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Indagine sui metodi di determinazione e sulle modalita di refertazione dellattivita
catalitica degli enzimi nel siero

Giampaolo Cattozzo per il Gruppo di Studio SIBioC - Medicina di Laboratorio Enzimi
Azienda Ospedaliera Ospedale di Circolo e Fondazione Macchi, Varese

ABSTRACT

Survey of analytical methods and result reporting for the measurement of catalytic activity of serum
enzymes. The method-dependent variability of results of enzyme assays hampers the use of common reference
intervals and clinical decision thresholds. Such a situation may confuse the understanding of patient results.
Furthermore, the use of analytical results may be jeopardized by heterogeneity in terminology and units. The aim of
this study was to check the spread in lItalian laboratories of different methods for measurement of alanine
aminotransferase (ALT), total and pancreatic a-amylase, aspartate aminotransferase (AST), cholinesterase, creatine
kinase (CK), alkaline phosphatase (ALP), y-glutamyltransferase (GGT), lactate dehydrogenase (LDH) and pancreatic
lipase. 91%, 76%, 67%, 52%, 37% and 36% of laboratories adopted the relevant IFCC principle for CK, GGT, LDH,
a-amylase, AST and ALT measurements, respectively. 80% of laboratories used aminometylpropanol-buffer methods
for ALP assays, whereas butyrylthiocholine and 1,2-diglycerides were the most widely used substrates for
cholinesterase and lipase assays. The traceability of calibration was not always assured, although the IFCC analytical
principles were used. All laboratories used the U/L unit, but differences in terminology, reference intervals and
threshold limits were observed for all the surveyed enzymes.

INTRODUZIONE disponibilita dei procedimenti analitici di riferimento IFCC

rappresenta un importante vantaggio (1).

La determinazione dell’attivita catalitica di alcuni
enzimi nel siero fornisce indicazioni utili a scopo di
diagnosi e sorveglianza dell’evoluzione delle malattie di
vari organi e apparati oltre che di valutazione
dell’idoneita a trattamenti farmacologici (1). Il largo
impiego di tali esami in ambito clinico assevera la
necessita di produrre risultati confrontabili, allo scopo di
un piu sicuro utilizzo ai fini della gestione clinica del
paziente (2, 3). Tuttavia, spesso si osservano rilevanti
differenze tra i risultati ottenuti con metodi diversi, che
hanno indotto ad adottare intervalli di riferimento
metodo-specifici (4). Differenze di terminologia, unita di
misura, limiti di riferimento e livelli decisionali possono
tutte causare difficolta di interpretazione (5). Una
soluzione al problema & rappresentata dalla
realizzazione di progetti di standardizzazione e
armonizzazione che promuovano l'uso di metodi riferibili
a uno specifico sistema metrologico di riferimento,
I'utilizzo di modalita uniformi di denominazione delle
analisi, 'uso delle medesime unita di misura e I'utilizzo di
intervalli di riferimento e valori decisionali comuni (6, 7).
In particolare, ai fini della standardizzazione dei risultati
della misurazione dell’attivita catalitica degli enzimi, la

In questo lavoro é stata svolta un’indagine allo scopo
di verificare la diffusione dei differenti metodi di
determinazione dell’attivita catalitica dei principali enzimi,
con particolare attenzione all’adozione dei metodi basati
sui principi analitici raccomandati dal’'lFCC, e le loro
modalita di refertazione.

MATERIALI E METODI

A tutti i soci SIBioC & stato proposto un questionario
su metodi di determinazione e modalita di refertazione
dei seguenti enzimi: alanina amminotransferasi (ALT),
a-amilasi (AMY), a-amilasi pancreatica (PAMY),
aspartato amminotransferasi (AST), colinesterasi (CHE),
creatina chinasi (CK), fosfatasi alcalina (ALP), y-
glutammiltransferasi (GGT), lattato deidrogenasi (LDH) e
lipasi pancreatica (LPS). Per ciascuno degli enzimi
considerati, il questionario comprendeva 9 domande
(Tabella 1). Per la domanda 1 venivano proposte risposte
multiple predefinite riportando per ciascun enzima i
principi analitici dei metodi di determinazione piu
frequentemente adottati. Per la domanda 4 venivano
proposte risposte predefinite corrispondenti alle unita di
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misura U/L (limitatamente alla CHE, anche il suo multiplo
kU/L) e pkat/L. Anche per le domande 6 e 7 erano
previste risposte predefinite: affermativa (si) oppure
negativa (no). Per le restanti domande (2, 3, 5, 8 e 9)
veniva chiesto di inserire risposte a testo libero.

RISULTATI

Sono pervenuti 73 questionari compilati: tutti
riportavano dati per ALT, 54 per AST, ALP, GGT e LDH,
53 per CK, 51 per CHE, 50 per LPS, 42 per AMY e 34
per PAMY.

La frequenza di adozione dei metodi di
determinazione basati sui differenti principi analitici per
ciascun enzima e riportata nella Tabella 2. Nelle Tabelle
3 e 4 sono contenuti i dati relativi alla riferibilita del valore
di calibrazione e alla denominazione dell’'analisi nel
referto.

Gli intervalli di riferimento (per maschio adulto, eta 40
anni) di ciascun enzima, dichiarati dai laboratori
partecipanti a questa indagine sono illustrati nelle Figure
1-10. La Tabella 5 riporta la frequenza di adozione di
intervalli di riferimento specifici per genere ed eta.

