
INTRODUZIONE

I vitameri del gruppo D (di seguito globalmente indicati
come vitamina D), che includono le classiche 1,25-diidrossi
vitamina D2 e D3, (calcitriolo) ma anche la forma 24,25-
diidrossi, hanno un ruolo centrale nell’omeostasi del calcio
e, pertanto, svolgono un ruolo essenziale nel metabolismo
e nella corretta funzionalità virtualmente di tutti i tessuti. La
vitamina D riveste indiscussi ruoli nel metabolismo minerale
osseo e, probabilmente, anche nell’ambito di infiammazione
ed autoimmunità, funzione muscolo-scheletrica e cardiaca
e comunicazione neuromuscolare. Pertanto, oltre alla ben
nota associazione causale tra deficienza di vitamina D e
rachitismo nel bambino, osteomalacia ed aumentato rischio
di fratture osteoporotiche nell’adulto [1] è plausibile, ed in
parte dimostrato, che uno status vitaminico D subottimale

possa associarsi ad altre condizioni patologiche [2].
Carenza e deficienza di vitamina D sono comuni nelle

popolazioni che vivono alle alte latitudini soprattutto durante
la stagione invernale, ma in realtà uno status vitaminico
subottimale è ormai di frequentissimo riscontro anche alle
nostre latitudini ed è associato all’odierno stile di vita ca-
ratterizzato, soprattutto, dalla ridotta attività svolta all’esterno
e, pertanto, dall’impossibilità di raggiungere le opportune
dosi giornaliere di radiazione UVB [3,4]. Anche nella popo-
lazione italiana si possono riscontrare livelli molto bassi di
25(OH)D, con almeno la metà della popolazione con con-
centrazioni inferiori a 50 nmol/L (20 ng/mL) [5,6]. L’elevata
prevalenza di ipovitaminosi D rende conto del frequente,
sebbene a volte ingiustificato, ricorso alla supplementazione
[7].

Attualmente, il livello sierico di 25(OH)D totale [somma
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di 25(OH)D2 e 25(OH)D3] è considerato il miglior biomar-
catore per la valutazione dello status vitaminico D [8]. Seb-
bene sia un metabolita non attivo, 25(OH)D è caratterizzato
da un’emivita maggiore rispetto a 1,25-(OH)D ed i suoi
livelli circolanti non sono dipendenti dal paratormone (PTH)
che, invece, controlla l’idrossilazione enzimatica in C1 [3]. 

Al fine di regolamentare la prescrizione di vitamina D
(nelle forme di colecalciferolo, colecalciferolo/sali di calcio,
calcifediolo) nella popolazione adulta e, quindi, di contenere
i costi sostenuti dal Sistema Sanitario Nazionale (SSN),
l'Agenzia Italiana del farmaco (AIFA) ha prodotto un docu-
mento, la nota 96 [9], che identifica categorie di pazienti
aventi diritto alla rimborsabilità della terapia con vitamina
D, individuate sulla base della determinazione dei livelli
sierici di vitamina D. Secondo la nota 96, l’appropriatezza
prescrittiva della determinazione chimico clinica dei livelli
circolanti di vitamina D viene riconosciuta per i soggetti:
- che presentano sintomi suggestivi di carenza di vitamina

D; 
- in terapia di lunga durata con farmaci interferenti con il

suo metabolismo osseo; 
- affetti da condizioni di malassorbimento; 
- affetti da patologie ossee accertate; 
- con riscontro di valori di PTH elevato e calcemia bassa

o normale. 
Persone anziane istituzionalizzate, donne in gravidanza

o in allattamento e persone affette da osteoporosi o
osteopatie accertate non candidate a terapia remineralizzante
(vedi Nota 79) sono contraddistinte dal riconoscimento
della possibilità di supplementazione diretta con vitamina
D, senza necessità della sua preventiva misura. Infine,
vale il parere specialistico circa la necessità della determi-
nazione nel caso di pazienti affetti da insufficienza renale,
urolitiasi, ipercalcemia, sarcoidosi, neoplasie metastatiche
e linfomi. 

