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ABSTRACT

Metrological traceability and use of creatinine measurement as an index of renal function. The glomerular fil-
tration rate (GFR) is currently considered the best overall index of kidney function. The possibility that laboratories
might routinely report an estimated GFR has become practically feasible with the development of a formula, the “four-
variable” Modification of Diet in Renal Disease study (MDRD) equation that uses age, sex, race, and serum creatini-
ne parameters. However, a limitation of this equation for general implementation in healthcare is related to the use
of differently calibrated creatinine measurement procedures among laboratories. The only way to achieve universal
implementation of the GFR prediction equation, with the associated clinical benefits for the patients, is, therefore, to
promote worldwide standardization of methods to determine creatinine together with the introduction of a revised
GFR estimating equation appropriate for use with standardized creatinine methods.

INTRODUZIONE

Le nefropatie croniche (CKD) costituiscono uno dei
maggiori problemi sanitari a livello mondialel. Negli Stati
Uniti (USA), I'incidenza delle malattie renali all'ultimo sta-
dio, dell'insufficienza renale trattata con la dialisi e del
trapianto di rene € piu che quadruplicata negli ultimi venti
anni2. Coresh et al. hanno recentemente stimato che il
numero degli americani con CKD in stadio precoce € di
circa 19 milioni, includendo circa 8 milioni di persone con
una ridotta velocita di filtrazione glomerulare (GFR)3. In
Europa, l'incidenza annuale delle malattie renali all'ulti-
mo stadio & duplicata negli ultimi dieci anni fino a rag-
giungere circa 135 nuovi casi per milione di abitantil.

Negli USA, la National Kidney Foundation ha recen-
temente definito la CKD come una situazione clinica di
danno renale strutturale o funzionale che possa portare
ad una diminuzione della GFR o, in alternativa, come
una situazione in cui la GFR sia <60 mL/min/1,73 m2 da
almeno tre mesi, indipendentemente dalla causa#. Tale
livello decisionale per la GFR é stato selezionato perché
in corrispondenza di tale valore si ha la perdita di circa la
meta dei normali glomeruli funzionanti in un adulto, con il

Tabella 1
Stadi delle malattie renali croniche

rischio di insorgenza di numerose complicazionis. La
National Kidney Foundation ha anche classificato la
severita della CKD basandosi sul valore della GFR
(Tabella 1)4. Pertanto, il valore di GFR ¢ ora considerato
come il miglior indice di funzionalita renale.

STIMA DELLA GFR

La GFR puo essere valutata misurando la clearance
urinaria di marcatori di filtrazione esogeni come I'inulina,
I'loexolo, I'iotalamato marcato con 1125, 'TEDTA marcato
con Cr51 o l'acido dietilentriaminopentacetico marcato
con Tc996.7. A causa della difficolta nell’utilizzo e dell’in-
daginosita, dell’'uso di radionuclidi e del costo dei reagen-
ti, questi metodi hanno tuttavia un uso limitato nella pra-
tica clinica e sono generalmente confinati a laboratori
specializzati®. La valutazione della clearance della crea-
tinina pud costituire un’utile alternativa quando i marca-
tori di filtrazione esogeni non sono disponibili. Tuttavia,
essa richiede, oltre ad un’adeguata idratazione, una rac-
colta temporizzata delle urine (di solito per 24 ore), che &
spesso problematica ed inaccurata, rendendo tale
esame non idoneo per un ampio impiego clinico®. In pra-

