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Appropriatezza della richiesta di esami ed esiti clinici: il caso delle malattie renali,
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ABSTRACT

Appropriateness of test request and clinical outcome: the example of kidney, thyroid and coeliac disease. This
document analyzes the topic of appropriateness of test request. It is organized in 4 parts. The first deals with the theme
of appropriateness, the consequences of insufficient or excessive test request and the need to balance guideline
indications with the clinical need of a single patient. The other 3 parts present the cases of thyroid, chronic kidney and
coeliac disease. With regard to the thyroid function, population screening, excluding neonates, is not recommended;
on the contrary, it is highly recommended to evaluate the thyroid function in any individual with even only a minimal
clinical suspect. The thyrotropin (TSH) is the test of choice with reflex free T4 and free T3, according to specific
algorithms. The contemporaneous measurement of free FT3, free FT4 and TSH, except for specific cases, should be
discouraged due to the high frequency of unjustified abnormal findings. Anti-thyroperoxidase antibodies are the test of
choice for autoimmune thyroid diseases. In chronic kidney disease (CKD), the estimated glomerular filtration rate
(eGFR) based on serum creatinine in most cases is the best indicator of renal function, provided that creatinine is
measured with the accurate enzymatic method. In borderline situations, a confirmatory eGFR calculation based on
cystatin C is recommended. Urinary albumin, expressed as albumin/creatinine ratio, is an essential complement for
CKD staging. The diagnosis of coeliac disease requires integration between clinical, histological and serological data.
The anti-transglutaminase IgA is the test of choice; only when an IgA deficit is present, the test to be used is IgG anti-
gliadin deamidate peptides. The genetic HLA DQ2/DQS8 test is indicated for screening of subjects at risk: if negative,
coeliac disease can be excluded.

PREMESSA screening della malattia renale cronica (CKD), la quarta

riferita alla diagnosi della malattia celiaca.
Il presente documento ha lo scopo di analizzare |l

problema dell’appropriatezza della richiesta di esami di
laboratorio, argomento complesso e dibattuto dal punto
di vista professionale, gestionale ed economico. L'analisi
e le proposte rappresentano un primo contributo di un
gruppo di professionisti di Medicina di Laboratorio,
chiamati da Siemens Healthcare ltalia a operare, in

L’APPROPRIATEZZA IN MEDICINA DI
LABORATORIO

Vi é crescente interesse e dibattito sul tema
dell’appropriatezza in medicina, fondamentalmente per
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al costo crescente delle indagini di laboratorio e ai costi
indiretti che possono derivare dall'informazione di
laboratorio in termini di ricadute e ulteriori indagini
diagnostiche, ricoveri e trattamenti terapeutici (3). In
quest'ultimo caso, si parla di “sindrome di Ulisse” a
raffigurare come i pazienti possano perdersi in
peregrinazioni sanitarie generate da domande sbagliate
derivanti da precedenti risposte errate (4).

A fronte di una generale e generica enfasi
sull’inappropriatezza nella richiesta di esami di
laboratorio, deve peraltro essere sottolineato che i dati
della letteratura nel quindicennio 1997-2012
documentano che la sottoutilizzazione & prevalente
rispetto alla sovrautilizzazione (all’incirca, 45% vs. 20%)
(5). Inoltre, si evidenzia il numero relativamente modesto
di studi sul tema dell’appropriatezza e i difetti nel loro
disegno legati anche allo scarso consenso sulla
definizione stessa del termine. Il “College of American
Pathologists” negli “Standards for Accreditation” ha
definito I'appropriatezza come “il grado con il quale una
procedura, un trattamento, un esame o il servizio di
laboratorio & efficace, chiaramente indicato, non
eccessivo, adeguato in quantita, e fornito in regime di
ospedalizzazione, ambulatoriale e in altri contesti clinici
per rispondere ai bisogni del paziente” (6). In effetti,
anche la definizione generica di appropriatezza in
medicina che fa riferimento alle prove che la procedura
generi un beneficio per la salute superiore di un margine
adeguato al rischio per il paziente, anche in termini
psicologici e di costi, ribadisce I'esigenza di una visione
centrata sui bisogni clinici.

Pit recentemente, il tema dell’appropriatezza in
Medicina di Laboratorio & stato ricondotto all'interno del
concetto del “demand management’, ossia della
gestione dell'appropriatezza della richiesta non solo per
evitare sprechi, uso incongruo delle risorse e aumento
ingiustificato dei costi, ma per migliorare la qualita e la
sicurezza per i pazienti (7-9). E infatti dimostrato che una
richiesta eccessiva e non correlata al reale quesito
clinico determina un aumento dei falsi positivi per effetto
della ridotta prevalenza della malattia e quindi della
bassa probabilita a priori che incide fortemente
sullaccuratezza diagnostica (valore predittivo)
dell’esame (10-12).

Pertanto, se & vero che si definisce inappropriata una
richiesta di esami che sia al di fuori di ogni forma di guida
accettata (linea guida, raccomandazione, suggerimento
di esperti), & altrettanto chiaro che I'appropriatezza va
misurata rispetto ai reali bisogni del paziente e nello
specifico  contesto clinico. Inoltre, il tema
dell’appropriatezza non deve limitarsi alla sola fase della
richiesta, ma si deve estendere a tutte le fasi del ciclo
dellesame di laboratorio per evitare inappropriate
modalita di prelievo, manipolazione, trasporto dei
campioni biologici e ancora inappropriate modalita
analitiche e post-analitiche.

Scopo di questo articolo é& identificare alcune
situazioni paradigmatiche all'interno delle quali sia
possibile studiare e identificare i bisogni clinici del
paziente e, su questa base razionale, creare le

opportunita per migliorare I'appropriatezza nella richiesta
di esami di laboratorio. Si ritiene, in particolare, che
nell’'ambito della diagnostica della funzionalita tiroidea,
delle malattie renali e della malattia celiaca esistano
prove di letteratura ed esperienze idonee a portare a
termine il percorso per una “governance” clinica della
domanda di esami diagnostici efficiente ed efficace.

La crescita dei carichi di lavoro e delle attivita
diagnostiche nel laboratorio clinico

Vi & indubbiamente un costante incremento nella
richiesta di esami di laboratorio, anche se e difficile
identificare dati che riassumano esplicitamente i
“pattern” di richiesta degli esami diagnostici sia in ambito
nazionale che internazionale. Nell'ultimo decennio vi &
stato un aumento non solo nel Regno Unito, ma anche
negli Stati Uniti, in Canada e in tanti altri paesi, tra cui
I'ltalia. Laumento osservato nella richiesta di esami di
laboratorio & particolarmente evidente nelle richieste
provenienti dalla medicina di base, con incrementi
annuali a due cifre. Vi sono molte ragioni che spiegano
e giustificano questo incremento, quali:

a) il passaggio da una medicina curativa a una
medicina preventiva e personalizzata che ricerca
l'identificazione dei fattori di rischio, la diagnosi
precoce e terapie sempre piu mirate grazie all’utilizzo
dell'informazione di laboratorio;

b) l'espansione della gamma degli esami disponibili,
con possibilita di pannelli “multimarker” a impatto
decisionale rilevante, come nella gestione dell'infarto
miocardico acuto (13);

c) la curiosita e linteresse verso nuove tecnologie ed
esami diagnostici fortemente propagandati come
innovativi;

d) un approccio passivo a recepire acriticamente iniziali
risultati di ricerche, nonostante I'incompletezza e la
parzialita dei dati scientifici;

e) limpulso sociologico e culturale a ritenere che lo
screening in condizioni di basso rischio di patologia,
come nel caso di “check-up” in soggetti sani, sia di
valore importante (14);

f) la crescita delle aspettative, sia nei medici che nei
pazienti, nel potere diagnostico degli esami di
laboratorio (15);

g) l'uso di profili di esami per cercare di ridurre i tempi
del processo clinico-diagnostico;

h) la rassicurazione del paziente mediante esami
diagnostici in sostituzione del rapporto personale
medico-paziente, con l'unico effetto di diminuire le
successive visite al medico di famiglia e di produrre
peraltro rischi relativi alla non corretta valutazione
clinica (16, 17);

i) le modalita di finanziamento presenti in alcuni sistemi
sanitari, in cui il numero di esami richiesti determina
'incremento dei profitti dell'istituzione sanitaria con
conseguente incentivo a proporne sempre di piu,
fenomeno storicamente presente negli Stati Uniti o in
ambiti sanitari fortemente orientati a modelli
privatistici di sanita;
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j) invecchiamento della popolazione, con conseguente
aumento della prevalenza di malattie croniche;

k) protocolli e linee guida sviluppate e utilizzate con
elenchi di esami applicati genericamente a tutti i
pazienti (18);

I) timore di contestazioni e medicina difensiva;

esami in sequenza indotti da dati anomali;

statisticamente molti esami sono caratterizzati

(specialmente nei risultati indiretti dei test multipli di

screening) da un alto numero di risultati anormali in

soggetti senza vere patologie. Questo fenomeno a

sua volta induce la ripetizione degli esami di partenza

e la richiesta di ulteriori esami e indagini

diagnostiche, anche complesse (19);

n) l'esercizio professionale in laboratori isolati dalla
complessita dei percorsi diagnostici; sia i medici che
operano allinterno degli ospedali, che i medici di
medicina generale, se isolati dai laboratori che
erogano le prestazioni diagnostiche, tendono a non
essere pienamente consapevoli di quanto richiesto
per mancanza di significativi “feedback”.

Richieste inappropriate e sicurezza del paziente:
quando un esame é rischioso per la salute

E noto come molti errori in medicina avvengono nel
momento diagnostico; tuttavia, I'effettiva comprensione
e gestione dell’errore di laboratorio € resa complessa
dalla difficolta di definire in modo esplicito e misurabile
la relazione fra rischio e processo di
erogazione/esecuzione dellesame, ovvero di quanto
avviene all’interno del laboratorio in ragione di quanto
avviene o si determina all’esterno. Il modello di processo
diagnostico globale proposto da Gambino gia nel 1970
(20), sviluppato nel “brain to brain loop” da Lundberg nel
1981 (21), e infine piu recentemente rivisto da Plebani et
al. (22), evidenzia come il valore dell'informazione
diagnostica sia fortemente determinato e condizionato
da eventi che avvengono prima che il campione giunga
in laboratorio o dopo che il risultato & rilasciato dal
laboratorio stesso.

La percentuale di richieste inappropriate, intese
come inutili o potenzialmente dannose, € stimata fra 5%
e 95% (3, 23), dimostrando grande variabilita nelle
modalita e nelle metodologie di valutazione. E’
comunque evidente come [I'utilizzo di esami di
laboratorio non necessari produce un impatto rilevante
sulle risorse a disposizione e sulle modalita del loro
impiego, con un potenziale danno ai pazienti (24).
Tradizionalmente, i laboratori clinici valutano le loro
prestazioni basandosi su dati di efficienza e di qualita
analitica interna piuttosto che sulla valutazione dei
risultati ottenuti sulla salute dei pazienti. Ad esempio, il
“turnaround time” (TAT) €& la misura allinterno del
laboratorio dal tempo di arrivo del campione al tempo di
refertazione e non del completo iter del “brain to brain
loop”; analogamente, le valutazioni della qualita del
processo esterno sono sostanzialmente valutazioni di
qualita del processo di produzione, come nel caso dei
campioni con emolisi, perdita o non esecuzione di
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campioni inviati, errori d’identificazione, etc.

