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INTRODUZIONE

La cistinuria è una malattia caratterizzata dalla forma-
zione di calcoli nelle vie urinarie che hanno la tendenza
a recidivare con elevata frequenza e sono molto resi-
stenti alla terapia medica e chirurgica (1, 2). È una malat-
tia a trasmissione ereditaria di tipo autosomico recessivo
ed è dovuta all’incapacità da parte del tubulo prossimale
di riassorbire l’aminoacido cistina (3).

Sia nei soggetti omozigoti che eterozigoti, l’escrezio-
ne di cistina risulta essere 10 – 20 volte maggiore rispet-
to ai soggetti normali (4). Poiché tra i componenti fisiolo-
gici urinari non esistono inibitori della cristallizzazione
dell’aminoacido, alla supersaturazione urinaria di cistina
segue la precipitazione dei cristalli esagonali e la forma-
zione di calcoli che comportano una ricorrente e progres-
siva patologia calcolotica renale (5-7).

In questa malattia, insieme alla cistina, anche altri tre
aminoacidi, definiti dibasici, quali ornitina, arginina e lisi-
na vengono persi con le urine, senza che ne derivino
però, ulteriori specifiche conseguenze clinicamente evi-
denti (8).

Con un rigoroso controllo medico e laboratoristico,
sempre più raro diviene il ricorso alle terapie chirurgiche,
perché i calcoli possono ridursi e anche scomparire con
la terapia medica (idroterapia, alcalinizzazione, solubiliz-
zazione e dieta) (9-11).

Le numerose richieste di misura pervenute
dall’Ambulatorio della Calcolosi del reparto di Nefrologia
del Presidio Ospedaliero (P.O.) “Pellegrini” (ASL NA 1) e
l’impossibilità di utilizzo del vecchio test qualitativo di
Brand al cianuro (sostanza non più presente nei labora-
tori di analisi) hanno indirizzato il nostro interesse verso
lo studio di una semplice e rapida procedura di scree-
ning, completamente automatizzata e capace di quantifi-
care la cistinuria nelle urine delle 24 ore mediante meto-
dica colorimetrica al fosfotungstato.

MATERIALI E METODI

In questo lavoro sono stati esaminati 230 campioni di
urine delle 24 ore, pervenute al Laboratorio di Patologia
Clinica del P.O. “Pellegrini” dell’ASL Napoli 1 ed appar-
tenenti a pazienti afferenti all’Ambulatorio della Calcolosi
dell’U.O. di Nefrologia del sopracitato P.O.

Le conferme cromatografiche (tecnica a scambio
ionico) (12-14) ed alcuni test al nitroprussiato (15) sono
stati effettuati presso il Centro Screening per la fenilche-
tonuria e l’ipotiroidismo congenito del P.O. “Annunziata”
dell’ASL NA 1.

Il principio del metodo al fosfotungstato (16), illustra-
to nella Figura 1, si basa sulla riduzione del gruppo disol-
furo della cistina e degli altri disolfuri, grazie alla presen-
za di solfito di sodio. I gruppi sulfidrici formatisi, assieme
ad acido urico ed acido ascorbico, reagiscono con l’aci-
do fosfotungstico per dare luogo al blu di tungsteno, evi-
denziabile a 600 nm. Un bianco campione bloccherà i
gruppi sulfidrici derivanti dalla cistina grazie alla presen-
za di cloruro mercurico. La differenza di assorbanza tra
campione e bianco è proporzionale alla concentrazione
della cistina urinaria.

La misura fotometrica effettuata sull’analizzatore AU
600 Olympus prevede l’utilizzo degli stessi reattivi utiliz-
zati in manuale da Shinohara e Padis (16) ma opportu-
namente modificati ed adattati per l’automazione così
come precedentemente riportato (17). In particolare, la
nostra esperienza in automazione prevede che l’acido
fosfotungstico sia diluito al 25% con acqua distillata e
che i reagenti siano tra loro opportunamente miscelati
per dare luogo a due metodiche bireattive per misurare
la cistina totale ed il suo bianco. 
1. Metodica cistina totale (CYS): a 150 µL di soluzione

1 (R1: 5,0 mL tampone acetato, 1,5 mL solfito, 3,5
mL acqua) si aggiungono 50 µL di campione urinario.
Dopo un’attesa di 10 cicli macchina (circa 220 s) l’a-
nalizzatore dispensa 100 µL di soluzione 2 (R2: acido
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fosfotungstico 25%). La reazione a termine (END) è
determinata rilevando l’assorbanza a 600 nm al 27°
ciclo (∆E27-0) sottratta del suo bianco (∆E10-0).

2. Metodica bianco cistina (CYS B): valgono gli stessi
parametri riportati prima per la determinazione di
CYS. L’unica differenza è data dal reagente R1 in cui
è presente anche il cloruro mercurico (R1: 5,0 mL
tampone acetato, 1,5 mL solfito, 2,5 mL acqua, 1,0
mL cloruro mercurico).
Lo standard chimico di cistina (5 mg/dL) si utilizza

per calibrare inizialmente sia CYS che CYS B: la nuova
assorbanza, ottenuta per differenza tra quelle di CYS e
CYS B, verrà in seguito associata alle calibrazioni delle
suddette metodiche.

Il reagente R2 è simile per le due metodiche CYS e
CYS B ed è stabile indefinitamente in frigorifero, mentre,
il reagente R1 (tampone, solfito ed acqua per CYS; tam-
pone, solfito, acqua e mercurio per CYS B) deve essere
preparato al momento ed è possibile utilizzarlo entro 5
ore dalla preparazione.

