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Stato dell’arte dei biomarcatori di malattia renale osservato mediante
i Programmi di VEQ del Centro di Ricerca Biomedica
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ABSTRACT

The quality of laboratory tests for the Chronic Kidney Disease in Italy through EQA programs.

Introduction: the diagnosis and classification of Chronic Kidney Disease (CKD) are based on laboratory tests. The aim
of this paper is to verify their harmonization at national level, through the examination of participants’ results to EQA
programs of the Centre of Biomedical Research.

Methods: we considered results of creatinine and eGFR of the last 8 EQA cycles (2013-2020) for a total of 80
lyophilized control samples and results of albumin and albumin/creatinine ratio (ACR) in urine of the last 3 EQA cycles
(2018-2020) for a total of 24 lyophilized control materials.

Results: for creatinine measurement, enzymatic assays show the best accuracy, but only 40% of participants use
them. For eGFR the 64% of participants use the equation derived by the CKD-Epidemiology Collaboration (CKD-EPI)
study and this formula applied to enzymatic creatinine shows the best performances. For urine albumin, analytical
variability (median CV%) is lower for all diagnostic systems at pathological concentrations than at concentrations
below the cut-off. Important bias still exists between different methods and overall 12% of the albumin results provided
by the participating laboratories did not reach the minimum quality level for the clinical use of the measure and for
value <30.0 mg/L the number of unacceptable performances increases to 24%. Similar results were found for ACR:
overall 14% of the results were unacceptable and for value <3.4 mg/mmol the number of unacceptable performances
increases to 21%.

Conclusion: even if some improvements can be observed during the recent years, efforts for a better alignment to
international recommendations are needed. A Reference system of higher order is needed to enable standardization
of urine albumin measurement results. The participation in specific External Quality Programs is a valuable tool to
assess the harmonization of laboratory tests for CKD diagnosis in our country.

Parole chiave: Programmi di Valutazione Esterna di Qualita, creatinina, albuminuria

INTRODUZIONE velocita di filtrazione glomerulare (eGFR) e la misura
_ . ‘ dell’albuminuria (3,4).
La malattia renale cronica (CKD) & un problema La determinazione della creatininemia e il calcolo

sanitario di primaria importanza in tutto il mondo:  con formule appropriate della velocita di filtrazione
secondo un’indagine della International Society of  glomerulare (GFR) consentono una stima clinicamente
Nephrology il 10% della popolazione mondiale & affetta  affidabile (3-6). E quindi di fondamentale importanza che
da CKD, e nove malati su dieci non sanno di essere |a misura della creatinina sierica sia accurata (7). Da
malati (1,2). molti anni & in corso uno sforzo importante a livello

Il laboratorio ha un ruolo fondamentale nella diagnosi  internazionale volto alla standardizzazione della misura
della malattia renale e nella definizione della sua  mediante I'implementazione di un sistema metrologico di
severita, entrambe basate su due esami: la stima della riferimento (8-13). In particolare, il metodo di riferimento,
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secondo le raccomandazioni emanate nel 2006 dal
Laboratory Working Group del National Kidney Disease
Education Program (NKDEP) (7), & la spettrometria di
massa a diluizione isotopica (IDMS) ed il materiale di
riferimento IDMS tracciabile, rilasciato nel 2007, & lo
Standard Reference Material (SRM) 967 (14). Da allora,
i produttori dei sistemi diagnostici hanno cercato di
standardizzare i propri metodi di determinazione della
creatinina e i due tipi di metodi IDMS tracciabili
attualmente in commercio sono metodi enzimatici o al
picrato alcalino con compensazione (allo scopo di
eliminare le aspecificita dovute ai cromogeni). Tuttavia lo
stato dell’arte della misura della creatinina sierica
riportato in numerosissime pubblicazioni, indica che
molti laboratori che utilizzano metodi al picrato alcalino
non forniscono prestazioni analitiche adeguate,
specialmente a concentrazioni fisiologiche o
leggermente aumentate di creatininemia e solo i
laboratori che utilizzano metodi basati su reazioni
enzimatiche sono in grado di ottenere risultati accurati a
tutte le concentrazioni (15-17).

Le formule proposte per il calcolo delleGFR sono
svariate e le raccomandazioni su quale di queste
utilizzare si sono modificate nel tempo. In particolare, il
suggerimento iniziale circa I'utilizzo della formula
derivata dallo studio Modification of Diet in Renal
Disease (MDRD) (5,7,18) & stato successivamente
modificato in favore dell’impiego della formula Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboraion (CKD-EPI)
(3,4,19,20). La linea guida Kidney Disease: Improving
Global Outcomes (KDIGO) (3), inoltre, suggerisce per la
stima delleGFR l'utilizzo della formula CKD-EPI che
includa, oltre alla creatinina, anche il valore della
cistatina C (eGFReays) (3,21,22). Recentemente, infine,
e stata proposta la nuova formula EKFC (European
Kidney Function Consortium) che presenta una migliore
accuratezza e precisione rispetto alle altre (23).

