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Scopo. Studiare le caratteristiche di rispostadi un mezzo di contrasto di

secondagenerazione diluito in soluzionefisiologicaa varie concentrazioni,
per diverse condizioni di insonazione, temperaturae pH.

Materiale e metodi. Per valutare il comportamento dell’ eco-contrasto
indiverse condizioni di concentrazione, di temperatura, di pH e di inso-
nazione sono stati pianificati acuni test utilizzando comefantocci dei pal-
loncini inlatex. | fantocci, riempiti con unamiscela contenente soluzio-
nedi cloruro di sodio 0,9% e unasospensione di microbolledi esafloruro
di zolfo stabilizzato con fosfolipidi (SonoVue®), sono stati sottoposti

ad ecografia utilizzando la tecnica dell'imaging armonico a bassa pres-
sione acustica.

Sulleimmagini ecografiche é stato calcolato il valore medio del livello
di grigio elasuadeviazione standard; i dati ottenuti sono stati utilizzati

per costruire delle curve di ecogenicita del mezzo di contrasto nelle
diverse condizioni valutate.

Risultati. Dai test effettuati risulta che |’ eco-contrasto mantiene un’ a-
deguata ecogenicitaanche diluito in soluzione fisiol ogicaa concentrazioni

estremamente basse, dell’ ordine dello 0,15%. Il grado di ecogenicita
allediverse concentrazioni rimane accettabile per il tempo medio di ese-
cuzione di un’indagine ecografica. Tali caratteristiche non sono influen-
zate dalla tecnica di insonazione del fantoccio contenente la miscela
eco-contrasto/NaCl.

Il pH della soluzione fisiologica non influenza la sopravvivenza delle
microbolle. Il fattore temperatura risulta significativo quando vengono
superati i 33-37°C; tale condizione favorisce larotturadelle microbolle
con conseguente progressiva riduzione dell’ ecogenicita dopo 10-15’

sino al’ annullamento quasi completo dopo 30°.

L’ attenuazione del segnale US determinata dalle microbolle al varia-
re delladiluizione dell’ eco-contrasto non haun andamento lineare. In
condizioni di bassaamplificazione degli echi I’ attenuazione e signifi-
cativamente maggiore alla concentrazione dello 0,6% rispetto alle
concentrazioni dello 0,2% e 0,4%. Per ognuna delle tre concentrazio-
ni sottoposte al test, main modo particolare per le concentrazioni del-
lo 0,2%-0,4%, € stato osservato un inaspettato incremento della tra-
smissionein profondita del segnale USrispetto allasoluzionefisiolo-
gicapura.

Conclusioni. | risultati di questa sperimentazione evidenziano che un mez-
zo di contrasto di secondagenerazione pud essere utilizzato anche abas-
se concentrazioni se diluito in soluzione fisiologica. Cio aprelaportaa
nuove prospettive diagnostiche per I’ utilizzo dell’ imaging armonico con
€co-contrasto; in particolare se ne pud proporrel’impiego alivello degli

organi cavi enegli studi funzionali. | risultati in vitro dovranno essere con-
fermati dalle applicazioni cliniche che sono in fase di analisi e speri-
mentazione.

ParoOLE cHIAVE: Ecografia- Ultrasuoni - Mezzi di contrasto - Stabilita - SonoVue®.
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In vitro analysis of ultrasound second gen-
eration contrast agent diluted in saline solu-
tion

Purpose. To evaluate the changes in response of a sec-
ond-generation sonographic contrast agent diluted in saline
solution at different concentrations when different scanning
techniques, and saline solution temperatures and pH were
used.

Materials and methods. A series of tests was devised to
analyse the behaviour of the sonographic contrast agent
at different concentrations, temperatures, pH and scan-
ning techniques. Latex balloons were used as phantoms.
These were filled with 0.9% Sodium Chloride solution
mixed with asuspension of sulphur hexafluoride microbub-
bles stabilised with phospholipids (SonoVue®) and scanned
with the harmonic imaging technique at |ow acoustic pres-
sure.

For each image obtained, we calculated the mean grey-
scalelevel values and the standard deviations of grey-scale
level were calculated within a ROl on the US images
obtained; the resulting data were used to create echoge-
nicity curvesof UCA the echo-enhancer over timeat the dif-
ferent conditions tested.

Results. We noted that SonoVue® maintains adequate
backscatter properties even at low concentration (0.15%)
in N/S solution. The amount of echogenicity can be con-
sidered adequate for the average duration of an ultrasound
examination. These properties are not affected by the scan-
ning technique used on the phantom containing the UCA
contrast agent/NaCl solution.

The pH of the saline solution does not affect the survival
of the microbubbles. Temperature becomesasignificant val-
ue beyondover 33-37°C; this condition favours rupture of
the microbubbles with subsequent reduction of the echog-
enicity after 10-15 min, and compl ete disappearance after
30 min.

US beam attenuation related to the concentration of the
microbubblesin the saline solution volume has anon-lin-
ear behaviour; at low amplification levels, attenuation
becomes more significant when using SonoVue® concen-
trations higher than 0.4%.

Unexpected greater improvement in US beam transmis-
sion was experienced for each of the three SonoVue® con-
centrationstested, and especialy for 0.2% and 0.4%, com-
pared to saline solution alone.

Conclusions. Our results show that a second-generation
contrast agent may be used even diluted at low concentra-
tion in saline solution. This characteristic opens up new
diagnostic perspectives possibilities for the use of contrast-
enhanced harmonic imaging; in particular, its can be sug-
gested used in hollow organs and functional studies. These
in vitro results reguire by confirmation by clinical appli-
cations which are under evaluation and experimentation.

KEey worbs: Ultrasound - Contrast agents - Stability - SonoVue®.
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I ntroduzione

| mezzi di contrasto ecografici di seconda generazione
hanno completato il loro sviluppo solo recentemente; alo
stato attuale in Italia viene commercializzato unicamente
I’ eco-contrasto denominato SonoVue® (Bracco, Ml Italy).

Alcunedeleproprietaedele carateristiche del mezzi di con-
trasto di secondagenerazione sono note dalaletteratura[1], dtre
non sono ancorastate rese note o indagate. Riteniamo cheuna
miglior conoscenza del comportamento delle microbolle di
eco-contrasto possafornire utili informazioni sullemodditad’ u-
so e su eventuali atrefuture applicazioni in campo diagnosti-
0. Scopo del nostro studio é stato pertanto valutarein vitro le
caratteristiche di ecogenicitadi un mezzo di contrasto di secon-
dagenerazione quando utilizzato a basse concentrazioni, pre-
via diluizione con soluzione fisiologica. Sono state inoltre
indagate | e caratteristichedi attenuazione del fascio US deter-
minate dall’ eco-contrasto ad el evatadiluizione ele proprietadi
sopravvivenza delle microbolle di eco-contrasto in diverse
condizioni fisiche e chimiche, variando latemperaturaeil pH
dellamiscela eco-contrasto/soluzionefisiologica

Materiale e metodi

Per analizzare il comportamento del mezzo di contrasto
sono stati realizzati degli appositi fantocci utilizzando dei
palloncini in latex, materiale el astico abasso coefficiente di
attenuazione per gli ultrasuoni. L’ estremitaprossmale del pal-
loncino é stata fissata ad un tubo di connessione dotato di
estremita prossimale e distale luer-lock, per consentire il
riempimento mediante siringhe o comuni deflussori per solu-
zionesalina(fig. 1).

