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INTRODUZIONE
L’indice itterico (II) è una misura fotometrica semi-

quantitativa della concentrazione di bilirubina in un
campione biologico. Nella pratica di laboratorio il suo
impiego è finalizzato a fornire un’indicazione della qualità
del campione in relazione a specifiche procedure
analitiche nelle quali la bilirubina presente nel campione
oltre una certa concentrazione esercita un’azione
interferente, influenzando l’accuratezza del risultato e
invalidandone così l’impiego clinico (1). Quando presente
in concentrazioni elevate la bilirubina modifica le proprietà
colorimetriche del campione, con un effetto apprezzabile
già all’ispezione visiva (in assenza della componente
corpuscolata), come viraggio verso una gradazione
aranciata, e all’analisi spettrofotometrica, come
incremento del valore di assorbanza nello spettro di
assorbimento compreso tra le lunghezze d’onda (λ) di

400 e 540 nm. La bilirubina può agire quindi da
interferente in procedure fotometriche che prevedono la
valutazione di prodotti di reazione a λ sovrapponibili
all’intervallo di assorbimento della bilirubina stessa
oppure interferire chimicamente nelle reazioni
ossidasiche/perossidasiche reagendo con il perossido di
ossigeno prodotto e determinando una sistematica
riduzione del risultato dell’analita misurato (1, 2).

Molti degli analizzatori attualmente in commercio
garantiscono la determinazione automatizzata degli indici
di interferenza da emolisi [indice emolitico (IE)], ittero (II)
e torbidità [indice lipemico (IL)]. Il principio analitico
utilizzato si basa sulla lettura del valore di assorbanza del
campione a differenti λ tali da garantire la copertura
dell’intero spettro di assorbimento delle diverse sostanze
interferenti e il calcolo del contenuto di ogni interferente
mediante algoritmi matematici che prevedono la
correzione con fattori di moltiplicazione sperimentali dalla
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presenza simultanea delle altre componenti interferenti
per la sovrapposizione degli spettri di assorbimento (3,
4). L’introduzione nella pratica di laboratorio della lettura
automatizzata degli indici di interferenza ha permesso la
sostituzione dell’ispezione visiva del campione,
scarsamente sensibile e poco affidabile (5-8). Inoltre, la
loro determinazione è di per sé senza costo in termini di
reagenti e per l’II questo ha stimolato un suo utilizzo per
la preliminare identificazione dei campioni con
concentrazioni elevate di bilirubinemia totale (>1,2
mg/dL) sui quali necessita eseguire la specifica misura
dell’analita (9). Questo approccio, che impiega l’II per
selezionare i campioni ematici in cui vale la pena di
dosare la bilirubina totale (BT), è stato anche oggetto di
uno studio di conferma svolto nel nostro laboratorio
utilizzando, rispetto a Salinas et al., un reagente simile
per la misura colorimetrica delle concentrazioni di BT, ma
piattaforme analitiche differenti per la determinazione
degli indici di interferenza (10). Il nostro studio ha
permesso di confermare l’accuratezza diagnostica della
misura di II per l’identificazione dei campioni ematici
contenenti BT a concentrazioni elevate, avvalorando
quindi ulteriormente la possibilità di introdurre il suo
utilizzo nella pratica di laboratorio come esame di primo
livello per screenare i campioni per i quali è richiesto
l’esame BT, ma che, non avendo valori elevati
dell’analita, non devono essere effettivamente dosati. 

Dagli studi citati è apparso chiaro che la prestazione
della misura dell’II come esame diagnostico per
l’iperbilirubinemia è dipendente dal tipo di piattaforma
analitica utilizzata per la sua stima, definendo come
l’eventuale introduzione dell’II come test di screening
dell’iperbilirubinemia richieda una specifica validazione in
relazione alla strumentazione utilizzata. Avendo
recentemente introdotto nel nostro laboratorio un nuovo
sistema analitico per le misure biochimiche e i rispettivi
indici di interferenza (Abbott Architect c16000), abbiamo
quindi deciso di valutarne il potenziale impiego per la
rilevazione di iperbilirubinemia mediante II, con lo scopo
di individuare il valore di cut-off di II in grado di
discriminare con la massima sicurezza [pari a un valore
predittivo negativo (VPN) del test >99%, tale da
minimizzare il numero di risultati falsi negativi (FN)] i
campioni con un contenuto di BT superiore al limite
superiore di riferimento, per i quali è utile la
determinazione della BT mediante metodo chimico.
Essendo questo approccio finalizzato a un risparmio di
reagente, abbiamo anche stimato il risparmio annuo
ottenibile con l’introduzione dell’II come esame di primo
livello sul risultato del quale decidere se eseguire o no il
dosaggio della BT come “reflex test”. 

