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Introduzione 
La determinazione del consumo alcolico cronico è di notevole importanza sia livello clinico che 
in ambito medico legale. In particolare la “traffic medicine” è  sempre più attenta,  nella  
valutazione della idoneità alla patente di guida,alla identificazione dell’abuso alcolico. Pertanto  
molto attuale è la ricerca di nuovi marker specifici, accurati e sensibili per la determinazione di tale 
conduzione, anche considerando i limiti in termini di sensibilità e/o specificità di quelli tradizionali 
(GGT,MCV,AST, ALT, HDL colesterolo ecc. ).  
 
La “ Carbohydrate Deficient Transferrin” (CDT) è attualmente riferita come  il marker più 
accreditato per la diagnosi oggettiva dell’abuso alcolico cronico. Una buona sensibilità (80-90%) ed 
una eccellente specificità (90-100%) sono le caratteris tiche rilevanti di tale indicatore 
[Stibler,1991] .Una vasta letteratura dimostranao che l’assunzione per circa una due settimane  di 
almeno 50-60 g di alcool./die determina un significativo aumento della concentrazione di 
disialotransferrina. I valori di disialotransferrina tornano alla norma,a seguito  di astinenza alcolica 
con una emivita di circa 15 giorni..  
 
La CDT indica un gruppo di isoforme della transferrina sierica, la principale glicoproteina 
trasportatrice di Fe 3+ Questa proteina presenta differenti stati di glicosilazione per la presenza di 
catene complesse oligosaccaridiche su due siti in corrispondenza dei residui di asparagina 413 e 
611 . Su tali catene possono essere presenti da zero ad ottom residui di acido sialico . la maggior 
isoforma tretrasialo Tf circa 90% contiene quattro residui di acido sialico.Come conseguenza di 
abuso alcolico  cronico si ha un incremento di isoforme meno glicosilate  (sopratutto asialo e 
disialo Tf) che sono comunemente indicate come CDT. 
L’esatto meccanismo di tale fenomeno non  è stato ancora chiarito: l’ipotesi più accreditata 
riguarda  l’inibizione dell’enzima di glicosilazione  ad opera della acetaldeide (il maggior catabolita 
dell’etanolo).  
 
Le attuali procedure analitiche, per la determinazione della CDT ,prevedono una separazione delle 
isoforme della transferrina mediante tecniche cromatografiche come la cromatografia a scambio 
anionico,il cromatofocusing e la rivelazione mediante saggi immunoenzimatici.  
Altri metodi si basano sulla focalizzazione iso elettrica /immunoblotting e sulla cromatografia 
liquida ad elevata risoluzione. 
 
I kit commerciali ,attualmente in uso,  prevedono una separazione mediante colonnine monouso 
delle isoforme desialate;le frazione ottenute vengono successivamente determinate con saggi 
immunometrici.  
Tali metodiche tuttavia mostrano carenze di selettività e riproducibilità dovute sia al processo 
separativo manuale che alla bassa specificità del legame dell’ antisiero verso le isoforme della 
transferrina. 
 
I limiti dei saggi  immunoenzimatici impongono la conferma dei risultati con un metodiche 
alternative non correlabili dal punto di vista analitico. 
Questa necessità è particolarmente stringente in ambito Medico Legale. 
 



Recentemente l’uso di tecniche elettroforetiche come l’elettroforesi capillare consentono di 
separare e rivelare direttamente le singole isoforme superando i limiti delle attuali metodiche 
immunometriche. 
 
Partendo da questi presupposti si è proceduto allo sviluppo di un kit commerciale (P/ace CDT conf. 
kit) che garantisca una elevata sensibilità e specificità limitando al massimo il trattamento del 
campione biologico. 
 
Onde verificarne la performance analitica della metodica proposta,ed in particolare la sua 
robustezza, si è proceduto ad una validazione rigorosa del kit , allestendo prove di riproducibilità 
ed accuratezza utilizzando due strumenti di elettroforesi capillare P/ace serie 5000 e MDQ. Le 
sedute analitiche sono state eseguite in tempi diversi e con diversi operatori . 
 