Il mezzo di contrasto utilizzato per lo studio € un ecori-
flettore di seconda generazione appartenente alla famiglia
dei perfluorinati, costituito daesafloruro di zolfo sotto forma
di microbolle stabilizzate con fosfolipidi (SonoVue® - Bracco,
Ml, Italy). Questi tipi di microbolle sonoin grado di entrare
in risonanza e modificare il proprio volume senzarompersi,
guando vengono insonate con impulsi ultrasonori a bassa
pressione acustica. Grazie a questa proprieta le microbolle
emettono segnali eco di frequenza armonica rispetto aquel-
lainsonante, in grado di essere ricevuti da apparecchiature
dotate di adeguati software per I'imaging armonico.

L’ apparecchio ecografico utilizzato (Sequoia 512
ImageGate; Acuson-Siemens Group, CA, USA) erafornito
di software per I'imaging armonico in grado di visualizzare
le microbolle in real-time grazie alla tecnol ogia «Coherent
Contrast Imaging» (CCl).

Tenendo conto del picco di frequenza di risonanza delle
microbolle di SonoVue®, & stato utilizzato un trasduttore
convex multifrequenza con larghezza di banda 1-4 MHz,
insonando le bolle a 1,56 MHz (armonicain ricezione: 3
MHZ2). Il controllo della potenza di emissione del segnale
ultrasonoro € stato regolato in modo daminimizzare lapos-
sibilerotturadelle microbolle, riducendo lapressione acustica
avalori corrispondenti ad un indice meccanico di 0,17.

Leimmagini ed i video-clip cosi ottenuti sono stati archi-
viati su supporto magneto-ottico rispettivamente in formato
DICOM 3.0 ein formato proprietario. Un software dedica-
to (ViewProNet, Acuson-Siemens Group, CA, USA), haper-
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Introduction

Second-generation ultrasound contrast agents (UCAS)
have only recently been developed and the only contrast
agent currently marketed in Italy is Sonovue® (Bracco, M,
[taly).

Some of the properties and characteristics of second-gen-
eration contrast agents have been described in the litera-
ture [1], whereas others have not yet been publicised or
investigated. A better knowledge of the behaviour of con-
trast agent microbubbles can provide useful information on
their use and possible future applicationsin diagnosticimag-
ing. The purpose of our study wasto investigatein vitro the
echogenicity characteristics of a second-generation contrast
agent used at low concentrations, after dilution inwith saline
solution. In addition, we investigated the attenuation fea-
tures of the highly- diluted contrast agent and the persis-
tence survival properties of the contrast-agent microbubbles
under different physical and chemical conditions, by varying
the temperature and pH of the mixture of contrast agent and
saline solution.

Materials and methods

To analyse the behaviour of the US contrast agent we
created special phantomswith using latex balloons. Latex
is an elastic material with a low US attenuation coeffi-
cient. The proximal end of the balloon was fixed to a con-
nection tube with proximal and distal luer-lock to allow fill-
ing by syringe or through infusion line for saline solution
(fig. 1).

The contrast agent used in the study was a second-gener -
ation echo-reflector of the perfluorinate family, based on
sulphur hexafl uoride microbubbles stabilised with phospho-
lipids (SonoVue® - Bracco, M, Italy). Thistype of microbub-
ble can resonate and change their volume without bursting
when insonated at |ow acoustic pressure. Thanksto this prop-
erty, the microbubbles produce harmonic signalsin response
to theinsonation signal; these harmonic signalsthat can be
received by US units with adequate software for harmonic
imaging.

The USunit used in this study (Sequoia 512 ImageGate;
Acuson-Semens Group, CA, USA) is equipped by with har-
monic imaging software capable of visualising the micro-
bubblesinreal timethanksto“ Coherent Contrast Imaging”
(CCl) technology.

Considering the resonance frequency peak of the SonoVue®
microbubbles, a convex multifrequency transducer with a 1-
4 MHz bandwidth was used to insonate the bubbles at 1.56
MHz (harmonic reception: 3 MHZ2). The ultrasound emis-
sion power was adjusted to minimise the risk of possible
microbubble rupture by reducing acoustic pressureto values
corresponding to a mechanical index of 0.17.

Theimages and video clips obtained were stored on mag-
neto-optical disksin DICOM 3.0 and proprietary format,
respectively. With a dedicated software programme
(ViewProNet, Acuson-Semens Group, CA, USA) thesewere
subsequently converted into standard non-medical formats
to allow the use of graphic editors suitable for the study of
image analysis.
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messo laloro conversionein formati non medicali standard
per consentirel’ utilizzo di pacchetti grafici particolarmente
adatti allo studio delle caratteristiche delleimmagini.

Allo scopo di estrarredalleimmagini i parametri pit signi-
ficativi sono state appositamente scritte delle macroistruzio-
ni utilizzando il linguaggio Image Pro Plus® BASIC (IPBA-
SIC®, Media Cybernetics, USA). Le macroistruzioni con-
sentono di definire unaregionedi interesse su ciascunaimma:
gine per ricavareil valore medio del livello di grigio elasua
deviazione standard; il primo dato e stato utilizzato come
indice dell’ aumento di ecogenicitaaseguito dell’ introduzio-
ne del mezzo di contrasto eil secondo dato comeindice del-
ladistribuzione pitl 0o meno omogeneadellasostanzanel fan-
toccio. Tenendo conto chei livelli di grigio ottenuti dipendono
anche dallaregolazione dell’ ecografo, in tutte le acquisizio-
ni sono stati mantenuti costanti i parametri di controllo.

[l test n. 1 eramirato all’ identificazione dellaminimacon-
centrazione di mezzo di contrasto necessaria per ottenere
un'immagine ecografica della miscela eco-contrasto/solu-
zionefisiologicacon caratteristiche di ecogenicitaadeguate
per uso diagnostico. Il test & servito inoltre a verificarel’ o-
mogeneita della miscela stessa.

Per valutare|’ effetto della.concentrazione del mezzo di con-
trasto sull‘ ecogenicita della soluzione sono state preparate tre
serie di nove fantocci contenenti 250 ml di soluzione salina
0,9% addizionata.con SonoVue® adiverse concentrazioni; ogni
seriecomprendevalamedesimadistribuzionedi concentrazio-
ni di mezzo di contrasto in un range compreso tra0,5% e 0,1%.

