quella non-PD nell’intero periodo
considerato (TO, T1) (PD: mediana: 2743 pg/mL; 25° percentile: 695 pg/mL; 75° percentile: 8957
pg/mL; non-PD: mediana: 1192 pg/mL; 25° percentile: 406 pg/mL; 75° percentile: 3808 pg/mL), ii)
livelli di PSEP significativamente piu elevati (P<0,05) al tempo TO nel sottogruppo PD rispetto al
sottogruppo non-PD (PD: mediana: 4392 pg/mL,; 25° percentile: 1680 pg/mL; 75° percentile: 9052
pg/mL; non-PD: mediana: 724 pg/mL; 25° percentile: 568 pg/mL; 75° percentile: 1453 pg/mL), e iii)
nessuna differenza significativa nei livelli di PSEP al tempo T1 (P>0,05) tra i sottogruppi PD e non-
PD. Al contrario, nei soggetti di sesso maschile non sono state riscontrate differenze significative

(P>0,05, in tutti i casi) né confrontando I’intera popolazione studiata (TO, T1), né tra i tempi TO e T1.
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Figure 1. Presepsin saliva levels (pg/mL) measured before (T0) and after (T1) non-surgical treatment in adults
complicated (P) or not (N) by periodontal diseases. Values are expressed as median and interquartile ranges.

*P<0.05 vs. controls.

In Figura 2 sono riportate le variazioni dei livelli di Presepsina (PSEP) dopo correzione per l'indice
di performance (P1). In particolare, a TO si € osservato un livello di PSEP significativamente piu
elevato (P<0,05) nel sottogruppo PD rispetto al sottogruppo non-PD. Tuttavia, a T1 non sono state

riscontrate differenze significative (P>0,05) tra i sottogruppi.

Quando i sottogruppi PI sono stati corretti per sesso, non sono emerse differenze significative nei
livelli di PSEP (P>0,05) sia considerando l'intera popolazione studiata (TO, T1) sia tra i diversi
punti temporali di monitoraggio nei sottogruppi maschili e femminili. E importante notare che, a
TO, i livelli di PSEP erano significativamente piu elevati (P<0,05) nel sottogruppo femminile PD
con PI rispetto al sottogruppo femminile non-PD con PI (PD: mediana: 4162 pg/mL; 25° percentile:
1576 pg/mL; 75° percentile: 8980 pg/mL; non-PD: mediana: 815 pg/mL; 25° percentile: 499

pg/mL; 75° percentile: 1313 pg/mL).
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Figure 2. Presepsin saliva levels (pg/mL) measured before (T0) and after (T1) non-surgical treatment in adults complicated

(P) or not (N) by periodontal diseases and plaque index (PI). Values are expressed as median and interquartile ranges.

*P<0.05 vs. controls

Infine, non sono state osservate differenze significative nei livelli di Presepsina (PSEP) dopo
correzione per sanguinamento (P>0,05, per tutti) quando abbiamo confrontato sia l'intera

popolazione studiata (TO, T1) sia i gruppi PD e non-PD ai punti temporali TO e T1.

E interessante notare che, quando i sottogruppi di PD e non-PD con sanguinamento sono stati
corretti per sesso, non sono emerse differenze significative (P>0,05, per tutti) tra i sottogruppi
maschili e femminili siaa TO che a T1, ad eccezione di una differenza significativa (P<0,05) tra le
femmine con PD e i maschi con PD a T1. Inoltre, sono stati riscontrati livelli piu elevati di PSEP tra

i sottogruppi maschili con PD e non-PD che presentavano sanguinamento.
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Figure 3. Presepsin saliva levels (pg/mL) measured before (T0) and after (T1) non-surgical treatment in adults complicated

(P) or not (N) by periodontal diseases. Values are expressed as median and interquartile ranges. *P<0.05 vs. controls.
Sono state osservate correlazioni positive e significative tra la PSEP e la PPD (R=0,38; P<0,01) e

tra la PSEP e la CAL (R=0,29; P<0,05), rispettivamente (Figure 4a, 4b).