Velocita di filtrazione glomerulare (GFR),

Stadio Descrizione mL/min/1.73 m?
1 Danno renale con GFR normale o aumentata >90
2 Danno renale con lieve diminuzione della GFR 60-89
3 Moderata diminuzione della GFR 30-59
4 Severa diminuzione della GFR 15-29
5 Insufficienza renale < 15 (o dialisi)
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tica, quindi, la GFR & spesso stimata con la valutazione
della concentrazione della creatinina nel siero o, in misu-
ra meno frequente, della cistatina C10. Tuttavia, quest'ul-
tima non e stata ancora adeguatamente valutata e defi-
nitivamente validata come indice di GFR!, Il dosaggio
della creatinina nel siero € quindi frequentemente richie-
sto per stimare la funzionalita renale, ma la sua sensibi-
lita per la diagnostica della CKD é bassa poiché la sua
concentrazione plasmatica e influenzata, oltre che dalla
GFR, da fattori indipendenti dalla GFR, quali eta, sesso,
razza, massa muscolare, dieta ed alcuni farmaci®. La
sua misura, in particolare, fallisce nell'identificare circa la
meta dei pazienti con CKD allo stadio 3, con una GFR
tra 30 e 59 mL/min/1,73 m2, ed il suo valore diagnostico
€ anche peggiore in particolari gruppi di pazienti, come
ad esempio i soggetti anzianil2,

Stime piu accurate e precise della GFR si possono
ottenere mediante I'impiego di equazioni di calcolo che
empiricamente combinano i valori delle variabili confon-
denti che possono influenzare la concentrazione della
creatinina sierica in aggiunta alla GFR13, Teoricamente
le formule per la stima della GFR dovrebbero essere svi-
luppate in una larga coorte di soggetti, includendo diver-
si gruppi razziali ed etnici per un loro impiego a livello
internazionale, valutate in una coorte di soggetti indipen-
dente, validate per dimostrare un accettabile bias rispet-
to ad una misura di GFR ottenuta con marcatori esoge-
ni e, infine, facilmente implementabili tenendo in consi-
derazione i costi, i dati richiesti e I'attendibilita dei meto-
di utilizzati per la determinazione della creatinina®.

Attualmente esistono almeno 25 differenti equazioni
proposte per la stima della GFR, ma molte (inclusa l'e-
quazione di Cockcroft-Gault) richiedono informazioni
aggiuntive, come una misura della superficie corporea
(basata sulle misure di altezza e/o peso), che non sono
facilmente disponibili, limitandone pertanto I'impiego. La
possibilita che i laboratori clinici possano facilmente sti-
mare la GFR dalla concentrazione della creatinina del
siero € diventata realta con lo sviluppo di una formula le
cui uniche variabili sono eta, sesso, razza e concentra-
zione della creatininemial4. Questa formula, la cosiddet-
ta equazione MDRD a “quattro variabili” [sviluppata nel
corso dello studio statunitense sulle Modificazioni della
Dieta nelle Malattie Renali (MDRD)], & stata sviluppata
sul confronto con i valori di GFR misurati con la clearan-
ce dello 1125-iotalamato in piu di 1600 soggetti adulti e
successivamente validata su altri 1775 adulti, con il 91%
dei soggetti aventi una GFR stimata dalla formula entro
il 30% dei valori di GFR misurati con la valutazione della
clearance dell'iotalamatol5.16, L’equazione MDRD non
richiede come variabile il peso corporeo perché norma-
lizza la GFR ad una superficie corporea standard di 1,73
m2. Tale equazione & stata dimostrata efficace per il cal-
colo della GFR in pazienti con CKD e si comporta analo-
gamente nei diabetici di tipo 2 e nei soggetti trapiantati di
rene, anche se il suo valore non & ancora stato definito
nei soggetti con basse concentrazioni di creatinina nel
siero e valori elevati di GFR, inclusi soggetti sani, bam-
bini e donne in gravidanza®. Sono pero in corso ulteriori
studi di validazione per valutarne I'efficacia in altri grup-
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pi etnici (in aggiunta ai gia studiati Caucasici ed
Afroamericani) e in altre condizioni cliniche.