L'approccio basato sui risultati valutati come esiti per
il paziente, ovvero sugli “outcome” di salute, & alla base
di una corretta politica per l'identificazione dell’errore e
del rischio clinico e delle conseguenti azioni volte
all’effettivo miglioramento del processo. Tuttavia, questo
approccio richiede strumenti e ricerche finalizzate per
misurare in modo sistematico I'impatto delle cause di
errore quasi sempre complesse e di ardua
individuazione. In altri termini, le prove di efficacia,
pressantemente richieste nei percorsi basati
sull“evidence-based medicine” (EBM), sono difficili da
ottenere. La richiesta di un esame inappropriato, per
esempio, € stata sempre direttamente correlata e
valorizzata in termini di costo dellesame, nella
prospettiva di ridurre il volume delle prestazioni
diagnostiche e dei budget, anche se é& [Ilesito
complessivo nel percorso di cura a essere considerato
come vero “end point” di una valutazione EBM (25, 26).
Una risposta operativa recentemente introdotta in alcuni
laboratori € di modificare il percorso diagnostico con
allarmi (“warning/alert”) prescrittivi al momento della
richiesta o aggiunta di nuovi esami “riflessi” a seguito dei
risultati di un esame iniziale, con Il'obiettivo di ridurre
'esecuzione di esami potenzialmente inutili o capaci
d’'indurre un inaccettabile numero di falsi positivi, come
nel caso della diagnostica tiroidea. E' da sottolineare
come non sia possibile implementare alcuna azione
quando non esistano raccomandazioni diagnostiche
basate su prove robuste e rilevanti e piu in generale su
una cultura scientifica adeguata.

FUNZIONALITA TIROIDEA

Le tireopatie sono patologie estremamente diffuse
nella popolazione di tutto il mondo: considerando le due
forme cliniche principali di disfunzione tiroidea, la
prevalenza & del 4,6-8,9% per lipotiroidismo (4,3-8,5%
per le forme subcliniche e 0,3-0,4% per le forme
conclamate) e del 1-2% per lipertiroidismo (0,5-1,2%
per le forme subcliniche e 0,4-0,8% per le forme
conclamate (27-29). Lipotiroidismo riconosce come
cause piu frequenti la tiroidite cronica autoimmune, la
tiroidectomia e la terapia radiometabolica per
ipertiroidismo, mentre lipertiroidismo annovera tra le
cause piu comuni il morbo di Basedow-Graves, il morbo
di Plummer (adenoma solitario tossico), il gozzo
multinodulare e la terapia sostitutiva per ipotiroidismo.

Gli esami di laboratorio relativi alla funzione della
ghiandola tiroidea sono attualmente rappresentati da
tireotropina (TSH), triiodotironina, libera (FT3) e totale
(TT3), tetraiodotironina o tiroxina, libera (FT4) e totale
(TT4), tireoglobulina, calcitonina, iodio nelle urine,
anticorpi anti-tireoglobulina (TgAb), anti-tireoperossidasi
(TPOAD) e anti-recettore del TSH (TRAD).

Le condizioni cliniche prevalenti nelle quali viene
attivata la richiesta di esami di funzionalita tiroidea (TFT)
sono rappresentate da:

a) screening di popolazione apparentemente sana;
b) accertamento diagnostico su soggetto ambulatoriale
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con sintomatologia clinica ascrivibile a disfunzione

tiroidea;

c) accertamento diagnostico su paziente ospedalizzato
con sintomatologia clinica ascrivibile a disfunzione
tiroidea;

d) monitoraggio del decorso della tireopatia
diagnosticata e/o della terapia specifica (medica e/o
chirurgica).

A causa della mancanza di consenso tra societa
scientifiche sull’efficacia/opportunita dello screening di
funzione tiroidea, I'opinione prevalente considera che
non vi siano sufficienti prove a sostegno dell'attuazione
di screening di popolazione (con l'unica eccezione dei
neonati), quanto invece quelle a sostegno del “case
finding” aggressivo di soggetti ad alto rischio (ad es.,
donne in gravidanza) (30). L'accertamento diagnostico in
soggetti ambulatoriali con sospetto clinico di tireopatia
va previsto in tutte le condizioni in cui siano presenti
sintomi ascrivibili a disfunzione tiroidea, mentre
'accertamento diagnostico in pazienti ospedalizzati
viene considerato nel caso di un paziente sintomatico
per malattia tiroidea durante un ricovero ospedaliero o
nel caso di una malattia non tiroidea nel corso della
quale si vuole identificare una concomitante disfunzione
tiroidea.

La determinazione della concentrazione plasmatica
del TSH rappresenta I'esame piu affidabile per la
diagnosi di disfunzione tiroidea, per la valutazione della
terapia sostitutiva con L-tiroxina e della terapia
soppressiva (tireostatica) con anti-tiroidei (28-30). Il TSH
per primo (TSH “first”) o TSH da solo (TSH “alone”) o
TSH di prima linea (“first-line” TSH) ha una storia almeno
trentennale, dato che questa strategia diagnostica &
stata proposta per la prima volta a meta degli anni '80
(31). Il razionale di questa strategia si basa su due
fondamentali presupposti:

a) l'evoluzione tecnologica dei metodi immunometrici di
misura del TSH di 22 (sensibilita funzionale: 0,1-0,2
mUI/L) e, in particolare, di 32 generazione (sensibilita
funzionale: 0,01-0,02 mUI/L), introdotti nella pratica
corrente da piu di 20 anni (32). Questi metodi hanno
consentito di distinguere le concentrazioni circolanti
dellormone nei soggetti sani da quelli ipertiroidei;

b) la dimostrazione della relazione logaritmica-lineare
inversa tra TSH e FT4, che si estrinseca nella
comparsa di rilevanti variazioni di TSH in presenza di
minime variazioni di FT4; conseguentemente, il TSH
presenta una maggiore sensibilita rispetto a FT4 nel
dimostrare variazioni di funzione tiroidea (33), anche
se questa relazione ¢ stata recentemente dimostrata
essere piu complessa di quanto a lungo ritenuto,
essendo dipendente dall’eta e dal sesso (34).
L'introduzione dei metodi di 22 e 3a generazione per

la determinazione del TSH ha permesso di identificare

correttamente la maggior parte dei pazienti affetti da
ipotiroidismo e ipertiroidismo subclinici e conclamati: un

valore di TSH compreso allinterno di un intervallo di

riferimento correttamente identificato consente di

definire accuratamente un soggetto come eutiroideo.

Questa strategia & caldamente raccomandata da

almeno 15 anni nello screening o nel “case finding”
aggressivo della funzione tiroidea (27, 29, 33, 35, 36),
anche se sono note da molto tempo numerose insidie
dell'impiego del TSH da solo, legate al fatto che
concentrazioni anormali dellormone possono essere
osservate in numerose condizioni non tiroidee (ad es.,
gravidanza, anoressia nervosa, impiego di farmaci),
nelle patologie ipotalamo-ipofisarie (adenomi ipofisari,
ipotiroidismo centrale, ipertiroidismo centrale, resistenza
ipofisaria allormone tiroideo), in caso di presenza nel
siero di sostanze interferenti con la misura di TSH e nella
fase iniziale della terapia sostitutiva o soppressiva (30,
36-41). In assenza di queste condizioni, la misurazione
del TSH da solo presenta un’accuratezza diagnostica
>90% (30, 40): questa caratteristica, unita al
contenimento dei costi rispetto all’associazione di piu
esami tiroidei, ha ormai attribuito un ruolo fondamentale
alla misurazione del TSH da solo nello screening o nel
“case finding”.

“TSH riflesso” e algoritmo diagnostico di
laboratorio

La pratica di aggiungere ulteriori esami di laboratorio
alle richieste originali del clinico &€ ormai comune nei
laboratori in molti paesi del mondo (42). Lo scopo ¢ di
escludere o confermare una diagnosi in base ai risultati
dell’esame iniziale: la maggior parte degli esami ulteriori
sono aggiunti direttamente dai sistemi informatici dei
moderni analizzatori automatici sulla base di regole
predefinite degli algoritmi diagnostici di laboratorio
(esami riflessi o a cascata o a protocollo).

Assieme agli esami riflessivi (aggiunti mediante un
intervento diretto del laboratorista a esercitare la sua
esperienza nel governo clinico e nella consulenza
clinica) (43), gli esami riflessi aggiungono valore agli
esami di laboratorio e consentono di coniugare
efficienza, efficacia e riduzione del tempo di risposta,
quando gli analizzatori sono in grado di eseguire tutti gli
esami presenti nell’algoritmo.

Con lintroduzione dei metodi di misurazione del TSH
a elevata sensibilita e delle frazioni libere degli ormoni
tiroidei, con limpiego di metodi diretti ad analogo
marcato, sono state progressivamente proposte
strategie di analisi decisionale basate essenzialmente
sull'impiego di T4 per primo (TT4 o FT4 screen) (44) o di
TSH per primo (31), con I'esecuzione successiva di altri
TFT (TSH e FT3 nel primo caso e FT4 e FT3 nel
secondo), in base alla presenza di risultati eccedenti i
limiti di riferimento, superiore (URL) e inferiore (LRL), del
primo esame. L'analisi costo-beneficio ha fin dall’inizio
dimostrato che entrambe le soluzioni sono
economicamente piu vantaggiose rispetto all’esecuzione
di esami a profilo, consentendo di evitare esami inutili e,
in particolare, che la seconda soluzione (solo TSH)
risulta preferibile (27, 36, 37, 45, 46), anche se di costo
lievemente superiore alla strategia basata su FT4 (47). |l
“TSH riflesso” & quindi entrato ormai nella pratica di molti
laboratori del nostro Paese. Del tutto recentemente sono
stati proposti algoritmi diagnostici estesi non solo a TSH,
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FT4 e FT3, ma anche agli autoanticorpi (TPOAb, TgAb,
TRAD) (Figura 1) (48), grazie allintroduzione di metodi
automatizzati nelle piattaforme analitiche commerciali e
al sempre piu riconosciuto ruolo di questi anticorpi nella
diagnosi delle principali tireopatie (49, 50).

Intervallo di riferimento del TSH

Il corretto impiego del TSH riflesso presuppone la
definizione del corretto intervallo di riferimento (IR) dei
TFT presso i laboratori che impiegano questa procedura.
Il problema dell'lR del TSH é dibattuto da molto tempo:
mentre il suo LRL & considerato meno variabile e vi &
consenso nel considerare un valore oscillante tra 0,2 e
0,4 mUI/L (51, 52), la definizione dellURL & stata
lungamente dibattuta, a causa della variabilita analitica
tra i metodi di misura del TSH di 32 generazione e le
modalita di selezione della popolazione di riferimento.
Dato che le esperienze condotte in vari centri hanno
confermato la variabilitd inter-laboratorio degli IR, negli
ultimi 15 anni il valore di URL & stato profondamente
modificato sulla base di studi di popolazione. Nei primi
anni 2000, ’Accademia Americana di Biochimica Clinica
(NACB) ha proposto il valore di 4,5 mUI/L, come
evidenziato da numerosi studi su vaste casistiche (33).
Dato che la distribuzione dei valori di TSH non é
gaussiana, altri valori di URL sono stati proposti sulla
base del criterio che il 95° percentile della popolazione
esente da patologie tiroidee presenta valori <2,5 mUI/L:
in particolare, un IR empirico compreso tra 0,3 e 3,0
mUI/L & stato suggerito come alternativa a quello
sperimentale (53). La proposta di NACB di utilizzare un
metodo diretto mediante esclusione a posteriori dei
pazienti con anormalita immunologiche o)
ultrasonografiche ha prodotto numerosi studi che hanno

consentito di affermare che:

a) le concentrazioni di
popolazione-dipendenti;

b) ciascun laboratorio dovrebbe determinare i propri
valori sulla popolazione servita;

c) in caso di ipotiroidismo, URL del TSH dovrebbe
essere fissato a 4,0-4,1 mUI/L, quando il laboratorio
non & in grado di calcolare i propri intervalli di
riferimento (28, 54);

d) utilizzando criteri rigorosi di selezione del gruppo di
riferimento, la definizione dei valori di riferimento del
TSH é particolarmente ardua nella fase di esclusione,
dal momento che spesso una percentuale >40%
viene esclusa (55), per la presenza di soggetti
tireopatici subclinici o asintomatici.