MATERIALI E METODI
Campioni

I risultati relativi alla determinazione delle
concentrazioni ematiche di BT e il rispettivo valore di II
utilizzati per questo studio sono stati raccolti
retrospettivamente attraverso il “database” del

“middleware” (Labonline, Omnilab) di collegamento tra le
piattaforme analitiche e il sistema informativo di
laboratorio. I dati raccolti erano relativi al periodo aprile-
giugno 2014 e riguardavano tutte le determinazioni di BT
con associata la misura degli indici di interferenza
effettuate su campioni di siero (sangue raccolto in
provette contenenti gel separatore e silice micronizzata)
e di plasma (sangue raccolto in provette con litio eparina
come anticoagulante). Nel nostro laboratorio, per la
determinazione della BT, il siero è utilizzato per tutti i
punti prelievo ambulatoriali e dai reparti di degenza e
“day-hospital”, mentre il plasma è utilizzato
esclusivamente per il Pronto Soccorso. Le “query” di
estrazione sono state progettate in modo da preservare
la confidenzialità delle informazioni dei pazienti con
esclusione di qualsiasi dato sensibile.
Metodi

La misura della BT è stata eseguita su piattaforma
analitica Abbott Architect c16000 con un metodo
colorimetrico “end-point” che impiega diazoreagente
(cod. no. 8G63). Il metodo prevede che, in presenza di
un tensioattivo come agente acceleratore della reazione
e in condizione di acidità ottenuta mediante l’utilizzo di
acido cloridrico, le frazioni non coniugate e coniugate
della bilirubina si accoppiano con i sali di diazonio,
dando luogo al complesso colorato di azobilirubina. Tale
reazione viene ulteriormente accelerata dalla presenza
di un tensioattivo solubilizzante nella miscela di
reazione. L’intensità di colore dell’azocolorante rosso
formatosi, e quindi l'aumento del valore di assorbanza
monitorato a 548 nm (λ secondaria, 604 nm), risulta
proporzionale alla concentrazione di BT. La procedura è
riferibile al materiale di riferimento NIST SRM 916a. Il
metodo subisce un’interferenza significativa (definita
come deviazione dal valore “target” >10%) per valori di
IL >500 e di IE >1000. I campioni con IL >500 e/o IE
>1000 sono stati quindi esclusi dall’analisi.
L’imprecisione del metodo era monitorata per tutta la
durata dello studio mediante CQI eseguito giornalmente
utilizzando un materiale di controllo liquido congelato
(Bio-Rad Liquicheck Unassayed Chemistry Control
Level 2, lotto no. 16672): i risultati mostravano un CV
medio di 2,57% (media cumulativa, 5,37 mg/dL).

La misura dell’II per la famiglia degli analizzatori
Architect prevede la misura fotometrica policromatica del
campione di siero o plasma diluito con soluzione salina.
Lo strumento procede con la lettura del valore di
assorbanza del campione per 4 specifiche coppie di λ
(lettura bicromatica) tali da garantire la copertura
dell’intero spettro di assorbimento delle diverse sostanze
interferenti (emolisi, ittero e torbidità), le cui rispettive
concentrazioni vengono automaticamente calcolate
dallo strumento utilizzando un’equazione matematica
che prevede la somma delle differenti misure del valore
di assorbanza ciascuna moltiplicata per i rispettivi fattori
costanti di correzione, specifici per ogni interferente,
all’interno dell’equazione dell’interferente analizzato (3,
4). Il sistema analitico è stato configurato per la misura
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dell’II come valore di concentrazione dell’interferente e
abbiamo richiesto l’espressione del dato come numero
con un decimale.

