RELAZIONE SCIENTIFICA CONCLUSIVA

Titolo del progetto: “Valutazione della funzione endoteliale: confronto metodologico”

Obiettivi:

L’obiettivo principale del progetto consiste nel confrontare una nuova metodologia per la valutazione della funzione endoteliale messa a punto presso l’Istituto di Fisiologia Clinica di Pisa (IFC) con la metodologia utilizzata presso l’Institute of Child Health di Londra (ICH), considerata gold-standard nel mondo clinico.

Valutazione della funzione endoteliale:

La valutazione della funzione endoteliale flusso-mediata consiste essenzialmente nel monitoraggio del diametro dell’arteria brachiale e delle sue variazioni indotte da stimoli meccanici e/o chimici. In particolare, l’interesse maggiore è rivolto allo studio della reazione del diametro dell’arteria brachiale alla variazione di flusso sanguigno, ovvero alla iperemia reattiva conseguente ad un breve periodo di ischemia indotta.

I sistemi automatici testati per la valutazione automatica della funzione endoteliale sono stati FMD Studio (FMD) e Brachial Analyzer (BA), utilizzati rispettivamente presso l’Istituto di Fisiologia Clinica di Pisa e presso l’Institute of Child Health di Londra.

Il sistema FMD è costituito da una piattaforma hardware (Multimedia Video Engine II) capace di elaborare in tempo reale le immagini provenienti dall’apparato ecografico utilizzando l’uscita video analogica comunemente utilizzata per il videoregistratore. Su tale piattaforma, dotata di processore di classe DSP, è stata implementata una procedura per l’inseguimento automatico dei bordi di un vaso basata sull’operatore matematico “baricentro della variabilità dei livelli grigio”. Oltre alla procedura di calcolo, è stata implementata un’interfaccia utente, dotata di monitor VGA, mouse e tastiera, che permette un semplice ed immediato uso del sistema. All’utente finale è richiesto solamente di inizializzare la procedura di calcolo andando a tracciare, tramite il mouse, un contorno approssimato del tratto di arteria in esame. Terminata questa operazione, il sistema inizia a calcolare il diametro del vaso su ogni immagine prodotta dall’ecografo, ovvero con una frequenza di 25 misure al secondo. Sull’interfaccia utente vengono rappresentati in forma grafica sia l’andamento del diametro istantaneo che l’andamento del diametro medio. Una volta terminato l’esame, è possibile memorizzare i risultati in modo da poterli poi trasferire ad un personal computer per la stampa, le eventuali operazioni di post-processing e la definitiva archiviazione dei dati. Il sistema BA, disponibile commercialmente, è costituito da un software e da una scheda di acquisizione video, entrambi installati su un personal computer. Il sistema lavora esclusivamente off-line, ovvero le immagini sono dapprima semplicemente acquisite e solo in un momento successivo elaborate. Entrambi i sistemi forniscono come uscita principale, un report dove vengono annotate la scala dei tempi e la corrispondente misura del diametro del vaso in esame.

Materiali e metodi:

Al fine di valutare il grado di “agreement” fra i due sistemi in esame, sono stati portati a termine due diversi protocolli di validazione. Il primo protocollo prevedeva l’impiego di 50 sequenze di immagini ecografiche relative a esami per la valutazione della funzione endoteliale flusso mediata registrate su videocassetta. Tali sequenze sono state analizzate con entrambi i metodi e per ognuna è stato generato un report contenente la risposta dei due sistemi, FMD e BA. Successivamente, è stata applicata un’analisi statistica a tali report.

Il secondo protocollo consisteva nell’estrazione di 618 frame da 12 delle 50 sequenze utilizzate nel primo protocollo e nell’analisi di tali frame con entrambi i sistemi di misura. Il risultato dell’analisi, ovvero la misura del diametro del vaso presente nel frame stesso, è stato annotato e successivamente elaborato.
Per la gestione dei filmati e dei frame sono stati utilizzati i software scientifici ImageJ e Matlab R2007b.