Nella Tabella 6 viene riportata la frequenza di
adozione di livelli decisionali a scopo di refertazione e di
segnalazione al medico curante di situazioni che
possono richiedere immediata valutazione clinica; tali
valori sono espressi come multipli del limite di riferimento
del singolo laboratorio. Per quanto riguarda specifiche
finalita di utilizzo dei livelli decisionali, un laboratorio
adottava per la CK un limite decisionale per rabdomiolisi
pari a 850 U/L (5 volte maggiore del limite superiore di
riferimento per il genere femminile), mentre un altro
laboratorio riportava nel referto un valore decisionale di
LPS per diagnosi di pancreatite acuta pari a 135 U/L (3
volte il limite superiore di riferimento).

Per ALT, AMY, PAMY, AST, CK, ALP, GGT, LDH e
LPS, tutti i laboratori utilizzavano l'unita di misura U/L.
Per CHE, 46 laboratori (90%) utilizzavano U/L e 5 (10%)
il suo multiplo kU/L.

DISCUSSIONE

L’applicazione di criteri di armonizzazione alle analisi
di laboratorio ne pud favorire I'appropriato uso
nell’attivita clinica: a questo scopo, tali provvedimenti
devono riguardare non solo la confrontabilita dei risultati,
ma anche la denominazione delle analisi, 'uso delle
unita di misura e i termini di confronto (limiti di riferimento
e livelli decisionali) utilizzati per linterpretazione dei
risultati (12).

Ai fini della confrontabilita dei risultati analitici, gli
enzimi rappresentano un caso particolare, poiché la
metodologia analitica correntemente utilizzata & basata
sulla misura dell'attivita catalitica, cioé della velocita di
trasformazione di uno specifico substrato nel
corrispondente prodotto, catalizzata dalle molecole di
enzima presenti nel campione biologico. Il risultato
dell’analisi dipende dalle condizioni sperimentali
adottate, che devono essere dettagliatamente definite e
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Tabella 1
Aspetti relativi alle domande poste nel questionario proposto

1 - Principio analitico del metodo di determinazione

2 - Riferibilita del valore di calibrazione (secondo quanto
dichiarato dal fornitore del calibratore)

3 - Denominazione dell’esame nel referto

4 - Unita di misura

5 - Intervallo di riferimento (per maschio adulto di 40 anni)

6 - Eventuale partizione dell'intervallo di riferimento per genere
7 - Eventuale partizione dell'intervallo di riferimento per eta

8 - Eventuali livelli decisionali riportati nel referto

9 - Eventuali livelli decisionali utilizzati per segnalazione al
medico curante

rigorosamente rispettate; conseguentemente, nei
sistemi di standardizzazione il procedimento analitico
assunto come riferimento occupa la posizione piu
elevata nella catena della riferibilita metrologica (3). Al
momento, il sistema di standardizzazione approvato
dalla IFCC contempla sistemi di riferimento metrologico
completi (comprendenti procedimento analitico di
riferimento, materiali di riferimento primari e laboratori di
riferimento per I'esecuzione delle misure con
procedimento di riferimento) per ALT, AMY, AST, CK,
ALP, GGT e LDH (1).

Per quanto riguarda la diffusione dei metodi analitici
basati sulla standardizzazione IFCC, la situazione
rappresentata dai risultati di questa indagine appare
variegata. Per la determinazione di CK, GGT, LDH e
AMY, la maggioranza dei laboratori usa metodi basati sui
principi analitici adottati per i procedimenti analitici di
riferimento; tuttavia, un numero inferiore di laboratori
dichiarava di utilizzare un valore di calibrazione riferibile
allo specifico procedimento di riferimento IFCC. Questa
osservazione si estende anche all’ALP, per la cui
determinazione la maggior parte dei laboratori utilizzava
metodi che prevedevano condizioni sperimentali simili a
quelle del procedimento analitico di riferimento IFCC,
almeno per quanto riguarda il tipo di soluzione tampone.
In realta, soltanto il contestuale impiego di metodi
conformi alla standardizzazione IFCC e di valori di
calibrazione a essa riferibili consente di ottenere,
nell’analisi dei campioni da pazienti, valori riferibili a
quelli misurabili con il procedimento analitico di
riferimento e, quindi, confrontabili con i valori forniti da
altri metodi analitici dotati di caratteristiche
corrispondenti alla standardizzazione.