La maggiore limitazione per 'implementazione gene-
ralizzata delle equazioni per la stima della GFR ¢ rappre-
sentata dall’'utilizzo da parte dei laboratori di procedure
di misura differenti per la determinazione della creatini-
nal7-19, In assenza di standardizzazione, I'impiego di
metodi calibrati in maniera diversa rispetto a quello usato
nello studio che ha sviluppato e validato la specifica
equazione (per esempio, quello utilizzato alla Cleveland
Clinic per lo sviluppo dell’equazione MDRD) pud intro-
durre una significativa fonte di errore nella stima della
GFR. Speciale attenzione dovrebbe essere prestata alle
possibili conseguenze cliniche dovute alle differenze di
calibrazione dei metodi per la creatinina, considerando
che solitamente la relazione tra il metodo impiegato in un
particolare laboratorio e quello impiegato nel laboratorio
dello studio originale & generalmente sconosciuta20; 21,
Sebbene la National Kidney Foundation nelle sue linee
guida abbia chiaramente consigliato di utilizzare per la
stima della GFR con la formula MDRD solo valori di
creatinina opportunamente corretti, molti laboratoristi,
medici di medicina generale e nefrologi non sembrano
essere consapevoli di questa importante fonte di errore
nella stima della GFR effettuata con I'impiego di formule
nella quotidiana pratica clinica22,

Una differenza di calibrazione conferisce alla stima
della GFR una grande incertezza, specie a concentra-
zioni di creatinina vicine ai livelli fisiologici. Myers et al.
(2) hanno recentemente mostrato gli effetti sulla GFR
ricavata con I'equazione MDRD di differenti bias di cali-
brazione dei metodi per la misura della creatinina. Nel
loro esempio, per una donna di razza caucasica di 60
anni, per la quale la GFR calcolata era di 60 mL/min/1,73
m2 ad una creatininemia di 1,00 mg/dL, una differenza
nella calibrazione di +0,12 mg/dL era associata ad un
errore nella stima della GFR di -12%. L’errore nella stima
della GFR nell'intervallo dei bias di calibrazione esami-
nati (da -0,06 mg/dL a +0,31 mg/dL) era tra +7,5% e -
27%. Di particolare importanza il fatto che i dati riportati
nelle varie Verifiche Esterne di Qualita (VEQ) suggeri-
scono che tale variazione sistematica e abbastanza
comune nei laboratori clinici23.24,

COME MIGLIORARE LA STIMA DELLA GFR
MEDIANTE L’EQUAZIONE MDRD

Da tutte le precedenti considerazioni, € ormai chiaro
che l'unica via che consenta un’universale implementa-
zione dell’equazione MDRD di predizione della GFR
basata sul valore della creatininemia, con gli associati
benefici clinici per i pazienti, &€ quella di promuovere glo-
balmente la standardizzazione dei metodi per la misura
della creatinina insieme con lo sviluppo di una versione
dell’'equazione MDRD adatta all'utilizzo dei risultati di
creatinina standardizzati.

Esiste ora accordo scientifico internazionale nell’ac-
cettare che I'implementazione della riferibilita della misu-
ra di un analita a metodi e materiali di riferimento di ordi-
ne superiore (“sistema di riferimento”) costituisca I'ap-
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proccio piu indicato per raggiungere la necessaria con-
frontabilita dei risultati della misura biochimica indipen-
dentemente dal metodo usato e/o dal laboratorio dove
viene eseguita l'analisi?®>. Questo implica necessaria-
mente una cooperazione internazionale tra le aziende
produttrici dei dispositivi diagnostici in vitro (IVD), i labo-
ratori clinici, le societa scientifiche, le agenzie governati-
ve ed i fornitori di VEQ. In altre parole, il raggiungimento
di una migliore accuratezza dei risultati della misura
della creatinina richiede che i valori assegnati dalla ditta
produttrice ai calibratori ed ai materiali di controllo siano
riferibili (“traceable”) alle procedure ed ai materiali di rife-
rimento di ordine metrologico superiore2.

Il materiale di riferimento SRM 914 prodotto dal
National Institute of Standards and Technology (NIST)
americano, costituito da creatinina cristallina, rappresen-
ta oggi il materiale di riferimento primario. Soluzioni di
SRM 914, preparate gravimetricamente dissolvendolo in
apposito tampone, sono utilizzate nella calibrazione del
metodo di riferimento costituito da spettrometria di
massa in diluizione isotopica accoppiata alla gas croma-
tografia (GC-IDMS) o, in alternativa, alla cromatografia
liquida (LC-IDMS). Dei due metodi, il primo (GC-IDMS)
richiede una fase preliminare di separazione per rimuo-
vere dal campione la creatina, che da lo stesso prodotto
di derivatizzazione della creatinina, ed e pertanto una
procedura indaginosa che permette I'analisi di un nume-
ro molto limitato di campioni26-28, || metodo LC-IDMS
presenta invece una preparazione del campione molto
pit semplice e veloce, adattandosi meglio all'esecuzione
di un numero sufficiente di campioni che consentano alle
ditte produttrici di IVD la validazione della riferibilita dei
loro sistemi e, quindi, la promozione di un programma di
standardizzazione su vasta scala2®.