Dato che la maggior parte dei laboratori di grandi
dimensioni dispone di sufficienti dati correnti, storicizzati
negli archivi dei sistemi informatici, i metodi indiretti
possono essere utili quando applicati su popolazioni di
adeguate dimensioni (>2000 individui): il presupposto di
tale metodologia & che la maggior parte dei dati prodotti
dal laboratorio derivano da indagini di screening e si
riferiscono a soggetti non affetti da patologie che
influiscono sulle concentrazioni dell’analita misurato. |
TFT si prestano particolarmente a operazioni di questo
tipo, anche se in letteratura sono scarsamente presenti
esperienze di definizione degli IR utilizzando i metodi
indiretti su casistiche particolarmente numerose (56-58).

TSH sono metodo- e

| test tiroidei discordanti e il commento
interpretativo del laboratorio

In alcune nazioni, e particolarmente in Italia, 'impiego
della strategia del TSH come esame di prima linea non &
particolarmente diffusa, come retaggio culturale

-
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Algoritmo del “TSH riflesso” esteso agli autoanticorpi tiroidei.
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TRADb, anticorpi anti-recettore TSH; TPOAb, anticorpi anti-tireoperossidasi; TgAb, anticorpi anti-tireoglobulina.
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dellimpiego di esami a profilo per garantire la maggiore
sensibilita diagnostica alle indagini di laboratorio per lo
studio della funzionalita tiroidea in voga negli anni ‘80 e
90 e come effetto collaterale della rapida diffusione di
metodi immunometrici, isotopici o non-isotopici, e della
loro implementazione su piattaforme analitiche ad alta
automazione. Ne € conseguito il crescente incremento di
richieste di TFT nella popolazione, dimostrato da
numerose indagini di tipo epidemiologico condotte negli
ultimi anni (59).

L’appropriatezza della richiesta di TFT rimane
controversa e la pratica medica puo variare notevolmente
in base alle indicazioni delle linee guida che
sul’argomento si sono susseguite negli ultimi 10 anni. Gl
studi che hanno indagato i vari “pattern” di richiesta
applicati in vari Paesi indicano che la frequenza di
richiesta dei TFT multipli € piu alta di quella del TSH da
solo: uno studio recente condotto in India segnala che la
richiesta di TFT multipli (TSH, FT3, FT4) rappresenta
~47,5% del totale (59), mentre il solo TSH raggiunge |l
46%; in altre sedi, tuttavia, il valore del TSH da solo
supera il 70% del totale (60).

L'impiego esteso dei TFT a profilo o in combinazione
(TSH e FT4, TSH e FT3, TSH, FT4 e FT3) non ¢ in
assoluto considerato un approccio inappropriato, in
quanto spesso sottende una particolare attenzione a
possibili mancate diagnosi, quali quelle dell'ipotiroidismo
centrale (per disordini ipotalamici e/o ipofisari), malattie
non tiroidee concomitanti, recente trattamento con
tireostatici, resistenza all’ormone tiroideo (sindrome di
Refetoff), adenoma ipofisario TSH-secernente (TSHoma)
(61). Queste rare condizioni possono risultare non

« Ipertiroidismo subclinico
« Trattamento recente per ipotiroidismo
« Farmaci (steroidi, dopamina)
« Interferenze analitiche \
« Patologie non tiroidee

« Ipertiroidismo subclinico
« Scarsa adesione al trattamento con tiroxina
* Malassorbimento della tiroxina
« Farmaci (amiodarone) V7
« Interferenze analitiche
* Fase di recupero da patologie non tiroidee
* Resistenza al TSH l

Figura 2

misurabile, ma al di sotto del limite inferiore di riferimento)].

diagnosticate, in quanto spesso il valore di TSH e
compreso all'interno degli IR, anche se rappresentano
non piu del 1% delle condizioni cliniche di disfunzione
tiroidea.

Al di la di considerazioni di carattere diagnostico,
l'impiego del TSH quale test di prima linea presenta
rilevanti vantaggi di carattere economico. Va inoltre
segnalato che la strategia diagnostica dei TFT a profilo o
in combinazione genera una quota non irrilevante di
risultati discordanti, che comportano ulteriori costi e una
progressiva medicalizzazione del paziente. In questo
senso, se nella maggior parte dei casi la combinazione
dei TFT conferma I'eu-, I'ipo- o l'ipertiroidismo, tuttavia, in
una percentuale significativa i risultati di laboratorio non
concordano con il quadro clinico e danno luogo a un
quadro inusuale: tra i 7 quadri possibili descritti nella
Figura 2, i 3 al centro sono da considerare concordanti
con le condizioni fisiopatologiche e con i meccanismi di
“feedback” dell'asse ipotalamo-ipofisi-tiroide, mentre i 4
rimanenti richiedono un intervento specifico del
laboratorio come ausilio all’interpretazione e alla
diagnosi clinica (62).

L'impiego di un referto interpretativo del laboratorio
in tutte le condizioni in cui i TFT sono discordanti
consente di indirizzare la diagnosi verso le forme
comuni o meno comuni di disfunzione tiroidea, una volta
che venga confermata I'accuratezza analitica del dato
(necessita di una ripetizione dellesame, ricerca di
possibili interferenti); quest'ultimo aspetto rappresenta
da sempre una sfida per il laboratorio, data la gamma di
sostanze interferenti negli immunodosaggi, dove
spesso l'identificazione dell'interferente risulta

* Morbo di Basedow—Graves
* Gozzo tossico multinodulare
» Adenoma tossico
« Tiroidite (post-virale, post-parto)
« Farmaci (amiodarone); eccessivo apporto di iodio
« Eccessiva assunzione di tiroxina
« Collegato alla gravidanza (iperemesi gravidica, mola idatiforme)
« Ipertiroidismo congenito

« Patologie non tiroidee

« Ipotiroidismo centrale

« Carenza isolata di TSH
, « Interferenze analitiche

« Interferenze analitiche, ipertiroxinemia familare disalbuminemica
« Terapia sostitutiva con tiroxina (compresa scarsa adesione)
« Farmaci (amiodarone, eparina)
« Patologie non tiroidee (inclusi disordini psichiatrici acuti)
\ « Periodo neonatale
* Adenoma ipofisario secernente TSH
* Resistenza all'ormone tiroideo
« Disordini dell'ormone

« Tiroiditi autoimmuni (di Hashimoto, atrofica)
« Post-terapia con radioiodio/tiroidectomia
« Fase ipotiroidea della tiroidite
« Farmaci (amiodarone, litio, inibitori tirosinchinasi, farmaci anti-tiroide)
« Eccesso o carenza di iodio
« Irradiazioni al collo
« Tiroidite di Riedel
« Infiltrazioni della tiroide (tumori, amiloidosi)
« Ipotiroidismo congenito

Differenti quadri degli esami di funzionalita tiroidea e loro cause. Modificata da Koulouri O et al (62).
L’asterisco indica che il TSH puo essere completamente (ad es., nell’ipertiroidismo primario) o parzialmente soppresso (cioe
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impossibile, determinando quella che € nota come

‘storia infinita’ senza risultato (63, 64).
| quadri possibili e il corrispondente

interpretativo del laboratorio sono i seguenti:

1) TSH, FT3, FT4 in concentrazioni fisiologiche.
Condizione di eutiroidismo.

2) TSH diminuito, FT4 (e FT3) aumentati. Quadro di
ipertiroidismo primario [cause principali: morbo di
Basedow-Graves e gozzo multinodulare; cause
meno frequenti: tiroiditi e impiego di farmaci
(amiodarone)].

3) TSH aumentato e FT4 (e FT3) diminuiti. Quadro di
ipotiroidismo primario (comunemente dipendente da
una tiroidite autoimmune, da un trattamento radiante
o da una tiroidectomia).

4) TSH diminuito, FT4 (e FT3) in concentrazioni
fisiologiche. Quadro di ipertiroidismo lieve o
subclinico. In taluni casi possono essere in gioco
'impiego di farmaci o malattie tiroidee concomitanti
0 una condizione di interferenza analitica.

5) TSH aumentato, FT4 (e FT3) in concentrazioni
fisiologiche. Quadro di ipotiroidismo subclinico
(possono essere anche in gioco una non corretta
terapia sostitutiva con L-tiroxina, la sindrome di
Refetoff, 'impiego di amiodarone o una condizione
di interferenza analitica).

6) TSH nei limiti fisiologici o diminuito, FT4 (e FT3)
diminuiti. Quadro di ipotiroidismo centrale o di deficit
isolato di TSH (spesso e tuttavia il risultato di
un’interferenza analitica).

7) TSH nei limiti fisiologici o aumentato, FT4 (e FT3)
aumentati. Quadro piu complesso da diagnosticare,
ma anche in questo caso spesso & presente
un’interferenza analitica (62).

Come detto piu sopra, in assenza di un commento
interpretativo di laboratorio sulla possibile fisiopatologia
della non concordanza tra i TFT, si realizza spesso un
processo di medicalizzazione del soggetto, che prevede
un iter diagnostico lungo e complesso, le cui tappe sono
rappresentate da ripetizione dei TFT presso lo stesso o
un altro laboratorio, per confermare i risultati, nell’ipotesi
di un errore analitico; visita endocrinologica; ecografia
tiroidea, nel caso del sospetto di ipotiroidismo, e/o
scintigrafia tiroidea, nel caso del sospetto di
ipertiroidismo.

referto

Appropriatezza della richiesta di TFT: il
decalogo delle raccomandazioni

Sulla base di esperienze simili proposte in letteratura
(12), vengono di seguito presentate delle
raccomandazioni sotto forma di un decalogo che deve
guidare il clinico verso una piu appropriata prescrizione
dei TFT.

1. | TFT non vanno utilizzati per lo screening di
popolazione, ma per I'accertamento diagnostico su
pazienti con sintomatologia clinica ascrivibile a
disfunzione tiroidea e per il monitoraggio dei soggetti
in trattamento per tireopatie.

2. La misurazione del TSH & I'esame piu affidabile per
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la diagnosi di disfunzione tiroidea, per la valutazione
della terapia sostitutiva con L-tiroxina e della terapia
soppressiva (tireostatica) con anti-tiroidei.

3. La misurazione del TSH va effettuata con metodi
immunometrici ad alta sensibilita.

4. Il “TSH riflesso” € lo strumento pratico pilt comune
per I'accertamento di disfunzione tiroidea, mediante
'impiego di algoritmi diagnostici estesi non solo a
TSH, FT4 e FT3, ma anche agli autoanticorpi
(TPOAb, TgAb, TRADb), grazie alla disponibilita di
metodi automatizzati nelle piattaforme analitiche
commerciali in grado di completare il profilo.

5. |l corretto impiego del “TSH riflesso” presuppone la
definizione del corretto IR dei TFT presso i laboratori
che impiegano questa procedura.

6. Limpiego dei TFT a profilo o in combinazione (TSH e
FT4, TSH e FT3, TSH, FT4 e FT3) € utile in limitate
condizioni, quali I'ipotiroidismo centrale (per disordini
ipotalamici e/o ipofisari), le malattie non tiroidee
concomitanti, il recente trattamento con tireostatici, la
resistenza all'ormone tiroideo (sindrome di Refetoff)
o 'adenoma ipofisario TSH-secernente (TSHoma).

7. | quadri dei TFT fisiologici o discordanti necessitano
di un referto interpretativo del laboratorio.