Per quanto attiene gli aspetti metodologici, i metodi
analitici conformi ai procedimenti di riferimento IFCC
presentano caratteristiche vantaggiose non riscontrabili
in metodi alternativi. | metodi di determinazione della CK
prevedono I'impiego, in concentrazione ottimale, di N-
acetilcisteina che, riducendo i gruppi sulfidrilici, presenti
nel sito attivo delle molecole enzimatiche, permette di
ripristinare l'attivita catalitica compromessa dalla
spontanea ossidazione dei gruppi sulfidrilici, che avviene
durante la conservazione del campione (13). | metodi di
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Tabella 2
Principi analitici proposti nel questionario per i metodi di determinazione degli enzimi e relativa frequenza di adozione

Enzima Principio analitico Frequenza di adozione
Alanina amminotransferasi IFCC con piridossalfosfato 36%
IFCC senza piridossalfosfato 56%
Chimica secca 8%
a-Amilasi totale IFCC (substrato EPS-G7) 52%
Substrato PNP-G3 24%
Substrato PNP-G4 0%
Substrato PNP-G7 14%
Chimica secca 7%
a-Amilasi pancreatica Substrato EPS-G7 100%
Aspartato amminotransferasi IFCC con piridossalfosfato 37%
IFCC senza piridossalfosfato 57%
Chimica secca 6%
Colinesterasi Substrato butirriltiocolina 94%
Substrato benzoilcolina 0%
Substrato succinilditiocolina 0%
Chimica secca 6%
Creatina chinasi IFCC 91%
Chimica secca 6%
Altri 4%
Fosfatasi alcalina Tampone AMP 80%
Tampone DEA 6%
Chimica secca 6%
y-Glutammiltransferasi IFCC (substrato carbossilato, tampone glicilglicina)  76%
Substrato carbossilato, tampone TRIS 9%
Substrato non carbossilato 4%
Chimica secca 6%
Lattatodeidrogenasi IFCC (reazione lattato-piruvato) 67%
Reazione piruvato-lattato 26%
Chimica secca 6%
Lipasi pancreatica Substrato 1,2-digliceride 50%
Substrato trigliceride/acido glutarico-metilresorufina  42%
Chimica secca 6%

EPS-G7, 5-etilidene-4-nitrofenil-maltoeptaoside; PNP-G3, p-nitrofenil-maltotrioside; PNP-G4, p-nitrofenil-maltotetraoside; PNP-G7,
p-nitrofenil-maltoeptaoside; AMP, 2-ammino-2-metil-1-propanolo; DEA, dietanolammina.

determinazione della GGT prevedono I'impiego del
tampone glicilglicina (che nella reazione enzimatica
funge anche da accettore del gruppo glutammico)
anziché del tampone TRIS, che ha attivita inibente nei
confronti dellenzima. | metodi per la determinazione
della LDH possiedono migliori caratteristiche di linearita
della reazione e presentano condizioni di reazione
ottimali per la misura dell’attivita catalitica dell'isoenzima
LDH-1 (piu specifico per il tessuto miocardico), pur
risultando idonei anche per la misura degli altri isoenzimi
(13). | metodi di determinazione del’AMY presentano

una stechiometria della reazione pari a 1, poiché
impiegano un substrato di struttura definita [5-etilidene-
4-nitrofenil-maltoeptaoside (EPS-G7)] e un enzima
ausiliario (a-glucosidasi) capace di catalizzare l'idrolisi di
tutti i legami glucosidici presenti nei prodotti della
reazione primaria catalizzata dal’AMY (14, 15). Soltanto
i risultati forniti da questi metodi possono essere
correttamente confrontati con i valori di attivita catalitica
della PAMY, misurati con metodi caratterizzati da analoga
stechiometria della reazione.

Per la determinazione di ALT e AST, i metodi conformi
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Tabella 3
Riferibilita del valore di calibrazione, secondo dichiarazione del fornitore, riferita dai laboratori partecipanti all'inchiesta?@

Riferibilita del valore di calibrazione

Enzima

Procedimento di riferimento Fattore di calibrazione Interna al produttore

Alanina amminotransferasi 18% 7% 15%
a-Amilasi totale 17% 5% 7%
a-Amilasi pancreatica 6%b 15% 15%
Aspartato amminotransferasi 28% 7% 1%
Colinesterasi 31% 2% -
Creatina chinasi 42% 9% -
Fosfatasi alcalina 22% 4% 20%
y-Glutammiltransferasi 31% 7% -
Lattato deidrogenasi 37% 6% 6%
Lipasi pancreatica - - 48%

al e risposte fornite dagli utilizzatori di sistemi analitici in chimica secca non sono state computate.
bRiferibilita al metodo di riferimento per a-amilasi totale.

Tabella 4
Utilizzo di differenti denominazioni degli enzimi nel siero a scopo di refertazione presso i laboratori partecipanti all’indagine

Enzima Modalita di descrizione dell'analisi nel referto
Per esteso Sigla
Frequenza di Usi di piu Frequenza di Usi di piu
adozione frequente riscontro adozione frequente riscontro
Alanina amminotransferasi  45% Alanina amminotranferasi, 37% ALT, GPT
Transaminasi GP
a-Amilasi totale 95% Amilasi, Amilasemia - -
a-Amilasi pancreatica 100% Amilasi pancreatica - -
Aspartato amminotransferasi 37% Aspartato amminotranferasi, 61% AST, GOT
Transaminasi GO
Colinesterasi 96% Colinesterasi, 2% CHE
Pseudocolnesterasi
Creatina chinasi 60% Creatina chinasi, 38% CK, CPK
Creatinfosfochinasi
Fosfatasi alcalina 94% Fosfatasi alcalina 2% ALP
y-Glutammiltransferasi 44% gamma-Glutammiltransferasi, 52% gamma GT, GGT
gamma-Glutammil transpeptidasi
Lattato deidrogenasi 63% Lattato deidrogenasi, 33% LDH
Lattico deidrogenasi
Lipasi pancreatica 98% Lipasi - -
ai procedimenti analitici di riferimento IFCC risultano  garantiscono quantita di coenzima adeguate