La prescrivibilità a carico del SSN della supplementazione
con vitamina D sarà assicurata con livelli di 25(OH)D al di
sotto dei 20 ng/mL, che corrispondono a 50 nmol/L. Il tipo
di supplementazione viene differenziato in base alle fasce
di concentrazione di 25(OH)D < 12 ng/mL (30 nmol/L) e
compreso tra 12 e 20 ng/mL (tra 30 e 50 nmol/L). Concen-
trazioni sieriche >20 ng/mL (>50 nmol/L) vengono considerate
“sufficienti” e, pertanto, non giustificano costi a carico del
SSN [9]. La nota AIFA si presta ad alcune considerazioni
che vengono di seguito esposte.

CONSIDERAZIONI NELL’AMBITO DEL

LABORATORIO

Se la nota 96 raggiungerà, almeno in parte, l’obiettivo
del risparmio della spesa farmaceutica relativa alla supple-
mentazione con vitamina D, dal punto di vista del laboratorio
si rischia di incrementare la prescrizione della determinazione
di 25(OH)D a causa dell’aspecificità dei sintomi indotti
dalla carenza prolungata di vitamina D, inducendo un
possibile e paradossale aumento dei costi della diagnostica
a carico del SSN.

1. Affidabilità e riproducibilità dei diversi metodi

di determinazione della 25(OH)D

Data l’importanza affidata dalla nota 96 alla determina-

zione dei livelli circolanti di 25(OH)D, è mandatorio consi-
derare l’aspetto più prettamente tecnico della determinazione
di vitamina D: i differenti metodi di determinazione disponibili
sono tutti caratterizzati da errori sistematici [3] e, inoltre,
presentano livelli di discordanza compresi tra il 15 % ed il
30 % rispetto al valore bersaglio, come risulta dagli ultimi
rapporti VEQ DEQAS (http://deqas.kpmd.co.uk, ultimo ac-
cesso 10/01/2020). Come riportato in un’ampia revisione
della letteratura recentemente pubblicata, nonostante i
grandi sforzi volti a standardizzare i metodi di determinazione
e a minimizzarne la variabilità, l’attuale differenza della
misura della concentrazione di 25(OH)D tra metodi immu-
nometrici e LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spec-
trometry) è maggiore delle differenze accettabili per analiti
determinati con questi metodi e, pertanto, la variabilità
analitica dovrebbe essere considerata nella definizione e
nell’utilizzo dell’intervallo di riferimento [3]. L’assenza di
standardizzazione della misura della vitamina D [25(OH)D]
ed altri metaboliti, provoca una sostanziale incertezza
analitica che è necessario considerare non solo quando si
valutano studi epidemiologici, ma anche quando s’interpretano
i risultati dei pazienti [10]. 

Il Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
promuove il Vitamin D Standardization Program (VDSP)
con lo scopo di valutare la comparabilità delle diverse pro-
cedure analitiche verso materiali di riferimento [11]. Sarebbe,
quindi, auspicabile che tutti i metodi in commercio aderissero
e venissero valutati nell’ambito di questo programma, che
può permettere perlomeno un periodico monitoraggio dei
bias metodologici. 

Va anche ricordato che dal 2019 IFCC ha creato un
Comitato unico Bone metabolism fondendo tre diversi 
Working Groups già esistenti che, tra gli altri, sia prefigge
di standardizzare i metodi per la determinazione della 
Vitamina D nei laboratori clinici.

Dato il bias intrinseco alla determinazione di vitamina
D, è stata suggerita la definizione di intervalli di riferimento
differenziati per metodo [10]. Tuttavia, questa soluzione
pone notevoli problemi pratici [12], che potrebbero forse
essere superati dall’utilizzo di fattori di correzione specifici
per metodo che riportino le determinazioni all’interno di un
unico intervallo. 