8. L'uso inappropriato dei TFT pud determinare pratiche
mediche inutili e potenzialmente dannose per il
paziente (65).

9. L'esame piu appropriato per la diagnosi delle tiroiditi
autoimmuni € la determinazione dei TPOAb.

10. La determinazione dei TRAb & fondamentale nella
fase diagnostica dell’ipertiroidismo autoimmune.

MALATTIA RENALE CRONICA

La CKD rappresenta un problema maggiore di
salute pubblica e pud essere oggi considerata come
un’epidemia. Secondo uno studio recente (66), nel 1990
la CKD era al 36° posto tra le cause di morte piu
frequenti, mentre nel 2013 & salita al 19° posto. La
frequenza della malattia nel mondo € compresa tra 4%
(nei paesi asiatici e, in generale, in quelli meno
sviluppati) e 7,7% negli Stati Uniti (67); in Italia € intorno
al 7% (68).

Secondo la classificazione di Levey et al. (69),
'evoluzione della malattia segue diverse fasi: dalla
fisiologia si passa a una condizione di rischio (il
soggetto, ciog, ha fattori di rischio riconosciuti, ma non
ha né albuminuria né filtrato glomerulare ridotto); segue
la fase del danno renale (stadio 1 di malattia,
caratterizzato da un filtrato glomerulare fisiologico, ma
con segni di danno renale, come albuminuria o danni al
segmento urinario), gli stadi 2-4, che identificano fasi
successive di riduzione del filtrato glomerulare e lo
stadio 5, che corrisponde all'insufficienza renale, e
richiede la sostituzione della funzionalita.

A questa stadiazione della malattia & stato associato
un piano di azioni (70): nella popolazione generale, per
individuare i soggetti che hanno segni iniziali di malattia,
€ necessario uno screening; in presenza di fattori di
rischio occorre trattare i soggetti per prevenire che si
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instauri il danno renale; il trattamento va poi continuato
quando la malattia si €& manifestata. Quando
l'insufficienza & tale che il trattamento non & piu
sufficiente, si ricorre alla dialisi e al trapianto.

La stadiazione €& importante per due motivi: &
collegata in modo diretto con il rischio cardiovascolare e
consente di valutare il rischio di arrivare agli stadi
avanzati di malattia (che richiedono dialisi e trapianto). |
classici fattori di rischio (eta, ipertensione, diabete,
ipercolesterolemia, fumo) colpiscono in egual misura
cuore e rene. Nello stadio 1 di malattia (quando il filtrato
€ ancora conservato), si assume che il rischio di
malattia cardiovascolare sia quello standard. Mentre la
funzione renale si riduce fino allo stadio terminale, il
rischio di morte per cause cardiovascolari cresce in
modo speculare. Allo stadio 5, il rischio di morte
cardiovascolare & pari a 3,6, cioé del 360% piu alto
rispetto a quello standard. Va sottolineato che si tratta di
un rischio “fully adjusted”, cioé che non dipende piu
dagli altri fattori di rischio cardiovascolare; cio significa
che quando il rene non funziona si ha un alto rischio di
morte che non dipende dalle cause che hanno indotto la
malattia renale, ma da fattori peculiari presenti nei
pazienti con CKD. Tra questi, il principale € I'espansione
di volume occulta, poi I'anemia, lipoalbuminemia e
'aumento della proteina C reattiva nel siero (I'insieme
delle ultime due condizioni & chiamato sindrome
malnutrizione-inflammazione), I'iperfosfatemia, 'accumulo
di dimetil-arginina simmetrica e I'elevata attivita
simpatica. Questi due ultimi fattori non si misurano nella
pratica, ma negli studi clinici hanno dimostrato un
legame con il rischio di danno renale e cardiovascolare.

Secondo i risultati di un grande studio di
popolazione (71), un individuo che ha avuto un infarto
del miocardio ha un alto rischio di averne un altro.
Confrontando il rischio di infarto per un paziente con
filtrato <60 mL/min (limite che configura un filtrato
ridotto) con quello di un paziente che ha avuto un infarto
precedente, ma senza CKD, e con quello di un paziente
diabetico, emerge che il rischio per chi ha un filtrato
basso & circa la meta di quello di chi ha avuto
precedente infarto, ma € molto piu alto di quello di un
diabetico. Se pero si abbassa la soglia del filtrato a 45
mL/min e si considera anche la proteinuria, il rischio
risulta pari a quello di chi ha avuto un precedente
infarto. Dal punto di vista del rischio di infarto, quindi,
avere una CKD & come aver gia avuto un infarto. Se si
considera la mortalita, un soggetto con filtrato <60
mL/min ha un rischio piu alto rispetto a chi ha avuto un
precedente infarto e 3 volte maggiore rispetto a chi ha il
diabete.

In base ai dati epidemiologici disponibili, si stima che
un uomo di 65 anni abbia il 3% di probabilita di andare
in dialisi; a 80 anni il rischio sale al 5% (72). Il problema
e quindi serio e, viste le dimensioni, sarebbe importante
attuare una politica di screening. Tuttavia, per poter
affermare che lo screening & realmente utile &
necessario operare uno studio clinico controllato;
purtroppo non sono disponibili dati di questo tipo per la
CKD. In mancanza di essi € necessario costruire dei

modelli con le informazioni a disposizione per valutare il
rapporto costo-efficacia di un intervento di screening. Il
parametro che si utilizza nelle analisi di costo-efficacia &
il “quality adjusted life years” (QALY), che esprime gli
anni di vita guadagnati, ponderati per la qualita di vita.
In pratica, se un soggetto ha un evento cardiovascolare,
gli anni di vita successivi avranno una qualita di vita piu
bassa: si stima che sia circa la meta. In altre parole, la
qualita di vita peggiora a causa dell'evento tanto che &
come se il paziente vivesse la meta degli anni. Il QALY
€ un concetto economico, perché attribuisce un valore
agli anni di vita, che varia da paese a paese in quanto
stabilito con decisione politica: un QALY negli Stati Uniti
vale 50.000 dollari, nel Regno Unito 20.000-30.000
sterline.

Uno screening annuale nella popolazione generale
a partire da 50 anni non € costo-efficace (cioé il suo
costo € sopra la soglia); se pero si concentra
I'attenzione solo sui soggetti ipertesi, sotto i 70 anni, lo
screening € costo-efficace. Nei pazienti diabetici, poi, lo
screening annuale risulta sempre costo-efficace; infine,
se lo screening viene fatto ogni 2 anni, & costo-efficace
anche in tutti i soggetti ipertesi (73). Anche in mancanza
di uno studio clinico, quindi, si pud affermare che e
conveniente fare lo screening per la CKD nei pazienti
diabetici e negli ipertesi, come suggerito dalle linee
guida statunitensi ed europee, dato che il peso
economico degli eventi cardiovascolari & molto alto
(74).

In Italia, come detto, si stima che la CKD abbia una
frequenza intorno al 7%: cid significa che oltre 4,2
milioni di persone hanno CKD negli stadi 1-5. In termini
di incidenza di infarto, questo significa che oltre 37.500
infarti del miocardio sono attribuibilia CKD. Valutando in
~10.000 euro il costo per un infarto, questo si traduce in
una spesa totale di ~375 milioni di euro; riducendo
questo valore di ~20% per tenere conto della
sovrapposizione con i fattori di rischio classici (un
processo detto analisi di sensibilita) si ottiene una stima
di spesa complessiva di ~300 milioni di euro.

In sintesi, si puo affermare che, dato che la CKD &
prevalente nella popolazione generale e la sua
frequenza & in crescita, il rischio cardiovascolare
associato a questa patologia & dello stesso ordine di
quello che si osserva nei soggetti che hanno avuto un
precedente infarto del miocardio; il carico economico &
quasi insostenibile per i sistemi sanitari (~300
milioni/anno per infarti nei pazienti con CKD) e quindi &
necessario applicare politiche di screening mirate a
soggetti ipertesi, obesi, diabetici e attuare strategie di
prevenzione del rischio preferibilmente con una visione
multispecialistica.

Determinazione del filtrato glomerulare e
standardizzazione della determinazione della
creatinina

La misura della velocita di filtrazione glomerulare
(GFR) €& lo standard clinico per la valutazione della
funzionalita renale (70). In passato, la modalita di
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riferimento per la misura della GFR era la “clearance”

dellinulina, utilizzata attualmente solo in situazioni

molto particolari per la sua complessita di esecuzione.

Attualmente, il “gold standard” per la misura della GFR

prevede l'uso di iotalamato (75) o ioexolo (76). La

misurazione avviene effettuando  un’iniezione
endovenosa di un quantitativo conosciuto della
sostanza e la “clearance” viene calcolata in base alla
cinetica della riduzione della sua concentrazione
plasmatica, valutata tramite prelievi seriati. Questi
metodi sono disponibili solo in pochi centri specialistici
e non possono essere applicati alla popolazione
generale: per questo motivo sono state sviluppate
formule che consentano una stima della GFR (eGFR)
sulla base della sola determinazione della creatinina
plasmatica. Quelle attualmente utilizzate sono la
formula di Cockcroft-Gault, la “MDRD”, la “CKD-EPI”, la
formula di Schwartz (in ambito pediatrico) e quelle

basate sulla cistatina C.

La formula di Cockcroft-Gault fu sviluppata nel 1976
per confronto con la “clearance” della creatinina (77). La
formula MDRD (“Modification of Diet in Renal Disease
study”) (78) ¢ sufficientemente accurata in soggetti con
CKD, mentre per soggetti con GFR fisiologica tende a
sottostimare. Con questa formula il valore che si calcola
e per il 90% dei soggetti entro il +30% dal valore vero
ottenuto con il “gold standard”. La formula CDK-EPI &
stata proposta nel 2009 sulla base di uno studio
condotto su 8000 soggetti e poi validata su altri 4000
(79); nella popolazione in studio era compresa anche
una percentuale di soggetti sani. Si tratta di una
formula, che tiene conto di sesso, eta, etnia e indica
come calcolare la eGFR sia nei soggetti con funzionalita
renale fisiologica, sia in quelli con malattia renale. La
formula di Schwartz (modificata) si applica nei bambini
e stima il filtrato glomerulare entro il £30% dal valore
misurato con il “gold standard” nel 87,7% dei casi (80).

Riguardo al calcolo del’eGFR sono state formulate
alcune raccomandazioni dirette specificamente ai
laboratori:

1) per calcolare eGFR i laboratori devono utilizzare
I'equazione CKD-EPI;

2) il valore del’eGFR deve essere riportato arrotondato
al numero intero, usando negli adulti come unita di
misura mL/min per 1,73 m2;

3) i laboratori devono classificare i valori di eGFR <60
mL/min per 1,73 m2 come ridotta funzionalita;

4) i laboratori devono misurare la creatinina con un
metodo riferibile al materiale di riferimento
internazionale e con “bias” minimo verso il metodo di
riferimento (spettrometria di massa con diluizione
isotopica);

5) i valori di creatininemia devono essere riportati
arrotondati al numero intero quando si usano le
unita Sl (ad es., 127 umol/L) e con 2 decimali
quando si usano le unita tradizionali (ad es., 0,95
mg/dL).

Le formule hanno alcuni limiti (trasformano una
concentrazione di sostanza in velocita di flusso, con una
operazione scorretta dal punto di vista metrologico; non
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hanno variabili aggiuntive, ma aggiungono incertezza
legata ai fattori per il calcolo), ma presentano il
vantaggio indubbio di fornire un numero direttamente
interpretabile e confrontabile con valori decisionali
universalmente accettati.