avere bassa diffusione. Analoghi metodi caratterizzati da
assenza di piridossalfosfato nel reagente risultavano
essere piu frequentemente adottati. Alcuni utilizzatori di
questi metodi dichiaravano riferibilita del valore di
calibrazione al procedimento di riferimento IFCC: in
realta, le differenze di specificita analitica rendono
impossibile il confronto tra i risultati forniti da questi
metodi e dai metodi che, analogamente ai procedimenti
di riferimento IFCC prevedono [I'aggiunta di
piridossalfosfato alla miscela di reazione. Soltanto i
metodi analitici conformi alla standardizzazione IFCC
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all'espletamento dell’attivita catalitica di tutte le molecole
enzimatiche presenti nel campione biologico, anche in
caso di dismissione di grandi quantita di apoenzima da
parte dei tessuti sede di lesione e di carenza relativa di
piridossalfosfato, e, quindi, presentano adeguate
caratteristiche di specificita analitica (16, 17). Lerrore
della stima della concentrazione di attivita catalitica
causato dall'insufficiente disponibilita di piridossalfosfato
€ imprevedibile, poiché dipende dal rapporto tra la
concentrazione dell’apoenzima e la concentrazione del
piridossalfosfato endogeno in ciascun campione di siero
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Figura1 Figura 2

Intervalli di riferimento (per maschio adulto, eta 40 anni) utilizzati
dai laboratori intervistati per I'alanina amminotransferasi (ALT).
Ciascuna linea verticale rappresenta l'intervallo di riferimento
adottato da un laboratorio. | dati sono raggruppati nel modo
seguente: A) metodo IFCC; B) metodo IFCC senza
piridossalfosfato; C) sistemi analitici in chimica secca. Per
confronto viene riportato l'intervallo di riferimento raccomandato
per i metodi riferibili alla standardizzazione IFCC (I) (rif. 8).
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Figura 3

Intervalli di riferimento (per maschio adulto, eta 40 anni) utilizzati
dai laboratori intervistati per I'a-amilasi pancreatica (PAMY). Tutti
i laboratori utilizzavano il metodo con substrato EPS-G7.
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Figura 5

Intervalli di riferimento (per maschio adulto, eta 40 anni) utilizzati
dai laboratori intervistati per la colinesterasi (CHE). A) Metodi
con substrato butirriltiocolina; B) sistemi in chimica secca.

Intervalli di riferimento (per maschio adulto, eta 40 anni) utilizzati
dai laboratori intervistati per I'a-amilasi totale. | dati sono
raggruppati nel modo seguente: A) metodo IFCC; B) metodi con
substrato PNP-G3; C) metodi con substrato PNP-G7; D) sistemi
in chimica secca. Per confronto viene riportato l'intervallo di

riferimento  raccomandato per i metodi riferibili alla
standardizzazione IFCC (I) (rif. 9).
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Figura 4

Intervalli di riferimento (per maschio adulto, eta 40 anni) utilizzati
dai laboratori intervistati per I'aspartato amminotransferasi (AST).
| dati sono raggruppati nel modo seguente: A) metodo IFCC; B)
metodo IFCC senza piridossalfosfato; C) sistemi analitici in
chimica secca. Per confronto viene riportato l'intervallo di

riferimento  raccomandato per i metodi riferibili alla
standardizzazione IFCC (l) (rif. 8).
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Figura 6

Intervalli di riferimento (per maschio adulto, eta 40 anni) utilizzati
dai laboratori intervistati per la creatina chinasi (CK). A) Metodo
IFCC; B) metodo alternativo (10); C) sistemi in chimica secca. Per
confronto viene riportato l'intervallo di riferimento raccomandato
per i metodi riferibili alla standardizzazione IFCC (1) (rif. 1).
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Figura 7

Intervalli di riferimento (per maschio adulto, eta 40 anni) utilizzati
dai laboratori intervistati per la fosfatasi alcalina (ALP). A) Metodi
con tampone AMP; B) metodi con tampone DEA; C) sistemi in
chimica secca. Per confronto viene riportato l'intervallo di

riferimento  raccomandato per i metodi riferibili alla
standardizzazione IFCC (I) (rif. 11).
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Figura 9

Intervalli di riferimento (per maschio adulto, eta 40 anni) utilizzati
dai laboratori intervistati per la lattato deidrogenasi (LDH). A)
Metodo IFCC; B) metodi piruvato-lattato; C) sistemi in chimica
secca. Per confronto viene riportato l'intervallo di riferimento
raccomandato per i metodi riferibili alla standardizzazione IFCC
(1) (rif. 24).