Ogni fantoccio & stato sottoposto ad ecografiacon imaging
armonico a bassa pressione acustica, comunemente indica-
ta come «a basso indice meccanico» 0 «Low MI», secondo
i parametri di regolazione qui indicati: profondita campo di
vista (FOV): mm 80; lunghezza focale (FL) - doppia foca-
lizzazione: mm 40-70; frame rate (FR): 21 Hz; range dina-
mico (DR): 67 dB; potenza (Pow) -21 dB; indice meccanico
(M1) 0,17; guadagno (Gain): -15 dB. L e rispettive immagi-
ni ecografiche sono state memorizzate su supporto magne-
to-ottico per lasuccessivaanalisi. Sulleimmagini memoriz-
zate e stato calcolato il valore medio del livello di grigio
al'interno di unaROI quadratadi dimensioni fisse, posizio-
nata costantemente allamedesima profonditd; i dati numerici
ottenuti sono stati comparati ad uno standard di riferimento
contenuto in un fantoccio usua mente impiegato per i controlli
di qualita delle apparecchiature. In particolare quale riferi-
mento e stato utilizzato il valore medio del livello di grigio
di uninserto iperecogeno contenuto nel fantoccio Gammex
RMI 403 GS (Gammex, Middleton, W1, USA). Il fantoccio
Gammex riproduce le caratteristiche di ecogenicitadi untes-
suto parenchimale (coefficiente d’ attenuazione 0,5+0,05
dB/cm/MHz) e contiene numeros tipi di inserti smulanti dei
noduli cistici o solidi; tre degli inserti «solidi» sono caratte-
rizzati da contrasto rispetto a fondo rispettivamente pari a
+12 dB, +6 dB, -6 dB (dati forniti dal costruttore e certifica-
ti per un range di frequenze compresetral e 20 MHz) (fig. 2).
In particolare s éfatto riferimento all’ inserto amaggior eco-
genicita caratterizzato da un contrasto di +12 dB rispetto al
fondo. Le immagini del fantoccio sono state ottenute in
seconda armonica nativa (Frequenza armonica 4Mhz; DR
67 dB; Pow 0dB; MI 1,6; Gain 2 dB) utilizzando un agoritmo
(Tissue Equalization Technology) che analizzal’ eco in fre-
guenza prima della formazione dell’immagine, differen-
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Fig. 1. — Pdloncinoin latex utilizzato come fantoccio per I’ esecuzione del
test. 11 palloncino & connesso ad un tubo dotato di raccordo per siringhe o
deflussori per soluzione salina.

Latex balloon used as a phantomto performthe echo-enhancer tests. The
balloon is connected to ani.v. tube allowing filling by syringe or through
infusion linefor saline solution.

Fig. 2. — Immagine ecografica del fantoccio Gammex RM| 403 GS che
riproduce le caratteristiche di ecogenicita di un tessuto parenchimale e
contiene alcuni inserti simulanti dei noduli cistici o solidi; tre degli inser-
ti “solidi” sono caratterizzati dacontrasto pari a+12 dB, +6 dB, -6 dB rispet-
to al fondo (dati forniti dal costruttore e certificati per un range di fre-
guenze compresetral e 20 MHz).

USimage of the Gammex RMI 403 GS phantom reproducing the echoge-
nicity characteristics of a parenchyma and containing targets simulating
cystic or solid nodes; three of the solid targets have a contrast gradient of
+12 dB, +6 dB, -6 dB respectively compared to the background (data
provided by the manufacturer and certified for a range of frequencies
between 1to 20 MHz).

To extract the most significant parametersfromtheimag-
es, a series of macroinstructionswerewritten in Image Pro
Plus® BASIC language (IPBASIC®, Media Cybernetics,
USA). These allow a region of interest (ROI) to be defined
on each image so asto obtain the mean grey-scale values and
standard deviations. The first valueis used as an index for
the increase in echogenicity following introduction of the
contrast agent, the second is an index for the more or less
homogeneous distribution of the substance in the phantom.
Sncethe grey-scalelevels obtained also depend on the US
unit settings, the same settings were maintained for all of the
acquisitions.

Test no. 1 was aimed at identifying the minimum concen-
tration of contrast agent required to obtain an image of the
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ziando il segnale proveniente dai tessuti rispetto a segnale
proveniente dal non-tessuto (atitolo di esempio: rumore,
artefatti, riflessi speculari), per ottimizzare I'immagine ai
fini di unamaggior qualitaemiglior riproducibilita.

Lavariazione di ecogenicitadellamiscela SonoVue®/solu-
zionefisiologicaallediverse concentrazioni é stata utilizza-
taper costruirelacurvadi ecogenicitarelativadel mezzo di
contrasto in funzione della concentrazione.

Il test n. 2 e stato pianificato partendo dal presupposto
chelaperditadi energiadel segnale eco conseguente a feno-
meno della diffusione generato da un’ elevata concentrazio-
nedi microbolleimpediscelavalutazione del campo profon-
do. Allo scopo di identificareil punto di equilibrio traun’a
deguata ecogenicitadellasoluzione e il mascheramento del
campo profondo s e cercato di stabilirein modo indiretto I’ en-
titadell’ attenuazione a variare delladiluizione di SonoVue®.
Sono state pertanto misurate le variazioni di ecogenicitadi un
fantoccio Gammex posizionato posteriormente ai fantocci
in latex contenenti eco-contrasto a diverse concentrazioni.

Per | esecuzione dd test sono state preliminarmente ottenute
delleimmagini ecografichein secondaarmonicadel fantoccio
Gammex RMI 403 GS, atre divers livelli di amplificazione
degli echi, tali daevitare fenomeni di saturazione del segnale
(CCI; FOV mm 130; FL: 70-130; FR: 21 Hz; DR: 67 dB; Pow
-21.dB; M1 0,17; Gain: -15 dB/-10 dB/-5 dB), interponendo un
fantoccio in latex contenente 250 ml di soluzione fisiologica
puratralasondaelasuperficie del fantoccio Gammex. Quae
riferimento sono state misurate |’ ecogenicitadel fondo pseu-
doparenchimaledel fantoccio e quelladell’ inserto iperecoge-
no dotato di gradiente di contrasto +12 dB rispetto a fondo.
Completata la prima fase, sono state acquisite le immagini
ecografiche del fantoccio Gammex, nelle medesime condi-
zioni di regolazione sopradescritte, interponendo dei fantoc-
ci contenenti SonoVue® abassa concentrazione: 0,2%, 0,4%
e 0,6% (rispettivamente 0,5 ml, 1 ml e 1,5 ml in 250 ml di
NaCl). Per evitareerrori di misuradell’ attenuazione, ladistan-
zatralasondaei reperi contenuti nel fantoccio Gammex é sta-
tamantenuta rigorosamente costante per tutti i test fissandoil
trasduttore con un’ apposita pinza(fig. 3).

Sono state misurate I’ ecogenicita del fondo pseudoparen-
chimale del fantoccio Gammex e dell’ inserto iperecogeno
dotato di gradientedi contrasto +12 dB rispetto a fondo, cal-
colando il vdoremedio dd livello di grigio di unaROI quadrata
inscritta nell’ inserto iperecogeno e di una ROI di analoghe
dimensioni selezionata alla medesima profondita nella com-
ponente pseudoparenchimale. | valori medi dei livelli di grigio
rileveti interponendo il fantoccio senzaeco-contrasto ei trefan-
tocci con diverse concentrazioni di SonoVue® sono stati con-
frontati per ognuno dei tre livelli di amplificazione utilizzati.