25000
R=0.38; P=0.006
25000
R=0.29; P=0.04

— 20000 - o
£ —~ 20000 -| o
2 £
Q. 15000 - @ =
= = .
c Q. 15000 |
= 2
Q. 10000 | o @ £
Q @ el /2]
n o 10000 { o @
Q Q L=} [+
“ ]
o 5000 - @ B o o o

& o 1l o @ ks

o 5000 5 4 S
@ o]
o ¢ 8 § °
3 6 ] 12 04 ° e g °

Probing Pocket Deep TO (mm)

Clinical Attachment Level TO (mm)

Figure 4. (a) Linear regression analysis results showing a positive correlation between Presepsin saliva levels (pg/ml) and

probing pocket depth (mm) measured at admission into the study in patients complicated or not by periodontal disease. (b

Linear regression analysis results showing a positive correlation between Presepsin saliva levels (pg/ml) and clinical

attachment level (mm) measured at admission into the study in patients complicated or not by periodontal disease.



4. DISCUSSIONE

La parodontite € una malattia infiammatoria multifattoriale positivamente correlata all'eta, mentre,
ad oggi, non ¢ stata riportata una prevalenza di genere [17]. | fattori piu studiati associati alla
parodontite sono l'interazione tra la risposta dell'ospite ai microrganismi, I'ambiente e lo stile di vita
[18-20]. Tuttavia, I'argomento e ancora controverso e oggetto di dibattito. Pertanto, la diagnosi e la
gestione della parodontite si basano principalmente su una valutazione clinica accurata e su esami di
laboratorio standardizzati, con le loro ben note limitazioni [18-21]. In sintesi, c'é una forte richiesta
nella pratica clinica quotidiana di un parametro affidabile e non invasivo indicativo di sepsi o di uno

stato infiammatorio che porti alla parodontite.

Nel presente studio, abbiamo riscontrato che i livelli salivari di un promettente biomarcatore di
sepsi e malattia inflammatoria, la presepsina (PSEP), sono cambiati significativamente nei pazienti
con parodontite rispetto ai soggetti non affetti, sia prima che dopo (4-6 settimane) una procedura
non chirurgica parodontale. In particolare, i livelli di PSEP erano dipendenti dal sesso, dalla
profondita della tasca parodontale (PPD), dalla presenza di sanguinamento e dalla perdita di attacco
clinico (CAL). Inoltre, i livelli di PSEP erano piu elevati nei pazienti con parodontite complicata

dallo stadio 1V.

La presenza di PSEP nella saliva di pazienti adulti, sebbene confermi dati precedenti in neonati,
rappresenta la prima osservazione in una popolazione cosi selezionata [14,22-23]. Studi recenti
sulla fisiologia delle ghiandole salivari hanno riportato che i fluidi del sangue sistemico e della
saliva sono isotoni e contengono le stesse concentrazioni di diversi analiti nello stesso rapporto,
mostrando uno scambio continuo di ioni e proteine tra sangue e saliva [23]. Infatti, i cambiamenti
nel volume di saliva rilasciato sono un fenomeno dipendente dalla circolazione sistemica, mediato
dall'attivazione orto/parasimpatiche [18-24]. Pertanto, la possibilita che le concentrazioni di PSEP
rilevate nella saliva dei pazienti con parodontite derivino dalla circolazione sistemica &

ragionevolmente consistente. Questo & supportato dal fatto che i livelli di PSEP nella saliva e nel



sangue sono risultati sostanzialmente identici e in accordo con quelli misurati in altri fluidi biologici
(ad esempio, sangue cordonale e periferico) e in altri biomarcatori nel periodo perinatale [25-27].

Naturalmente, sono giustificati ulteriori studi per confermare questi risultati.