Tabella 5
Frequenza di adozione di criteri di partizione degli intervalli di
riferimento presso i laboratori partecipanti all'inchiesta

Enzima Criterio di partizione
Genere Eta
Alanina amminotransferasi  56% 19%
a-Amilasi totale 2% 7%
a-Amilasi pancreatica 3% 3%
Aspartato amminotransferasi 67% 30%
Colinesterasi 57% 14%
Creatina chinasi 77% 22%
Fosfatasi alcalina 72% 83%
y-Glutammiltransferasi 91% 2%
Lattato deidrogenasi 28% 30%
Lipasi pancreatica 4% 14%
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Figura 8

Intervalli di riferimento (per maschio adulto, eta 40 anni) utilizzati
dai laboratori intervistati per la y-glutammiltransferasi (GGT). A)
Metodo IFCC; B) metodo con substrato carbossilato e tampone
TRIS; C) metodo con substrato non carbossilato; D) sistemi in
chimica secca. Per confronto viene riportato l'intervallo di

riferimento  raccomandato per i metodi riferibili alla
standardizzazione IFCC (l) (rif. 8).
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Figura 10

Intervalli di riferimento (per maschio adulto, eta 40 anni) utilizzati
dai laboratori intervistati per la lipasi (LPS). A) Metodo con
substrato  1,2-digliceride; B) metodo con substrato
trigliceride/acido glutarico-metilresorufina; C) sistemi in chimica
secca.

di paziente; ne consegue variabilita della relazione
matematica tra i valori di concentrazione catalitica
misurabili con i metodi analitici conformi alla
standardizzazione IFCC e i valori misurabili con i metodi
che non prevedono l'aggiunta di piridossalfosfato e
limpossibilita di compensare tali differenze mediante
calibrazione. Le differenze possono essere di entita tale
(fino a 20% per 'ALT e 40% per 'AST) da compromettere
la corretta gestione clinica del paziente (18).

Per CHE e LPS non é disponibile un sistema di
riferimento basato su criteri di riferibilita metrologica. Per
la determinazione della CHE, tutti i laboratori
dichiaravano di utilizzare metodi con il substrato
butirriltiocolina e generalmente dichiaravano riferibilita al
metodo proposto dalla Societa Tedesca di Chimica
Clinica (19), assunto come riferimento anche per la
messa a punto del metodo impiegato dai sistemi analitici
in chimica secca. Tale situazione puo favorire
'armonizzazione dei metodi analitici, ma tuttavia non
garantisce il trasferimento dell’accuratezza analitica dal
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Tabella 6
Frequenza di adozione di livelli decisionali per refertazione e per segnalazione al medico curante e confronto con i rispettivi limiti di
riferimento
Enzima Livello decisionale
Per refertazione Per segnalazione al curante
Frequenza di Valore decisionale espresso come Frequenza di Valore decisionale espresso come
adozione multiplo del limite superiore di riferimento  adozione multtiplo del limite superiore di riferimentod
Alanina amminotransferasi 3% 22+40 29% 2,0+43,0
a-Amilasi totale 2% 3,2 50% 1,7+7,0
a-Amilasi pancreatica - - 38% 1,5+18,0
Aspartato amminotransferasi - - 30% 2,8+29,0
Colinesterasi - - 4% 0,5+0,8
2% 1,3
Creatina chinasi - - 9% 1,3+7,9
Fosfatasi alcalina - - 1% 1,6+5,0
y-Glutammiltransferasi - - 13% 1,6 +8,3
Lattato deidrogenasi 2% 21 17% 1,4+89
Lipasi pancreatica 2% 3,0 20% 1,3+ 10,0

aconfronto con il limite inferiore di riferimento.

Tabella 7 Tabella 8
Denominazioni proposte per la refertazione degli enzimi nel Intervalli di riferimento per la concentrazione di attivita catalitica
siero considerati in questa indagine misurata con metodi riferibili alla standardizzazione IFCC in
S_Alanina amminotransferasi soggetti adulti. Adattata da rif. 1, 8, 11, 24
S—a-Amilasi totale Enzima Intervallo di riferimento
S—a-Amilasi fi Alanina amminotransferasi (U/L) 9 + 59 maschi
—a-Amilasi pancreatica 8 + 41 femmine
S—Aspartato amminotransferasi a-Amilasi totale (U/L) 31+ 107
S—Colinesterasi Aspartato amminotransferasi (U/L) 11 + 34
S—Creatina chinasi Creatina chinasi (U/L) <171 maschi
<145 femmine
S—Fosfatasi alcalina
Fosfatasi alcalina (U/L) 43 + 115 maschi
S—y-Glutammiltransferasi 33 + 98 femmine
S-Lattato deidrogenasi y-Glutammiltransferasi (U/L) 12 + 68 maschi

6 + 40 femmine

S-Lipasi pancreatica Lattato deidrogenasi (U/L) 125 + 220

Tabella 9
Intervalli di riferimento per la concentrazione di attivita catalitica in U/L misurata con metodi riferibili alla standardizzazione IFCC in
soggetti in eta pediatrica. Modificata da rif. 26

Classe di eta ALT AST ALP GGT LDH
<1 anno <49 <77 <370 <178 <438
1+ 3 anni <29 <71 <334 <21 <338
4 + 6 anni <39 <53 <316 <21 <314
7 +12 anni <44 <48 <316 maschi <24 <307
<340 femmine
13 +17 anni <51 maschi <42 maschi <363 maschi <43 maschi <304 maschi
<45 femmine <44 femmine <328 femmine < 26 femmine <271 femmine

ALT, alanina amminotransferasi; AST, aspartato amminotransferasi; ALP, fosfatasi alcalina, GGT, y-glutammiltransferasi; LDH,
lattatodeidrogenasi.
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metodo assunto come riferimento ai metodi di routine
perché non é& definito un sistema gerarchico
comprendente metodi analitici e idonei materiali di
calibrazione commutabili (6).