Tutte le formule sopra descritte sono basate sulla
misura della concentrazione della creatinina serica
(sostanza endogena che deriva dalla deidratazione
della creatina, prodotta dal fegato e utilizzata soprattutto
dal tessuto muscolare). Le concentrazioni sieriche di
creatinina dipendono da quelle della creatina e queste,
a loro volta, variano in funzione della massa muscolare.
L'apporto di carne comporta I'introduzione di quantita
elevate di creatinina e fino al 30% della creatinina
eliminata & di origine alimentare. La creatinina viene
eliminata a livello renale principalmente per filtrazione
glomerulare, ma in una percentuale variabile tra 5% e
15% anche per secrezione a livello tubulare. La sua
dipendenza dalla massa muscolare fa si che la
concentrazione della creatinina vari in funzione dell'eta
e del sesso: nell’anziano la creatinina prodotta
diminuisce perché la massa muscolare si riduce, ma
cala anche la GFR; infine, i valori si abbassano in
gravidanza.

La creatininemia possiede un basso indice di
individualita, dato dal rapporto tra variabilita intra- e
inter-individuale. Questo implica che I'IR ha un minor
valore nella sua interpretazione, perché la creatininemia
di un soggetto pud aumentare significativamente, ma
restare comunque all'interno dell’IR. Gli IR ottenuti in
uno studio del 2008 sono riportati nella Tabella 1 (81).

La relazione tra creatinina sierica e filtrato
glomerulare non & lineare; piccoli aumenti della
concentrazione della creatinina sono collegati a
riduzioni importanti della GFR: una variazione a livello
critico (1,00 mg/dL o 90 umolL/L) anche solo di 0,12
mg/dL (10 pmoL/L) comporta una riduzione del 12% del
valore della GFR.

I metodo di determinazione della creatinina &
standardizzabile in quanto esiste un sistema di
riferimento formato da uno standard primario (NIST
SRM 914), con il quale si puo calibrare un metodo di
riferimento (gascromatografia o cromatografia liquida
con spettrometria di massa con diluizione isotopica).
Con questo metodo, i laboratori di riferimento possono
certificare un materiale di riferimento secondario
commutabile (creatinina in siero umano) (ad es., NIST
SRM 967), che pud essere usato dai produttori per

Tabella 1

Limiti di riferimento per la creatinina sierica nell’adulto

Sesso Unita di 2,5° percentile  97,5° percentile
misura (90% ClI) (90% CI)

Maschi pumol/L 64 (63-66) 104 (99-107)

Maschi mg/dL 0,71 (0,71-0,75) 1,18 (1,12-1,21)

Femmine  pmol/L 49 (46-55) 90 (83-103)

Femmine  mg/dL 0,55 (0,52-0,62) 1,02 (0,94-1,12)

Cl, intervallo di confidenza.
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calibrare i propri metodi e certificare i calibratori che

vengono usati nei laboratori clinici. In questo modo i

risultati ottenuti sono riferibili alla sostanza pura (82).
Tra i metodi disponibili commercialmente, quello

cosiddetto di Jaffe, dal nome dell’autore che nel 1886

per primo lo ha proposto, piu opportunamente

denominato al picrato alcalino, si basa sulla reazione
dell’acido picrico con la creatinina in ambiente alcalino.

La reazione & poco specifica e ci sono alcuni interferenti

positivi (chetoni e chetoacidi, glucosio, proteine,

cefalosporine) e negativi (bilirubina) (83). | metodi

enzimatici sono basati su due possibili schemi di

reazione: quello che impiega creatinina idrolasi,

creatinasi, sarcosina ossidasi e reazione finale di

Trinder (84) e quello che utilizza creatinina deaminasi e

glutammato deidrogenasi consumando NADH per una

lettura nell’UV (85).

Le specifiche di qualita analitica per la misura della
creatinina si possono basare sulla variabilita biologica,
con un traguardo analitico per l'imprecisione <3% e
errore totale entro +9%. Considerando invece I'impatto
sull“outcome” clinico, un aumento di 0,3 mg/dL (26,4
pmol/L) indica l'insorgenza di danno renale acuto di
stadio 1 (classificazione secondo “Acute Kidney Injury
Network”) (86). Il dato riportato nel documento SIBioC-
Societa Italiana di Radiologia Medica sulle
contrastografie indica che un aumento >5% a 12 ore &
predittivo di nefropatia da mezzo di contrasto (87). La
qualita della misura della creatinina €& quindi
estremamente importante. | dati della letteratura
suggeriscono che I'accuratezza dei metodi enzimatici &
superiore a quella dei metodi basati sul picrato alcalino.
In particolare, uno studio ha valutato la specificita di vari
metodi commerciali rispetto a un metodo di riferimento
in spettrometria di massa, in presenza di varie tipologie
di possibili interferenti (83). Come atteso, i metodi basati
sul picrato alcalino mostravano interferenze positive in
presenza di glucosio, mentre il fattore di
compensazione, introdotto per eliminare I'interferenza
positiva da proteine, non riusciva a correggere le
situazioni in cui albumina o proteine totali sono
particolarmente elevate o ridotte. In sintesi, I'influenza
degli interferenti € meno frequente con i metodi
enzimatici, che in generale hanno maggiore precisione,
sono piu robusti e garantiscono quindi risultati piu
affidabili; il vantaggio dei metodi enzimatici &
particolarmente evidente nei pazienti diabetici e nei
soggetti pediatrici.

Di seguito, alcune indicazioni da applicare nella
pratica di laboratorio:

a) data la dispersione dei risultati per valori di eGFR
>90 mL/min per 1,73 m2, per valori superiori a questa
soglia € opportuno indicare il risultato nel referto
come eGFR >90 mL/min per 1,73 mz2;

b) ¢ importante utilizzare un metodo analitico con ottima
precisione e minimo “bias”, soprattutto alle
concentrazioni vicine al’lURL;

c) se si referta la creatinina in mg/dL, usare 2 cifre
decimali;

d) poiché la formula per il calcolo del filtrato glomerulare

non & applicabile a tutti i soggetti, € importante
aggiungere la seguente nota esplicativa nel referto:
“In presenza di soggetto appartenente a gruppo
etnico afro-americano, moltiplicare il risultato per il
coefficiente 1,157 (CKD-EPI). L'eGFR non e
applicabile in gravidanza, a soggetto defedato e/o
affetto da patologie multiple, negli estremi di massa
corporea, massa muscolare, stato nutrizionale, nei
gruppi etnici orientali: in questi casi & indicata la
valutazione diretta della “clearance” renale”.

Cistatina C nello screening della CKD

La cistatina C & una proteina di 13,3 kDa, prodotta da
tutte le cellule nucleate e distribuita nel fluido
extracellulare, liberamente filtrata e riassorbita e
catabolizzata a livello del tubulo renale. La sua
concentrazione sierica € meno influenzata dalla massa
muscolare e dalla dieta rispetto a quella della creatinina;
altri fattori non legati al filtrato glomerulare, che possono
potenzialmente influenzare la concentrazione sierica di
un marcatore di funzione renale (obesita,
infiammazione, fumo), non interferiscono con la cistatina
C. Gli studi effettuati nel corso del tempo hanno poi
dimostrato che la “clearance” della cistatina & correlata
strettamente con i valori ottenuti con il “gold standard”
per la determinazione del filtrato glomerulare, dato che
essa ¢ filtrata liberamente e viene catabolizzata quasi
totalmente (>99%) nei tubuli renali. Gli aspetti favorevoli
alla cistatina C come marcatore di filtrazione
glomerulare, quindi, sono i seguenti:

a) é indipendente dall’'eta, dal sesso e dalla massa
muscolare (a differenza della creatinina);

b) & prodotta costantemente in tutte le cellule nucleate;

c) é filtrata liberamente dal glomerulo;

d) & completamente riassorbita e catabolizzata dal
tubulo;

e) non & secreta dal tubulo renale (diversamente alla
creatinina).

Quindi, molti dei fattori che influenzano la creatininemia

non hanno effetto sulla cistatina C.

La cistatina C €& misurabile con metodi
immunoturbidimetrici e immunonefelometrici. Studi di
meta-analisi hanno confrontato sensibilita e specificita
della cistatina C rispetto alla creatinina, rilevando una
superiorita della prima (88, 89). Nonostante cio la misura
della cistatina C nella malattia renale €& richiesta
raramente per motivi clinici ('impiego della cistatina C
non sembra modificare il processo decisionale clinico ed
esistono condizioni cliniche confondenti come la terapia
steroidea e le malattie  tiroidee), analitici
(standardizzazione non ottimale dei risultati tra i vari
metodi), post-analitici (eterogeneita degli IR, differenziati
per eta e sesso, e dei valori decisionali), gestionali (il
TAT & superiore a quello della misura della creatinina) ed
economici (il costo € superiore).

In letteratura sono riportate differenze significative
nella determinazione della cistatina C tra laboratori (90),
anche se & assistito negli ultimi anni a un significativo
miglioramento dovuto alla disponibilita del materiale di
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riferimento ERM DA471 (91).

Recentissime valutazioni indicano tuttavia che esiste
ancora una dispersione dei valori rispetto al “target”,
sebbene ridotta rispetto a qualche anno fa, e che alcuni
sistemi analitici hanno prestazioni migliori di altri in
termini di esattezza (92). Si pud pero affermare che in
generale la cistatina non ha livelli di standardizzazione
peggiori della creatinina e che in particolare essa ha una
migliore accuratezza diagnostica quando il filtrato &
lievemente alterato: in queste condizioni la stima con la
creatinina risente di numerosi fattori che la influenzano.

Dal punto di vista clinico, &€ importante valutare se la
cistatina possa intercettare malattie renali allo stadio
preclinico. Uno studio ha messo a confronto la
determinazione del filtrato glomerulare effettuata con il
“gold standard” iotalamato con la cistatina C e con la
formula MDRD (che utilizza la creatinina) nel corso della
storia naturale della malattia diabetica (93). | risultati
indicavano che nella fase preclinica (quando cioé il
filtrato non & ancora ridotto), la misura ottenuta con
iotalamato e la stima effettuata con la cistatina C erano
simili tra loro, ma molto diverse da quella ottenuta con la
formula MDRD; quando il filtrato si riduce, le stime
diventano tutte sovrapponibili. Vi & quindi maggiore
probabilita di evidenziare un’iniziale riduzione del
volume di filtrato glomerulare con la cistatina C piuttosto
che con la creatinina.

Le formule proposte per eGFR con la cistatina C
sono numerose, specialmente nella popolazione
pediatrica. Per stabilire quale sia la migliore, bisogna
considerare due requisiti: la formula deve essere
ottenuta e valutata da un confonto con il metodo di
riferimento e in coorti di popolazione. La sola formula
che risponde a questi requisiti & 'equazione CKD-EPI.

Nelle linee guida KDIGO, per la valutazione iniziale
della CKD si raccomanda I'uso della creatinina e la stima
della eGFR tramite formula CKD-EPI (70). Si consigliano
perd esami aggiuntivi, come cistatina C o la misura della
“clearance” della creatinina, per la conferma della
diagnosi, quando la stima del filtrato basato sulla
creatinina sierica € meno accurata.

Dagli studi emerge che la stima del filtrato fatta
attraverso la misura di creatinina e cistatina in
combinazione modifica il rischio relativo e il numero di
soggetti individuati come portatori di CKD rispetto alla
stima fatta con Ila sola creatinina (94). La
raccomandazione & quindi quella di determinare la
cistatina C nei soggetti adulti con volume di filtrato
(stimato con formule che si basano sulla creatinina)
compreso tra 45 e 59 mL/min/1,73 m2 e senza
alterazione di altri marcatori di danno renale. Se la
determinazione con la cistatina da un valore di eGFR
<60 mL/min/1,73 m2, la diagnosi viene confermata; per
valori superiori, la diagnosi deve essere considerata
scorretta. Negli studi effettuati € emerso che la
riclassificazione riguarda il 16,8% dei soggetti
inizialmente individuati come portatori di CKD. Inoltre,
nei pazienti in cui il filtrato stimato con I'aggiunta della
cistatina € compreso tra 45 e 59 mL/min/1,73 m2 la
prognosi & peggiore e in questi casi sono importanti gli
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interventi clinici precoci.