La dimostrazione della presenza di significativa
albuminuria € I'altro parametro cardine per la definizione
della malattia renale (3,4). Nonostante tale rilevanza
clinica, esistono ancora importanti problemi che
riguardano tutto il processo di determinazione
dell’albuminuria, a partire dalla fase preanalitica fino alla
refertazione dei risultati (24). Relativamente alla fase
analitica alcuni sistemi commerciali presentano una
scarsa standardizzazione con bias importanti a differenti
concentrazioni di analita, tendendo ad aumentare alle
concentrazioni pit basse; inoltre alcuni metodi mostrano
una imprecisione inaccettabilmente elevata (25,26). Cio
€ dovuto alla mancanza di un sistema di riferimento
internazionalmente accettato e implementato (27,28).
Solo recentemente infatti & stato proposto un sistema di
riferimento completo e si spera di rendere presto
disponibile un materiale di riferimento a matrice biologica
(NIST SRM 3666) col quale calibrare i sistemi
commerciali (29,31).

| programmi di Valutazione Esterna di Qualita (VEQ),
di tipo educativo, hanno un ruolo fondamentale nel
promuovere I'armonizzazione dei risultati dei laboratori,
soprattutto quando questi appartengono alla classe 1

(32). Il Centro di Ricerca Biomedica per la Qualita in
Medicina di Laboratorio (CRB), Centro Specializzato
della Regione Veneto, dal 2013, nellambito dei
programmi di VEQ per biochimica clinica su siero e su
urina e del programma di VEQ per I'esame chimico-fisico
delle urine, ha focalizzato l'interesse in particolar modo
sul livello di qualita con cui sono erogati i biomarcatori
coinvolti nella patologia renale: creatinina, eGFR,
albuminuria e rapporto albumina/creatinina (ACR)
(33,34).

Scopo di questo lavoro € quello di presentare e
commentare lo stato dell’arte della diagnostica di
laboratorio della malattia renale, sulla base dei risultati
dei partecipanti ai programmi di VEQ del CRB.

METODI

I materiali di controllo utilizzati nei programmi di VEQ
sono: per creatinina e eGFR sieri liofilizzati a matrice
umana; per albuminuria e ACR urine umane liofilizzate.

Creatinina e eGFR

Sono stati analizzati i risultati degli ultimi 8 cicli di
VEQ (2013-2020) per un totale di 80 campioni di
controllo liofili, in un intervallo di concentrazione
compreso tra 64,9 e 499,0 pmol/L, dei partecipanti al
programma di VEQ per biochimica clinica su siero del
CRB (partecipanti n 144+18). | risultati di eGFR dei
partecipanti sono calcolati dal valore di creatininemia,
ottenuto sul campione di controllo con il metodo in uso
applicando la formula utilizzata nel laboratorio, in
riferimento a un soggetto di sesso maschile di 50 anni di
eta e di etnia caucasica.

Il valore di creatinina dei materiali di controllo viene
assegnato mediante procedura di riferimento (GC-IDMS)
da un laboratorio di riferimento accreditato (Instand e.V.).
Il Valore Target (VT) di eGFR, viene calcolato, sia
mediante formula MDRD che CKD-EPI, utilizzando il
valore di riferimento della creatinina.

L'inesattezza (bias%) e Il'imprecisione (CV%) dei
sistemi analitici maggiormente utilizzati dai partecipanti
alla VEQ e le prestazioni dei laboratori, sono state
valutate in confronto a goal analitici definiti sulla base
delle specifiche di qualita (APS) della European
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine (EFLM), basate sulla Variabilita Biologica (VB)
(35).

In particolare sono state applicate le APS relative al
livello di qualita minimo: bias% <5,6%, CV% <3,4% e
errore totale% (ET) <11,1%. Per valutare l'inesattezza di
ogni sistema analitico & stato calcolato, per ciascun
campione con una numerosita di risultati =7, il valore di
consenso (mediana) ed il relativo bias% dal VT.

Sono state inoltre valutate le prestazioni dei
laboratori partecipanti agli ultimi 5 anni di VEQ (2016-
2020) su un totale di 45 campioni di controllo, utilizzando
il limite di accettabilita di £11,1%. Per ogni metodo &
stato calcolato il numero di prestazioni non accettabili
(PNA) riscontrato in 4 intervalli di concentrazione di
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creatinina e per valori di eGFR appartenenti alle 6 classi
di rischio per I'insufficienza renale cronica.

Albumina e rapporto Albumina/Creatinina

Nell’'ambito del programma di VEQ per biochimica
clinica su urina del CRB (partecipanti: n 82 + 8) sono
stati analizzati i risultati degli ultimi 3 cicli (2018-2020),
per un totale di 24 campioni di controllo liofili preparati ad
hoc per il CRB, in un intervallo di concentrazione
compreso tra 10,0 e 478,0 mg/L di albumina e tra 1,7 e
35,5 mg/mmol (15,0-314,0 mg/g) di ACR.