Le ricerche in corso non hanno ancora consentito di
mettere a punto un procedimento analitico di riferimento
per la determinazione della LPS (20). Tra i laboratori
partecipanti a questa inchiesta, i metodi piu utilizzati
risultavano quelli basati sulluso dei substrati 1,2-
digliceride e 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (6-
metilresorufina) estere. Il valore di calibrazione veniva
riferito a materiali di calibrazione interni ai produttori di
reagenti o a procedimenti di standardizzazione da loro
messi a punto. Va comunque ricordato che I'impiego di
metodi analitici che utilizzano il medesimo substrato non
garantisce confrontabilita dei risultati se le condizioni
sperimentali adottate per la reazione catalizzata dalla
LPS sono differenti (21).

Per quanto riguarda la denominazione degli enzimi si
sono registrati comportamenti differenti: numerosi
laboratori descrivevano I'analisi nel referto utilizzando
esclusivamente delle sigle; inoltre, si riscontrava
difformita di termini tra i laboratori che riportavano una
denominazione per esteso. Un documento SIBioC
fornisce indicazioni utili ai fini del’armonizzazione di
questo aspetto della refertazione e dell’eliminazione di
equivoci nella richiesta delle analisi di laboratorio e
nellinterpretazione dei loro risultati (22). Il nome del
componente oggetto di misura (nel caso specifico,
'enzima di cui si misura la concentrazione di attivita
catalitica) va scritto per esteso, in lettere maiuscole o
comunque con la lettera iniziale maiuscola; deve essere
preceduto da un simbolo descrittivo del sistema (cioé del
tipo di materiale analizzato: S per siero e P per plasma)
e diviso da questo con un trattino. Possono seguire, tra
parentesi e in modo sintetico, eventuali precisazioni
relative al metodo analitico. Sulla base di queste
indicazioni, per la determinazione nel siero degli enzimi
considerati in questa inchiesta si propongono le
denominazioni riportate nella Tabella 7. Inoltre, si devono
impiegare le unita di misura consigliate in sede
internazionale e l'intervallo di riferimento deve essere
espresso nelle stesse unita in cui € espresso il risultato
dellanalisi. Per la concentrazione di attivita catalitica
degli enzimi, l'unitd di misura piu frequentemente
utilizzata & U/L, adottata da tutti i laboratori partecipanti
a questa inchiesta. Per evitare I'espressione di risultati
numerici con un numero eccessivo di cifre &
raccomandato impiegare il suo multiplo kU/L (come nel
caso della CHE).

Nell’attivita clinica, i risultati delle analisi di
laboratorio vengono confrontati con dati predefiniti,
rappresentati da limiti di riferimento e livelli decisionali, la
cui definizione deve tenere conto, tra gli altri fattori,
anche dell’eventuale metodo-dipendenza dei risultati
analitici. Questo problema pud essere risolto
impiegando metodi analitici che forniscano risultati
riferibili @ un sistema basato su principi di riferibilita
metrologica (23). | dati raccolti in questa inchiesta
mostrano grandi differenze tra gli intervalli di riferimento
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adottati dai laboratori. Per ALT, AMY, CK, ALP, GGT e
LDH, i limiti superiori di riferimento adottati da alcuni
laboratori che dichiaravano di utilizzare i metodi IFCC
risultavano essere circa il doppio dei limiti superiori di
riferimento adottati da altri utilizzatori dei medesimi
metodi. Questa situazione pud generare confusione in
fase di interpretazione dei risultati e risulta difficilmente
spiegabile. Un vantaggio derivante dall’adozione di
metodi conformi alla standardizzazione IFCC &
rappresentato dalla confrontabilita con i valori forniti da
tutti i metodi conformi alla medesima standardizzazione.
Per valutare tali valori, in assenza di differenze
biologiche tra le popolazioni servite dai diversi laboratori,
possono essere utilizzati intervalli di riferimento comuni
(7), basati su studi caratterizzati da adeguata numerosita
campionaria e idoneo trattamento statistico dei dati (8,
24). Qualora le differenze riscontrate fossero
determinate dalla volonta di mantenere modalita di
refertazione e criteri di interpretazione dei risultati
storicizzati nelle strutture sanitarie di appartenenza (ed,
eventualmente, i risultati ottenuti con i metodi analitici
conformi alla standardizzazione IFCC venissero
ricalcolati utilizzando fattori di adeguamento agli abituali
limiti di riferimento), verrebbero vanificati i vantaggi della
confrontabilita dei risultati analitici e della possibilita di
interpretarli secondo criteri comuni. Per ciascun
procedimento di riferimento IFCC sono disponibili
intervalli di riferimento (Tabella 8), adottabili da tutti i
laboratori che impiegano metodi riferibili alla
standardizzazione, previa verifica della loro applicabilita
all'utenza del laboratorio con procedimenti validati (25).
L'utilizzo dei metodi conformi alla standardizzazione
IFCC permette di utilizzare anche intervalli di riferimento
per soggetti in eta pediatrica comuni a tutti i laboratori
che adottano tale standardizzazione (Tabella 9) (26),
oltre che intervalli di riferimento validi per specifiche
condizioni, come la gravidanza (27). Linadeguatezza
degli intervalli di riferimento espone a rischi di non
rilevare condizioni di malattia o di indurre
approfondimenti diagnostici e provvedimenti terapeutici
non appropriati.