Va infine considerato che i metodi di misurazione di
25(OH)D possono risentire dell’effetto di alcuni interferenti.
La natura lipofilica della vitamina D la rende suscettibile ad
interferenze non-specifiche da parte di altri lipidi presenti
nel siero o plasma, come le lipoproteine, in termini di
capacità dell’agente legante di associarsi alla 25(OH)D del
campione e del calibratore nei metodi immunometrici. Per
permettere l’accurata determinazione della 25(OH)D, si
rende necessario il pretrattamento del campione al fine di
separarla dalla proteina di trasporto Vitamin D-Binding
Protein (VDBP) utilizzando un denaturante in situ nei
metodi immunometrici [13]. Data la differenza nelle modalità
di estrazione, le differenze nei risultati tra i diversi metodi
sono decisamente rilevanti, soprattutto a basse concentrazioni
[14]. Anche i metodi in LC-MS/MS non sono immuni da in-
terferenze. Esiste una forma di 25(OH) vitamina D, C3 epi-
mero [3-epi-25(OH)D3 e 3-epi-25(OH)D2], con differente
orientamento chirale in posizione C3. Questo vitamero,
scarsamente attivo ma con uguale massa, è presente pre-
valentemente in età pediatrica, ma è riscontrabile in quantità
non trascurabili e relativamente stabili nell’adulto [15]: ciò



costituisce un possibile interferente per la determinazione
in spettrometria di massa, che è una tecnica achirale.
Inoltre, con questi metodi la presenza di gel di separazione
nelle provette del prelievo può provocare il fenomeno di
“soppressione di ioni”, cioè un ostacolo al processo di io-
nizzazione [14].

2. Uniformità della refertazione: l’unità di misura 

La refertazione della Vitamina D presenta molte criticità:
in primis, il Sistema Internazionale prevede come unità di
misura nmol/L ma, di contro, l’unità ng/mL è sicuramente
più utilizzata e, pertanto, più familiare (la stessa nota 96,
purtroppo, utilizza come unità di misura esclusivamente
ng/mL). L’armonizzazione dell’uso dell’unità di misura è
fondamentale e deve essere accompagnata da opportuna
formazione dei clinici al fine di evitare fraintendimenti.

3. Uniformità della refertazione: la definizione

della soglia diagnostica/soglia terapeutica dei

livelli circolanti di 25(OH)D

In relazione ai valori di riferimento per la determinazione
dei livelli di 25(OH)D, la nota AIFA riporta come soglia di
sufficienza 50 nmol/L (20 ng/mL) facendo proprie, le indi-
cazioni dello U.S. Institute of Medicine (IOM) del 2011 [16].
È opportuno sottolineare che i limiti definiti da IOM non
hanno trovato un accordo universale [12,17,18], e la Endo-
crine Society definisce come minimo 75 nmol/L (30 ng/mL)
[1,16]. Ad oggi, solo Australia e Nuova Zelanda utilizzano
intervalli di riferimento che considerano le variazioni
stagionali [19]. È evidente, pertanto, che si possano creare
differenze di trattamento fra i pazienti che eseguono il do-
saggio della vitamina D in periodi diversi dell’anno (p.es.
all’inizio dell’autunno rispetto alla fine dell’inverno, con più
risultati “normali” nel primo caso ed un maggior numero di
“patologici” nel secondo). Le linee guida di SIOMMMS
(Società Italiana dell’Osteoporosi, del Metabolismo Minerale
e delle Malattie dello Scheletro) indicano l’adeguatezza
del cut-off di 50 nmol/L (20 ng/mL) per la popolazione ge-
nerale, mentre per la popolazione a rischio di ipovitaminosi
D e per i soggetti osteoporotici sottoposti a terapia come
da nota 79 [20] viene consigliata una concentrazione
minima di 75 nmol/L (30 ng/mL).