Il pattern di PSEP nei gruppi con parodontite rispetto ai gruppi non affetti a TO e T1 merita ulteriori
considerazioni. In particolare: i) il livello piu elevato di PSEP a TO nei pazienti con parodontite
suggerisce uno stato di sepsi o inflammazione a uno stadio subclinico, quando le procedure di
laboratorio standard potrebbero essere silenti e/o non disponibili. La principale spiegazione risiede
nelle proprieta di PSEP. Essa origina dalla CD14 legata alla membrana (mCD14), una glicoproteina
espressa su monociti, macrofagi e neutrofili [28]. Al legame di mCD14 con il complesso
lipopolisaccaride-LBP, viene attivata la cascata proinflammatoria mediata da TLR4. Durante questo
processo, mCD14 viene scisso, rilasciando la sua forma solubile (sSCD14), che viene ulteriormente
processata dalla catepsina D, generando un peptide di 64 aminoacidi noto come PSEP [29]. Un‘altra
spiegazione risiede nella breve emivita di PSEP (6 ore) rispetto ad altri analiti standard come la
proteina C-reattiva (24 ore) e la procalcitonina (12 ore), e nell'assenza di bias che influenzano
l'affidabilita di PSEP come marker di sepsi/infiammazione (eta, ipossia acuta/cronica, distress
respiratorio) [30-33]. ii) l'assenza di differenze proteiche a T1 tra i gruppi studiati a breve/lungo
termine suggerisce l'efficacia della procedura non chirurgica eseguita. Questo é rilevante, aprendo
la strada alla misurazione longitudinale di PSEP nei casi a rischio di parodontite e offrendo al
contempo un attento monitoraggio delle strategie terapeutiche adottate. In sintesi, e ragionevole
sostenere l'affidabilita di PSEP come marker precoce di sepsi e/o stato inflammatorio. Sono

pertanto giustificati ulteriori studi multicentrici su una popolazione piu ampia.

Nel presente studio, abbiamo anche riscontrato che PSEP era dipendente dal sesso nei casi
complicati o meno dalla presenza di una tasca parodontale e sanguinamento, con livelli piu elevati
di PSEP nei sottogruppi femminili. A nostra conoscenza, questa é la prima osservazione in questo

contesto, offrendo ulteriore supporto alle differenze legate al sesso non solo nei periodi perinatale e



pediatrico, ma anche nell'eta adulta. Questi aspetti meritano ulteriori considerazioni. In particolare,
i) PSEP era piu elevata nelle femmine indipendentemente dalla presenza o meno di parodontite,

tasca parodontale e sanguinamento, suggerendo un pattern di PSEP legato al sesso. La spiegazione
risiede nelle differenze basate sul sesso nell'immunita innata, evidenziando che le donne tendono a
sviluppare risposte immunitarie piu forti rispetto agli uomini, rendendole meno suscettibili a molte

infezioni ma piu inclini a malattie autoimmuni [34,35].
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CAPITOLO V

DISCUSSIONE & CONCLUSIONE



DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Nel Capitolo 1, abbiamo fornito una panoramica sull'implementazione potenziale di procedure
diagnostiche cliniche per le infezioni della cavita orale mediante test di laboratorio. La necessita di
nuovi biomarcatori, analizzabili attraverso test non invasivi su fluidi biologici come la saliva,

potrebbe facilitare la diagnosi precoce delle malattie orali.

L'obiettivo era valutare la presenza di dati in letteratura riguardanti potenziali biomarcatori e
identificare uno capace di dimostrare alta accuratezza diagnostica in termini di sensibilita, specificita,
misurazione e conservazione. Una caratteristica chiave ricercata era la capacita di facilitare la
diagnosi delle malattie orali, con particolare attenzione alla malattia parodontale, per indirizzare
tempestivamente il paziente verso la strategia terapeutica piu appropriata e prevenire potenziali

complicazioni.

Pertanto, nel Capitolo 2, abbiamo condotto una revisione della letteratura sullo stato attuale dei test
di laboratorio per la diagnosi delle infezioni odontogeniche e per il monitoraggio del processo di
guarigione senza complicazioni. In particolare, l'obiettivo era determinare lI'uso della presepsina in
condizioni di sepsi derivanti da un'infezione odontogenica e valutarne l'applicazione nella fase di
valutazione prognostica degli interventi chirurgici eseguiti nell'area maxillo-facciale. La PSEP e stata
selezionata come oggetto dello studio per le sue promettenti proprieta. Tuttavia, nonostante alcuni
risultati incoraggianti nel determinare la progressione e la gravita delle infezioni odontogeniche,
diversi aspetti richiedono ulteriori indagini. | recentemente riportati bassi livelli di sensibilita e
specificita della PSEP, insieme alla necessita di stabilire curve di riferimento nella saliva, evidenziano

la necessita di future ricerche e studi piu approfonditi.