I test n. 3 e stato dedicato allamisurazione delle proprieta
di duratadelle microbolle quando sottoposte ad un fascio US
abassapressione acusticain uno spazio confinato. Basandosi
sui risultati dei test n. 1 e 2, i fantocci utilizzati peril testn. 3
sono stati riempiti con 250 ml di soluzione fisiologica ala
temperaturadi 23°C addizionandoladi SonoVue® sino arag-
giungere la concentrazione dello 0,2%; le due sostanze sono
state miscel ate mediante agitazione manuale del fantoccio.

| fantocci contenenti la miscela sono stati sottoposti a
fascio US per 30 minuti consecutivi (CCI, FOV mm 130;
FL: 70-130; FR: 21 Hz; DR: 67 dB; Pow -21 dB; M1 0,17,
Gain: -15 dB); le relative immagini necessarie per la suc-
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mixture of contrast agent and saline solution having ade-
guate echogenicity for diagnostic use. The test was al so used
to check homogeneity of the mixture itself.

To evaluate the effect of the concentration of the contrast
agent on the echogenicity of the solution, three series of nine
phantoms containing 250 ml of 0.9% saline solution mixed
with SonoVue® at different concentrations were prepared. For
each seriesthedistribution of contrast agent concentrations,
ranging from 0.5 to 0.1%, were the same.

Each phantom was subjected to harmonic imaging with low
acoustic pressure, commonly referred to as Low Mechanical
Index (or Low MI), with the following settings: field of view
(FOV): 80 mm; facal length (FL) —doublefocus: 40-70 mm;
framerate (FR): 21 Hz, dynamic range (DR): 67 dB; pow-
er (Pow) -21 dB; mechanical index (M) 0.17; gain: -15 dB.
The US images were stored on magneto-optical disks for
analysis. The mean grey-scale value was calculated on the
imageswithin a square fixed-size ROI constantly positioned
at the same depth; the numerical data obtained were com-
pared with a reference standard contained in a phantomnor-
mally used for quality control. More specifically, as a refer-
ence we used the mean grey-scale value of a hyperechoic
target contained in a Gammex RMI 403 GS phantom
(Gammex, Middleton, W1, USA). The Gammex phantom mim:
ics the echogenicity of a parenchyma (attenuation coeffi-
cient 0.5+-0.05 dB/cmYMH2) and contains several targets
simulating cystic or solid nodes. Three of the* solid” targets
are characterised by a contrast gradientsof + 12 dB, +6 dB,
-6 dB, respectively, compared to the background (data pro-
vided by the manufacturer and certified for a frequency range
between 1 and 20 MH2) (fig. 2). In particular, we took into
account the most echogengenic target, with a contrast of
+12 dB compared to the background. Images of the phantom
were obtained with native second harmonic (Harmonic
Frequency 4 Mhz; DR 67 dB; Pow 0 dB; Ml 1.6; Gain 2 dB)
using an algorithm (Tissue Equalization Technology) that
analyses the radio-frequency echo data before image for-
mation, differentiating the signal coming from the tissues
fromnon-tissue signals (for example: noise, artefacts, spec-
ular reflections), to obtain better image quality and reprodu-
cibility.

The variationsin echogenicity of the SonoVue® and saline
mixture at different concentrations was used to create an
echogenicity curve for the contrast agent based on concen-
tration.

Test no. 2 was based on the assumption that the loss of
echo energy resulting from the scatter generated by a high
concentration of microbubbles prevented evaluation of the
deep field. In order to find the balance between adequate
echogenicity of the solution and masking of the deep field, we
tried to indirectly establish the extent of attenuation at differ-
ent dilutions of SonoVue®. Thuswe measured the variations
in echogenicity of a Gammex phantom placed behind the
latex phantoms containing different concentrations of echo-
enhancer.

Before the test, we obtained second harmonic images of
the Gammex RMI 403 GS phantom at three different levels
of echo amplification that would avoid signal saturation
(CCI; FOV 130 mm, FL: 70-130; FR: 21 Hz, DR: 67 dB;
Pow -21 dB; MI 0.17; Gain: -15 dB/-10 dB/-5 dB) by plac-
ing a latex phantom with 250 ml pure saline solution
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Fig. 3. — Fantoccio Gammex RMI 403 GSinsonato interponendo a di sot-
to dellasondaun palloncino in latex contenente 250 ml di soluzionefisio-
logica pura oppure addizionata di SonoVue® a varie concentrazioni. La
distanza tra sonda e reperi contenuti nel fantoccio Gammex € stata man-
tenuta rigorosamente costante durante tutti i test fissando il trasduttore
con un’ apposita pinza.

Gammex RMI 403 GS phantominsonated after inserting a latex balloon
filled with 250 ml pure saline or saline mixed with SonoVue®/at different
concentrations under the probe. The distance between the probe and the
targets in the Gammex phantom was maintained constant in all tests by
fixing the transducer with a special blocking device.

cessivaanalisi del livello medio di grigio sono state memo-
rizzate al tempo 0 ed a5, 10, 20 e 30 minuti.

| potizzando che ndll’ ambito di un volumediscretoil nume-
ro di microbolle soggette arottura possa essere correlato con
latecnicadi scansione, il test & stato eseguito seguendo due
diversemodalita: nellaprima (test n. 3A) il trasduttore & sta-
to tenuto in posizionefissa; nellaseconda (test n. 3B) il tra-
sduttore e stato fatto oscillare lungo I’ asse di €l evazione per
tuttala durata dell’ esposizione.

Dopo aver calcolatoil valoremedio del livellodi grigioe
la deviazione standard sono state costruite | e rispettive cur-
vedi decadimento indotto allatemperaturaambiente di 23°C.

Il test n. 4, mirato ad individuare gli eventuali effetti del-
latemperatura della soluzione fisiol ogicasullarottura spon-
taneadelle microbolle, & stato condotto confrontando I’ eco-
genicitadi cinque fantocci contenenti soluzione fisiologica
(250 ml) addizionatadi SonoVue® (concentrazione 0,2%) dle
temperature di 23°, 27°, 30°, 33° e 37°C. Leimmagini eco-
grafiche in seconda armonica (CCl; FOV mm 130; FL: 70-
130; FR: 21 Hz; DR: 67 dB; Pow -21 dB; M1 0,17, Gain: -15
dB) sono state ottenute al tempo 0 ed a5, 10, 20 e 30 minu-
ti immergendo i fantocci in una special e vasca termostatata
(Teuco-Guzzini Group SpA, MC, Italy) appositamente
costruita per mantenere costante latemperatura per almeno
30 minuti (fig. 4). L’analisi dell’ ecogenicitadelle soluzioni
alle cinque diverse temperature ha permesso di costruire e con-
frontarele curve di sopravvivenzadelle microbolle.

Fig. 4. — Vasca termostatata appositamente costruita da Teuco-Guzzini
Group SpA, per mantenere costante per almeno 30 |a temperatura dei
fantocci immersi in acqua durante i test di durata delle microbolle ale
diverse temperature.

A specially designed thermal basin made by Teuco-Guzzini Group SA,
(MC, Italy) was used to maintain the phantoms at a steady temperature for
at least 30 minutes during the microbubble survival testsat different tem-
peratures.

between the probe and the surface of the Gammex phantom.
As a reference, we measured the echogenicity of the pseu-
do-parenchymal background of the phantom and that of
the hyperechogenic target with a + 12 dB contrast gradient.
After completing the first phase, we obtained images of the
Gammex phantom at the settings described above, inter pos-
ing phantoms containing low-concentration SonoVue®:
0.2%, 0.4%, and 0.6% (0.5 ml, 1 ml and 1.5 ml in 250 ml
NaCl, respectively). To avoid errors, the same distance
between the probe and the targets in the Gammex phan-
tomwas maintained for all tests by fixing the transducer with
a special device (fig. 3).

