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ABSTRACT

National survey on quantitative measurement of albumin in urine. The quantitative measurement of urinary albu-
min is a key-point in the management of diabetic patients. However, standardization of this assay is still lacking. In
order to investigate this aspect, a survey has been performed among lItalian laboratories. A questionnaire with 21
guestions has been distributed to the members of two Italian Societies (SIBioC and SIMeL) and to the participants to
an EQAS. Questions concerned the main preanalytical, analytical and postanalytical aspects. We collected 153 que-
stionnaires. The mostly used specimen to measure albumin in urine was the 24 h sample (56%), followed by the spot
sample (18%), and the timely-collected sample (8%). The turbidimetric methods were used by the majority of labora-
tories (55%) followed by the nephelometric ones (39%). IQC procedures are adopted by 85% of laboratories, while
EQAS are perfomed only by a minority (28%). A great variety of units were used. 37% of the participants reported 24
h excretion mass, 32% concentration in terms of mass per volume of urine, 22% ratio to urinary creatinine and 11%
excretion mass per min. Different units such as ng, mg, dL, L, mol were reported within the same category of report.
Only for 36% of the participants the decision limits for urinary albumin were found in agreement with the recommen-
dations of the American Diabetes Association. From the data we have collected it is evident that only a minority of
laboratories follow the current recommendations on the measurement of urinary albumin. An information and educa-
tion campaign is strongly needed.

RAZIONALE DELLO STUDIO con diabete di tipo 1 con diagnosi da piu di 5 anni, in
tutti i pazienti con diabete di tipo 2 e in gravidanza,

L'escrezione urinaria di albumina & un parametro car- - j| campione da preferire & il campione “spot” (meglio
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dine nel monitoraggio del paziente diabetico e la sua
determinazione periodica viene consigliata nelle linee
guida internazionali e nazionali al fine di evidenziare I'in-
sorgere della nefropatia diabetica nei suoi stadi precoci,
stadi nei quali l'insufficienza renale e ancora reversibile e
suscettibile di trattamento farmacologico (1-3). In partico-
lare, il passaggio da “microalbuminuria” a “macroalbumi-
nuria” aumenta la probabilitd di progressione verso I'in-
sufficienza renale cronica (1). Anche dopo listituzione
della terapia, la misura della escrezione renale di albumi-
na puo essere utile per valutare I'efficacia della terapia o
I'eventuale progressione del danno renale (1). La
“microalbuminuria” & inoltre considerata un fattore di
rischio cardiovascolare sia per i pazienti diabetici che per
quelli non diabetici (4).

Le raccomandazioni e le linee guida dell’American
Diabetes Association (ADA) (1,2) che sono anche tradot-
te in italiano a cura della Associazione Medici
Diabetologici (3), possono essere cosi riassunte:

- € necessario eseguire la determinazione della albu-
mina nelle urine almeno annualmente nei pazienti
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se il primo del mattino) nel quale vengano simulta-
neamente misurate albumina e creatinina. Altri cam-
pioni utilizzabili sono la raccolta delle 24 ore ed il
campione temporizzato del riposo notturno;

- il valore decisionale del rapporto albumina/creatinina
e 30 pg/mg creatinina (3,4 mg/mmol creatinina).
Nella Tabella 1 sono riportati i livelli decisionali dell’e-
screzione di albumina, espressi anche per gli altri tipi
di campione/raccolta;

- almeno due determinazioni di albuminuria su tre
(eseguite in un periodo di 3-6 mesi) devono superare
i valori soglia perché il paziente sia considerato albu-
minurico;

- alcune condizioni inducono un aumento della escre-
zione di albumina: recente intenso esercizio fisico,
infezioni, febbre, scompenso cardiaco, iperglicemia
marcata, ipertensione marcata, batteriuria, ematuria.
L’ADA riporta anche un algoritmo decisionale da

applicare nello screening dei pazienti (Figura 1).