I materiali di riferimento SRM 909b prodotto dal NIST
e BCR 573/4/5 prodotti dal Institute for Reference
Materials and Measurement (IRMM) sono materiali
secondari (vale a dire in matrice simil-siero), liofilizzati,
con valori assegnati con il metodo di riferimento GC-
IDMS, che potrebbero teoricamente essere utilizzati per
calibrare i metodi di routine. Tuttavia, la matrice di tal
materiali prodotti con siero umano é stata modificata dai
trattamenti per la loro conservazione e dal processo di
liofilizzazione, col risultato di alterare le loro caratteristi-
che e renderne il comportamento diverso da quello dei
sieri umani freschi sui quali sono normalmente effettua-
te le misurazioni della creatinina30. Questo fa si che que-
sti materiali in pratica non siano idonei per calibrare
direttamente i metodi commerciali. Infatti, materiali di
riferimento che non sono commutabili con i campioni di

Tabella 2

siero umano nativo possono introdurre significativi errori
nella calibrazione del metodo3!. In questa situazione, un
utile approccio alternativo per la standardizzazione dei
risultati attraverso I'implementazione della riferibilita ad
una procedura di riferimento &, per i produttori di IVD,
quello di misurare con il proprio metodo commerciale
campioni freschi in doppio con un laboratorio che ese-
gue un metodo di riferimento e utilizzare i risultati ottenu-
ti da questo confronto per allineare la calibrazione del
sistema commerciale (Figura 1)32.

La disponibilita di un materiale di riferimento secon-
dario che sia commutabile, e quindi utilizzabile per cali-
brare direttamente i metodi di routine, costituisce comun-
gue una fase fondamentale per I'implementazione della
standardizzazione della creatinina (Figura 1). A tale
scopo, il NIST ha molto recentemente preparato un
nuovo materiale di riferimento per la misura della creati-
nina con matrice sierica, denominato SRM 9672. La
base per questo materiale & rappresentata da un pool
congelato di sieri umani, preparato secondo le indicazio-
ni contenute nel documento C37-A del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)33. In particolare,
sono stati preparati due livelli di concentrazione di crea-
tinina (0,75 mg/dL e 3,92 mg/dL), ai quali i valori sono
stati assegnati con entrambe i metodi di riferimento GC-
IDMS e LC-IDMS. Considerando le sue peculiari caratte-
ristiche, il materiale dovrebbe dimostrarsi commutabile
nei confronti dei sieri umani nativi. E' comunque in corso
uno specifico studio inteso a validare sperimentalmente
la sua commutabilita con i campioni di siero umano nati-
vo, misurati usando un’ampia varieta di metodi commer-
ciali per la misura della creatinina e con i metodi di riferi-
mento.

In associazione con la ricalibrazione dei metodi com-
merciali rispetto al metodo e ai materiali di riferimento
certificati, & stato necessario riparametrizzare I'equazio-
ne MDRD, affinche essa potesse utilizzare i risultati di
creatinina standardizzati rispetto al sistema di riferimen-
to. Cio e stato fatto recentemente, con la pubblicazione
di una nuova equazione MDRD, utilizzabile esclusiva-
mente con valori di creatinina standardizzati (Tabella
2)34,

E’ quindi giunto il momento che tutte le ditte produt-
trici di IVD calibrino i loro sistemi di misurazione della
creatinina in modo da essere riferibili al sistema di riferi-
mento internazionalmente approvato (Figura 1) e che i
laboratori clinici impieghino esclusivamente questi meto-
di standardizzati insieme all’equazione di stima della
GFR rivisitata ed adattata per I'impiego di risultati ottenu-
ti con questi metodi (Tabella 2).