La necessita di intervalli di riferimento idonei ai fini
dell’interpretazione clinica dei risultati analitici pud
comportare la necessita della loro partizione secondo
differenti criteri: quelli piu frequentemente utilizzati si
riferiscono al genere e all'eta. Una quota rilevante dei
laboratori partecipanti a questa inchiesta adottava questi
criteri di differenziazione degli intervalli di riferimento.

La nota difformita di comportamenti circa le modalita
di comunicazione dei valori critici, che implicano la
necessita di decisioni cliniche in tempi brevi, e
confermata dai dati raccolti in questa inchiesta. In
considerazione dell'importanza della tempestivita della
comunicazione dei risultati clinici ai fini della sicurezza
del paziente, riconosciuta anche dagli standard
internazionali di accreditamento (5), grande attenzione
deve essere dedicata alla definizione dell’elenco delle
analisi dotate di valore critico e all'individuazione dei
pertinenti valori decisionali (28). | risultati critici di ALT,
AMY, AST e CK sono frequentemente oggetto di rapida
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comunicazione, sebbene si riscontrino comportamenti

difformi  (29). L’armonizzazione dei criteri di

interpretazione  dei risultati  trae  vantaggio

dall'armonizzazione degli intervalli di riferimento e dei
livelli decisionali (7). A questo scopo si citano i livelli
decisionali, pari a 3 volte il limite superiore di riferimento,
proposti per la LPS (15) e per la PAMY (30) ai fini della
diagnosi di pancreatite acuta; per la PAMY il livello
decisionale deve essere elevato a 5 volte il limite
superiore di riferimento qualora coesista insufficienza
renale (31). Sebbene le finalita di utilizzo clinico degli

enzimi nel siero non siano oggetto di questa inchiesta, i

dati raccolti si prestano a una valutazione circa il

recepimento di raccomandazioni ufficiali (30) e

indicazioni (32) che, riconoscendo al’AMY minore utilita

ai fini della diagnosi di pancreatite acuta, ne propongono
la sostituzione con PAMY e LPS. Tra i 58 laboratori che
fornivano dati utili per questa valutazione, 72% non
applicava le raccomandazioni, rendendo disponibile la
determinazione dellAMY in forma isolata (5% dei
laboratori) o in aggiunta alla determinazione della sola

LPS (33%) o di PAMY e LPS (34%). 16% dei laboratori

eseguiva la determinazione sia della PAMY che della

LPS, mentre i restanti eseguivano la determinazione

soltanto della PAMY (9%) o soltanto della LPS (3%).

In conclusione, i risultati di questa inchiesta
confermano la difficolta del processo di armonizzazione
dei metodi di determinazione e dei criteri di refertazione
e interpretazione clinica per la determinazione degli
enzimi nel siero. Pur riconoscendo nel processo di
armonizzazione limportante ruolo svolto dall'industria
del settore diagnostico, che deve rendere disponibili
sistemi analitici dotati delle necessarie caratteristiche di
accuratezza, i professionisti della Medicina di
Laboratorio possono svolgere un importante ruolo attivo.
| possibili punti di intervento sono:

- adozione di metodi conformi alla standardizzazione
IFCC, quando disponibili, ponendo attenzione anche
alla riferibilita della calibrazione. Tali scelte risultano
necessarie soprattutto per ALT e AST: i metodi di
determinazione che non prevedono la presenza di
piridossalfosfato devono essere sostituiti con metodi
piu specifici;

- uniformazione delle modalita di refertazione
(denominazione, unita di misura) secondo le
indicazioni di documenti ufficiali approvati da SIBioC;

- adozione di intervalli di riferimento comuni a tutti gli
utilizzatori di metodi conformi alla standardizzazione
IFCC, previa verifica della loro applicabilita;

- scelta dei livelli decisionali in accordo con le
evidenze riportate in letteratura.

CONFLITTO DI INTERESSI

Nessuno.
BIBLIOGRAFIA
1. Infusino |, Ceriotti F, Panteghini M. Standardizzazione in

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

enzimologia clinica: una sfida per la teoria della riferibilita
metrologica. Biochim Clin 2010;34:96-102.

Weykamp C, Franck P, Gunnewiek JK, et al.
Harmonisation of seven common enzymes results through
EQA. Clin Chem Lab Med 2014;52:1549-55.

Panteghini M. Traceability as a unique tool to improve
standardization in laboratory medicine. Clin Biochem
2009;42:236-40.

Jansen R, Schumann G, Baadehhuijsen H, et al. Trueness
verification and traceability assessment of results from
commercial systems for measurement of six enzyme
activities in serum: an international study in the EC4
framework of the Calibration 2000 project. Clin Chim Acta
2006;368:160-7.

Plebani M, Panteghini M. Armonizzare in laboratorio:verso
una visione globale. Biochim Clin 2015;39:12-4.
Panteghini M, Ceriotti F. Establishing a reference system
in clinical enzymology. Biochim Clin 2000;24:499-508.
Ceriotti F. Standardizzazione e armonizzazione: SIBioC in
prima linea. Biochim Clin 2015;39:48-55.

Ceriotti F, Henny J, Queralto J, et al. Common reference
intervals for aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT) and y-glutamyltransferase (GGT)
in serum: results from an IFCC multicenter study. Clin
Chem Lab Med 2010;48:1593-601.