Analisi statistica
I dati selezionati e raccolti dal “middleware” sono stati

analizzati utilizzando il programma statistico MedCalc
v.13. I dati relativi alle variabili II e BT sono stati
confrontati mediante analisi secondo il modello di
regressione lineare semplice, mettendo in ascisse la
misura colorimetrica con diazoreagente di BT. Il valore di
II in grado di discriminare tra le concentrazioni di BT >1,2
mg/dL e non con un VPN del test >99% è stato
identificato mediante analisi delle curve ROC. Per il cut-
off ottimale sono stati poi calcolati i rispettivi parametri di
accuratezza diagnostica, quali sensibilità, specificità,
VPN e valore predittivo positivo (VPP), rapporto di
verosimiglianza positivo e negativo. Gli intervalli di
confidenza (IC) dei dati mostrati in questo studio sono
stati calcolati al 95%. Calcolando il numero di campioni
con un valore di II inferiore al cut-off identificato per un
VPN >99% per i quali si prevedeva di non procedere con
l’analisi colorimetrica della BT è stato stimato il risparmio
annuo sul costo per reagente. 

RISULTATI
Nel presente studio sono stati raccolti e analizzati per

il trimestre considerato 22.186 valori di BT per i quali era
anche disponibile il corrispondente valore di II. Di questi,
83,3% erano misurati in campioni di siero. La
concentrazione mediana (frattile) di BT nei 18.486
campioni di siero considerati era di 0,7 mg/dL (0,5-1,2),
mentre nei 3700 campioni di plasma era pari a 0,6 mg/dL
(0,4-0,9). La prevalenza di valori di BT >1,2 mg/dL nei
campioni di siero era di 25,4%, mentre nel plasma era
pari a 16,7%. Dall’analisi della regressione (II vs. BT) si
osservava una dipendenza, espressa in termini di
coefficiente di determinazione (r2), praticamente
assoluta (∼95%) del valore fotometrico di BT espresso
come II dalla concentrazione misurata di BT (Figura 1).
La corrispondenza tra valore stimato di BT con II e valore
misurato non era tuttavia perfetta in quanto, secondo le
rette di regressione ottenute, la stima della BT mediante
II risultava mediamente sovrastimata rispetto alla misura
diretta [a un valore di BT pari al limite superiore di
riferimento (1,2 mg/dL) corrispondeva un II calcolato pari
a 1,43 mg/dL (siero) o 1,36 mg/dL (plasma)]. 

Dall’analisi delle curve ROC si osservava
un’accuratezza diagnostica elevata da parte dell’II nel
classificare correttamente i soggetti con iperbilirubinemia
rispetto a quelli con BT ≤1,2 mg/dL, con valori di area
sottesa alla curva (AUC) di 0,948 (CI: 0,945-0,951) nel
caso del siero e di 0,922 (CI: 0,913-0,930) nel caso del
plasma. Il valore di II in grado di discriminare al meglio i
campioni con BT ≤1,2 mg/dL con una sensibilità ≥99% e
un VPN >99% era 0,8 (Tabella 1). In particolare,
utilizzando questo cut-off il numero di FN (campioni con
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Tabella 1 
Risultati relativi all’accuratezza diagnostica del valore di indice
itterico (II) di 0,8 nel discriminare le concentrazioni di bilirubinemia
totale (BT)

Figura 1 
Correlazione tra i valori di indice itterico (II) e le concentrazioni
di bilirubinemia totale (BT) per i campioni di siero (a.) e di plasma
eparinato (b.). Le equazioni delle rette di regressione sono
rispettivamente: II = 0,86 (CI: 0,857-0,863) BT + 0,40 (CI: 0,386-
0,405) per il siero (r2 = 0,951) e II = 0,79 (CI: 0,788-0,801) BT +
0,40 (CI: 0,390-0,416) per il plasma (r2 = 0,941).

Siero Plasma
No. campioni 18.486 3700
BT ≤1,2 mg/dL, n (%) 13.799 (74,6) 3081 (83,3)
BT >1,2 mg/dL, n (%) 4687 (25,4) 619 (16,7)
Falsi negativia, n (%) 21 (0,1) 9 (0,2)
Falsi positivib, n (%) 7376 (39,9) 1596 (43,1)
Sensibilità (IC) 99,6% (99,3-99,7) 98,6% (97,3-99,3)
Specificità (IC) 46,6% (45,7-47,4) 48,2% (46,4-50,0)
LR+ (IC) 1,86 (1,8-1,9) 1,9 (1,8-2,0)
LR- (IC) 0,0096 (0,006-0,01) 0,03 (0,02-0,06)
VPP (IC) 38,7% (37,9-39,6) 27,7% (25,8-29,6)
VPN (IC) 99,7% (99,5-99,8) 99,4% (98,9-99,7)
aBT >1,2 mg/dL e II ≤0,8.
bBT ≤1,2 mg/dL e II >0,8. 
IC, intervallo di confidenza al 95%; LR+, rapporto di
verosimiglianza positivo; LR-, rapporto di verosimiglianza
negativo; VPP, valore predittivo positivo; VPN, valore predittivo
negativo.

a.

b.