Le linee guida raccomandano anche che la misura
della cistatina C sia riportata con una formula e non solo
in concentrazione. | laboratori devono utilizzare metodi
standardizzati e la formula CKD-EPI per la refertazione.

La cistatina pud essere inoltre utilizzata come
marcatore di mortalita cardiovascolare (95).

Albuminuria nella diagnosi e nella classificazione
della CKD

L'albuminuria € utilizzata per la definizione clinica di
CKD e per la classificazione della malattia. | valori di
albuminuria sono suddivisi in classi, per ognuna delle
quali sono definiti i valori decisionali (96). Nella linea
guida KDIGO (70) si trovano tabelle di rischio nelle quali
la presenza di albuminuria (suddivisa nelle varie classi)
€ combinata con le diverse classi di eGFR per definire il
livello di rischio. Inoltre, sempre in combinazione con la
eGFR, essa serve per definire la frequenza del
monitoraggio, che dovra essere maggiore al crescere
del livello di rischio. Va infine osservato che le
concentrazioni di albuminuria sono correlate
positivamente con la mortalita totale e con quella
cardiovascolare, indipendentemente dagli altri fattori di
rischio e dalla GFR (97).

Le indicazioni che provengono dalla linea guida
KDIGO (70) sono le seguenti:

a) per la valutazione iniziale di una proteinuria utilizzare
(in ordine di preferenza): rapporto
albumina/creatinina (ACR), rapporto proteine
totali/creatinina (PCR), strisce reattive con lettura
automatica, strisce reattive con lettura manuale;

b) utilizzare in ogni caso il primo campione di urine del
mattino e non la raccolta delle 24 ore, che
rappresenta il “gold standard”, ma & gravata da rischi
di inaccuratezza della raccolta;

c) per la popolazione pediatrica, I'ordine di preferenza
tra ACR e PCR ¢ invertito.

E raccomandato utilizzare la prima minzione del mattino

in quanto questo & il campione che correla meglio con

'escrezione nelle 24 ore, mostra la variabilita biologica

pil bassa, presenta la concentrazione di proteina piu

bassa e consente di evitare la variabilita dovuta alla
postura e all’esercizio fisico. Per quanto riguarda la
variabilita biologica, una rassegna ha fornito dati
importanti, indicando che in oltre il 70% degli studi
analizzati, il primo campione del mattino presentava la

variabilita biologica piu bassa (98).

Altre indicazioni presenti nella linea guida KDIGO e
relative al laboratorio clinico sono le seguenti:

a) € opportuno riportare sempre il valore di ACR (o
PCR) assieme al valore dell'albuminuria;

b) vanno abbandonati i termini micro- e
macroalbuminuria  perché possono essere
confondenti;

c) un risultato positivo su un campione di urina
‘random” deve essere confermato sul primo
campione del mattino;

d) un risultato positivo ottenuto con strisce reattive deve
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essere confermato con il metodo in chimica liquida
sul primo campione del mattino;

e) in caso sia necessaria una stima piu accurata, deve
essere utilizzato un campione delle 24 ore;

f) se si sospetta una proteinuria diversa
dall’albuminuria, € raccomandato richiedere la
determinazione delle proteine urinarie specifiche (ad
es., a1-microglobulina, proteina di Bence-Jones).
Per la misura dellalbumina nelle urine Ia

standardizzazione non & semplice, ma non &

ulteriormente rimandabile (99); al riguardo un gruppo di

studio IFCC, che opera in collaborazione con il “National

Kidney Disease Education Program” (NKDEP), si sta

occupando di definire il sistema di riferimento per la

standardizzazione in tutte le sue componenti (96).

Attualmente il materiale di riferimento primario candidato

€ albumina umana ricombinante in soluzione acquosa

(NIST SRM 2925) e il materiale secondario & albumina

(e creatinina) sciolta in urina (NIST SRM 3666) (100).

Questi materiali dovrebbero essere utilizzati per

assegnare i valori ai calibratori commerciali; tuttavia,

questi materiali sono in corso di validazione e non sono
ancora disponibili: quindi al momento ai calibratori

commerciali viene assegnato il valore utilizzando il

vecchio materiale di riferimento per le proteine sieriche

(ERM DA470), che ha una concentrazione adatta alle

proteine del siero e quindi deve essere fortemente diluito

per essere utilizzato per la misura delle proteine nelle
urine; per la diluizione, perd, manca un protocollo
definito e questo crea problemi di assegnazione dei

valori ai calibratori. Per quanto riguarda il metodo di

riferimento, anche in questo caso esiste un metodo

candidato basato sulla cromatografia liquida a diluizione
isotopica e spettrometria di massa (101). Il metodo &
ancora in fase di validazione per alcuni problemi relativi

a discrepanze in singoli campioni (99). In questa

situazione & quindi difficile definire le caratteristiche

analitiche necessarie alla misura (96). Se, come emerge
da esperienze condotte nel nostro paese (96), la
variabilita interlaboratorio presenta risultati

soddisfacenti, per quanto concerne 'esattezza invece, i

“bias”, metodo-dipendenti, risultano ancora elevati in

alcuni casi (102).

Appropriatezza della richiesta dei test di
funzionalita renale: il decalogo delle
raccomandazioni

1. Un programma di screening della CKD non e
appropriato nella popolazione generale, ma
solamente se mirato a pazienti ipertesi, obesi,
diabetici al di sotto dei 70 anni.

2. La stima della velocita di filtrazione glomerulare
(eGFR) ¢ lo standard clinico per la valutazione della
funzionalita renale.

3. La formula CDK-EPI rappresenta la migliore
soluzione per la stima del filtrato glomerulare negli
adulti.

4. La formula di Schwartz rappresenta la migliore
soluzione per la stima del filtrato glomerulare nei

bambini.

5. Per poter utilizzare le formule & necessario che |l
metodo di misura della creatinina sia standardizzato
(riferibile al sistema di riferimento).

6. La cistatina C & raccomandata e va misurata in
pazienti con stima del filtrato glomerulare (CDK-EPI)
tra 45 e 59 mL/min/1,73 m2 e senza danno renale, in
pazienti pediatrici e nelle fasi iniziali del trapianto.

7. Per la valutazione iniziale di una proteinuria vanno
utilizzati in ordine di preferenza: ACR, PCR, strisce
reattive con lettura automatica, strisce reattive con
lettura manuale, utilizzando in ogni caso il primo
campione del mattino; per la popolazione pediatrica,
I'ordine di preferenza tra ACR e PCR viene invertito.

8. Nel referto & opportuno riportare sempre il valore di
ACR (o PCR) assieme al valore dell’albuminuria.

9. Vanno abbandonati i termini micro- e
macroalbuminuria.

10. Un risultato positivo su un campione “random” deve
essere confermato sul primo campione del mattino;
un risultato positivo ottenuto con strisce reattive deve
essere confermato con il metodo in chimica liquida
sul primo campione del mattino.

MALATTIA CELIACA

La celiachia & un’enteropatia autoimmune a elevata
prevalenza (presente nel 1% della popolazione)
determinata dall'ingestione di cereali contenenti glutine
in soggetti geneticamente suscettibili e rappresenta la
fase finale di una serie di processi complessi che
coinvolgono sia 'immunita innata sia quella adattativa,
ancora largamente poco conosciuti (103). La prevalenza
e sottostimata, in quanto per ogni soggetto
diagnosticato, da 3 a 10 soggetti affetti dalla malattia non
sono riconosciuti. Il picco di prevalenza della patologia &
in netto aumento sia in Europa sia negli Stati Uniti e
raddoppia ogni 15 anni circa, sia per le migliorate
capacita diagnostiche sia per un reale incremento (104).

Dal punto di vista patogenetico, quello che accade
quando la gliadina penetra la barriera intestinale &
sufficientemente conosciuto. Il danno avviene a livello
dellintestino tenue prossimale: le alterazioni che si
verificano al momento dell'introduzione del glutine sono
complesse e coinvolgono sia 'immunita innata (con la
produzione di interleuchina 15), sia quella adattativa
(con lattivazione del sistema immunitario), che viene
amplificata dall’azione della transglutaminasi tissutale.
Questo comporta una variazione di fattori bioumorali e
cellulari, che sono responsabili del danno a livello
prossimale, tale da provocare alterazioni dei villi
intestinali con quadri che possono arrivare all'atrofia
completa.

La celiachia & l'unica malattia autoimmune per la
quale si riconosce un “trigger” ambientale, il glutine, una
prolamina contenuta nel grano. Esistono pero altre
prolamine tossiche, presenti nel farro, nel kamut, nella
segale e nell'orzo. E importante anche la genetica di
predisposizione. Infatti, i geni dell’antigene di
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istocompatibilita di classe seconda (HLA DQ2-8)
spiegano ~40% del rischio genetico. Ambiente e geni,
perd, sono elementi necessari ma non sufficienti per la
comparsa della celiachia: il 30% della popolazione
generale ha gli stessi geni e viene a contatto con il
glutine, ma solo 1% sviluppa la celiachia (103). La
possibilita di sviluppare la malattia € legata alla presenza
di cofattori, che non sempre vengono individuati, ma che
fanno in modo che la malattia si slatentizzi in un
determinato momento della vita dei soggetti predisposti.
Contrariamente a quanto si pensava in precedenza, non
si tratta quindi di una patologia pediatrica; anzi, la
maggior parte dei soggetti la sviluppa in eta adulta e nel
20% dei casi I'esordio & dopo i 60 anni.

Dal punto di vista clinico, le manifestazioni della
malattia sono estremamente variabili e comprendono
quadri che vanno da grave deterioramento delle
condizioni generali (raro) a sintomi clinici sfumati
(frequenti), spesso con assenza dei classici sintomi
gastrointestinali. Nei bambini, i sintomi sono di solito piu
specifici: sintomi di tipo gastroenterologico (dolore,
gonfiore addominale, ecc.), irritabilita e variazioni
delll'umore. Negli adulti, invece, la malattia si presenta
spesso in maniera sfumata o viene riscontrata
casualmente; si stima che tra I'esordio della malattia e la
diagnosi trascorrano in media 6 anni. In meno del 30%
dei soggetti la malattia si manifesta con i sintomi
addominali classici (diarrea, malassorbimento, gonfiori e
dolori addominali), spesso molto sfumati.

Esistono gruppi a maggior rischio di sviluppare la
malattia: familiari di primo e secondo grado di persone
celiache, soggetti con deficit selettivo di IgA, soggetti con
altre patologie autoimmuni o anomalie genetiche. Per i
familiari di primo grado, il rischio & 10-15 volte piu alto
rispetto a quello della popolazione generale (105).

