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I. SCOPO E APPLICAZIONE

Queste standard operating procedures (SOPs) si riferiscono alla gestione preanalitica (per semplicita, biobancaggio) dei
3 principali liquidi biologici utilizzati in ambito neurologico (liquor, plasma e siero). Le SOPs sono frutto di un lavoro
di: 1) iniziale redazione sulla base delle procedure in uso nei diversi IRCCS segnalate dagli stessi nel corso di una indagine
preliminare, di modelli costituiti da precedenti analoghi documenti internazionali e di evidenze sperimentali disponibili
nella letteratura; 2) successiva revisione da parte dei referenti dei diversi IRCCS coinvolti; 3) sintesi delle osservazioni
provenienti dalla fase 2 a produrre la corrente versione. Le SOPs sono intese come valide, in tutti gli IRCCS coinvolti,
per il biobancaggio dei liquidi biologici sia a fini diagnostici sia a fini di ricerca. Si raccomanda che ogni IRCCS registri
le condizioni di gestione preanalitica dei liquidi biologici, soprattutto relativamente ai punti nei quali si verifichino
eventuali scostamenti dalle procedure raccomandate nel presente documento. Nel presente documento si ¢ provveduto a

sottolineare alcuni passaggi delle procedure di laboratorio ritenuti particolarmente rilevanti o delicati.

I1. SOP PER BIOBANCAGGIO DEL LIQUOR

IL1. _Prelievo del liquor

II. 1. 1. Orario della puntura lombare: preferibilmente al mattino. Registrare orario di esecuzione.

II.1. 2. Condizioni di alimentazione del paziente: preferibilmente a digiuno. Registrare se digiuno o non digiuno.

II. 1. 3. Spazio intervertebrale di esecuzione della puntura lombare: preferibilmente spazio L3-L4 o spazio L4-L5.

Registrare quando la puntura lombare viene effettuata in uno spazio diverso.




II. 1. 4. Diametro dell’ago per puntura lombare: tra 18 e 25 G (possibilmente ago atraumatico da 25 G per ridurre la

probabilita di cefalea post-puntura lombare).

I.1. 5. Volume di liquor da prelevare: 6-12 mL. Registrare il volume di liquor prelevato.

II. 1. 6. Provette per il prelievo del liquor: provette di polipropilene (se non disponibili provette di polipropilene, sono

accettabili le provette di polistirene).

II.1. 7. Liquor da destinare alla analisi chimico-clinica standard: provetta contenente i primi 2 mL di liquor limpido (nel
caso di liquor limpido fin dall’inizio: provetta contenente i primi 2 mL di liquor; nel caso di liquor inizialmente ematico
per traumatismo microvascolare da puntura con successiva rapida chiarificazione del liquor: provetta contenente i primi

2 mL di liquor limpido dopo la fuoriuscita del liquor ematico, che deve essere scartato).

II. 1. 8. Il restante liquor deve essere unificato in una provetta di polipropilene di dimensioni maggiori e miscelato

(mediante ripetute inversioni della provetta e/o mediante ripetute aspirazioni/emissioni di liquido per mezzo di pipetta) a

creare un pool omogeneo che andra poi aliquotato. Registrare il volume del pool.

IL1. 9. Preferibilmente non biobancare campioni di liquor ispettivamente ematici €/o con conta dei globuli rossi > 500/uL.

Registrare la conta dei globuli rossi quando > 100/uL.
IL. 1. 10. Prelevare i campioni di sangue (per siero/plasma) possibilmente in stretta vicinanza temporale e nelle medesime
condizioni (per es. digiuno) rispetto al prelievo di liquor. Registrare quando il sangue (siero/plasma) viene prelevato con

altre tempistiche (per es. il giorno seguente) o in altre condizioni rispetto al prelievo di liquor.

1I. 2. Gestione del liquor tra il prelievo e lo stoccaggio

II. 2. 1. Conservare il liquor (pool) preferibilmente a temperatura ambiente (alternativamente in ghiaccio) fino alla

centrifugazione. Registrare la temperatura di conservazione.

II. 2. 2. E fortemente raccomandato che il liquor arrivi alla centrifugazione entro 2 ore dal prelievo. Registrare quando

questo tempo € superiore a 2 ore.

