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INTRODUZIONE

L'a-amilasi (1,4-u-D-glucan glucanoidrolasi; EC 3.2.1.1; AMY) & un enzima che viene
principalmente prodotto e immagazzinato nelle ghiandole salivari e nel pancreas, sotto-
forma di due distinti isoenzimi, comunemente contrassegnati come S e P, dalle iniziali
dei principali organi produttori (1). L'AMY viene principalmente secreta nel tratto digestivo,
ma passa in quantita limitate anche nel sangue ed & escreta nelle urine. Normalmente le
sue concentrazioni ematiche sono basse e relativamente costanti, aumentando notevol-
mente durante alcune malattie quali la pancreatite acuta o processi inflammatori a carico
delle ghiandole salivari. E’ evidente quindi che, sebbene la determinazione dellAMY
possa risultare diinteresse clinico in quanto I'enzima aumenta sia nel siero che nelle urine
in corso di patologia pancreatica acuta, si tratta di un esame poco specifico per tale
condizione clinica perché valori aumentati di AMY si riscontrano anche in caso di
patologie extrapancreatiche (parotite, patologie gastrointestinali, danno renale, ecc.).

Si pud pertanto ben comprendere I'elevato interesse clinico da sempre attribuito alla
determinazione diretta dellisoenzima pancreatico (P-AMY) e al suo possibile utilizzo in
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sostituzione della determinazione dell'attivita enzimatica totale nella diagnosi differenzia-
le del cosidetto 'addome acuto’ (2). Dal momento della scoperta dell'eterogeneita
delllAMY, sono stati in effetti messi a punto numerosi metodi per la determinazione
selettiva della P-AMY, ma solo con la definitiva disponibilita dei metodi basati sull'inibi-
zione isoenzimatica selettiva, ottenuta con specifici anticorpi monoclonali, si sono tuttavia
ottenute caratteristiche di precisione, affidabilita, semplicita e velocita analitiche tali da
consentire una reale stima del valore di efficienza diagnostica della determinazione della
P-AMY nella diagnosi di pancreatite (1).

Questo documento passa in rassegna, a pil di dieci anni dall'introduzione commer-
ciale dei metodi immunochimici per la determinazione della P-AMY, i motivi, e le
corrispondenti evidenze scientifiche, che devono oggi indurre il Laboratorio, nel caso di
sospetto di patologia pancreatica, alla completa sostituzione della determinazione del-
I'AMY totale con quella della P-AMY.

ASPETTI ANALITICI

Nella seconda meta degli anni '80, 'introduzione dell'impiego degli anticorpi mono-
clonali nelle procedure analitiche ha praticamente rivoluzionato 'orizzonte relativo all'im-
piego clinico della determinazione degli isoenzimi dellAMY (3-7). La pietra miliare del
progresso analitico in questo campo pud essere considerata la produzione di un partico-
lare anticorpo monoclonale capace non solo di riconoscere ma anche di inibire spegifi-
camente l'isoenzima salivare (S-AMY) (8). Cié ha consentito non solo di pensare i test
immunochimici nelle tradizionali forme di immunoprecipitazione o di determinazione
immunoenzimatica, laddove I'anticorpo é solo legante I'isoenzima, ma di confezionare
un test di immunoinibizione in fase omogenea che potesse essere quindi applicabile a
qualsivoglia analizzatore automatico di Chimica Clinica. L'ulteriore scoperta di un’azione
sinergica nell'inibizione di S-AMY tra questo anticorpo ed un altro monoclonale anti-S-
AMY permise di ottenere un test che, pur possedendo una specificita praticamente
assoluta per l'isoenzima P-AMY, aveva le stesse caratteristiche di una procedura per la
determinazione dell’attivita totale dell'enzima (9,10). Oggetto di alcune importanti valuta-
zioni preliminari, che ne hanno inizialmente descritto le principali caratteristiche analitiche
(facilita di esecuzione anche in condizioni di emergenza, possibilita di completa automa-
zione, elevata specificita per I'isoenzima pancreatico) (11-13), il metodo e successiva-
mente entrato, nel corso degli anni "90, nell'impiego routinario di numerosi laboratori,
confermando all'atto pratico la sua elevata affidabilita. La Figura | mostra, come esempio,
i risultati del monitoraggio dell'imprecisione analitica di tale metodo, relativi al Controllo
di Qualita Interno, anni 1991-2000, del Laboratorio di uno degli autori. Considerando gli
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Figura Il

Risultati di due pro-
grammi di Verifica Esterna
di Qualita (VEQ) nazionali
relativi alfo stesso cam-
pione determinato per
l'amilasi totale (parte su-
periore della figura) e per
I'amilasi pancrealica
(parte inferiore della
figura).