Diagnosi di celiachia

Fino a 10-15 anni fa la diagnosi veniva effettuata in
base alla clinica e alla positivita dei risultati di due
biopsie intestinali; attualmente, grande importanza é
attribuita ai marcatori sierologici, genetici e istologici. Gl
esami sierologici sono molto piu sensibili e specifici,

Tabella 2
Caratteristiche dei principali marcatori sierologici di celiachia

hanno costi piu bassi e sono piu diffusi. Tuttavia, spesso
la loro interpretazione & dubbia, con presenza di falsi
positivi e negativi. Sono disponibili dei test genetici, utili
soprattutto in alcuni casi particolari. La differenza
principale rispetto al passato, pero, riguarda l'istologia: le
nuove conoscenze hanno permesso di capire che la
biopsia intestinale non & affidabile come si pensava e
mostra invece oggi sensibilita e specificita inferiori
rispetto alla sierologia. Il risultato del’esame, infatti, &
condizionato dalle modalitd con cui viene eseguito.
L'esame istologico su tutto lintestino viene effettuato
tramite la gastroscopia, che permette di raccogliere
campioni in punti non predefiniti. La campionatura
potrebbe quindi non essere sufficiente a individuare
lesioni specifiche, se queste non sono distribuite in modo
uniforme. Esiste poi una variabilita nell'interpretazione
dell'esame da parte degli anatomopatologi, che porta a
valutazioni diverse della gravita del danno. Inoltre, le
lesioni piu lievi (non atrofiche) non sono
necessariamente indicative di celiachia. Queste
alterazioni infatti, riscontrabili in un’alta percentuale di
soggetti adulti e caratterizzate dalla presenza di un
infiltrato di linfociti CD3+, possono essere presenti in
molte altre condizioni, indicate nel loro complesso con il
termine di enterite microscopica.

La diagnosi di celiachia € quindi un processo che
prevede la valutazione congiunta di dati clinici,
sierologici e istologici (105). | marcatori sierologici hanno
un ruolo fondamentale. Le loro caratteristiche sono
riassunte nella Tabella 2. In caso di sospetto clinico, i
marcatori di prima scelta sono gli anticorpi anti-
transglutaminasi di classe IgA (anti-tTG IgA) e le IgA
totali. Solo se si rileva un deficit di IgA, si misurano gli
anticorpi anti-peptidi deamidati della gliadina (anti-DGP
IgG). Vanno valutate non solo positivita o negativita di
questi marcatori, ma anche l'entita dell'incremento, che
da indicazioni sull'entita del danno intestinale (piu forte
'incremento, maggiore il livello di atrofia dei villi).

L’endoscopia puo fornire indicazioni sulla presenza o
meno della celiachia evidenziando alterazioni specifiche
(ad es., riduzione o scomparsa delle pliche, aspetto a
mosaico o evidenza dei vasi ematici sottostanti, che

Esame Sensibilita (%) Specificita (%) Valore predittivo positivo  Valore predittivo negativo
AGA IgA 85 (57-100) 90 (47-94) 18% 99%
AGA IgG 85 (42-100) 80 (50-94) 31% 99%
EMA 95 (86-100) 99 (97-100) 83% 99%
Anti-tTG IgA 98 (78-100) 98 (90-100) 72% 99%
Anti-tTG IgG 70 (45-95) 95 (94-100) 42% 99%
Anti-DGP IgA 88 (74-100) 95 (90-99) 44% 99%
Anti-DGP IgG 80 (63-95) 98 (90-99) 68% 99%
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indicano una probabilita molto alta di lesioni atrofiche).
Le recenti tecniche diagnostiche di tipo endoscopico
(endoscopia ad alta risoluzione, endoscopia ad alta
risoluzione con immersione in acqua, “narrow band
imaging”, video-endoscopia capsulare, endomicroscopia
confocale in vivo) consentono di operare biopsie mirate
e di individuare soggetti che altrimenti sfuggirebbero alla
diagnosi.

E fondamentale che tutti gli esami diagnostici siano
effettuati in dieta libera: non bisogna sospendere
I'assunzione di glutine prima di aver affrontato il percorso
diagnostico per non falsare i risultati degli esami.

Una dieta aglutinata seguita con la massima
regolarita € fondamentale per la salute delle persone
celiache. Infatti, I'eliminazione del glutine dalla dieta
permette di avere un intestino strutturalmente quasi
normale e funzionalmente integro. La quantita di glutine
tollerata € di 10 mg al giorno e questa €& una
informazione molto importante da trasferire ai soggetti
celiaci.

Individuare il soggetto celiaco, anche se quasi
asintomatico, & molto importante in quanto nel tempo
possono comparire complicanze. Le piu significative
sono la celiachia refrattaria (una condizione in cui i
sintomi da malassorbimento e [l'atrofia dei villi si
mantengono anche in presenza di dieta aglutinata stretta
da almeno 6-12 mesi), la digiuno-ileite ulcerativa e la
sprue collagena (che comportano elevata mortalita), i
linfomi e i tumori epiteliali. Il rischio di sviluppare una
complicanza di quest’ultimo tipo si € ridotto nel tempo,

grazie alla possibilita di individuare (e di sottoporre
quindi a dieta aglutinata) anche soggetti con forme piu
lievi rispetto al passato, caratterizzate da sintomi molto
sfumati.

Algoritmi per la diagnosi e il monitoraggio della
celiachia

Esiste nelle linee guida internazionali una relativa
eterogeneita nelle proposte di algoritmi per la diagnosi e
il monitoraggio della celiachia. Di rilievo, quelle proposte
recentemente da specialisti dell’'area della Medicina di
Laboratorio (105). Sul piano diagnostico-clinico, nuove
conoscenze sono state rese disponibili negli ultimi anni:
alla celiachia si sono affiancate una serie di reazioni
avverse al glutine, che richiedono una diagnosi
differenziale (106); & stata resa disponibile una nuova
classificazione istologica semplificata (107); sono
disponibili nuovi marcatori sierologici e genetici [anticorpi
anti-glandina (AGA) anti-DGP, HLA)]; & possibile fare
diagnosi anche senza biopsia, ma solo in casi specifici e
limitati.

Le malattie correlate al glutine sono numerose e
sono rappresentate nella Figura 3. In particolare, nei
bambini I'allergia al grano pud presentarsi con
manifestazioni simili a quelle della celiachia, mentre
negli adulti & rarissima e ha una sintomatologia del tutto
diversa. La classificazione istologica &€ cambiata: la
classica classificazione di Marsh-Oberhuber & stata
sostituita da quella piu semplice di Corazza-Villanacci;
nel 2015 & stata proposta un’ulteriore semplificazione
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Spettro delle malattie correlate al glutine. Modificata da Sapone A et al. (106).
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(classificazione di Villanacci), non ancora recepita nelle
linee guida, ma che ha l'obiettivo di armonizzare il referto
istologico (107). Infine, oggi si sa che soggetti con
biopsia normale possono aver un infiltrato anticorpale
anti-tTG a livello della mucosa gastrica e questo pud
essere importante per la diagnosi nel caso di biopsia non
indicativa.

Per la diagnosi di celiachia la determinazione della
concentrazione plasmatica degli anticorpi IgA anti-tTG &
in generale piu affidabile degli anti-DGP-IgA (108).
Quest'ultimo esame ha perd una predittivita superiore
nell'identificare soggetti con deficit di IgA nei bambini al
di sotto dei 2 anni.

Per quanto riguarda il test genetico (presenza
dell'antigene di istocompatibilita di classe seconda HLA
DQ2/DQ8), esso ¢ indicato come esame di ingresso per
lo screening dei soggetti a rischio, prima della sierologia;

|
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Figura 4

Algoritmo per la diagnosi di celiachia in soggetti con
manifestazioni cliniche ed eta >2 anni.
tTG, anticorpi anti-transglutaminasi; EMA, anticorpi anti-endomisio.
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Figura 5

Algoritmo per la diagnosi di celiachia in soggetti con deficit di IgA.
tTG, anticorpi anti-transglutaminasi; DGP, anticorpi anti-peptidi
della gliadina deamidata.
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qualche esperto ne indica I'uso alla nascita per i familiari
di primo grado dei soggetti celiaci.

Numerosi studi supportano la possibilita di fare la
diagnosi senza la biopsia: in particolare, uno studio ha
indicato che con valori >10 volte il valore soglia di anti-
tTG IgA il valore predittivo positivo dellesame & del
100% (109). Le recenti linee guida dellEuropean
Society of Paediatric Gastroenterology, Hepatology and
Nutrition” (ESPGHAN) indicano che nei bambini
sintomatici con anti-tTG >10 volte la soglia, confermati
da anticorpi anti-endomisio (EMA) e da positivita HLA
DQ2/8, si pud evitare la biopsia (110). Si tratta, pero,
dell'unico caso in cui & possibile porre la diagnosi di
celiachia senza la biopsia.

Tra le varie proposte da parte delle recenti linee
guida [soggetti con eta >2 anni (Figura 4), soggetti con
deficit di IgA (Figura 5), soggetti asintomatici
appartenenti a gruppi a rischio (Figura 6)] esistono
alcune controversie circa la collocazione della ricerca di
EMA nella procedura diagnostica, I'esclusione di
celiachia fatta senza biopsia in caso di anti-tTG IgA di
poco oltre la soglia e di EMA negativi, e il valore soglia
delle IgA totali per definire il deficit di IgA.

Per quanto concerne il “follow-up”, le linee guida
ministeriali forniscono le seguenti indicazioni:

a) effettuare un controllo entro 6-12 mesi dalla diagnosi

e, successivamente, ogni 1-2 anni (salvo
complicanze);
b) eseguire a ogni controllo esame

emocromocitometrico e dosaggio di anti-tTG IgA (o
IgG in presenza di deficit di IgA);

c) effettuare gli accertamenti ematici per il metabolismo
del ferro (sideremia, ferritina) e la folatemia solo al
primo controllo e, se alterati, ripeterli ai successivi
controlli fino alla normalizzazione.

Poiché alla celiachia si associano con alta prevalenza le

tiroiditi autoimmuni, & prevista anche la determinazione

{ HLA DQ2/DQ8
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Figura 6

Algoritmo per la diagnosi di celiachia in soggetti asintomatici
appartenenti a gruppi a rischio.

tTG, anticorpi anti-transglutaminasi; DGP, anticorpi anti-peptidi
della gliadina deamidata.
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di TSH e TPOAD alla diagnosi. Se entrambi negativi, si
ripete il TSH ogni 3 anni; se entrambi sono alterati,
occorre avviare il paziente al trattamento della tireopatia
autoimmune; se solo uno & alterato, si deve effettuare
una valutazione endocrinologica. Altri eventuali esami
ematologici e strumentali vanno eseguiti solo in base alla
valutazione clinica. La densitometria ossea va fatta solo
nell’adulto, dopo 18 mesi di dieta senza glutine.

In conclusione, per la diagnosi di celiachia devono
essere considerati diversi aspetti: la sierologia, il dato
anatomopatologico, il genotipo e il dato clinico. Spesso,
perd, uno o piu di questi elementi sono mancanti. Per
questo motivo, alcuni esperti hanno proposto una
procedura simile a quella gia adottata in altre malattie
autoimmuni, che non prevede algoritmi diagnostici
complicati, ma definisce criteri classificativi per la
diagnosi basati sugli elementi indicati; questa possibilita
¢ stata ripresa dalle linee guida ESPGHAN, che hanno
proposto I'applicazione di uno “score” con punteggi
definiti, la cui somma, se si pone al di sopra di una soglia
prestabilita, permette di porre la diagnosi di celiachia
(110). Questi “score”, perd, non sono ancora stati validati
da studi clinici che ne abbiano valutato il grado di
predittivita.

Specifiche di qualita della determinazione degli
anti-tTG

Il valore predittivo negativo dei test per la diagnostica
della celiachia ¢ alto, ma solo gli anti-tTG di classe IgA e
gli EMA hanno specificita e sensibilita elevate (Tabella
2). Alcuni studi hanno messo a confronto EMA, anti-tTG
e anti-DGP (108, 111-113).

Per quanto riguarda la determinazione di anti-tTG
IgA, in commercio sono disponibili diversi kit diagnostici,
che utilizzano antigeni, unita e intervalli di misura
differenti e suggeriscono diversi cut-off. Gli antigeni usati
piu di frequente sono di origine umana ricombinante da
Escherichia coli, baculovirus o derivati da linee cellulari
di mieloma, e gli antigeni purificati di tipo umano da
eritrociti. Nei bambini, gli studi indicano che le
prestazioni diagnostiche degli anti-tTG IgA sono
dipendenti dal metodo utilizzato e dall’'eta del bambino. II
laboratorio deve suggerire [I'antigene (umano
ricombinante o purificato), il metodo immunoenzimatico
(ELISA o chemiluminescenza) e il cut-off diagnostico.
Inoltre, dovrebbe definire e monitorare le prestazioni
analitiche degli esami.