The echogenicity of the pseudo-parenchymal background
of the Gammex phantom and of the hyperechogenic target with
a+12dB contrast gradient were measured by calculating the
mean grey-scale value of a square ROl inscribed in the hyper-
echogenic target and of a same size ROI selected at the same
depth in the pseudo-parenchymal component. The mean grey-
scale values deter mined by inter posing the phantomwithout
the echo-enhancer and the three phantoms with different
concentrations of SonoVue® were compared for each of the
three amplification level s used.

Test no. 3 consisted in measuring the persistence of the
microbubbles subjected to alow acoustic pressure USbeam
in a limited area. On the basis of the results of tests no. 1
and no. 2, the phantoms used for test no. 3 werefilled with 250
ml saline solution at 23°C mixed with SonoVue® up to a
concentration of 0.2%. The two substances were mixed by
manual shaking of the phantom.
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Fig. 5. — Grafico relativo a1’ ecogenicitadi SonoVue® diluito in soluzione
fisiologicaadifferenti concentrazioni. | valori di ecogenicitarilevati sono
espressi in percentual e rispetto all’ ecogenicita dell’ inserto iperecogeno
del fantoccio Gammex RMI 403 GS. | punti delle curve rappresentano il
valoremedio dei livelli di grigio nelleimmagini ecografiche ottenuteinso-
nando i palloncini contenenti la miscela eco-contrasto/NaCl. La devia-
zione standard rappresental’ omogeneita dellamiscela.

Echogenicity curve for different concentrations of SonoVue® in saline
solution compared to echogenicity of the target in the Gammex RMI 403
GSphantom. Dots represent the mean value gray-scale level onthe USima-
ges obtained by the balloons containing the mixture of echo-enhancer
and NaCl. Standard deviation represents homogeneity of solution.

Il test n. 5 & stato progettato per valutare gli effetti del pH
dellasoluzionefisiologicasullasopravvivenzadelle microbolle
di eco-contrasto e conseguentemente sull’ ecogenicita della
miscela. A tale scopo sono stati preparati quattro fantocci
contenenti 250 ml di soluzione fisiologica addizionandola
aternativamente con acido cloridrico 0 soda caustica per otte-
nere unascaladi valori di pH (rispettivamente pH 4,5; 6; 7 e
8). Dopo aver verificato il valore di pH delle rispettive solu-
zioni con un piaccametro digitale, sono stati iniettati 0,5 ml di
SonoVue® in ognuno dei fantocci (concentrazione 0,2%); la
miscel a é stata omogenei zzata mediante agitazione manual e.
| fantocci sono stati sottoposti al fascio US (CCI; FOV mm
130; FL: 70-130; FR: 21 Hz; DR: 67 dB; Pow -21 dB; M1 0,17,
Gain: -15dB) adintervalli di 5', ottenendo le immagini eco-
grefiched tempoOeogni 5 finod quarantesmo minuto. Sulle
immagini memorizzate € stato successivamente analizzatoiil
grado di ecogenicita della miscela per confrontare le rispet-
tive curve di decadimento spontaneo nel tempo.

Risultati

Il test n. 1 hadimostrato che SonoVue® pud essere dilui-
to sino aconcentrazioni dello 0,15% prima che si manifesti
una significativa variazione dell’ ecogenicita rispetto alle
concentrazioni maggiori; per concentrazioni inferiori allo
0,15%s verificaunardacadutadellacurvadi ecogenicita
dellamiscela SonoVue®/NaCl (fig. 5).

L'analis delladeviazione standard dei singoli valori medi
dell’ ecogenicitaneletre serie di fantocci esaminati hadimo-
strato cheladisomogeneita dellamiscelanon si modificaal
variare della concentrazione del mezzo di contrasto.

Il test n. 2 hadimostrato chein condizioni di bassaampli-
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The phantoms containing the mixture were insonated for
30 consecutive minutes (CCl, FOV 130 mm; FL: 70-130;
FR: 21 Hz, DR: 67 dB; Pow -21 dB; MI 0.17; Gain: -15
dB); the images required for the subsequent analysis of the
mean grey-scale value were stored at 0, 5, 10, 20 and 30
minutes.

Hypothesising that, within a discrete volume, the number
of microbubbles undergoing rupture may depend upon the
scanning technique, the test was performed using two meth-
ods. inthefirst (test no. 3A), thetransducer waslocked in one
position; whereas in the second (test no. 3B), the transduc-
er was made to oscillate along the elevation axis for all the
duration of the exposure.

After calculating the mean grey-scale value and standard
deviation, the curves of decay induced by a roomtemperature
of 23°C were created.

Test no. 4 was aimed at identifying the possible effects
of the temperature of saline solution on the spontaneous
rupture of the microbubbles. The test was performed by
comparing the echogenicity of fivg@[):)hantons containing
saline solution (250 ml) with SonoVue® (0.2% concentration)
at 23°, 27°, 30°, 33° and 37°C. Second harmonic ultra-
sound images (CCl; FOV 130 ml; FL: 70-130; FR: 21 Hz
DR: 67 dB; Pow -21 dB; MI 0.17; Gain: -15 dB) were
obtained at 0, 5, 10, 20 and 30 minutes, keeping the phan-
toms immersed in a thermal basin (Teuco-Guzzini Group
A, MC, Italy) specially designed to maintain a constant
temperature for at least 30 minutes (fig. 4). The analysis of
the echogenity of the solution at the five different tempera-
tures enabled the creation and comparison of the survival
curves of the microbubbles.

Test no. 5 eval uated the effects of the saline solution’s pH
onthe survival of the microbubbles and consequently on the
echogenicity of the mixture. For that purpose, four phan-
tomsfilled with 250 ml saline solution were prepared, add-
ing alternatively hydrochloric acid or sodium hydroxide to
obtain a scale of pH values (pH 4.5, 6.7 and 8 respectively).
After checking the pH values of the solutions with a digital
pH meter, 0.5 ml SonoVue® wasinjected into each phantom
(0.2% concentration) and the mixture homogenized by man-
ual shaking. The phantoms were insonated (CCl; FOV 130
mm; FL: 70-130; FR: 21 Hz, DR: 67 dB; Pow -21 dB; Ml
0.17; Gain: -15dB) at 5-minuteintervals, obtaining images
at time 0 and every 5 minutes up to the fortieth minute. The
echogenicity level of the mixture was subsequently analysed
on theimagesto compare the spontaneous decay curves over
time for each pH value.

Results

Test no. 1 demonstrated that SonoVue® can be diluted up
to 0.15% concentrations before any significant variation in
echogenicity occurs compared to higher concentrations. For
concentrations|ower than 0.15%, arapid drop in the echog-
enicity curve of the SonoVue®/NaCl mixture was observed
(fig. 5).