Per l’analisi statistica ci si è avvalso di tecniche di regressione lineare, analisi di Bland-Altman e coefficienti di variazione, tramite l’uso del software SPSS 16.0.
Risultati:

Protocollo 1: per ogni sequenza è stato calcolato il valore del diametro medio basale, del diametro massimo durante la fase di iperemia reattiva e della percentuale di variazione tra diametro medio basale e diametro massimo.
I precedenti valori, ottenuti con le due diverse metodologie, sono stati confrontati tramite analisi di Bland-Altman. In particolare, per quello che riguarda il diametro medio basale, è stata ottenuta una media delle differenze pari a -0.0144 mm con una deviazione standard pari a 0.0280 mm (fig. 1). Riguardo al valore massimo, la media delle differenze è risultata -0.0243 mm con deviazione standard 0.0366 mm (fig. 2). Infine, il valore di variazione percentuale ha mostrato una media delle differenze di -0.3101 % con deviazione standard 0.5758% (fig. 3).

Per il valore di variazione percentuale è stata eseguita anche un’analisi di regressione lineare (fig. 4): pendenza della retta e intercetta sono risultate prossime a 1 e 0 rispettivamente, con un ottimo valore di R2 (0.9897).

Protocollo 2: per ogni frame analizzato è stato ricavato il valore del diametro con entrambi i sistemi oggetto del confronto. Questo ha permesso di confrontare, tramite analisi di Bland-Altman, le singole misure, sia in termini di valore assoluto (fig. 5), sia in termini di espansione percentuale (fig. 6) rispetto al valore medio basale della sequenza a cui ogni singolo frame faceva riferimento.
Per quello che riguarda le misure assolute del diametro, si è ottenuta una media delle differenze pari a -0-0925 mm con deviazione standard di 0.0278 mm. Riguardo alla variazione percentuale, invece, è stata ottenuta una media delle differenze di -0.2594% con deviazione standard 0.6077%.
Delle stesse misure è stata realizzata anche un’analisi tramite tecnica di regressione lineare(fig. 7 e 8): in entrambi i casi la pendenza della retta è risultata estremamente prossima a 1 con un’intercetta lievemente diversa da 0 nel solo caso della variazione percentuale. Ottimi sono risultati i valori di R2, 0.9971 e 0.9795 rispettivamente.
Discussione e conclusioni:

La sperimentazione effettuata ha permesso di valutare il grado di agreement fra i due sistemi oggetto del confronto. Dall’analisi dei risultati si è potuto concludere che i due sistemi presentano un eccellente livello di agreement e possono quindi essere utilizzati in maniera alternativa.

Essendo il sistema utilizzato presso l’ICH considerato di fatto il gold-standard per la valutazione della funzione endoteliale e fortemente consolidato nella pratica clinica, grazie anche alle sue ottime doti di ripetibilità, riproducibilità ed affidabilità dei risultati ottenuti, si può concludere che il sistema sviluppato presso IFC può costituirne una valida alternativa, ricalcandone precisamente le stesse caratteristiche qualitative e può essere utilizzato in studi clinici sperimentali ottenendo risultati confrontabili.
In conclusione, l’obiettivo principale di questo progetto, quello di valutare l’agreement tra due diversi sistemi di misura, è stato raggiunto, con l’aggiunta di poter concludere che il grado di tale agreement è risultato assolutamente ottimale.
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Fig.1 – Analisi di Bland-Altman: diametro medio basale (Protocollo 1)
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Fig.2 – Analisi di Bland-Altman: diametro massimo (Protocollo 1)
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Fig.3 – Analisi di Bland-Altman: variazione percentuale (Protocollo 1)
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Fig.4 – Analisi della regressione lineare: variazione percentuale (Protocollo 1)
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Fig.5 – Analisi di Bland-Altman: valore assoluto diametro (Protocollo 2)
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Fig.6 – Analisi di Bland-Altman: espansione percentuale diametro (Protocollo 2)
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Fig.7 – Analisi della regressione lineare: valore assoluto diametro (Protocollo 2)
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Fig.8 – Analisi della regressione lineare: espansione percentuale diametro (Protocollo 2)
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