La concentrazione della albumina urinaria nei pazien-
ti diabetici € quindi una misura sulla quale si basano
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Tabella 1
Livelli decisionali per albumina urinaria (mod. da rif. 1)

Campione “spot”

Campione 24 ore Campione temporizzato

Unita di misura 1g/mg creatinina mg/24 h ng/min
(mg/mmol creatinina)
Fisiologica <30 <30 <20
(<3.4)
“Microalbuminuria” 30 - 299 30 - 299 20 - 199
(3,4-33)9)
“Macroalbuminuria” >300 >300 >200
(>34,0)
Dclermmazione
U-Albumina
negativa positiva

!

esistono condizioni che possono
invalidare I’'esame

SIJ

NO

negativa

P —

tratlarc c/o aspetiarc la
risoluzione; ripetere I'esame

r

ripetere I'esame  altre due
volte in 3 — 6 mesi

r ‘I?
ripetere I’esame

dopo 1 anno

J

2 risultati su 3 sono

positivi
S| l

diagnosi di “microalbuminuria”

Figura 1
Algoritmo di screening per albuminuria (mod. da rif. 1).

importanti decisioni cliniche; ne consegue che in labora-
torio il controllo delle fasi preanalitica, analitica e posta-
nalitica deve essere il piu attento possibile, pena la pro-
duzione di dati non solo inutili ma probabilmente anche
fuorvianti. A queste considerazioni & necessario aggiun-
gere che in laboratorio perviene un numero solitamente
elevato di queste richieste, poiché la determinazione
deve essere eseguita periodicamente su tutta la popola-
zione diabetica. A fronte della rilevanza clinica, la stan-
dardizzazione della determinazione & carente ed esisto-
no scarse raccomandazioni in merito. Le raccomanda-

zioni ADA non considerano questo aspetto e suggerisco-
no come possibile I'utilizzo di strisce reattive come test di
screening qualora la misura in laboratorio non fosse
facilmente disponibile (1). Anche il Working Group della
IFCC non ha al momento ancora emanato alcuna preci-
sa indicazione in merito, ma solo segnalato che questo &
un tema da affrontare (5). L’ADA ha avallato alcuni anni
fa una linea guida sulle caratteristiche analitiche che gli
esami di laboratorio per la diagnosi e il trattamento del
paziente diabetico dovrebbero avere (6). Relativamente
alla determinazione della “microalbumina” veniva racco-
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mandato un CV analitico <15%, derivato da una variabi-
lita biologica intraindividuale del rapporto albumina/crea-
tinina pari al 39%; tale raccomandazione € peraltro forni-
ta con un livello di evidenza basso (6).

Per approfondire il problema ed ottenere informazio-
ni aggiornate sullo stato dell'arte, il Gruppo di Studio
Intersocietario Diabete Mellito ha avviato una indagine
conoscitiva nei laboratori italiani. Scopo di questo docu-
mento € la presentazione e la discussione dei dati per-
venuti. Le risposte sono valutate in rapporto alle racco-
mandazioni ADA ed ai risultati del Programma di VEQ
condotto dal Centro di Ricerca Biomedica di
Castelfranco Veneto.

MATERIALI E METODI

E' stato preparato un questionario contenente 21
domande (Figura 2). Esse riguardavano aspetti preana-
litici (tipo di campione), analitici (metodo e reagenti utiliz-
zati, strumentazione, controllo di qualitd) e postanalitici
(unita di misura, valori di riferimento, protocolli diagnosti-
ci applicati). Il questionario € stato pubblicato sui siti
delle due Societa Scientifiche coinvolte (SIBioC e
SIMelL) ed & pervenuto ai singoli laboratori tramite le
organizzazioni di VEQ. Le risposte, pervenute via fax,
sono state raccolte in un database Access e quindi ela-
borate.

RISULTATI

Sono pervenuti 153 questionari il cui numero corri-
sponde a quello di circa il 10% dei laboratori ospedalieri
italiani. Considerate le modalita di diffusione del questio-
nario non abbiamo dati precisi sul numero di questionari
recapitati, né sul numero di laboratori raggiunto, ed &
quindi impossibile fornire la percentuale di laboratori che
hanno risposto. La distribuzione sul territorio nazionale
delle risposte ricevute € stata la seguente: 47% Nord
Italia, 38% Centro e 14% Sud.

Per quanto riguarda le tipologie di campione utilizzate,
quella prevalente & il campione 24 ore, utilizzato da circa
la meta dei partecipanti (43%), mentre il 30% utilizza il
campione estemporaneo. Una percentuale non piccola
(16%) utilizza piu tipologie. La modalita di conservazione
e suddivisa ugualmente fra temperatura ambiente e 4 °C.