La fiig. 1 mostra la separazione di siero ottenuta con il kit proposto, dove si evince una netta 
separazione delle forme disialo,trisialo e tetrasialo Tf ,dimostrando l’elevata selettività analitica. 
 
 

Elettroferogramma di sialo transferrina 
 

 
 
I test di riproducibilità  sono stati eseguiti utilizzando sieri con una percentuale  di CDT 
compresa tra 1% e 6% ,mentre per le prove di accuratezza sono state effettuate con due sieri con 
contenuto di CDT compreso tra 5% e il 6% 
 
Riproducibiltà dei tempi di ritenzione della disialo e tetrasialo transferrina. 
 
Le tabelle  mostrano la media dei tempi di migrazione assoluti della disialo e della tetrasialo,le 
corrispondenti deviazioni standard e la media del tempo di migrazione relativo della di sialo 
rispetto alla terasialo. I dati sono stati ottenuti da quattro serie di esperimenti condotti con le 
diverse strumentazioni, adottando le medesime condizioni analitiche e la medesime procedura 
sperimentale. 
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I dati ottenuti indicano una elevata riproducibiltà dei tempi di migrazione con deviazioni standard 
comprese tra 0.33 e 0.17 . La disialo presenta un tempo di migrazione relativo di 0.975-0.976 . 
Sulla base delle condizioni analitiche adottate (capillare, tamponer di migrazione, soluzione 
stabilizzante ed attivante) i dati ottenuti dimostrano elevate prestazioni in termine di riproducibilità 
ed accuratezza analitica. 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

RIPRODUCIBILITA Tempi di Migrazione.
 P/ace 5000 2° serie
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RIPRODUCIBILITA T.R. 
P/ace 5000 1° serie
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Tabella riassuntiva riproducibilità tempi di ritenzione con relative medie e deviazioni standard 
 
 
 1°Serie P/ace 5000 2°Serie P/ace 5000 1°Serie P/ace MDQ 1°Serie P/ace MDQ 
Media T.R. disalo 9.54 9.68 9.18 8.95 
Media T.R tetrasialo 9.77 9.88 9.41 9.16 
Dev.Stan. disialo 0.33 0.28 0.17 0.17 
Dev. Stan. tetrasialo 0.34 0.30 0.18 0.18 
R disialo /tetrasialo 0.976 0.975 0.975 0.976 
 
 

R I P R O D O C I B I L I T A  T e m p i  d i  M i g r a z i o n e
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0

2

4

6

8

1 0

1 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5

R E P L I C H E

T
. 

M
IG

R
A

Z
IO

N
E

R
 d

is
ia

lo
/t

e
tr

a
si

a
lo
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Riproducibiltà quantitativa  della CDT. 
 
La verifica di riproducibilità ed accuratezza in termini quantitativi viene dimostrata dalle tabelle 
riportate, dalle quali si evince altresì una notevole precisione strumentale .  Sono state eseguite 34 
analisi su due campioni in tre sedute con differente strumentazione. Tutti i campioni hanno subito 
l’intero percorso analitico .  
 
 

 n° Campioni Media% disialo Dev. Standard 
Campioni 1  10 5.61 0.57 
Campione 2 10 6.21 0.68 
Campione 2 14 6.1 0.45 
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PERCENTUALE DISIALO/TETRASIALO TRANSFERRINA CAMPIONE 2
1° SERIE P/ACE MDQ
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Verifica della specificità 
 
Per verificare la specificità della metodica si è proceduto ad una idrolisi enzimatica dei residui di 
acido sialico ad opera della neuroamidasi  , su un campione di tetrasialotransferrina producendo 
frazioni di sialotratranferrina .Il campione cosi trattato è stato processato in elettroforesi capillare 
onde verificare la comparsa delle sialoforme. 
La figura n° 2 mostra il tracciato ottenuto confermando la specificità analitica. 
 
 
 
 
 
 

 
 
Conclusioni 
 
La presente validazione dimostra la specificità,ed accuratezza del P/ace CDT Conf. kit nella 
determinazione delle componenti principali della CDT nel siero umano. 
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