Equazione a “quattro variabili” per la stima della velocita di filtrazione glomerulare (GFR) derivata dallo studio MDRD da utilizzare
con valori di creatinina sierica ottenuti con metodi i cui risultati siano riferibili alla spettrometria di massa in diluizione isotopica
(IDMS) o, piu in generale, al sistema di riferimento riportato nella Figura 1

GFR (mL/min/1,73 m2) =

175 x (s-creatinina)™*** x (eta)®** x (0,742 se femmina) x (1,210 se razza afroamericana)

Nota: i valori di creatinina del siero sono espressi in mg/dL. Se i valori di creatinina sono espressi in pmol/L, tali valori devono

essere divisi per 88,4 prima di introdurli nel’equazione.
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Il sistema di riferimento per la creatinina.

LA SITUAZIONE ATTUALE

Sebbene implementare un processo di standardizza-
zione possa sembrare teoricamente semplice, in pratica
I'introduzione associata di procedure standardizzate per
la misurazione della creatinina e dell'apposita equazione
MDRD per il calcolo della GFR mediante valori di creati-
nina standardizzati puo essere complicata dal fatto che
gli approcci proposti devono essere compresi ed accet-
tati come validi da tutte le parti coinvolte.

Nell’'Unione Europea I'implementazione degli approc-
ci di riferibilita del risultato in Medicina di Laboratorio a
sistemi di riferimento (ove disponibili) & dal 2003 obbliga-
toria per legge3s. A livello internazionale, ci troviamo
quindi in un periodo di transizione nel quale alcuni pro-
duttori di diagnostici hanno gia ricalibrato il loro metodo
per la misura della creatinina rispetto al'IDMS al fine di
rispettare la normativa della Comunita Europea, alcuni
produttori vendono sistemi con calibrazioni differenti in
Europa (dove e richiesta per legge la riferibilita) nei con-
fronti di altre parti del mondo (dove la riferibilita non &
cogente), e, infine, altri produttori mantengono ancora la
vecchia calibrazione (non ottemperando alla riferibilita
dei risultati) in attesa di riallineare prima o poi i loro siste-
mi di misurazione al momento di introdurre nuovi lotti di
reagenti. Questa situazione molto confondente viene
ben rilevata dai risultati di alcune valutazioni esterne
eseguite recentemente a livello internazionale.

Nel 2002, I'International Measurement Evaluation
Program n. 17 ha coinvolto oltre 800 laboratori di 35
nazioni, dimostrando una quasi generalizzata sovrasti-
ma della determinazione della creatinina nel siero in un

pool con concentrazione certificata con GC-IDMS36, Su
14 sistemi commerciali, 11 mostravano un rilevante bias
positivo se confrontati con il valore di riferimento, che
variava tipicamente tra +10 e +15%. Nel 2003, un’inda-
gine svolta dal’American College of Pathology su 5624
laboratori nord-americani ha dimostrato una simile
sovrastima per tutti i metodi commerciali, escluso uno, in
un pool di sieri con concentrazione di 0,90 mg/dL in GC-
IDMS24, Tali dati sono stati riconfermati in un esperimen-
to svoltosi piu di recente nel 2005. Nonostante I'esisten-
za della Direttiva Europea 98/79/EC sui dispositivi IVD,
la situazione non appare in pratica essere tanto diversa
in Europa. In un recentissimo studio coinvolgente 172
laboratori di sei paesi europei, svolto sotto gli auspici
della European Community Confederation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (EC4), i metodi per
la misurazione della creatinina di quattro dei maggiori
produttori di diagnostici non soddisfacevano I'obiettivo di
riferibilita per i risultati ottenuti in un campione umano
con concentrazione di creatinina di 0,85 mg/dL alla GC-
IDMS37. Complessivamente, queste osservazioni sug-
geriscono che un ampio numero di sistemi analitici com-
merciali per la misura della creatinina del siero non forni-
sce ancora risultati standardizzati e sovrastima significa-
tivamente tale parametro, necessitando quindi ulteriore
lavoro per raggiungere una migliore accuratezza dei
risultati di creatinina con i metodi di routine.