La determinazione dei valori soglia diagnostici di insuf-
ficienza di 25(OH)D è stata valutata sulla base dell’ottimiz-
zazione dell’assorbimento intestinale di calcio e/o della
normalizzazione dei livelli circolanti di PTH, fornendo pur-
troppo risultati discordanti. Inizialmente, era stato riscontrato
un completo assorbimento intestinale di calcio in presenza
di concentrazioni di vitamina D >80 nmol/L (>32 ng/mL)
[21]. Successivamente Need et al. [22] hanno dimostrato
che l’assorbimento intestinale di calcio raggiunge un plateau
già in presenza di concentrazioni di 25(OH)D di 20 nmol/L
(8 ng/mL), mentre Aloia et al. [23] hanno trovato solo
minimi incrementi di assorbimento di calcio per concentrazioni
di 25(OH)D comprese tra 40 nmol/L e 110 nmol/L (tra 16
ng/mL e 44 ng/mL), senza nessuna evidenza circa una
soglia determinabile. Analogamente, un altro studio ha di-
mostrato che la supplementazione di vitamina D tale da
mantenere concentrazioni di 25(OH)D >50 nmol/L (>20
ng/mL), induceva un incremento dell’assorbimento di calcio

molto limitato e non associato ad incrementi della densità
minerale ossea [24]. La valutazione dei livelli di 25(OH)D
associati alla normalizzazione delle concentrazioni di PTH
ha fornito risultati variabili a seconda del modello di studio
utilizzato (da 32 nmol/L ad oltre 78 nmol/L, ossia da 12,8
ng/mL ad oltre 31,2 ng/mL) [25-27], anche a causa della
complessa interazione dei diversi fattori coinvolti nel rapporto
vitamina D/PTH.

Una revisione del 2009 sui livelli necessari a prevenire
osteomalacia e rachitismo [28], ha mostrato che una soglia
oltre la quale non sussiste rischio di malattia ossea è diffi-
cilmente individuabile. La concentrazione mediana in
bambini con rachitismo risultava inferiore a 27 nmol/L (10,8
ng/mL) in 6 studi su 13, ma venivano riportati anche livelli
di 30-50 nmol/L (12-20 ng/mL), in funzione del livello di as-
sunzione di calcio nelle diverse popolazioni studiate. In
uno studio [29] su 675 persone morte per incidenti o altre
cause non naturali, nel quale sono stati determinati i livelli
di vitamina D in relazione alla eventuale presenza di osteo-
malacia diagnosticata mediante biopsia della cresta iliaca,
è stato evidenziato che livelli di 25(OH)D >75 nmol/L (>30
ng/mL) non fossero mai associati a segni di osteomalacia.
È anche vero che solo nel 3% delle persone con tracce di
osteomalacia furono riscontrati livelli di 25(OH)D compresi
tra 50 nmol/L e 75 nmol/L (tra 20 ng/mL e 30 ng/mL).

L’associazione fra la concentrazione di vitamina D ed il
rischio di fratture mostra sempre una relazione inversa tra
i due parametri, ma le concentrazioni al di sopra delle quali
non si osserva più alcun miglioramento sono comprese da
40 nmol/L a 70 nmol/L (da 16 ng/mL a 28 ng/mL) [30-33].

Per quanto riguarda le patologie extra-ossee, diversi
studi osservazionali hanno riportato l’associazione fra bassi
livelli di 25(OH)D ed un gran numero di malattie, comprese
malattie cardiovascolari, cancro, diabete, malattie infettive,
autoimmuni e neurodegenerative [34]. Negli ultimi anni
sono state pubblicate un ampio numero di meta-analisi
che valutano queste associazioni, tuttavia gli effetti della
supplementazione con 25(OH)D sono spesso discordanti
e poco convincenti [35], in particolare per le malattie
croniche, come le cardiovascolari ed il cancro [36,37].