A = Programma VEQ Bio-
Rad-PROLARIT;

B = Programma VEQ Cen-
tro di Ricerca Biomedica
Castelfranco Veneto.

CV = coefficiente di varia-
zione interlaboratori

obiettivi di imprecisione analitica ricavati dai dati della variabilita biologica della P-AMY
(imprecisione desiderabile: CV <5.9%; imprecisione ottimale: CV <3.0%) (14), si eviden-
zia chiaramente come il metodo abbia continuativamente fornito per un decennio risultati
ben al di sotto del limite gia considerato come ottimale per il suo utilizzo clinico. Non
bisogna inoltre dimenticare I'esclusivo impiego in tali metodi di substrati cromogenici di
struttura definita, che sono attualmente considerati i piti affidabili per la misura dell’attivita
catalitica di questo enzima (15,16). Questa riduzione nella varieta dei substrati utilizzati
e, di conseguenza, nel numero delle relative reazioni cromogeniche comporta inoltre un
ulteriore significativo vantaggio rappresentato da una pil facile trasferibilita dei risultati
tra i diversi Laboratori che eseguono I'esame in differenti realtd ospedaliere [obiettivo
principale della moderna Enzimologia Clinica (17)], eliminando, o per lo meno riducendo,
i problemi di standardizzazione metodologica (e quindi di comparazione) che ancora
esistono per la determinazione dell’attivita del’AMY totale, nel caso vengano usati metodi
differenti (16). A supporto di cid, stanno i dati che si possono estrapolare dalle Verifiche
Esterne di Qualita che valutano sia 'AMY totale che la P-AMY e nelle quali & chiaramente
evidenziabile una maggiore dispersione interlaboratori delle misure relative all'enzima
totale in confronto a quella ottenuta per la determinazione dell'isoenzima pancreatico
(Fig. Il}. Una diretta conseguenza di questa maggiore comparabilita metodologica & infine
la possibilita di uniformare pit facilmente gli intervalli di riferimento nel territorio nazionale
e anche internazionalmente (18).

ASPETTI CLINICO-DIAGNOSTICI

Tipico del paziente con pancreatite acuta & I'aumento dell'attivita della P-AMY nel
siero. Alla sensibilita clinica costantemente elevata si associa una specificita che varia
in funzione della popolazione studiata e quindi della casistica clinica considerata. Risultati
falsamente positivi di P-AMY sono stati osservati in pazienti con insufficienza renale, nei
quali I'escrezione dell'enzima ¢ fortemente ridotta, ed in soggetti con macroamilasemia,
dove il legame dell'immunoglobulina con 'AMY diminuisce o impedisce un’efficiente
inibizione delle forme salivari da parte degli anticorpi monoclonali (19). Tuttavia, quando
la determinazione della P-AMY & stata corretamente valutata in popolazioni con dolore
addominale acuto e sospetto di pancreatite (piU di 2200 soggetti studiati in letteratura)
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applicando il livello decisionale ottimale (pari a 3 volte il limite superiore di riferimento), i risultati
di specificita clinica per la diagnosi di pancreatite acuta sono stati sempre superiori al 90%
(Tabella 1) (20-24). E’ importante inoltre notare che quando l'efficacia diagnostica della
determinazione della P-AMY é stata direttamente confrontata negli stessi pazienti con quella
dellAMY totale, la prima & risultata significativamente migliore (23). Anche la sensibilita
durante il decorso della malattia € marcatamente diversa; infatti, in seguito a pancreatite acuta,
permangono nel siero valori elevati di P-AMY anche quando non si riscontra pit un aumento
dell'attivita del’AMY totale. In uno studio, mentre il 70% dei pazienti con pancreatite acuta
non complicata mostrava dopo una settimana dall'esordio della malattia valori di AMY totale
nella norma, solamente il 20% degli stessi pazienti mostrava allo stesso tempo un valore gia
normalizzato della P-AMY (19). Tra l'altro, questo prolungato aumento dell'isoenzima pan-
creatico nel siero rende anche inutile la tradizionale determinazione dell'attivita amilasica
totale nelle urine, eseguita principalmente con lo scopo di ottenere una maggior sensibilita
diagnostica nella fase tardiva della pancreatite.