Per valutare la variabilita interlaboratorio (CV%) e

stato calcolato per ciascun sistema analitico con una
numerosita di risultati 24, il CV% mediano fra i 24
campioni presi in considerazione.

Per indagare il grado di armonizzazione € stato
messo a confronto il valore mediano di ciascun sistema
analitico per ogni campione con una numerosita di
risultati >7.

Sono state inoltre valutate le prestazioni dei
laboratori partecipanti secondo il modello basato sullo
stato dell'arte. In particolare, per valori di albumina
<25,0 mg/L sono stati ritenuti soddisfacenti valori con
uno scostamento <3,0 mg/L dal valore assegnato
(mediana dei risultati forniti dal gruppo di laboratori che
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Figura 1

Creatinina: bias% dal valore di riferimento calcolato per ciascun campione (indicato da un diverso simbolo colorato) e sistema analitico.
Le linee rosse indicano l'obiettivo di qualita minimo per I'inesattezza (5,6%), definito sulla base delle specifiche di qualita della
European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM), basate sulla Variabilita Biologica.
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utilizzano lo stesso principio analitico). Per valori di
albumina 225,0 mg/L le prestazioni sono state definite
ottime con un ET <5,5%, buone con un ET compreso tra
5,5% e 11,0%, accettabili con un ET compreso tra 11,0%
e 16,5% e inaccettabili con un ET >16,5%. Gli stessi
criteri sono stati adottati per valutare le prestazioni dei
laboratori per valori di ACR >2,0 mg/mmol, mentre per
valori <2,0 mg/mmol sono stati ritenuti soddisfacenti
valori con uno scostamento <0,4 mg/mmol.

RISULTATI

Creatinina

La percentuale dei metodi enzimatici rispetto ai
metodi al picrato alcalino utilizzati dai partecipanti alla
VEQ é stata: 22,6% nel 2013, ~28% nel 2014 e 2015,
~38% nel 2016 e 2017 e ~40% dal 2018 al 2020.

Nella Figura 1 € riportato il bias% calcolato per
ciascun campione e sistema analitico. La percentuale di
valori che non soddisfa il goal analitico (minimo) per
l'inesattezza (5,6%), €& la seguente:

- tra i metodi enzimatici (pannello A) va da un minimo
del 3,7% per Dimension Vista, ad un massimo del
11,7% per Werfen ILAB;

- per i metodi al picrato alcalino (pannello B) con
compensazione, € pari al 22%, 37% e 38% per
Siemens Vista, Beckman AU e Roche Cobas,
rispettivamente; mentre tra i metodi al picrato
alcalino senza compensazione € del 24%, 44%, 49%
e 56% dei casi per i sistemi Beckman AU, Werfen
ILAB, Abbott Architect e Sclavo Konelab,
rispettivamente. Per il metodo enzimatico utilizzato in
chimica secca solo nel 31% dei casi & stato
soddisfatto il goal analitico.

Nella Figura 2A sono graficati in box-plot i risultati
ottenuti su 4 campioni di controllo a diverse
concentrazioni di creatinina, suddivisi per metodo. La
mediana del metodo enzimatico risulta per tutti i
campioni sovrapponibile al VT, mentre il metodo al
picrato alcalino senza compensazione, oltre ad avere
una mediana lontana dal VT per tutti i campioni ad
eccezione del BS10, presenta un’ampia dispersione dei
risultati.
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Figura 2A

Creatinina: box-plot (diagramma a scatola e baffi) dei risultati (umol/L), ottenuti con i diversi metodi utilizzati dai partecipanti al
programma di VEQ per Biochimica Clinica su siero del Centro di Ricerca Biomedica per la Qualita in Medicina di Laboratorio (CRB),

relativi a 4 campioni di controllo a diverse concentrazioni.

La scatola contiene i valori compresi tra il 25° ed il 75° percentile; i baffi indicano il 10° e il 90° percentile; la linea tratteggiata indica

la mediana; la linea rossa indica il Valore Target.
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eGFR: box-plot (diagramma a scatola e baffi) dei risultati (mL/min/1,73m?), calcolati con I'utilizzo delle 2 formule (MDRD e CKD-EPI)
applicate ai valori di creatinina ottenuti con i metodi enzimatico e al picrato alcalino utilizzati dai partecipanti al programma di VEQ
per biochimica clinica su siero del Centro di Ricerca Biomedica per la Qualita in Medicina di Laboratorio (CRB), relativi a 4 campioni

di controllo.

| Valori Target (VT) della creatinina sono BS41 = 82,3+0,8; BS35 = 118+1,0;, BS40 = 207+2,0; e BS38 = 345+3,0 umol/L.
La linea rossa indica il valore di e GFR calcolato con formula CKD-EPI dal VT della creatinina; la linea verde indica il valore di eGFR

calcolato con formula MDRD dal VT della creatinina.