Analysis of the standard deviation of the single mean
echogenicity valuesin the three series of phantom demonstrat-
ed that non-homogeneity of the mixture does not change
when the concentration of contrast agent isvaried.
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ex
Echogenicity curves of the Gammex RMI 403 GS phantom (ref: backgroun% and hyperechoic target) measured at three different levels of amplifica-
tion (A= -15dB, B = -10dB, C = -5dB) after placing latex balloons containing three different concentrations of SonoVue®/NaCl mixture between the
probe and the Gammex phantom surface. Reference C=0isthe echogenicity level measured after interpositionng of a balloon containing pure saline

solution. At the lowest amplication levels Gammex phantom targets were better visualized after inter posing the ball oons containing SonoVu

(espe-

cially at concentrations of 0.2 and 0.4%), compared to saline solution alone. Continuous and dashed lines represent background (pseudo-parenchyi-

mal) and hyperechoic target echogenicity, respectively.

ficazione degli echi (-10 dB e -15 dB) I’ attenuazione del
segnale US creata dalle microbolle alla concentrazione del -
10 0,6% & significativamente maggiore rispetto aquella osser-
vata alle concentrazioni dello 0,2% e 0,4%; livelli di ampli-
ficazione di -5 dB compensano I’ atenuazione determinatadal-
le microbolle alla maggiore concentrazione testata.

I naspettatamente I’ interposizione dei fantocci contenen-
ti mezzo di contrasto ha permesso una visualizzazione dei
reperi del fantoccio Gammex migliore rispetto all’interpo-
sizione del fantoccio contenente esclusivamente soluzione
fisiologica (figg. 6A-C).

Il test n. 3 hadimostrato che |’ ecogenicitadi unamiscela
SonoVue®/NaCl dlo 0,2%, insonataallatemperaturadi 23°C,
rimane costante per circa20 minuti seil fascio USintercetta
una porzione limitata del volume di microbolle (tecnica di
scansionefissa) e per circa 15 minuti sesi scansional’intero
volume dellamiscela (tecnica di scansione oscillante) (figg.
7A, B). In entrambi i cas |’ ecogenicita della miscela resta
comunque di entita adeguata per I'interadurata del test.

Le due curve di decremento temporale dell’ ecogenicita
dellamiscela SonoVue®/NaCl sono indice dellaconcentra-

Test no. 2 demonstrated that under condition of low echo
amplification (-10 dB and -15 dB), attenuation of the US
signal caused by the microbubbles at a 0.6% concentration
issignificantly higher than that observed at concentrations
of 0.2% and 0.4%; levels of amplification of -5 dB compen-
sate for the attenuation caused by the microbubbles at the
highest concentration tested.

Unexpectedly, interposition of the phantoms with contrast
agent allowed better visualization of the targets on the
Gammex phantom than did interposition of the phantom
filled with saline solution alone (fig. 6A-C).

Test no. 3 demonstrated that the echogenicity of a
SonoVue®/NaCl mixture at 0.2%, insonated at 23°C, remains
constant for about 20 minutes if the US beam intercepts a
small portion of the volume of microbubbles (fixed scanning
technique) and for about 15 minutes if the entire volume is
scanned (oscillating scanning technique) (fig. 7A, B). Inboth
cases, however, echogenicity of the mixture remains ade-
guate for the entire duration of the test.

The two decay curves of the echogenicity of the
SonoVue®/NaCl solution indicate the residual concentra-
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Fig. 7.— Grafico relativo al’ ecogenicitadi due miscele di SonoVue®/NaCl insonataper 30’ utilizzando differenti tecniche di scansione: A) transduttore
fisso, B) transduttore oscillante. | due grafici mostrano che |’ ecogenicita resta costante per circa 20’ se il fascio US insona un piccolo volume di
microbolle. Al contrario, insonando I’ intero volume I’ ecogenicitas riduce in modo significativo dopo 20°.

Echogenicity curves of two SonoVue®/NaCl solutions exposed to ultrasound beam for 30 min using different scanning techniques: A) fixed transdu-
cer, B) oscillating transducer. These two graphs show that echogenicity remains constant for about 20 min if the USbeam scans a small volume of micro-
bubbles. On the contrary; if the entire volume is scanned, echogenicity is greatly reduced after 20 min.

zioneresiduadd mezzo di contrasto, asuavoltacorrelatacon
il numero di micraobolle sopravvissute alla pressione acusti-
cade fascio US.

Il test n. 4 havalutato il fenomeno dellarottura spontanea
delle microbolle a diverse temperature. L’ ecogenicita della
miscelasi mantiene relativamente costante per tuttala dura-
tade test dletemperature di 23°-27°C e per circa20’ dlatem-
peraturadi 30°C. A 33° e37°C s € osservata unaprogressi-
variduzione dell’ ecogenicitaapartireda10-15', con annul-
lamento quasi completo dopo 30’ (fig. 8).

Il test n. 5 hadocumentato valori di ecogenicita relativa
mente costanti per lemiscele SonoVue®/NaCl adifferenti pH,
valutate per circa40’ minuti dall’inizio ddl test. Solo oltretale
limite s & osservata unariduzione di ecogenicita conseguente
arotturadelle microbolle nelle soluzioni con pH acido (fig. 9).

Discussione

La seconda generazione di eco-contrasti € costituita da
perfluorinati, gasinerti abassa solubilita, stabilizzati median-
teincapsulamento con sostanze organiche[2]. Lemicrobol-
ledi perfluorinato hanno laproprietadi entrarein risonanza,
senzarompersi, quando vengono insonate a specifiche fre-
guenze e con basse potenze del fascio US[3]. Gli impuls US
a bassa pressione acustica (comunemente, anche se impro-
priamente, indicati come “abasso indice meccanico”) deter-
minano infatti un’ oscillazione del guscio delle microbolle
correlatacon i fenomeni di compressione ed espansione del
gas contenuto nellamicrobolla. Questo comportamento ela
stico, durante la fase di espansione della microbolla corri-
spondente al’ ondadi pressione acustica negativa, generaun
segnal e eco distorto contenente anche frequenze piu ate del-
lafrequenzainsonante[4-6]. Utilizzando differenti tecniche
di elaborazione (imaging armonico, pulse inversion, phase
inversion) si possono ottenere segnali che rappresentano solo
leinformazioni relative alle frequenze maggiori, armoniche
dellafrequenzafondamentale. Dato che alle basse pressioni

tion of the echo-enhancer, which isin turn related to the
number of microbubbles surviving the acoustic pressure of the
UShbeam.

Test no. 4 evaluated spontaneous rupture of the micro-
bubbles at different temperatures. Echogenicity of the mixture
remains constant throughout the test at 23°-27°C and for
about 20 min at 30°C. At 33°C and 37°C echogenicity start-
ed to decrease at 10-15 min and progressively fell until it
almost completely disappeared after 30 min (fig. 8).

Test no. 5 demonstrated relatively constant echogenicity
values for SonoVue®/NaCl solutions at different pH levels
evaluated for about 40 min from the beginning of the test.
Only after that time was a reduction in echogenicity due
to the microbubbles breaking in acid solutions observed

(fig. 9).