RISULTATI

L’acido fosfotungstico, quando preparato come nella
metodica tradizionale di Shinohara e Padis ed utilizzato
in quella completamente automatizzata, produce delle
densità ottiche elevate già con pochi µL di urina. Questo
dà però lo svantaggio di dare elevate imprecisioni specie
per campioni a bassa concentrazione di cistina. La
Figura 2 mostra invece che l’utilizzo di acido fosfotung-
stico diluito 1:4 con acqua distillata riduce i CV dei cam-
pioni (6 replicati) a valori accettabili. E’ possibile che l’e-
levata densità del reattivo poco o non diluito possa por-
tare ad una insufficiente aspirazione del reagente da

parte delle siringhe dello strumento o a problemi di
mescolamento.

Nella Figura 3 sono rappresentate le concentrazioni
di cistina misurate rispetto a quelle attese, pressoché
allineate tra loro fino a 25 mg/dL. I singoli punti speri-
mentali sono stati ottenuti diluendo opportunamente con
soluzione fisiologica un campione urinario ad elevato
contenuto di cistina. Per ogni punto sono stati effettuati 6
replicati. 

Nella Figura 4 è rappresentato il profilo di imprecisio-
ne ottenuto misurando in triplicato campioni di urina a
diversa concentrazione di cistina: nell’intervallo analitico
compreso tra 1 e 30 mg/dL si evidenzia un CV inferiore al
5%. Concentrazioni inferiori vengono misurate con una
discreta imprecisione (8% a concentrazioni di 0,7 mg/dL).

Le prove di precisione nella serie (n=20) e tra le serie
(10 sedute lavorative in cui si effettuano le determinazio-
ni dei campioni in duplicato), effettuate su 4 campioni uri-
nari a diversa concentrazione di cistina, mostravano CV
inferiori al 4 % (Tabella 1).

Per il calcolo degli intervalli di riferimento, l’analisi
statistica, effettuata col metodo non parametrico (18), si
riferisce a 230 campioni urinari delle 24 ore appartenen-
ti a soggetti adulti di età compresa tra i 18 ed i 57 anni,
di ambo i sessi (122 femmine e 108 maschi), ed appa-
rentemente sani. Non si evidenziano differenze tra i
sessi. L’intervallo di riferimento (Figura 5) risulta compre-
so tra 21 e 148 mg/24h di cistinuria. I relativi intervalli di
confidenza al 90% sono rispettivamente 12-28 mg/24h e
144-163 mg/24h. I valori di cistinuria espressi in concen-
trazione non risultavano essere superiori a 10 mg/dL ed
il 96% dei dati era contenuto nell’intervallo tra 1 e 7
mg/dL.

In 7 campioni urinari su 230 si riscontravano valori
compresi tra 148 mg/24h e 176 mg/24h. Le determina-
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Figura 1
Principio del metodo al fosfotungstato per la determinazione della cistinuria.



zioni di questi campioni in cromatografia a scambio
cationico non hanno messo in evidenza alcun aumento
di aminoacidi quali lisina, arginina ed ornitina. 

DISCUSSIONE

L’esigenza di ricercare un nuovo metodo di scree-
ning è scaturita dall’impossibilità di poter utilizzare il vec-
chio test di Brand, sicuramente rapido, ma oggi non più
in uso a causa della tossicità del cianuro impiegato nella
reazione al nitroprussiato. Lo studio di un metodo di
laboratorio rapido, completamente automatizzato ed
avente la capacità di quantificare la cistinuria nelle urine

delle 24 ore, si rende necessario nello screening delle
calcolosi, ma anche per il monitoraggio dei pazienti sot-
toposti ad idroterapia ed a solubilizzazione dei calcoli. 

Questa nuova metodica, eseguita sull’analizzatore
biochimico AU600 Olympus, risolve i problemi creati
dalla metodica manuale di Shinohara e Padis dovuti a:
utilizzo di una serie di reagenti miscelati al momento,
necessità di effettuare un bianco campione urine e stan-
dard, utilizzo di un fotometro da banco, realizzazione di
una curva di calibrazione a 6 punti e relativa estrapola-
zione del dato analitico. Improponibile risulta effettuare
la determinazione di screening dell’aminoacido con tec-
niche più sofisticate molto sensibili e costose quali la cro-
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Figura 2
Effetto della concentrazione di acido fosfotungstico sulla riproducibilità delle misure.

Figura 3
Linearità della misura.
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Tabella 1
Risultati delle prove di precisione nella serie e tra serie

Nella serie Tra le serie
Media DS CV Media DS CV

mg/dL mg/dL % mg/dL mg/dL %

1,95 0,057 2,92 2,04 0,072 3,54

3,94 0,072 1,83 3,88 0,104 2,67

8,06 0,135 1,67 8,13 0,204 2,51

16,3 0,246 1,51 15,9 0,343 2,16

Figura 4
Profilo di imprecisione. CV ottenuti su tre replicati per ciascuna concentrazione.

Figura 5
Distribuzione dei valori di cistinuria (mg/24h) nella popolazione di riferimento esaminata (230 soggetti).



matografia a scambio cationico, da noi usata solo per le
conferme di positività.

Il metodo al fosfotungstato proposto su Olympus
AU600 risulta essere una possibile alternativa anche alle
recenti procedure HPLC che prevedono l'uso di più pra-
tiche colonne a fase inversa e derivatizzanti sempre più
specifici per i gruppi tiolici (19-22).
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