CKD-EPI: BS40 = bias medio -3,1% (creatinina enzimatica), -10,3% (creatinina al picrato alcalino). BS38 = bias medio -2,6% e

-10,9% rispettivamente.

eGFR, velocita di filtrazione glomerulare stimata; CKD-EPI, Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboraion; MDRD, Modification

of Diet in Renal Disease.

La variabilita interlaboratorio dei diversi sistemi
analitici & riportata nella Tabella 1. Tra i metodi
enzimatici, tutti i sistemi analitici ad eccezione di Werfen,
ILAB presentano un CV% mediano <3,4% (goal analitico
minimo per l'imprecisione). Tra i sistemi al picrato
alcalino, invece, 4 su 8 presentano un CV% mediano
>3,4%.

Nella Tabella 2 € riassunto il numero di PNA
riscontrate su un totale di 6 969 risultati, suddivisi per
metodo. Complessivamente il 16% dei risultati forniti dai
partecipanti non raggiunge il livello di qualitd minimo
(ET% <11,1%). Per concentrazioni di creatinina <75,0
pmol/L, questa percentuale incrementa mediamente al
27%. Il minor numero di PNA si € osservato per i metodi
enzimatici (5,4%) e per il metodo al picrato alcalino
compensato (14%) mentre circa un quarto dei risultati
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ottenuti con il metodo al picrato alcalino non compensato
e con la chimica secca non raggiunge il goal analitico
minimo.

eGFR

Nella Figura 2B sono graficati in box-plot i valori di
eGFR, calcolati con l'utilizzo delle 2 formule, su 4
campioni di controllo con concentrazioni crescenti di
creatinina.

Nella Tabella 3 & riassunto il numero di PNA
riscontrate su un totale di 2217 risultati, suddivisi per
metodo utilizzato per la determinazione della creatinina
(enzimatico o al picrato alcalino) e per formula utilizzata
per il calcolo delleGFR, nelle 6 classi di rischio per
l'insufficienza renale cronica.
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Tabella 1
Creatinina: variabilita inter-laboratorio dei principali sistemi utilizzati dai partecipanti al programma di VEQ
Sistema analitico Tracciabilita Metodo N CV% mediano N risultati
campioni  (intervallo) media + DS
Enzimatico 79 2,96 152
(0,86-9,69)
Roche, Cobas IDMS
Picrato alcalino 79 3,86 17 +4
con compensazione (1,23-7,57)
Enzimatico 50 2,17 8+2
(1,23-7,57)
SRM 967a
Picrato alcalino 36 3,19 7+2
Beckman, AU con compensazione (0,55-14,13)
SRM 909b Picrato alcalino 78 4,15 13%5
senza compensazione (0,76-16,47)
Beckman, CX/DXc SRM 909b Picrato alcalino 29 3,91 9+3
senza compensazione (0,85-10,25)
Enzimatico 78 3,69 102
(0,76-12,04)
Werfen, ILAB SRM 909b
Picrato alcalino 73 5,29 7+3
senza compensazione (1,02-12,24)
Enzimatico 53 2,93 102
(0,89-6,96)
Abbott, Architect SRM 967a
Picrato alcalino 76 3,19 9+3
senza compensazione (0,61-8,94)
Enzimatico 55 2,31 7+2
(0,21-13,54)
Siemens, Dimension Vista SRM 914a
Picrato alcalino 43 3,28 7+2
con compensazione (0,82-10,84)
Sclavo, Konelab IDMS Picrato alcalino 66 6,54 209
senza compensazione (1,75-13,95)
Ortho Clinical Diagnostics, Vitros SRM 914a Enzimatico, chimica secca 36 3,33 72
(0,56-8,74)

IDMS, diluizione isotopica-spettrometria di massa;, SRM, standard reference material

Tabella 2
Creatinina: Numero di Prestazioni Non Accettabili (PNA) riscontrate negli ultimi 5 anni del programma di VEQ (2016-2020)

<75umol/L (n=7)  75-100 pmol/L (n=7)  100-200 pmol/L (n=12) 200-500 pmol/L (n=16) Totale

n n % n n % n n % n n % n n %
PNA risultati  PNA  PNA risultati PNA  PNA risultati  PNA  PNA risultati PNA  PNA risultati PNA

Tutti i metodi 287 1079 26,5 201 1222 16,4 260 1973 13,2 389 2695 14,4 1137 6969 16,3
Enzimatico 52 399 13,0 21 438 4.8 31 716 4,3 32 952 34 136 2505 54
Chimica secca 26 64 40,6 31 86 30,6 24 105 22,9 22 146 151 103 401 257