Nel Capitolo 3, & stato condotto uno studio osservazionale in cui ogni caso ha servito come proprio
controllo, con l'obiettivo di valutare la stabilita termica della PSEP su periodi brevi e lunghi a
temperatura ambiente in vari fluidi biologici raccolti da neonati sani e ad alto rischio. Questo aspetto

e particolarmente rilevante, poiché le linee guida del produttore specificano la stabilita della PSEP



solo in campioni di plasma, con una durata massima di conservazione di 3 giorni a +2/+8 °C e fino a
9 mesi a -20 °C o temperature inferiori. Per affrontare questo, sono stati raccolti campioni di sangue,
urina e saliva entro le prime 24 ore dalla nascita, conservati a -80 °C (durata media: 16 mesi) e
successivamente analizzati in quattro punti temporali prestabiliti entro 72 ore dopo lo scongelamento.
| risultati hanno dimostrato che la PSEP rimane termicamente stabile fino a 72 ore dopo lo
scongelamento in diversi fluidi biologici, rafforzando la sua potenziale affidabilita come

biomarcatore di sepsi per la pratica clinica e le applicazioni di ricerca.

Nel Capitolo 4, abbiamo investigato la relazione tra stadi avanzati della malattia parodontale (PD) e
livelli di PSEP, con l'obiettivo di valutare se la PSEP potesse fungere da biomarcatore affidabile per
la PD in una coorte di pazienti adulti. E stato condotto uno studio caso-controllo che ha coinvolto 50
pazienti adulti, tra cui 25 individui diagnosticati con PD in stadio avanzato e 25 controlli sani. I livelli
di PSEP sono stati confrontati con i parametri clinici registrati nella cartella parodontale (PI, BI, PPD,

CAL) in due distinti punti temporali (TO-T1).

| risultati hanno mostrato una correlazione diretta tra i livelli di PSEP e i parametri PPD e CAL. In
sintesi, a TO, i livelli di PSEP erano significativamente piu alti nel gruppo PD rispetto al gruppo di
controllo, mentre non sono state osservate differenze statisticamente significative al follow-up di sei
settimane. Inoltre, i livelli di PSEP sono risultati essere dipendenti dal sesso, con valori piu alti rilevati
nei sottogruppi femminili, indipendentemente dalla presenza di tasche parodontali e sanguinamento

gengivale.

Questi risultati hanno confermato la presenza di elevati livelli di PSEP nella saliva dei pazienti con
PD a TO. Le corrette pratiche di igiene orale quotidiana, combinate con controlli dentali regolari,
giocano un ruolo cruciale nel controllo dell'inflammazione sia negli individui sani che in quelli affetti
da malattia parodontale. In futuro, l'analisi della PSEP potrebbe rappresentare uno strumento prezioso

per monitorare e gestire piu efficacemente le condizioni parodontali.






Prospettive Future e Impatto

La presente tesi & stata condotta con I'obiettivo di identificare e valutare uno strumento diagnostico
potenziale per le malattie orali. In particolare, I'attenzione si & concentrata sulla valutazione dell'uso
della presepsina (PSEP) nella saliva come biomarcatore complementare alle procedure cliniche
standard, con l'intento di migliorare la diagnosi precoce e il monitoraggio terapeutico delle infezioni

odontogeniche.

| risultati suggeriscono che la PSEP e un biomarcatore promettente per la patologia orale, mostrando
livelli significativamente piu elevati nella saliva dei pazienti con malattia parodontale, sia prima che
dopo la terapia parodontale non chirurgica. Inoltre, i livelli di PSEP sono risultati associati a diversi
fattori, tra cui sesso, profondita della tasca parodontale (PPD), sanguinamento e livello di attacco

clinico (CAL), con livelli elevati nei pazienti con malattia parodontale di stadio 1V.

Complessivamente, la necessita di un parametro affidabile e non invasivo in grado di indicare
precocemente uno stato infiammatorio o il rischio di sepsi nel campo odontoiatrico rimane una
questione critica nella pratica clinica quotidiana. Tuttavia, affinché la PSEP possa essere stabilita
come biomarcatore affidabile in odontoiatria, € necessaria ulteriore ricerca. A tal proposito, studi
multicentrici dovrebbero fornire curve di riferimento longitudinali per la PSEP in fluidi biologici non
invasivi, considerando non solo la sua breve emivita (6 ore) ma anche potenziali fattori confondenti

come la dieta, che potrebbero influenzare i suoi livelli.

Questi risultati aprono la strada a nuove opportunita di ricerca, offrendo uno strumento diagnostico

innovativo per migliorare la prevenzione e la gestione delle malattie orali.
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