




• Perché un  driver tissutale presente nel tumore può
non essere identificato nel plasma ?
• … due laboratori possono ottenere risultati
differenti partendo dallo stesso campione biologico ?
• … la tumor fraction sta diventando un 
biomarcatore ?

????

COSA NEL 2026 
DETERMINA LA 
PERFORMANCE 

DIAGNOSTICA DELLA 
BIOPSIA LIQUIDA

DECISIONE 
TERAPEUTICA  

AFFIDABILE QUANTO 
IL RISULTATO 

MOLECOLARE SU CUI 
SI BASA



Determinanti
della
performance 
diagnostica:

Il problema biologico e il problema del campione 

bassa abbondanza del ctDNA 

rischio di falsi negativi 

provetta, timing, trasporto, centrifugazione 

contaminazione da DNA leucocitario 

Il problema analitico 

sensibilità, LoD, VAF, tumor fraction 

differenze tra dPCR e NGS 

Il problema interpretativo 

negativo non sempre informativo 

CHIP, varianti germinali, contesto clinico 
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"Negli ultimi dieci anni la biopsia liquida è passata da 
strumento complementare a componente centrale 
della medicina di precisione
• IDENTIFICARE MUTAZIONI
• MONITORARE LA MALATTIA 
• INTERCETTARE RESISTENZE (es. serena-6 trials 

cambia terapia quando emerge mutazione
molecolare in ctDNA) 

…IN RICERCA TRASLAZIONALE MRD E STADI PRECOCI



Pisapia et al  Liquid Biopsy in Solid Tumours: An Overview

Categoria Esempio

Target selection EGFR, ALK, ROS1, RET, MET, HER2, PIK3CA, HRD

Resistance monitoring ESR1, EGFR T790M, KRAS emergente

Screening / Early detection SEPT9 methylation

MRD ctDNA post-chirurgia

Disease monitoring variazioni quantitative del ctDNA





Quando e perché una biopsia liquida può dare esito negativo?
1) Biologia del tumore







ctDNA release ALTO

elevato burden tumorale

metastasi epatiche

metastasi multifocali

elevata proliferazione cellulare

necrosi tumorale

In questi pazienti la probabilità di 
intercettare alterazioni genomiche è 

molto elevata.

ctDNA release BASSO

malattia intratoracica confinata

tumori di piccole dimensioni

metastasi encefaliche isolate 

metastasi ossee predominanti

basso burden tumorale

Questi sono i pazienti nei quali il rischio di 
falsi negativi aumenta significativamente.

Il problema biologico 
Fattori associati ad alto shedding

 Raccomandazioni 2025 per l’esecuzione di Test Molecolari su Biopsia Liquida in Oncologia 
Documento congiunto AIOM – SIAPeC-IAP – SIBIOC – SIF 



Biopsia liquida: tumour MAMMELLA (ng/µl14)                        tumore POLMONE (ng/µl0.3) 

Preanalytical variability starts before sequencing.Screen tapestation (valutazione in 
elettroforesi)



Quando e perché una biopsia liquida può dare esito negativo?
2) Qualità preanalitica



La fase pre-analitica: 10 anni di standardizzazione
Perché è stata necessaria?
•Il ctDNA è un analita raro, instabile e altamente vulnerabile 
alle variabili preanalitiche. 
•Differenze in prelievo, trasporto, centrifugazione e 
conservazione possono modificare significativamente il 
risultato molecolare. 
•Lo stesso campione può generare risultati diversi in 
laboratori diversi se i processi non sono armonizzati.
• 
Il contributo delle Società Scientifiche
•Definizione di procedure condivise per raccolta, trasporto e 
processamento del campione. 
•Introduzione di requisiti di qualità e tracciabilità. 
•Armonizzazione dei workflow tra laboratori. 
•Promozione di controlli di qualità intra- ed inter-
laboratorio. 