Picrato alcalinocon 78 217 359 31 223 139 33 361 9,1 36 464 7,8 178 1265 141
compensazione

Picrato alcalino 131 399 328 118 475 248 172 791 21,7 299 1133 26,4 720 2798 257
senza
compensazione

biochimica clinica, 2021, vol. 45 SS1 S81
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Complessivamente il 13% dei risultati forniti dai
partecipanti non raggiunge il livello di qualita minimo per
l'impiego clinico del’eGFR. Il minor numero di PNA si &
osservato per i valori di eGFR calcolati con la formula
CKD-EPI e basati su valori di creatinina ottenuti con
metodi enzimatici (3,3%), mentre il 27% dei risultati di
eGRF calcolati con la formula MDRD e basati su valori
di creatinina ottenuti con metodi al picrato alcalino, sono
stati classificati come PNA.

Albumina urinaria e ACR

Piu del 90% dei laboratori utilizza metodi
immunoturbidimetrici. Nella Tabella 4 sono riportati i
CV% mediani di ciascun sistema analitico.
Relativamente all’albumina, la variabilita interlaboratorio
e risultata <8,0% sia per i metodi nefelometrici sia per
quelli turbidimetrici e <6,5% se si considerano i CV% di
ciascun sistema analitico. La variabilita analitica & in
funzione della concentrazione: per campioni con valori di
albumina di ~20 mg/L i CV% mediani salgono al 18% e
al 14% per i metodi turbidimetrici e nefelometrici,
rispettivamente.

Anche la variabilita analitica dell’albumina espressa
in rapporto alla creatinina risulta piu elevata per valori
bassi (<3,4 mg/mmol), proprio i piu utili da un punto di
vista diagnostico. Per esempio per campioni con ACR di
~2 mg/mmol (~18 mg/g) i CV% mediani salgono al 17%
e al 1% per i metodi turbidimetrici e nefelometrici,
rispettivamente.

Nella Figura 3A sono riportati i valori di consenso
(mediana) calcolati sui risultati di ciascun sistema

analitico in funzione della concentrazione. | valori
sistematicamente piu elevati si sono riscontrati per il
sistema Siemens Dimension Vista (metodo
nefelometrico) e quelli piu bassi per Siemens Advia
(metodo turbidimetrico). Risultati analoghi si osservano
per ACR (Figura 3B).

Negli ultimi 3 anni di VEQ, complessivamente il 12%
dei risultati di albumina non ha raggiunto il goal analitico
minimo, il 9% dei partecipanti ha ottenuto prestazioni di
qualita minima e il 79% prestazioni soddisfacenti (con il
49% dei laboratori che ha fornito prestazioni ottimali).
Per valori <30,0 mg/L il numero di prestazioni non
accettabili sale al 24%, per concentrazioni comprese tra
30,0 e 60,0 mg/L é risultato pari al 14% mentre per valori
di albumina >80,0 mg/L scende al 4,8% (Figura 4).

Relativamente all’albumina espressa in rapporto alla
creatinina (ACR), complessivamente il 14% dei
laboratori non ha raggiunto il goal analitico minimo, il
11% ha ottenuto prestazioni di qualita minima e il 75% ha
ottenuto prestazioni soddisfacenti (con il 37% dei
laboratori che ha fornito prestazioni ottimali). Per valori di
ACR <3,0 mg/mmol il numero di PNA aumenta al 21%;
per concentrazioni comprese tra 5,0 e 20,0 mg/mmol &
risultato pari al 15%; mentre per valori >25,0 mg/mmol
scende al 7% (Figura 4).

Relativamente agli intervalli di riferimento (IR)
adottati dai partecipanti alla VEQ, riferiti ad un maschio
adulto, si sono riscontrati 11 differenti IR considerando
sia il valore minimo sia il valore massimo. Il 53% dei
laboratori utilizza come IR 0-30 mg/L; il 25% utilizza
invece 0-20 mg/L e un altro 7% adotta come IR 0-19
mg/L (Figura 5).

Tabella 4
Albumina: variabilita inter-laboratorio dei metodi e dei principali sistemi utilizzati dai partecipanti al programma di VEQ
Albumina ACR
Metodo/ N campioni CV% mediano N risultati CV% mediano N risultati
Sistema analitico P (intervallo) media + DS (intervallo) media + DS
Nefelometria Beckman 8 4,82 4+1
Beckman, Immage (3,92-11,04) - - -
o 7,48 7,39
Nefelometria Siemens 24 (3,15-16,36) 11+£3 (3,79-14,09) 9+2
. 5,46
Siemens, BN 14 (2,12-14.91) 4+1 _ _
) ) 4,01 5,16
Siemens, Vista 24 (1,85-9,52) 8+2 (2,00-11,70) 6+1
- . 7,93 10,17
Turbidimetria 24 (5,.75-27,17) 65 + 21 (6,17-29,13) 49 + 16
498 4,60
Abbott, Architect 24 (1,24-14.16) 103 (1,40-11,16) 5+1
4,28 5,75
Beckman, AU 24 (1,80-16,59) 155 (2,52-17,32) 155
6.20 761
Roche, Cobas 24 (3,94-11,30) 28+ 11 (2,73-13,78) 197
. . 4,16 5,27
Siemens, Advia 22 (1,05-10,66) 7+3 (1,88-11,29) 6+2
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Figura 3