LE INIZIATIVE INTERNAZIONALI

Il Gruppo di Lavoro del National Kidney Disease
Education Program (NKDEP)! ha recentemente pubbli-

*NKDEP (http://www.nkdep.nih.gov/index.htm) € un’iniziativa dei National Institutes of Health americani progettata per ridurre la
morbidita e la mortalita causate delle malattie renali e dalle loro complicanze
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cato delle raccomandazioni per migliorare la misura
della creatinina del siero2. In breve, i produttori di dia-
gnostici dovrebbero assicurare prestazioni ottimali dei
metodi a concentrazioni di 1,00 mg/dL ed assicurare che
inesattezza e imprecisione siano costanti per tutto I'inter-
vallo di misura analitica. Un traguardo di errore totale
desiderabile per la misura della creatinina dovrebbe
essere quello associato ad un errore massimo del 10%
nella stima della GFR mediante la formula. Una figura
esemplificativa concernente le combinazioni di bias ed
imprecisione accettabili per I'ottenimento di questo erro-
re totale & stata inclusa nel report sopracitato2. Per
esempio, un metodo di routine per la misura della crea-
tinina con un’imprecisione totale (CV) <8% ed un bias
(se confrontato ad un metodo di riferimento) <5% alla
concentrazione di creatinina >1,00 mg/dL soddisferebbe
tale traguardo analitico.

| produttori di diagnostici dovrebbero anche risolvere
i problemi legati all'aspecificita analitica di alcuni metodi
commerciali per la misura della creatinina del siero. La
standardizzazione della calibrazione non puo, infatti,
correggere le interferenze analitiche legate all’aspecifici-
ta di un metodo. A questo proposito, per cercare di risol-
vere il problema delle reazioni aspecifiche con cromoge-
ni non-creatininici da parte dei metodi basati sulla reazio-
ne di Jaffé, alcuni produttori hanno modificato la calibra-
zione di questi metodi, introducendo variazioni rilevanti
nella pendenza e nell'intercetta delle curve di calibrazio-
ne, al fine di minimizzare il contributo delle proteine pla-
smatiche che mimano la creatinina nella reazione, ten-
tando di ottenere risultati piu strettamente allineati al
metodo di riferimento. Tale strategia, basandosi sull'as-
sunto che l'interferenza del cromogeno non-creatininico
sia costante tra i campioni, &, tuttavia, un'inaccettabile
semplificazione38. L'aspecificita analitica per sostanze
trovate in tipo e quantitd diversa nei campioni di singoli
pazienti puo continuare ad influenzare significativamen-
te l'accuratezza del calcolo della GFR anche quando la
creatinina venga determinata con i cosiddetti metodi di
Jaffe “compensati”39. L'utilizzo di metodi che sono pil
specifici per la creatinina del siero, come quelli basati su
alcuni principi analitici utilizzanti reazioni enzimatiche,
puo quindi fornire una stima della GFR piu affidabile e
deve essere incentivatol3. Compito dei laboratori clinici
e quello di procedere nella scelta di metodi piu specifici
per la misurazione della creatinina e di abbandonare di
conseguenza metodologie obsolete. Una raccomanda-
zione in tal senso sara anche prodotta a breve
dall'IFCC40,

CONCLUSIONE

Al fine di ridurre l'incidenza della CKD e delle sue
complicanze €& necessario che venga introdotta la stima
routinaria della GFR in tutti i soggetti adulti in cui € misu-
rata la creatininemia. Al fine di evitare eccessive variabi-
lita in questa stima, conseguenti al'impiego di differenti
metodologie di misurazione della creatinina, la scelta dei
laboratori deve cadere su metodi che siano standardiz-
zati in maniera certificata e privi di interferenze da com-

ponenti endogeni. L’uso di tali metodi deve essere asso-
ciato all'impiego dell'appropriata equazione MDRD al
fine di fornire una stima accurata della GFR in tutte le
situazioni cliniche pertinenti.
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