Relativamente ai metodi utilizzati, abbiamo rilevato
che piu della meta dei laboratori (55%) utilizza il metodo
turbidimetrico, mentre il metodo nefelometrico & utilizza-
to dal 39%. Il metodo turbidimetrico € prevalentemente
utilizzato su piattaforme di chimica clinica multicanale.
Solo I'85% dei laboratori dichiara di seguire procedure di
CQI ed una percentuale ancora minore (60%) esegue il
controllo ad ogni seduta analitica. Il imanente esegue |l
controllo a cadenze diverse, ad esempio in corrispon-
denza della calibrazione; quest'ultima modalita & segui-
ta dal 19% dei laboratori. Sempre relativamente alle pro-
cedure di CQI, é interessante segnalare che solo una
piccola percentuale (21%) utilizza un controllo diverso
da quello fornito dalla ditta produttrice dei reagenti. Una
percentuale importante di questi (63%) utilizza il prodot-
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to di uno stesso fornitore. Solo il 28% dei laboratori coin-
volti nell'indagine partecipa a programmi VEQ); di questi
la maggioranza (61%) aderisce al programma del Centro
di Ricerca Biomedica della Regione Veneto.

Esiste una importante variabilita nelle modalita di
espressione del risultato. La maggioranza utilizza I'e-
spressione della concentrazione della albumina nelle 24
ore (33%); un numero molto simile di laboratori dichiara
di esprimere la concentrazione di albumina per volume
(29%). Seguono poi I'espressione in rapporto alla escre-
zione di creatinina (15%) ed infine la concentrazione per
minuto (9%). Esiste poi un certo numero di laboratori
(14%) che € in grado di esprimere il risultato in piu moda-
lita. Altrettanta variabilita si osserva nelle unita di misura
adottate (mg, ng, dL, L, mmol) e nei valori di riferimento.
E’ infine da segnalare che in un preoccupante 34% dei
laboratori si nota incongruenza tra tipologia di campione
richiesto, modalita di espressione dei risultati, unita di
misura e valori di riferimento adottati.

Per quanto riguarda la condivisione di protocolli fra
clinici, diabetologi e laboratorio per la diagnosi di
“microalbuminuria”, poco meno di un terzo dei laboratori
(27%) ne dichiara I'esistenza; peraltro solo in una picco-
la percentuale di casi (solo il 7%) queste raccomanda-
zioni seguono le indicazioni ADA.

Nella Tabella 2 e nella Figura 2 sono riportati i dati
della VEQ del Centro di Ricerca Biomedica di
Castelfranco Veneto relativamente alla precisione e al
bias dei metodi di determinazione dell’albumina urinaria.
Mentre i diversi metodi nefelometrici hanno CV abba-
stanza simili tra loro, quelli turbidimetrici variano da 4,2%
a 7,9%. Per quanto riguarda il bias (Figura 2) i metodi
nefelometrici nel loro complesso presentano un bias piu
contenuto, mentre tra i metodi turbidimetrici troviamo
sistemi analitici con bias ridotti e sistemi con bias piu ele-
vati (oltre il 10%).

DISCUSSIONE

La valutazione delle risposte pervenute e stata effet-
tuata sulla base della loro aderenza alle raccomandazio-
ni ADA. Il “position statement” del’ADA sulla nefropatia
diabetica é stato pubblicato nel 2004 (1); le raccomanda-
zioni degli anni seguenti, inclusa quella del 2007 (2),
hanno ribadito le indicazioni la espresse (Tabella 1 e
Figura 1). Complessivamente si puo affermare che i
comportamenti nella determinazione della albumina uri-
naria nel campione di laboratori italiani esaminato sono
solo in piccola parte in linea con queste raccomandazio-
ni, pur essendo queste ultime abbastanza consolidate. Il
mancato adeguamento alle raccomandazioni include:
I'utilizzo prevalente (43%) della raccolta delle 24 ore (pur
se la percentuale dei laboratori che utilizza campione
“spot” non é trascurabile, attestandosi sul 30%), la diffor-
mita delle unita di misura impiegate e soprattutto i livelli
decisionali. La preferenza accordata all'impiego del
campione di 24 ore risulta difficile da comprendere ed e
forse spiegabile solo con la resistenza ad abbandonare
abitudini inveterate. Infatti, & noto come tale raccolta
risulti fastidiosa per il paziente e sia nel contempo anche
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Gruppo di Studio Intersocietario sul Diabete Mellito SIBIOC-SIMIEL
(indagine microalbuminuria)

Richiesta ed utilizzo del test
1. Tisiste nel Taboratorio di apparteaenza un protocollo diagnostico per | effettuazione della determinazione
della microalbuminuria concordato con il Servizio di Diabetologia ofo altre Strutture cliniche & riferimento
lerriloriale efo ospedaliero?