A) Valori mediani di albumina urinaria (mg/L) dei diversi sistemi analitici utilizzati dai partecipanti al programma di VEQ per Biochimica
Clinica su urina del Centro di Ricerca Biomedica per la Qualita in Medicina di Laboratorio (CRB), relativi a 24 campioni di controllo,
rappresentati in funzione della concentrazione crescente.

Nel riquadro un dettaglio relativo a campioni di controllo con concentrazioni <50 mg/L.

B) Valori mediani di ACR (mg/mmol creatinina) dei diversi sistemi analitici, relativi a 24 campioni di controllo, rappresentati in funzione
della concentrazione crescente.

Nel riquadro un dettaglio relativo a campioni di controllo con ACR <8 mg/mmol crea.

Creatininuria - 5,9%) per i metodi al picrato alcalino. Anche la qualita
delle prestazioni analitiche & risultata ampiamente
soddisfacente: mediamente solo un 4,2% dei laboratori
non raggiungeva il goal analitico minimo utilizzato nella
VEQ (corrispondente ad un ET pari a 11,1%).

La variabilita analitica interlaboratorio e risultata
sufficientemente contenuta: CV% mediano (intervallo) =
4.2% (3,0% - 5,4%) per i metodi enzimatici e 4,4% (3,0%
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Figura 4
Albumina urinaria e rapporto Albumina/Creatinina (ACR): numero di Prestazioni Non Accettabili (PNA) riscontrate negli ultimi 3 anni
di VEQ (2018-2020) relative a 24 campioni di controllo, in funzione della concentrazione.
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Figura 5

Albumina urinaria: Intervalli di Riferimento (IR) riferiti ad un maschio adulto di 50 anni, adottati dai laboratori partecipanti al programma
VEQ per Biochimica Clinica su urina del Centro di Ricerca Biomedica per la Qualita in Medicina di Laboratorio (CRB).

Ciascun rettangolo indica I'IR fornito dal laboratorio, mentre il pallino nero indica il risultato oftenuto su un campione di controllo
distribuito nel ciclo di VEQ 2020.
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DISCUSSIONE

Creatinina

| risultati della VEQ dimostrano che i metodi
enzimatici sono piu accurati rispetto ai metodi al picrato
alcalino in tutto l'intervallo di concentrazione studiato.

E noto (36) che lo stesso calibratore sullo stesso
sistema analitico (ad esempio, Roche Cobas o Siemens
Advia) associa diversa incertezza in funzione di quale
metodo venga utilizzato per la misura della creatinina: i
metodi al picrato alcalino mostrano incertezze piu
elevate del calibratore rispetto a quelle associate con i
metodi enzimatici. E noto inoltre che l'implementazione
della riferibilita nei confronti del sistema di riferimento
non corregge l'aspecificita dei metodi di misura. Di
conseguenza, |'approccio applicato dai produttori per
cercare di ovviare a questo problema tipico dei metodi
basati sulla reazione al picrato (introducendo modifiche
nelle procedure di calibrazione, come ad esempio fattori
di “compensazione”) porta a una maggiore incertezza
associata ai valori dei calibratori, che si traduce in una
maggiore variabilita dei risultati sui campioni dei pazienti.
Anche i risultati del nostro studio dimostrano la
superiorita dei metodi enzimatici rispetto ai metodi al
picrato alcalino in termini di esattezza: per tutti i sistemi
analitici ad eccezione della chimica secca, i bias% nei
confronti del valore di riferimento rientrano per la quasi
totalita dei campioni nell’'obiettivo di qualita minimo
basato sulla VB. | metodi enzimatici inoltre presentano
una variabilita interlaboratorio piu contenuta con CV%
che rientrano per tutti i sistemi analitici nell’obiettivo di
qualitd minimo di imprecisione. Anche i risultati ottenuti
in programmi di VEQ con [l'utilizzo di sieri freschi
congelati (commutabili) hanno dimostrato un bias
fortemente positivo per la creatinina determinata con
metodi al picrato alcalino (Jaffe), causato probabilmente
da sostanze interferenti (37-39).

L'utilizzo dei metodi enzimatici, anche se & andato
via via aumentando dopo la campagna di
sensibilizzazione promossa in tutta Europa dalle Societa
Scientifiche di Medicina di Laboratorio e in ltalia da
SIBioC in particolare, negli ultimi 3 anni si & assestato su
un 40% del totale. E pertanto fondamentale continuare a
promuovere l'implementazione di questi metodi nei
laboratori italiani sia da parte della comunita scientifica
sia da parte dei provider di programmi di VEQ.