In aggiunta a quanto presente nella letteratura internazionale sull'elevata efficacia
diagnostica della P-AMY, sembra anche importante riportare due esperienze pratiche di
valutazione del significato clinico del dosaggio, compiute propedeuticamente alla sua
introduzione nei Laboratori di due degli autori del presente documento. In entrambe &
stato confrontato il comportamento del dosaggio del’AMY totale e quello della P-AMY in
casistiche discretamente ampie, routinariamente sottoposte alla valutazione della prima,
al fine di evidenziare un'eventuale miglioramento dell’efficienza diagnostica nel caso di
sostituzione di questa con la determinazione diretta dell'isoenzima. Nel corso della prima
valutazione, erano analizzate 623 richieste da pazienti con problemi di varia natura,
pancreatici e non (25). Dei 25 casi senza patologia pancreatica e aumento di AMY totale,
solo 9 (36%) mostravano anche aumento della P-AMY, confermando la maggiore
specificita diagnostica di quest'ultima, con la riduzione di circa 2/3 dei risultati falsi-positivi.
Nella seconda esperienza erano analizzati circa 3500 campioni nel giro di due anni ai
quali era stata routinariamente richiesta la determinazione dellAMY totale (2, 26). 650
sieri mostravano aumento dellAMY totale, ma di questi il 12% dovevano tale aumento
ad un incremento della forma salivare, con P-AMY nella norma. La determinazione della
P-AMY si dimostrava particolarmente utile per la diagnosi differenziale delle iperamila-
semie di origine extrapancreatica (il cosidetto quadro "salivare") nelle quali Iisoenzima
pancreatico non € aumentato (26). E' importante notare che entrambe le esperienze
concludevano affermando che I'eventuale impiego di questo dosaggio al posto delllAMY
totale avrebbe potuto ridurre la necessita di ulteriori indagini di laboratorio e radiografiche
in quei pazienti con iperamilasemia associata a condizioni aspecifiche, quali dolore
addominale aspecifico, abuso acuto di alcool e patologie delle ghiandole salivari.

Un cenno a parte merita il caso di pazienti con insufficienza renale cronica nei quali
sia anche sospettata una patologia pancreatica acuta. L'insufficienza renale, infatti,
causa una diminuita clearance di tutte le proteine sieriche di piccole dimensioni, inclusa
la P-AMY, con la conseguenza di un aumento di questo enzima nel siero di questi pazienti
(27). Tuttavia, e stato chiaramente dimostrato che aumenti della P-AMY nel siero superiori
a 5 volte il limite superiore di riferimento sono indice attendibile della presenza di una
pancrealite acuta anche in questi soggetti (28).

Tabella 1

Sensibilita e specificita Autore No. soggetti Livello decis.ionale Seniibi!ité Spesilicita

della determinazione del- (prevalenza (x LSR") %o Yo

l'amilasi pancreatica con pancreatite

metodo immunochimico acuta)

nella diagnosi di pancre- : -

alite acuta in soggetti con \'g‘ Fents Slaznienctol 100 (37%) 3 89.0 91.0

dolore addominale aculo (20)
Van Ingen & Sanders (21) 64 (47%) 2.1 93.0 97.0
Huguet et al. (22) 928 (14%) 1 96.0 88.0
Turcotte et al. (23) 1005 (5.5%) 1 85.5 92.6
Ignjatovic et al. (24) 131 (45%) 36 91.5 91.7

*LSA = limite superiore di riferimento
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CONCLUSIONI

In un'epoca nella quale ormai ogni scelta e cambiamento devono necessariamente
essere basati su robuste ed incontrovertibili evidenze, crediamo che ormai esistano
numerose e consolidate ragioni per sostituire completamente l'impiego dellAMY totale
con la determinazione della P-AMY all'interno dell’elenco delle prestazioni fornite da un
Laboratorio Diagnostico. In particolare, la determinazione della P-AMY mostra:

+ Maggiore sensibilita e specificita per il danno tissutale pancreatico;

* Semplicita e tempi di esecuzione delle metodiche perfettamente adattabili a
condizioni d'emergenza;

» Precisione analitica altamente soddisfacente per il suo utilizzo clinico;

» Possibilita di trasferire faciimente e comparare i risultati ottenuti in diverse realta
sanitarie;

« Livelli decisionali per I'impiego nella diagnosi di pancreatite acuta chiaramente
definiti.
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