II
II
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II ≤0,8 e BT >1,2 mg/dL) nell’intera popolazione era di 21
tra i sieri (0,1%) e 9 tra i plasmi (0,2%). In questi 30
campioni, la concentrazione di BT mostrava un valore
mediano (95° percentile centrale) di 1,4 mg/dL (1,2-1,9),
senza significativa differenza tra siero e plasma [1,4
mg/dL (1,2-2,0) vs. 1,4 mg/dL (1,2-1,6), P=0,59]. E’ da
segnalare che 7 di questi campioni mostravano un IE
≥250 ed è nota una possibile interferenza negativa da
parte dell’emolisi sulla misura di II.

Relativamente agli aspetti economici, con i dati
ottenuti nel nostro studio, l’impiego di II (senza costi di
reagente) come esame di primo livello per
l’identificazione dei campioni con concentrazioni
anormali di bilirubinemia a un cut-off di 0,8 avrebbe
evitato di eseguire il dosaggio della BT in ~35% dei
campioni di siero e in ~40% dei campioni di plasma, con
un risparmio annuo stimato di 4120 €.

DISCUSSIONE
La bilirubina rappresenta un prodotto del

metabolismo dell’emoglobina, derivante per lo più dal
processo emocateretico degli eritrociti senescenti in
sede reticolo-istiocitaria. La sua determinazione trova
impiego nei disordini epatici o extraepatici responsabili di
un suo alterato trasporto nel sistema biliare o nelle
affezioni in cui la produzione di bilirubina procede più
rapidamente rispetto alla sua eliminazione, in genere in
seguito a processi emolitici (11). Tuttavia, il ricorso alla
determinazione di BT non sempre è appropriato e lo
dimostra il fatto che la prevalenza di soggetti con un
valore alterato di BT nella popolazione che esegue
l’esame è generalmente ridotta. Nel nostro studio, per
esempio, tra tutte le BT eseguite nel corso di un trimestre
dal nostro laboratorio, solo il 16,7% tra i dosaggi eseguiti
per il Pronto Soccorso e il 25,4% tra quelli eseguiti per i
reparti di degenza e gli ambulatori presentavano
concentrazioni superiori al limite superiore di riferimento.
A conferma di questo, in un articolo recente Salinas et al.
(12) hanno rilevato, dopo introduzione dell’II come test di
screening, un’evidente riduzione del numero di BT
eseguite. E’ da notare che un approccio del genere
richiede una refertazione che accoppi al risultato dell’II
(al di sotto del cut-off definito) quello della BT come “≤1,2
mg/dL”. A questo proposito è necessario sottolineare
come evidenze sperimentali hanno dimostrato una
relazione inversa tra livelli circolanti di BT e rischio
coronarico per il probabile venir meno delle proprietà
antiossidanti esercitate dalla bilirubina stessa quando
questa diminuisca eccessivamente (13). E’ chiaro che se
il dosaggio di BT dovesse essere usato per valutare il
rischio cardiovascolare, sarebbe necessario avere valori
misurati di BT anche nell’ambito di concentrazioni
considerate fisiologiche in termini diagnostici.

L’impiego della misura dell’II con un approccio
preliminare al dosaggio della BT aveva già suscitato il
nostro interesse (10). Avendo recentemente introdotto
una nuova piattaforma analitica per la determinazione
fotometrica degli indici di interferenza, così come un