Inoltre & importante che i laboratori partecipino a
programmi di VEQ che utilizzino materiali di controllo
commutabili e con VT assegnati ai materiali di controllo.
Solo se il programma ha queste caratteristiche, infatti, si
ottengono informazioni univoche relative all’'esattezza
dei diversi sistemi analitici, come evidenziato da un
recente lavoro in cui sono stati aggregati i dati di 4
Programmi di VEQ internazionali (40).

eGFR

Le indagini condotte in Italia una decina di anni fa
(34,41), deponevano per una forte eterogeneita nel

biochimica clinica, 2021, vol. 45 SS1

comportamento tenuto dai laboratori circa I'eventuale
utilizzo delleGFR e sulle modalita di refertazione. Nel
2013, anno in cui per la prima volta il CRB ha inserito
questo parametro nel pannello di analiti, solo il 27% dei
partecipanti riportava il risultato del’eGFR; dal 2014 al
2017 questa percentuale & aumentata progressivamente
(36%, 39%, 55%, 56%) fino a stabilizzarsi al 58% negli
ultimi 3 cicli di VEQ.

Nel 2013 solo il 28% dei partecipanti utilizzava la
formula CKD-EPI, nel 2014 il 37%, nel 2015 I'utilizzo
delle 2 formule era ripartito in ugual misura, dal 2016 ¢
iniziato a prevalere I'utilizzo di CKD-EPI rispetto a MDRD
(56% versus 44%) e nel 2020 solo il 36% dei partecipanti
utilizzava la formula MDRD.

La differenza tra i VT calcolati con le due formule si
riduce allaumentare della concentrazione di creatinina.
Per valori di eGFR <60 mL/min/1,73m? i risultati calcolati
con formula CKD-EPI e creatinina determinata con
metodo enzimatico, presentano un bias% contenuto
mentre i risultati di eGFR calcolati con la stessa formula
e creatinina determinata con metodo al picrato alcalino,
presentano un bias% elevato a causa del quale la CKD
potrebbe essere inquadrata in modo errato:

- grave (<30 mL/min/1,73m?) invece di moderata,
nell’esempio del BS40;
- insufficienza renale (<15 mL/min/1,73m?) invece di
grave, nell’'esempio del BS38.
Per valori di eGFR >60 mL/min/1,73m? i risultati calcolati
con formula MDRD risultano inferiori rispetto a quelli
calcolati con formula CKD-EPI. In entrambi i campioni
riportati nella Figura 1 (BS35 e BS41) lo scostamento
rispetto al proprio VT risulta contenuto (CKD-EPI <1%;
MDRD <3,5%). Tuttavia il differente uso delle due
formule inquadrerebbe il paziente in modo diverso:
- CKD lieve (<90 mL/min/1,73m?) con MDRD e
soggetto normale con CKD-EPI, nell’esempio BS41;
- CKD moderata (<60 mL/min/1,73m?) con MDRD e
patologia lieve con CKD-EPI, nell’esempio BS35.
Complessivamente, il minor numero di PNA si &
osservato per i valori di eGFR calcolati con la formula
CKD-EPI e basati su valori di creatinina ottenuti con
metodi enzimatici, come gia dimostrato in altri studi (42).

L'introduzione del valore della eGFR nei referti dei
laboratori clinici, pertanto, deve essere effettuata
seguendo con attenzione tutte le indicazioni e
raccomandazioni disponibili in modo da fornire al
paziente e al clinico che I'ha in cura un messaggio
omogeneo e standardizzato (43).

Dato che la stima del filtrato glomerulare presenta
un’incertezza di misura dovuta allimprecisione e alla VB
della creatinina, sarebbe opportuno in primo luogo che
tutti i laboratori cominciassero ad eseguire la
determinazione della creatinina in condizioni ottimali e
calcolassero l'incertezza del proprio laboratorio nella
determinazione della creatinina (44). Una volta introdotto
il valore di eGFR nei referti, il laboratorio dovrebbe
tenerlo sotto controllo al pari di qualsiasi altro analita e
partecipare ad uno specifico programma di VEQ.
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Albuminuria

Le linee guida KDIGO (3) indicano come la presenza
di albumina nelle urine rappresenti un fattore
prognostico negativo sia per lo sviluppo di CKD sia per il
rischio cardiovascolare, gia a concentrazioni considerate
“fisiologiche”, comprese tra 10 e 30 mg/L di albumina, e
quando ancora I'eGFR risulti normale. Raccomandano
inoltre di refertare I'albumina in rapporto alla creatinina
(ACR). Anche nella proposta di linee guida del Gruppo
Intersocietario Analisi delle Urine (GIAU), I'albumina
viene indicata come parametro fondamentale nell’esame
chimico-fisico e morfologico delle urine e viene
fortemente raccomandata la partecipazione ad un
programma di VEQ specifico (45). Tuttavia, solo una
minima parte dei laboratori presenti sul territorio
nazionale segue uno schema di VEQ per la chimica
clinica quantitativa su urina (34).