Discussion

Second-generation ultrasound contrast agents consist
of perfluorinated, low-solubility inert gasses, stabilised by
encapsulation with organic substances|[ 2] . When insonat-
ed at specific frequencies and low USbeam power, perflu-
orinated microbubbles become resonant without breaking
[3]. Low acoustic pressure US pulses (commonly, though
incorrectly, referred to as* low mechanical index” pulses)
cause oscillation of the microbubble shells as a result of
compression and expansion of the gas contained in the
microbubble. During the expansion phase, which corre-
spondsto the wave of negative acoustic pressure, thiselas-
tic behaviour generates a distorted echo containing fre-
guencies even higher than sonication frequencies [4-6].
Using different processing techniques (har monic imaging,
pulse inversion, phase inversion), signals can be obtained
that represent only the data for the higher frequencies, the
harmonics of the fundamental frequency. Because at the
low acoustic pressures applied to cause microbubble oscil-
lation, the harmonic signal generated by stationary tissues
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Fig. 8. — Curve di ecogenicita di SonoVue®/NaCl misurate per 30" a
diverse temperature. L’ ecogenicita rimane pressoché costante a 23° e
27°C. A 33° e 37°C I’ ecogenicita decade in modo significativo dopo cir-
ca 10-15'. Il fenomeno e probabilmente conseguente alla rottura delle
bolle dovutaal’ aumento di pressione esercitato dal gas sul guscio delle bol-
le. A 30°C I’ ecogenicitarestacostante finoa20’ e successivamente decre-
scein modo progressivo.

Echogenicity curves of SonoVue®/NaCl solutions at varioustemperatures
over a 30 min period. Echogenicity remains fairly constant at 23° and
27°C. At 33°C and 37°C echogenicity drops significantly after about 10-
15min. Thisis probably related to the bubbles bursting due as a result of
increased pressure exerted by the gas on the bubble shell. At 30°C echo-
genicity remains fairly constant up to 20 min and then progressively
decreases.

acustiche applicate per ottenere I’ oscillazione delle micro-
bolle, il segnale armonico generato dei tessuti stazionari ha
intensitamolto bassa, tal e da non essere documentabile anche
con le amplificazioni del segnale relativamente elevate uti-
lizzate per rilevareil segnaledel contrasto, S pud considerare
chegli echi ricevuti siano prevalentementedi pertinenzadel-
lemicrabolle. Questo creaunasortadi cancellazione di tut-
to cio che non corrisponde all’ eco-contrasto, rendendo pos-
sibile lavisualizzazione delle microbolle con un elevato rap-
porto segnale/rumore[6]. E ovviamente necessario chel’ ap-
parecchiatura ecografica utilizzata sia predisposta per e€la-
borare gli echi di frequenza armonica e per consentire la
regolazione fine della potenza di emissione del fascio US.

Il primo mezzo di contrasto di seconda generazione attual-
mente disponibilein commercioin Italiaé SonoVue® (Bracco
SpA, M, Italy), costituito da esafloruro di zolfo sottoforma
di microbolle stahilizzate con fosfolipidi.

Al di ladelle informazioni sul prodotto ad oggi fornite
dalla ditta produttrice, non si conoscevano ancorain modo
completo le caratteristiche di comportamento delle microbolle
di SonoVue® nelle diverse condizioni di diluizioneedi inso-
nazione, nonchéal variaredi acune condizioni fisiche e chi-
miche quali latemperaturaeil pH dellasoluzionefisiologi-
ca eventualmente utilizzata per diluire I’ eco-contrasto.
Obiettivo dello studio & stato pertanto analizzare le varia-
zioni dell’immagine ecograficadelle microbolle nelle diver-
se condizioni sopradescritte.

Il test n. 1 hapermesso di dimostrare che SonoVue® man-
tiene un’ adeguata ecogeni cita anche quando diluito a bassa

Fig. 9. — Curve di ecogenicitadi quattro soluzioni di SonoVue®/NaCl a
differenti pH. Nonostantei differenti comportamenti I’ ecogenicita rima-
ne al di sopradel valore sogliadel 100% per un periodo di circa40’.
Echogenicity curves of the four different SonoVue®Na/Cl pH solutions.
Despite the different behaviour patterns, echogenicity remainsover thethre-
shold value of 100% during a 40 min period.

isso low that it cannot be documented even with relative-
ly high signal amplifications, asare used to detect contrast
signal, it may be assumed that the echoes received are prev-
alently related to the microbubbles. Thus all signals not
pertaining to the echo-enhancer are cancelled, allowing
visualization of the microbubbles with a high signal-to-
noise ratio [6]. The US unit used should of course be
capable of processing harmonic frequency echoes and
should allow fine tuning of the emission power of the US
beam.

The second-generation contrast agent currently available
in Italy is SonoVue® (Bracco SpA, M, Italy), based on sul-
phur hexafl uoride microbubbles stabilised with phospholip-
ids.

Apart fromthe product specifications supplied by the man-
ufacturer, no exhaustive data were available on the behavi-
our characteristics of SonoVue® microbubbles at different
dilutions and insonation conditions, or when given physical
and chemical conditions, such astemperature and pH of the
saline solution used to dilute the echo-enhancer were
changed. Therefore, the aimof our study wasto analyse the
variationsin the microbubbleimage under the different con-
ditions described above.

Test no. 1 demonstrated that SonoVue® maintains an ade-
guate echogenicity even when diluted to low concentrations
in saline solution. In particular, concentrations of 0.15%
can be reached before echogenicity of the SonoVue®/NaCl
solution is reduced. Beyond thisthreshold, even small vari-
ationsin the concentration will result in a marked reduction
of echogenicity. For concentrations between 0.15% and 0.5%,
echogenicity of the mixture apparently remained constant,
probably as a result of receiver saturation due to the inten-
sity of the echo. This, however, does not affect the results of
the test, which aimed at identifying the lowest concentration
that could be used to obtain a diagnostic-quality image.
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concentrazionein soluzionefisiologica: in particolare si pos-
Sono raggiungere concentrazioni dello 0,15% prima che si
osservino riduzioni dell’ ecogenicita dellamiscela SonoVue®/
NaCl; oltre tale limite, anche piccole variazioni della con-
centrazione determinano una marcatariduzione dell’ ecoge-
nicitadellamiscela. Per concentrazioni compresetra0,15%
e 0,5% I’ ecogenicita dellamiscelasi € mantenuta apparen-
temente costante, verosimilmente per la saturazione del rice-
vitore determinatadall’intensita del segnaleeco. Il dato non
€ comungue influente sul risultato del test il cui obiettivo
era individuare la minor concentrazione utile per ottenere
un’immagine ecograficadi significato diagnostico.

Come noto il meccanismo base con cui le microbolle dan-
no vita a segnale eco é rappresentato dalla diffusione [3].
L’ entita del segnale diffuso e funzione di una serie di fatto-
ri quali il tipo di gas contenuto nellabolla, lacomposizione
del guscio delle microbolle, la frequenza del segnale US
insonante e la pressione acustica.

Il fenomeno della diffusione dell’ onda US é responsabi-
le dell’ attenuazione del segnale in profondita; come noto
dalla letteratura quando viene utilizzata una significativa
quantitadi mezzo di contrasto ecografico pud verificars una
marcata attenuazione del segnale US che determinaunaridu-
zione degli echi, specialmente nel campo profondo [2].