Schumann G, Aoki R, Ferrero CA, et al. IFCC primary
reference procedures for the measurement of catalytic
activity concentrations of enzymes at 37 °C. Part 8.
Reference procedure for the measurement of catalytic
concentration of a-amylase. Clin Chem Lab Med
2006;44:1146-55.

Rosalki SB. An improved procedure for serum creatine
phosphokinase determination. J Lab Clin Med
1967;69:696-705.

Schumann G, Klauke R, Canalias F, et al. IFCC primary
reference procedures for the measurement of catalytic
activity concentrations of enzymes at 37 °C. Part 9.
Reference procedure for the measurement of catalytic
concentration of alkaline phosphatase. Clin Chem Lab
Med 2011;49:1439-46.

Freedman DB. Towards better test utilization — strategies
to improve physician ordering and their impact on patient
outcomes. eJIFCC 2015;26:15-30.

Panteghini M, Bais R, van Solinge WW. Enzymes. In:
Burtis CA, Ashwood ER, Bruns DE, eds. Tietz textbook of
clinical chemistry and molecular diagnostics, 4th ed. St.
Louis: Elsevier, 2006:597-643.

Ceriotti F. Amilasi: quale metodo di determinazione?
Biochim Clin 1997;21:553-6.

Panteghini M. Laboratory evaluation of pancreatic
diseases. Biochim Clin 2010;34:19-25.

Rosalki SB, Bayoumi RA. Activation by pyridoxal 5-
phosphate of aspartate transaminase in serum of patients
with heart and liver disease. Clin Chim Acta 1979;59:357-60.
Lustig V. Activation of alanine aminotransferase in serum
by pyridoxal phosphate. Clin Chem 1977;23:175-7.
Cattozzo G, Albeni C. Determinazione di aspartato
amminotransferasi e alanina amminotransferasi con
metodi a tre reagenti e metodi a due reagenti su
analizzatore automatico: la presenza di piridossal-5'-
fosfato & piu importante della modalita di aggiunta.
Biochim Clin 2011;35:368-72.

DGKC working group on enzymes. Proposal of standard
methods for the determination of enzyme catalytic
concentrations in serum and plasma at 37 °C. Il
Cholinesterase (acylcholine acylhydrolase, EC 3.1.1.8).
Eur J Clin Chem Clin Biochem 1992;30:163-70.

biochimica clinica, 2015, vol. 39, n. 6

583




.__________________________________________________________________________
SCIENTIFIC PAPERS

CONTRIBUTI SCIENTIFICI

584

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Panteghini M. The never-ending search of an acceptable
compromise for pancreatic lipase standardisation. Clin
Chem Lab Med 2012;50:419-21.

Cattozzo G, Franzini C, Melzi d’Eril G. Commutability of
calibration and control materials for serum lipase. Clin
Chem 2001;47:2108-13.

De Angelis G, Franzini C. Nomenclatura, grandezze e
unita di misura nel laboratorio di analisi chimico-cliniche —
Documento ufficiale SIBioC. Giorn It Chim Clin 1990;15:1-
50.

Ceriotti F, Hinzmann R, Panteghini M. Reference intervals:
the way forward. Ann Clin Biochem 2008;46:8-17.

Pagani F, Bonora R, Panteghini M. Reference interval for
lactate dehydrogenase catalytic activity in serum
measured according to the new IFCC recommendations.
Clin Chem Lab Med 2003;41:970-1.

Horowitz GL, Altaie S, Boyd JC, et al. Defining,
establishing and verifying reference intervals in the clinical
laboratory; approved guideline — 3rd edition. CLSI
document EP28-A3c. Wayne, PA: Clinical Laboratory
Standard Institute, 2010.

Heiduk M, Page |, Kliem C, et al. Pediatric reference
intervals determined in ambulatory and hospitalized
children and juveniles. Clin Chim Acta 2009;406:156-61.

biochimica clinica, 2015, vol. 39, n. 6

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Cattozzo G, Calonaci A, Albeni C, et al. Reference values
for alanine aminotransferase, o-amylase, aspartate
aminotransferase, y-glutamyltransferase and lactate
dehydrogenase measured according to the IFCC
standardization during uncomplicated pregnancy. Clin
Chem Lab Med 2013;51:239-41.

Piva E, Pelloso M, Penello L, et al. Laboratory critical
values: automated notification supports effective clinical
decision making. Clin Biochem 2014;47:1163-8.
Campbell CA, Horvath AR. Harmonization of critical result
management in laboratory medicine. Clin Chim Acta
2014;432:135-47.

Panteghini M, Ceriotti F, Franzini C, et al
Raccomandazione per [limpiego routinario della
determinazione dell'isoenzima pancreatico dell’amilasi in
sostituzione dell’amilasi totale nella diagnosi e nel
monitoraggio della patologia pancreatica. Biochim Clin
2001;25:277-82.

Panteghini M, Pagani F. Isoenzimi dell’amilasi: laboratorio
e clinica. Biochim Clin 2000;24:421-30.

Lippi G, Valentino M, Cervellin G. Laboratory diagnosis of
pancreatitis; in search of the holy grail. Crit Rev Clin Lab
Sci 2012;49:18-31.