nuovo reagente per la determinazione della BT, fornito
dallo stesso produttore, abbiamo deciso di validare
l’impiego dell’II nella nuova configurazione analitica. A tal
fine, abbiamo introdotto l’utilizzo del valore numerico
espresso con un decimale per la misura dell’II allo scopo
di migliorare la precisione della sua stima e meglio
identificare il valore di cut-off di II da applicare per il
“reflex test”. Il confronto tra II e BT ottenuti con il nuovo
sistema analitico (Abbott Architect c16000) conferma
l’ottima correlazione tra le due misure. I valori di r2
ottenuti sono comparabili con quelli ottenuti in differenti
condizioni analitiche nel nostro precedente lavoro (10),
mentre risultano leggermente superiori rispetto a quello
ottenuto da Salinas et al. (r2=0,89) (9). E’ da notare
inoltre che le rette di regressione ottenute con l’analisi
dei campioni di siero e di plasma sono simili,
confermando quanto già dimostrato in precedenza sulla
dipendenza della correlazione tra le misure di II e BT
dall’analizzatore piuttosto che dal tipo di campione (10).

Mediante analisi delle curve ROC abbiamo
identificato un cut-off ottimale di II pari a 0,8 per
l’identificazione dei campioni di siero e plasma per i quali
procedere con la determinazione della BT mediante
metodo specifico. Applicando questo valore di cut-off, la
sensibilità diagnostica del test risulta comparabile a
quella da noi precedentemente ottenuta sui campioni di
siero e superiore rispetto a quella di Salinas et al. (9),
forse a causa delle differenti popolazioni e tipologie di
campioni studiate.

E’ noto che la presenza simultanea di più sostanze
interferenti può alterare la misura fotometrica degli indici
(3). A questo proposito il produttore del sistema analitico
valutato in questo studio dichiara una possibile riduzione
del valore di II sia in presenza di emolisi che di torbidità
e tale riduzione è proporzionalmente più evidente quanto
il valore di II diminuisce. Considerando i campioni da noi
trovati come FN, mentre il valore di IL era sempre <125,
7 su 30 (23,3%) mostravano un IE ≥250, che potrebbe
spiegare la discordanza tra II e concentrazione reale di
BT. In caso di IE ≥250, anche in presenza di II ≤0,8,
potrebbe quindi essere appropriata l’esecuzione del
saggio colorimetrico di misura della BT. La scelta di
eseguire la determinazione di BT in caso di II ≤0,8 e IE
≥250 sembrerebbe tra l’altro individuare i FN con
concentrazioni di BT più elevate, nel nostro caso quelli
con valori tra 1,7 e 2,1 mg/dL. La determinazione
fotometrica dell’II può essere invalidata anche dalla
presenza nel campione di sostanze endogene ed
esogene per la sovrapposizione degli spettri di
assorbimento (3). E’ stato dimostrato come l’utilizzo di
Patent Blue V durante manovre linfo-angiografiche e
chirurgiche possa interferire con la misura degli indici di
interferenza in differenti sistemi analitici senza alterare
l’accuratezza della determinazione colorimetrica della
BT (14, 15).

A parità di FN, in questo lavoro abbiamo rilevato un
maggiore numero di risultati falsi positivi (II >0,8 con BT
≤1,2 mg/dL) rispetto agli studi precedenti. Questo
conferma la dipendenza della stima dell’II dal sistema



analitico, che può influenzare la sua capacità
diagnostica, e la necessità di un approccio di
standardizzazione di questa stima, così come già
discusso per IE (16). In generale, tuttavia, i nostri dati
supportano l’applicazione diagnostica dell’II, così come
proposta da Salinas et al. (9, 12), per l’identificazione dei
campioni con valori fisiologici di BT per i quali la misura
metodo-specifica fornirebbe un dato trascurabile ai fini
diagnostici. E’ confermato che l’impiego dell’II a questo
scopo deve essere validato all’interno di ogni laboratorio
al fine di identificare il cut-off ottimale il cui valore
dipende dal tipo di correlazione tra le due misure di BT,
fotometrica mediante II e metodo-specifica. 

In conclusione, in una situazione economica in cui
continuamente si richiede al laboratorio clinico il
contenimento dei costi, l’introduzione dell’II come “test a
costo zero” per l’identificazione dei campioni con
concentrazioni di BT fisiologiche, per i quali quindi la
misura con metodo specifico si possa considerare
ridondante, può rappresentare una possibile strategia di
risparmio. Essendo il metodo per la misura dell’II
dipendente dal sistema analitico, l’introduzione di questo
approccio “reflex” di incremento di appropriatezza
richiede una validazione all’interno della propria
configurazione analitica al fine di definire il cut-off in
grado di identificare i campioni con BT non aumentata
col più elevato livello di confidenza.
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