Il test n. 2 ha confermato che I’ entita dell’ attenuazione
del segnale US determinata dalle microbolle di eco-contra-
sto s modificaal variare delladiluizione, mahaanche docu-
mentato che il fenomeno non ha caratteristiche lineari. In
condizioni di bassa amplificazione degli echi (-10 dB e-15
dB) I’ attenuazione & significativamente maggiore per con-
centrazioni di eco-contrasto superiori allo 0,4% rispetto alle
concentrazioni comprese tra 0,2% e 0,4%. Per le tre con-
centrazioni sottoposte al test, main modo particolare per le
concentrazioni dello 0,2%-0,4%, SonoVue® non solo non
determina attenuazione del segnale US, ma contrariamente
alleprevisioni, aumentalatrasmissione degli USrisultando
addirittura maggiormente transonico della stessa soluzione
fisiologica. Quanto osservato faipotizzare chein particola-
ri condizioni, correlate allaconcentrazione dellebolleealla
frequenzadegli impulsi insonanti, latrasmissionedel fascio
US possa essere favoritadal’ eco-contrasto. Dato cheil feno-
meno non risponde alle aspettative previste, dovra essere
oggetto di ulteriori approfondimenti.

Lavalutazione degli effetti delletecnicadi scansione eco-
graficasullasopravvivenzadelle microbolle (test n. 3), haevi-
denziato una maggior rottura di microbolle quando il tra-
sduttore viene fatto oscillare continuamentelungo il piano di
elevazione (asse z); il rilievo & verosimilmente correlato con
lamaggior probabilita statisticadi provocare larottura del-
le microbolle quando si scansionaun volumedi soluzione pit
ampio. Dal punto di vista clinico la tecnica di scansione
andra sempre correlataconil tipo di organo daesaminare e
con il quesito clinico.

Il test n. 4, deputato avalutare gli effetti dellatemperatu-
rasullasopravvivenzadelle microbolle, hadocumentato che
la curva di decadimento delle microbolle a 37°C €& netta-
mente peggiore dellacurvadi decadimento a30°C; il dato e
spiegabile con la maggior tensione del guscio delle bolle
creatadalladilatazione del gasin conseguenzadell’ aumen-
to di temperatura. Temperature comprese tra 23°C e 30°C
riducono laprobabilitadi rotturadelle microbolle. Nellapra-
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As is known, diffusion is the mechanism by which the
microbubbles originate the ultrasound signal [3]. The type
of signal depends upon a number of factors, such as type of
gas contained in the bubble, composition of the shell, fre-
guency of the sonication signal and acoustic pressure.

Thediffusion of the USwaveisresponsiblefor attenuation
of the deep signal. Asreported in the literature, when a sig-
nificant amount of echo-enhancer isused, a marked attenu-
ation of the USsignal may occur which determines a reduc-
tion of the echoes especially in the deep field [ 2] .

Test no. 2 confirmed that the attenuation of the US sig-
nal determined by echo-enhancer microbubbles changes
as the dilution varies, but it also demonstrated that the
relation is not linear. With low echo amplification (-10 dB
and -15 dB), attenuation is significantly higher at echo-
enhancer concentrations over 0.4% than at concentrations
between 0.2 and 0.4%. For the three concentrationstested,
but in particular for concentrations of 0.2%-0.4%,
SonoVue® not only does not cause USsignal attenuation but,
contrary to expectations, it increases UStransmission and
therefore proves to be even more transonic than saline solu-
tion. These observations lead to hypothesise that in par-
ticular conditions related to microbubble concentration
and pul se frequency, transmission of the US beam can be
facilitated by the echo-enhancer. This unexpected result
requires validation by further studies.

Evaluation of the effects of the scanning technique on
microbubble survival (test no. 3) showed greater levels of
microbubble rupture when the transducer oscillates con-
tinuously along the elevation plane (z axis); this fact is
probably related to the greater likelihood of causing micro-
bubble rupture when larger solution volumes are scanned.
In clinical practice, the scanning techniques always
depends on the organ being examined and on the clinical
query.

Test no. 4 was devised to eval uate the effects of tempera-
ture on microbubble survival. Thetest showed that the decay
curve of the microbubbles at 37°C is definitely worsethan the
decay curve at 30°C. Thiscan be explained by the greater ten-
sion of the microbubble shells created by the gas expanding
as a result of the increase in temperature. Temperatures
between 23°C and 30°C reduce the likelihood of the micro-
bubbles breaking. In the clinical practice, the advantages
deriving from the dilution of the contrast agent in saline
solution at low temperature should be assessed to improve
survival of the microbubbles.

It isinteresting to note that the spontaneous rupture of
the microbubblesis not affected by the saline solution pH
(test no. 5). Thisis not of secondary importance as saline
solution bottles are supplied with pH values between 4.5
and 7.

Conclusions

Our tests demonstrated that SonoVue® is not affected by
pH variations and temperatures below 30°C. The microbub-
bles, instead, tend to break spontaneously when body temper-
ature isreached. One of the most significant findings of this
study is certainly that the echo-enhancer maintains adequate
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ticaclinica, il vantaggio offerto dalladiluizione del mezzo di
contrasto in soluzionefisiologicaabassatemperaturaandra
valutato al finedi migliorare ladurata delle microbolle.

E interessante osservare che la rottura spontanea delle
microbolle non éinfluenzatadal pH dellasoluzionefisiolo-
gica (test n. 5). Il fatto non é di importanza secondariain
guanto i flaconi di soluzionefisiologicasono forniti con pH
variabilein un range compresotra4,5e7.

Conclusioni

| test danoi eseguiti hanno documentato che SonoVue® &
insensibileallevariazioni di pH ealletemperatureinferiori a
30°C; le microbolle tendono invece a rompersi spontanea
mente quando vieneraggiuntoil livello proprio dellatempe-
raturacorporea. Unadelle risultanze piu significative dello stu-
dio ésicuramente chel’ eco-contrasto mantiene un’ adeguata
ecogenicitaagli US anche qualoravengadiluito in soluzione
fisiologicaaconcentrazioni molto basse. Tale comportamento
apreinteressanti prospettive per I’ utilizzo degli ecocontrasti
secondo modalita diverse oppure per applicazioni diagnosti-
chedifferenti daquellefino ad oraproposte; unadelle possi-
bili applicazioni potrebbe esserel’ introduzionein organi cavi,
quali lavescicao il tubo digerente; un atro importante cam-
po nel quale pud essere necessario somministrare mezzi di con-
trasto diluiti € quello degli studi funzionali.

Per valutare I’ effettiva validitadi queste nuove applicazioni
saranno necessari altri test in vitro ein vivo.
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ecogenicity to USeven when diluted in saline solutions at very
low concentrations. This behaviour opens up important pos-
sibilities for the use of echo-enhancers with different tech-
nigues or for new diagnostic applications which have not
been suggested so far. One of the possible applications could
be the introduction into hollow organs, such asthe urinary
bladder or the digestive tube. Another important field that
could require administration of diluted contrast agents is
that of functional studies.

Further invitroand in vivo studies are necessary to eval-
uate the effective validity of these new applications.
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