Per quanto riguarda I'antigene utilizzato, una meta-
analisi ha valutato kit con antigeni diversi, indicando che
gli antigeni di origine umana, sia ricombinanti che
purificati, hanno specificita e sensibilita superiori (114).

Per ottenere la migliore combinazione di sensibilita e
specificita diagnostica per i metodi ELISA occorre
utilizzare il cut-off di 17,5 U; per i metodi in
chemiluminescenza la migliore combinazione di
sensibilita e specificita si ottiene con un cut-off di 16 U.
Numerosi studi hanno messo in luce come il cut-off nella
determinazione di tTG IgA con lo stesso antigene e lo
stesso metodo possa variare notevolmente.
L'eterogeneita dei risultati degli esami condotti nei vari

laboratori € stata evidenziata nel 2009 da una ricerca, i
cui risultati hanno messo in luce una grande variabilita
nella sensibilita (69-93%) e nella specificita (96-100%)
dei diversi metodi e un CV intrasaggio piuttosto ampio in
alcuni laboratori (115).

Ruolo dell’HLA nella diagnosi di celiachia

La celiachia € una malattia autoimmune ad alta
prevalenza con forme cliniche classiche e forme latenti e
silenti: alla base di tutte c’'é la suscettibilita genetica. Il
principale fattore genetico predisponente alla malattia
celiaca é l'aplotipo HLA DQ2/DQ8, che rende conto del
40% della predisposizione genetica. Il restante 60% &
dovuto a molti altri fattori genetici, non del tutto noti.

| pazienti celiaci sono portatori dell’aplotipo HLA
DQ2/DQ8 nella quasi totalita dei casi; tuttavia, solo una
piccola parte sviluppa la celiachia. Le molecole HLA
DQ2/DQ8 vengono espresse dalle cellule dendritiche
della mucosa dellintestino e, nei portatori di questo
aplotipo, le cellule hanno elevata affinita per i peptidi con
carica elettrica negativa, come i peptidi deamidati della
gliadina. La presenza dell'aplotipo favorisce I'innesco
della risposta immunitaria, perché gli antigeni vengono
presentati alle cellule T, che a loro volta danno il via al
processo di autoimmunita.

L’'HLA di classe Il non comprende solo DQ2 e DQ8,
ma una ampia varieta di possibili alleli, molti dei quali
sono coinvolti nella predisposizione alle malattie
autoimmuni o, in alcuni casi, sono protettivi. HLA entra
nel locus del complesso maggiore di istocompatibilita
(MHC), sul braccio corto del cromosoma 6, dove si
trovano diverse regioni genetiche; quella di interesse per
la malattia celiaca & la regione della classe I, che
contiene una serie di geni, tra i quali HLA DQB1 e HLA
DQAT1, che sono in “linkage” con il locus DR. Il gene A1
codifica per la catena proteica a, il B1 per la catena
proteica B; nelle cellule che presentano I'antigene,
queste proteine sono espresse a livello di membrana, in
modo da formare un eterodimero. Tra i possibili alleli dei
geni HLA DQA1 e B1, quelli direttamente coinvolti nella
predisposizione alla malattia celiaca sono pochi e sono
quelli che codificano per le proteine che concorrono a
formare DQ2 e DQ8. Per quanto riguarda il DQ2, I'allele
pit importante € *02 del locus DQB1, che codifica la
catena B delleterodimero HLA DQ2. Perché vi sia
presenza di DQ2 & necessario avere questo allele; non
e pero sufficiente: occorre avere anche l'allele *05 del
locus DQA1. Questi alleli si possono combinare in
maniera molto variabile e complessa. Per il DQS8, invece,
€ necessaria la combinazione degli alleli *0302 del locus
DQB1 e *03 del locus DQA1.

Per eseguire I'analisi di HLA DQ2/DQ8 sono
disponibili molte opzioni, grazie alle tecniche di biologia
molecolare. Per esempio, & possibile effettuare una
“polymerase chain reaction” (PCR) allele-specifica con
analisi mediante elettroforesi su gel di agarosio oppure si
pud effettuare un sequenziamento. In realta, pero,
I'obiettivo € individuare solo I'eventuale presenza dei 4
alleli direttamente coinvolti. Uno dei possibili metodi &
un’analisi PCR in “real time”, usando sequenze
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specifiche, “primer” e sonde che riconoscono gli alleli di
interesse. Si analizza il campione di DNA e, se si
individua I'allele principale (*02 del locus DQB1), viene
rilevato un segnale di amplificazione. Per poter
affermare che il soggetto ha HLA DQ2 € necessario poi
individuare anche l'allele *05 del locus DQA1, con lo
stesso metodo. Si pud poi verificare se *02 del locus
DQB1 & in omozigosi o eterozigosi. Se il risultato &
positivo, le varie combinazioni alleliche si traducono in
un diverso rischio di malattia. Infatti, € condizione
diversa avere tutti gli alleli di DQ2 e DQ8 rispetto ad
avere il solo *02 del locus DQBA1.

Esiste una notevole variabilita del rischio (116). |
soggetti con DQ2 in omozigosi hanno un rischio molto
elevato di essere celiaci, mentre quelli con il DQ8 hanno
un rischio piu contenuto. Per quanto riguarda i familiari,
che sono soggetti a rischio, nella comunita scientifica si
discute sull’'opportunita di effettuare il test genetico. Se
negativo, infatti, la celiachia si pud escludere e questo &
un motivo a sostegno dell’opportunita dell’esame.
Tuttavia, la probabilita che i familiari dei soggetti celiaci
abbiano questo aplotipo e che I'esame risulti positivo &
molto alta, e in questo caso non c’€ nulla che si possa
fare. Il problema quindi & tradurre nella pratica clinica il
diverso rischio associato ai risultati dell’analisi genetica.
Occorre decidere a chi e come effettuare il monitoraggio
e con quale frequenza, dato il diverso livello di rischio. In
un’esperienza recente sono stati valutati ~200 soggetti,
con eta media intorno a 20 anni, nei quali anti-tTG IgA e
HLA DQ2 e DQ8 sono stati richiesti ed effettuati in modo
inappropriato (117). ~40% dei soggetti & risultato
negativo e, tra quelli positivi, la maggior parte aveva
DQ2 in eterozigosi. Tra i soggetti analizzati, ~10-15% ha
poi effettuato la gastroscopia. Tenendo conto dell’eta, del
sesso, dei valori di anti-tTG e dell’aplotipo HLA
DQ2/DQ8 ¢ risultato che il fattore che indice di piu a
effettuare la gastroscopia ¢ il dato genetico.

Esistono moltissimi altri geni diversi da HLA che
hanno un ruolo nella predisposizione alla malattia
celiaca e ad altre malattie autoimmuni. Ogni variante
non-HLA apporta un contributo minimo al rischio
genetico associato all’HLA; & quindi difficile pensare di
analizzare tutte le varianti e, in ogni caso, il loro
significato clinico non & cosi rilevante. Per esempio, gli
aplotipi “tumor necrosis factor (TNF) o.”, a parita di HLA,
aumentano il rischio di celiachia: in un soggetto ad alto
rischio, la genetica del TNF consente di individuare
differenze di rischio (116). Nella pratica clinica, pero, il
significato di queste varianti genetiche & al momento
trascurabile.

In conclusione:

a) il locus HLA e il principale fattore genetico di
predisposizione alla malattia celiaca;

b) gli aplotipi HLA DQ2 e DQ8 sono necessari, ma non
sufficienti per lo sviluppo della patologia;

c) la diagnosi nei bambini sintomatici viene posta se vi

¢ la presenza contemporanea di HLA DQ2 o DQS8 e

di livelli di tTG IgA >10 volte la soglia;

d) l'assenza di HLA DQ2 e DQ8 consente di escludere
la celiachia nei pazienti a rischio, che non
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necessitano di ulteriori monitoraggi;

esiste un gradiente di rischio di celiachia associato ai

diversi aplotipi HLA DQ che derivano dalle varie

combinazioni degli alleli HLA DQA1 and DQB1;

f) la sola regione HLA € responsabile di ~40% della
predisposizione genetica alla celiachia. Altri loci
coinvolti saranno oggetto di ricerca in futuro.

e)

Appropriatezza della richiesta degli esami
diagnostici per la celiachia: il decalogo delle
raccomandazioni

1. La diagnosi di celiachia prevede l'integrazione di dati
clinici, sierologici e istologici: € fondamentale che tutti
gli esami diagnostici siano effettuati in dieta libera,
evitando, in particolare, la  sospensione
dell’assunzione di glutine per non falsare i risultati
degli esami.

2. | biomarcatori di prima scelta sono gli anti-tTG IgA e
le I1gA totali. Se si rileva un deficit di IgA, si misurano
gli anti-DGP IgG.

3. L'esame genetico per la ricerca di HLA DQ2/DQ8 &
indicato come esame di ingresso per lo screening dei
soggetti a rischio, prima della sierologia: qualche
esperto ne indica 'uso alla nascita per i familiari di
primo grado dei soggetti celiaci.

4. Gli esami diagnostici di ingresso per celiachia in
soggetti con manifestazioni cliniche ed eta >2 anni
sono anti-tTG IgA e IgA totali.

5. Gli esami di prima scelta per i soggetti con deficit di
IgA sono anti-tTG IgG e anti-DGP 1gG.

6. L'esame piu importante per i soggetti asintomatici
appartenenti a gruppi a rischio € HLA DQ2/DQ8.

7. Permane ancora controversa la collocazione
del’esame EMA nella procedura diagnostica.

8. Nel referto diagnostico dei marcatori vanno
chiaramente esplicitati I'antigene impiegato nel

metodo, il metodo stesso e il valore soglia
diagnostico.
9. Nei bambini sintomatici con presenza

contemporanea di HLA DQ2/DQS8 e livelli elevati di
anti-tTG IgA (10 volte URL), la diagnosi pud essere
posta senza ricorrere alla biopsia.

L'assenza di DQ2/DQ8 nei soggetti a rischio
consente di escludere la celiachia e di evitarne |l
monitoraggio.

10.

CONCLUSIONI

Il tema dell’'appropriatezza in medicina di laboratorio,
anziché concentrarsi su dibattiti teorici, deve entrare
nella definizione di protocolli operativi, linee guida
cliniche e percorsi diagnostico-terapeutici basati su
solide prove scientifiche e di letteratura, che permettano
di ridurre sprechi e ricorso a esami obsoleti o inutili. Le 3
aree diagnostiche prese in considerazione nel presente
documento dimostrano 3 fatti essenziali: a) lo sviluppo,
avvenuto nelle ultime decadi, di una nuova generazione
di esami di laboratorio piu accurati dal punto di vista
clinico; b) la necessita di creare algoritmi diagnostici e
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utilizzare i test riflessi per garantire qualita, sicurezza e
appropriatezza all'informazione di laboratorio; e c)
limportanza di sviluppare e diffondere linee guida e
protocolli che permettano di realizzare I'appropriatezza
non solo nella richiesta, ma in tutte le fasi del ciclo
dell’esame di laboratorio. Un insegnamento che
proviene dalle esperienze sviluppate in vari ambiti
internazionali evidenzia come I'appropriatezza non
possa essere perseguita solamente per scopi economici
e di riduzione dei costi, ma attraverso una serie di
strategie che permettano di educare, formare e
responsabilizzare i professionisti del sistema sanitario.
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