II. 2. 3. Condizioni di centrifugazione: preferibilmente temperatura ambiente (alternativamente 4°C), velocita 2000 x g

(400 x g in caso di necessita di preservare cellule), tempo 10 minuti. Registrare le condizioni di centrifugazione.

IL. 2. 4. Aliquotazione e stoccaggio devono avvenire subito dopo la centrifugazione.

1I. 3. Aliquotazione e conservazione

II. 3. 1. Tipo di provette da utilizzare: provette di polipropilene, preferibilmente con tappo avvitabile.



II. 3. 2. Volume delle provette: preferibilmente 0,25 mL (250 uL), 0,5 mL (500 uL) o 1 mL (1000 uL)

II. 3. 3. Volume delle aliquote: preferibilmente 500 uL (minimo 100 uL, massimo 2 mL). Riempire preferibilmente le

provette al 75% per evitare il fenomeno del freeze-drying.

IL. 3. 4. Contrassegnare le aliquote possibilmente con etichette resistenti all’acqua e al gelo e recanti codici a barre anonimi

e centro-specifici.

II. 3. 5. Temperatura di conservazione: -80°C. Alternativamente: azoto liquido.

I11. SOP PER BIOBANCAGGIO DEL PLASMA

III. 1. Prelievo di sangue

III. 1. 1. Orario del prelievo: preferibilmente al mattino. Registrare orario di esecuzione.

III. 1. 2. Condizioni di alimentazione del paziente: preferibilmente a digiuno. Registrare se digiuno o non digiuno.

III. 1. 3. Sito del prelievo venoso: preferibilmente vena antecubitale.

III. 1. 4. Diametro dell’ago per prelievo: preferibilmente 21 G (range: 19-23 G).

III. 1. 5. Tipo di provette: provette per plasma con EDTA (preferibile rispetto a citrato). Registrare se utilizzate provette

con o senza separatore. Registrare se utilizzate provette con citrato invece di EDTA.
III. 1. 6. Se viene effettuato prelievo di liquor, prelevare i campioni di sangue possibilmente in stretta vicinanza temporale
e nelle medesime condizioni (per es. digiuno) rispetto al prelievo di liquor. Registrare quando il sangue viene prelevato

con altre tempistiche (per es. il giorno seguente) o in altre condizioni rispetto al prelievo di liquor.

II1. 2. Gestione del campione di sangue tra il prelievo e lo stoccaggio

III. 2. 1. Invertire delicatamente le provette 5-10 volte a temperatura ambiente.

III. 2. 2. Tempo tra prelievo e centrifugazione: la centrifugazione deve essere effettuata idealmente entro 1 ora dal prelievo

(possibilmente immediatamente dopo la inversione ripetuta successiva al prelievo), e comunque entro 4 ore dal prelievo.

Registrare il tempo intercorso tra prelievo e centrifugazione.

III. 2. 3. Temperatura di mantenimento dei campioni fino alla processazione (centrifugazione): temperatura ambiente.

Conservare invece a 4°C in caso di tempo di attesa superiore a 4 ore tra prelievo e processazione (tempo di attesa

comunque sconsigliato). Registrare la temperatura di mantenimento dei campioni.



IIT. 2. 4. Condizioni di centrifugazione: temperatura ambiente, velocitda 2000 x g, tempo 10 minuti. Registrare le

condizioni di centrifugazione.

IIL. 2. 5. E possibile, analogamente a quanto raccomandato per il liquor, unire il plasma (surnatante della centrifugazione),
contenuto nelle provette di sangue prelevate, in una unica provetta di polipropilene di dimensioni maggiori, miscelando
poi il plasma ivi trasferito (mediante ripetute inversioni della provetta e/o mediante ripetute aspirazioni/emissioni di
liquido per mezzo di pipetta), a creare un pool omogeneo che andra poi aliquotato. Nel caso di prelievo di > 1 provette di

sangue/plasma, segnare se esse sono state processate in maniera separata e parallela o sono state unite a formare un pool.