O sl

O wNO
2. Tn assenza di un profocolle concordato cot clinici eseguite comungue la deferminazione della
wicroalburinuria?

O st

0O NO
3. Viene fornito ai parienti esterni un modulo con la spiegazione sulle modalith di raceolta ¢ conservazione
del cawnpione?

O st

O NO

Metodica e reagenti

4. Principio del metodo:

Linmunonefelomelnes

Tmmunoturbidimetrico

Colorimetrice

RIA

Chitmica secca

A S Tl o e ot e et et e e e et e e

oooooo

5. Dt produrtrice del rea@emiei .. e e e

6. Strumento: .

Refertazione
3, Cowle viene espresso 1 nsullalo?
O mgfmmal creatinina
O mgfg crearining
O wpg/win
0O mg/2dh
O pgml

9. Con quale infervallof di niferimento?.

1. Se il campione di vring non risponde ai criteri di raccolls richiestl viene analizzato ugualmenle?
51, sempre
STin questi

oo

O NGO, ma
O NOinguesti
CASIL L.

11. 8c 8T come viene refertato?

Tipo di cammpione analizzato
12. Quanti campioni di urina vengono richiesti alla diagnosi 7.

13 A quale intervallo di tempo |"uno dall*alfro?
14. Che lipo di campione di uring viene richiesio?
O Raccoltadelle 24 h
O Raceolla di ¥ ore nollume
O Campicne spot 2 minzione del matting
O Estewporaneo non specilicato

15, Che lipo di conservazdone del cawpione viene dchiesla?
O +4°C
O -200C
O tewperalurs awbienle

Controlli di Qualita
16. Viene eseguito un Controllo Internao di Qualila?
O st a NO
17.8e 8T Dhitta Produftrice. ...

18, Su guind livellr
[m oz O3

19. Con che cadenza?
O Adogni seduta analiica O Alla calibruzione 0O Alro specificare.. ...

20, Partecipale ad un programms di Controlle Esterno di Qualitd?
O st a NO

21. 8c ST, a quale?

Figura 2
Domande inserite nel questionario inviato.
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Tabella 2

Variabilita interlaboratorio per gruppi di metodiche ottenuta nel programma VEQ del Centro di Ricerca Biomedica. | CV rappresen-
tano le medie di 4 esercizi con 8 campioni analizzati nell'anno 2006. L'escrezione di albumina urinaria nei campioni inviati variava
da 26 e 178 mg/24 ore. Non sono riportati tutti i risultati ottenuti, ma solo quelli relativi ai sistemi analitici maggiormente utilizzati

294

Metodo/Sistema n CV%
Nefelometria (tutti) 57 8,2
Beckman Array 8 7,0
Beckman Immage 13 8,3
Dade Behring BN 33 6,7
Turbidimetria (tutti) 183 9,5
Bayer Advia 14 7,9
Beckman Syncron CX/LX 13 7,9
Olympus AU 33 4,2
Roche Hitachi/Modular 56 7,5
Roche Integra 20 5,8
Nefelometria Turbidimetria

20% | |

15%

10%

9%
0%

5%

-10%

-15%

20%

Array Immage BN

Figura 2

Advia CX/LX AU Hit/Mod

Integra

Scostamento dei valori ottenuti con i sistemi analitici maggiormente utilizzati, relativo a 6 campioni a concentrazione crescente di
albumina urinaria distribuiti nel ciclo di VEQ 20086, rispetto alla mediana di consenso per gruppo di metodo.