Il Laboratory Working Group of the National Kidney
Disease Education Program (NKDEP) ed il Working
Group for Standardization of Albumin in urine della IFCC
raccomandano bias <13% e <7%, rispettivamente, come
goals desiderabile e ottimale versus il metodo di
riferimento e una variabilita analitica <6% (29).

Dai risultati del nostro studio & emersa una variabilita
analitica che soddisfa il goal di imprecisione per quasi
tutti i sistemi analitici ma scostamenti tra un sistema e
I'altro molto importanti.

Pur non potendo valutare I'esattezza nella misura
dell’albumina, non disponendo di un valore assegnato
con metodo di riferimento, gli scostamenti osservati tra i
vari sistemi analitici, nell'intero intervallo di
concentrazione, sono simili a quelli riportati dal College
of American Pathologists (CAP) nelindagine del 2017
(29).

E auspicabile che al piu presto sia possibile
implementare un sistema metrologico di riferimento, che
includa sia un metodo di riferimento, sia materiali di
riferimento certificati, con cui poter standardizzare le
procedure di determinazione e rendere possibile
I'utilizzo di IR comuni (29).

Le indagini sulle modalita di refertazione utilizzate dai
laboratori italiani (3) e i risultati di questo studio indicano
inoltre che occorre armonizzare anche aspetti della fase
pre-analitica (modalita di raccolta del campione) e della
fase post-analitica (unita di misura e IR).

ACR

L'esattezza della misurazione dell’albumina e della
creatinina urinarie € ancora un problema aperto e I'IFCC
e da lungo impegnata per superare queste criticita
insieme alle Societa di Medicina di Laboratorio affiliate,
tra cui SIBioC (46). Dai risultati degli ultimi 3 anni di
VEQ, non sono emersi scostamenti significativi tra i
metodi di determinazione della creatinina urinaria e
l'imprecisione € risultata contenuta. Quindi, anche i
metodi al picrato alcalino su urina possono fornire una
misura armonizzata a quella dei metodi enzimatici, al
contrario di quanto avviene per la determinazione della
creatininemia. Pertanto nel rapporto albumina/

creatinina, sembra essere la qualita della
determinazione dell’albumina il fattore prevalente.

Dal nostro studio emerge pertanto, una scarsa
armonizzazione dei risultati di ACR, soprattutto a valori
clinicamente utili, dovuta principalmente alla scarsa
armonizzazione della misura dell’albuminuria. Analoghi
risultati sono stati riportati in uno studio basato sui dati
dei laboratori partecipanti ad un programma di VEQ in
Polonia (47). Incoraggianti risultati sono emersi da un
recente lavoro dove & stato proposto un metodo di
riferimento candidato, basato sulla cromatografia liquida
accoppiata a spettrometria di massa con diluizione
isotopica (LC-IDMS/MS), e il suo utilizzo per assegnare
i valori target ai materiali di controllo della VEQ (48).

Limiti dello studio

Non & stata valutata la commutabilita di tutti i
materiali di controllo distribuiti nei diversi programmi di
VEQ, tuttavia i risultati ottenuti sono in linea con i dati di
programmi di VEQ che utilizzano campioni freschi,
riportati in letteratura.

CONCLUSIONI

In conclusione, i risultati riportati in questa analisi
evidenziano come la partecipazione a Programmi di
VEQ, gestiti da Provider professionali, permetta di
ricavare  importanti  informazioni  relativamente
all'affidabilita dei sistemi diagnostici in commercio, il
livello di comparabilita dei risultati ottenuti su piattaforme
analitiche differenti, il grado di tracciabilita delle
procedure analitiche ai sistemi di riferimento, nonché le
modalita operative utilizzate dai laboratori partecipanti.
Nell’'ambito del sistema di gestione per la qualita, la VEQ
rappresenta uno strumento indispensabile nei processi
di assicurazione della qualita che, se adeguatamente
gestito, promuove ed assicura il continuo miglioramento
delle prestazioni dei laboratori. La mera partecipazione a
programmi di VEQ, peraltro, senza I'implementazione di
adeguate procedure di analisi dei dati e ricerca di
appropriate azioni di miglioramento da parte dei
professionisti di laboratori, non garantisce il corretto
monitoraggio delle prestazioni ed il loro miglioramento.

Specifici rapporti e relazioni sullanalisi di dati di
VEQ, inoltre, evidenziano gli aspetti critici di cui la
professione e le Societa Scientifiche devono farsi carico
per la loro risoluzione, mediante la pubblicazione di
documenti di consenso che descrivano la pratica da
essere attuata.
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