III. 2. 6. Aliquotazione e stoccaggio devono avvenire subito dopo la centrifugazione.

1I1. 3. Aliquotazione e conservazione

III. 3. 1. Tipo di provette da utilizzare: provette di polipropilene, preferibilmente con tappo avvitabile.

III. 3. 2. Volume delle provette: preferibilmente 0,25 mL (250 uL), 0,5 mL (500 uL) o 1 mL (1000 uL).

III. 3. 3. Volume delle aliquote: preferibilmente 500 uL (minimo 100 uL, massimo 2 mL). Riempire preferibilmente le

provette al 75% per evitare il fenomeno del freeze-drying.

III. 3. 4. Contrassegnare le aliquote possibilmente con etichette resistenti all’acqua e al gelo e recanti codici a barre

anonimi e centro-specifici.

III. 3. 5. Temperatura di conservazione: -80°C. Alternativamente: azoto liquido.

IV. SOP PER BIOBANCAGGIO DEL SIERO

IV. 1. Prelievo di sangue

IV. 1. 1. Orario del prelievo: preferibilmente al mattino. Registrare orario di esecuzione.

IV. 1. 2. Condizioni di alimentazione del paziente: preferibilmente a digiuno. Registrare se digiuno o non digiuno.

IV. 1. 3. Sito del prelievo venoso: preferibilmente vena antecubitale.

IV. 1. 4. Diametro dell’ago per prelievo: preferibilmente 21 G (range: 19-23 G).

IV. 1. 5. Tipo di provette: provette per siero (nessun anticoagulante). Registrare se utilizzate provette con o senza gel

separatore.



IV. 1. 6. Se viene effettuato prelievo di liquor, prelevare i campioni di sangue possibilmente in stretta vicinanza temporale
e nelle medesime condizioni (per es. digiuno) rispetto al prelievo di liquor. Registrare quando il sangue viene prelevato

con altre tempistiche (per es. il giorno seguente) o in altre condizioni rispetto al prelievo di liquor.

IV. 2. Gestione del campione di sangue tra il prelievo e lo stoccaggio

IV. 2. 1. Le provette di sangue devono essere mantenute in posizione verticale a temperatura ambiente per 30-60 minuti

per consentire la coagulazione.

IV. 2. 2. Tempo tra prelievo e processazione (centrifugazione): minimo 30 minuti (per consentire la coagulazione),

ottimale 30-60 minuti, massimo 4 ore. Registrare il tempo intercorso tra prelievo e centrifugazione.

IV. 2. 3. Temperatura di mantenimento dei campioni fino alla processazione (centrifugazione): temperatura ambiente.

Conservare invece a 4°C in caso di tempo di attesa superiore a 4 ore tra prelievo e processazione (tempo di attesa

comunque sconsigliato). Registrare la temperatura di mantenimento dei campioni.

IV. 2. 4. Condizioni di centrifugazione: temperatura ambiente, velocita 2000 x g, tempo 10 minuti. Registrare le

condizioni di centrifugazione.

IV. 2. 5. E possibile, analogamente a quanto raccomandato per il liquor, unire il siero (surnatante della centrifugazione),
contenuto nelle provette di sangue prelevate, in una unica provetta di polipropilene di dimensioni maggiori, miscelando
poi il siero ivi trasferito (mediante ripetute inversioni della provetta e/o mediante ripetute aspirazioni/emissioni di liquido
per mezzo di pipetta), a creare un pool omogeneo che andra poi aliquotato. Nel caso di prelievo di > 1 provette di

sangue/siero, segnare se esse sono state processate in maniera separata e parallela o sono state unite a formare un pool.

IV. 2. 6. Aliquotazione e stoccaggio devono avvenire subito dopo la centrifugazione.

IV. 3. Aliquotazione e conservazione

IV. 3. 1. Tipo di provette da utilizzare: provette di polipropilene, preferibilmente con tappo avvitabile.

IV. 3. 2. Volume delle provette: preferibilmente 0,25 mL (250 uL), 0,5 mL (500 uL) o 1 mL (1000 uL).

IV. 3. 3. Volume delle aliquote: preferibilmente 500 uL (minimo 100 uL, massimo 2 mL). Riempire preferibilmente le

provette al 75% per evitare il fenomeno del freeze-drying.

IV. 3. 4. Contrassegnare le aliquote possibilmente con etichette resistenti all’acqua e al gelo e recanti codici a barre

anonimi e centro-specifici.

IV. 3. 5. Temperatura di conservazione: -80°C. Alternativamente: azoto liquido.
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