Impatto clinico
Standardizzazione preanalitica
↓
Risultato molecolare affidabile
↓
Identificazione corretta delle alterazioni actionable
↓
Scelta terapeutica appropriata



Liquid Biopsy: Fase Pre-Analitica
 Prelievo e trasporto
•Sangue raccolto in provette EDTA/citrato o con conservanti specifici 
•Processazione entro 1-2 ore dal prelievo 
•Se ritardata: utilizzare provette stabilizzanti (max 3 giorni) 

 Isolamento del plasma
•Metodo raccomandato: double spin 

• 2300 g × 10 min × 2 
• 4 °C, senza freno 

•Ottenere almeno 2 mL di plasma 
 Conservazione

•Breve termine: −20 °C 
•Lungo termine: −80 °C 
•Evitare cicli ripetuti di congelamento/scongelamento

PATHOLOGICA 2025;117(Suppl.1):S5-S17; DOI: 10.32074/1591-951X-1215https://pmmp.it/wp-content/uploads/2025/05/Part-I-Pre-analytical-phase.pdf

Documentazione: ogni spedizione deve essere accompagnata 
da una scheda di invio del campione, 
contenente data e ora del prelievo 
(che possono essere alternativamente indicate sull’etichetta della provetta),
 identificativo del paziente, 
tipo di provetta utilizzata ed eventuali annotazioni circa eventuali difformità. 
Inoltre, deve essere accompagnato dal foglio di richiesta in cui riportare
 la richiesta clinica e le principali informazioni relative al paziente
 (come ad esempio il trattamento eseguito). 
 Azioni correttive: in caso di ritardi, esposizione a temperature non controllate, 
o uso improprio di provette, il campione deve essere registrato come 
“non conforme” e gestito secondo le procedure di qualità
 (eventuale analisi tecnica, scarto, o ripetizione del prelievo). 
1.4 RICEZIONE IN LABORATORIO Verifica integrità provette e corrispondenza. 
Registrazione nel LIMS. Se non idoneo: sospensione e notifica.



Lo stesso campione biologico può generare output diversi a 
seconda del workflow preanalitico ed estrattivo.



Analita
Informazione 
biologica

ctDNA Genomica

cfRNA Trascrittomica

Exosomi
Comunicazione
cellulare

CTCs Fenotipo tumorale

TEPs
Interazione ospite-
tumore

Metaboliti Stato funzionale

Dal punto di vista analitico il cfRNA 
presenta sfide maggiori rispetto al ctDNA.

Maggiore instabilità.
Maggiore sensibilità alle variabili preanalitiche.
Maggiore dipendenza dai tempi di processazione."

. JCO Precis Oncol. 2025 Jun 26;9:e2500181. doi: 10.1200/PO-25-00181

Il messaggio oggi non è tanto il failure rate assoluto.
È che il ctRNA viene introdotto proprio per 
compensare alcune limitazioni del ctDNA.
Ad esempio il trial LIQUIK e altri studi recenti 
mostrano che:
ctRNA migliora il rilevamento di fusioni 
aumenta l'identificazione di ALK 
ROS1 
RET 
MET exon 14

https://doi.org/10.1200/PO-25-00181
https://doi.org/10.1200/PO-25-00181
https://doi.org/10.1200/PO-25-00181
https://doi.org/10.1200/PO-25-00181
https://doi.org/10.1200/PO-25-00181


"La domanda quindi diventa:

come possiamo distinguere un vero negativo da un negativo non informativo?

Driver negativo + TF ≥1%

Alta probabilità di vero negativo

↓

Possibile avviare rapidamente il trattamento
ctDNA TF ≥1%
PPA 98%
(Positive Percent Agreement)
NPV 97%
(Negative Predictive Value)
Rolfo et all 

Driver negativo + TF <1%

Negativo non informativo

↓

Priorità alla biopsia tissutale

↓

Possibile driver missed



SEGNALE BIOLOGICO ───────► ALTERAZIONI MOLECOLARI ───────► TUMORE CLINICO
          ?                                               ▲
          │                                               │
          └───────────── Quanto prima possiamo arrivare? ─┘

Generazione Obiettivo

ctDNA rilevare il tumore

Tumor Fraction interpretare il risultato

Fragmentomics identificare alterazioni precoci

Plasma proteomics identificare il rischio biologico

Cell 2026 di Swanton:  14 proteine in grado di predire il carcinoma polmonare oltre 5 anni 
prima della diagnosi clinica



↓

Risultato molecolare affidabile

Controlli di qualità intra e inter 
laboratorio

Identificazione delle alterazioni 
genomiche actionable.

 Accesso più rapido alle terapie 
target. 

Scelta terapeutica
appropriata

Standardizzazione della fase preanalitica: 
✓ Corretta raccolta del campione ematico
✓ Tempi di processazione controllati
✓ Adeguata separazione del plasma
✓ Workflow di estrazione validato
✓ Controlli di qualità lungo l’intero processo

Concludendo:
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