fonte di notevole inaccuratezza. Pur se I'abbandono di
tale campione in favore del campione estemporaneo per
tutti gli esami su urina non & universalmente condiviso
ed un vivace dibattito & tutt'ora in corso (7,8), per la
misura della escrezione di albumina nei pazienti diabeti-
ci & chiaramente stabilito che il campione preferibile
quello estemporaneo, purché i risultati vengano espres-
si in riferimento alla concentrazione della creatinina
(1,2). Questi risultati sono peraltro simili a quelli ottenuti
su un diverso gruppo di laboratori italiani recentemente
sottoposti ad indagine, dove il campione delle 24 ore
veniva impiegato nel 37% dei casi (9). Piu preoccupante
e la difformita riscontrata nell'espressione del risultato,
nelle unita di misura e nei livelli decisionali, specialmen-
te quando questo si accompagna ad incongruenza con il
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tipo di campione utilizzato. Risulta, ad esempio, difficile
da spiegare come a fronte del 30% di laboratori che
dichiarano di utilizzare il campione estemporaneo, solo il
15% esprima il risultato in rapporto alla creatinina. In
effetti i laboratori che esprimo il risultato come albumi-
na/volume (ben il 29%) utilizzano sia campioni delle 24
ore, che campioni estemporanei. E’ evidente che tutto
guesto segnala modalita di refertazione incongrue
suscettibili di fornire risultati poco utilizzabili clinicamen-
te. E’ infatti difficilmente ipotizzabile I'utilizzo clinico di un
valore di albumina urinaria espresso in concentrazione
per volume. Alcune di queste incongruenze possono
essere attribuite ad errori nella compilazione del questio-
nario. Pur essendo il questionario stato preparato aven-
do come criterio guida la semplicita della sua compilazio-
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ne, & indubbio che alcuni termini impiegati o alcune
domande possono avere originato interpretazioni scor-
rette. Comunque, quando la difformita riguarda il referto
(unita di misura, valori di riferimento), la segnalazione &
doverosa perché il rischio € quello di generare compor-
tamenti clinici non adeguati.

Gli aspetti analitici della misura della albumina urina-
ria non sono contemplati dalle raccomandazioni ADA e
sono stati quindi valutati indipendentemente da queste.
Tali specifiche non sono peraltro state emanate nemme-
no dal Working Group della IFCC. Alcune considerazio-
ni tuttavia possono essere fatte in relazione alle specifi-
che di qualita gia pubblicate. La precisione sembra esse-
re soddisfacente, risultando il CV inferiore al 15% sugge-
rito, pur essendo calcolata tra laboratori. Relativamente
al bias non vengono indicate precise specifiche; il fatto
che i bias registrati siano chiaramente sistema-dipen-
denti indica peraltro che la standardizzazione di reagen-
ti e calibratori & particolarmente necessaria e che una
sua implementazione porterebbe ad una importante
omogeneizzazione nei risultati forniti. Il fatto che il princi-
pio analitico piu impiegato sia quello turbidimetrico,
spesso utilizzato su piattaforme di chimica clinica, signi-
fica che in molti laboratori si &€ deciso di consolidare que-
sta misura, anziché riservarla ai nefelometri, sovente
posizionati in settori analitici specialistici. E necessario
rilevare che la qualita dell'intero sistema analitico deve
essere assicurata (e quindi verificata periodicamente)
sia in termini di accuratezza che di sensibilita. La sensi-
bilitd del metodo sta assumendo particolare importanza
in conseguenza di recenti considerazioni sulla impossibi-
lita di definire un valore soglia per I'albuminuria e sulla
esistenza invece di una relazione continua tra escrezio-
ne di albumina e rischio (10,11). In questo contesto
diventa indispensabile per il laboratorio disporre di meto-
di con un intervallo di misura e sensibilita analitica ade-
guate.

Dalle risposte ottenute appare che solo il 28% dei
laboratori partecipa a VEQ. Questo dato puo essere lie-
vemente falsato dal fatto che alcuni CQI commerciali
permettono di effettuare anche confronti con altri utilizza-
tori, configurandosi quindi come VEQ, ma indubbiamen-
te la partecipazione a programmi VEQ ha necessita di
essere promossa.

In conclusione, le risposte ricevute ci forniscono una
situazione che non & possibile definire ottimale. E per-
tanto indispensabile che le Societa Scientifiche, attraver-
so i propri Gruppi di Studio, compiano una importante
opera di informazione e di educazione. Siamo infatti con-
vinti che solo la qualita e la uniformita dei risultati forniti
consentira I'adozione di comportamenti clinici adeguati
alla corretta gestione del paziente diabetico.
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