Nonostante la numerosa quantità di dati disponibili, ad
oggi non sembra possibile inoltre ricavare un consenso sui
possibili valori di riferimento in specifiche patologie extraossee,
così come sui livelli ottimali di assunzione della vitamina
D. Gli effetti benefici extra-scheletrici attribuiti alla vitamina
D sono, comunque, riferiti a livelli di concentrazione gene-
ralmente più elevati rispetto a quelli sul metabolismo del
calcio.

CONSIDERAZIONI CLINICHE

La nota 96 non prende in considerazione il problema
dell’ormai epidemica carenza di vitamina D [38], la quale
richiede un approccio preventivo adeguato.

La nota indica le condizioni cliniche per le quali è am-
missibile (o consigliabile) la determinazione della vitamina
D ma, sebbene la motivazione clinica sia decisamente cor-
retta, la evidente aspecificità della condizione di ipovitaminosi
D lascia ampi margini di discrezionalità al medico prescrittore.
Se da un lato questo tipo di indicazione esula dalla missione
di AIFA, che è limitata alla regolamentazione di uso e pre-
scrizione di un farmaco, dall’altro la praticità applicativa
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che dovrebbe essere propria di una nota AIFA viene a
mancare. Come riferimento vengono, poi, prese le indicazioni
NICE (National Institute for Health and Care Excellence)
organismo britannico, extra UE, che è stato spesso in con-
trasto con le indicazioni delle società scientifiche internazionali,
soprattutto in ambito di osteoporosi.

È importante però dare atto che la nota 96, finalmente,
pone il problema della prescrizione indiscriminata di vitamina
D e, nello specifico, riporta che:
• lo screening dell’ipovitaminosi D non deve essere pro-

posto indiscriminatamente a tutta la popolazione generale.
Si deve riconoscere il merito alla nota 96 di aver tentato
di identificare delle categorie di intervento. A questo
proposito si ritiene che lo screening della 25(OH)D non
sia consigliabile anche in un ampio elenco di condizioni
notoriamente a rischio di ipovitaminosi, e dove la sup-
plementazione è comunque obbligatoria; una determi-
nazione potrà essere eventualmente eseguita dopo 2-
3 mesi dall’inizio della supplementazione per valutare il
raggiungimento dell’obiettivo. In accordo con la nota
96, si sconsiglia il continuo monitoraggio dei valori di
25(OH)D, una volta iniziata la supplementazione. 

• la prevenzione del rischio autoimmunitario, cardiova-
scolare, neoplastico, e così via non è al momento
oggetto di pratica clinica corrente.

• ribadisce la necessità di supplementare con vitamina
D i pazienti candidati a terapia remineralizzante, in ac-
cordo con la nota 79.

POSSIBILI RACCOMANDAZIONI

1. Aspetti analitici: se le precisioni intra-metodo sono
mediamente buone, i bias fra metodi sono ancora elevati,
tanto che in realtà sarebbe da sconsigliare l’individuazione
di soglie predeterminate, perché l’uso di uno stesso valore
soglia per metodi diversi può provocare una errata classifi-
cazione clinica dei pazienti e andrebbero perciò utilizzati
intervalli di riferimento metodo-specifici [10]. Il problema si
ripropone ogni volta che si cercano di individuare obiettivi
terapeutici precisi per molecole i cui metodi di misura sono
complessi e/o difficilmente standardizzabili. È pur vero che
le esigenze prescrittive impongono di stabilire dei limiti de-
cisionali, ma è altrettanto importante che i clinici siano
consci della criticità del problema: a questo scopo, è op-
portuno che il referto di laboratorio riporti perlomeno l’indi-
cazione esplicita del metodo utilizzato per la determinazione
della Vitamina D. Una ulteriore informazione potrebbe
essere l’indicazione del bias medio del metodo utilizzato
rispetto a metodologie di riferimento, ma, oltre al fatto che
questo dato può non essere facilmente reperibile (fra l’altro
non tutte le ditte produttrici partecipano al programma
VDSP), gli stessi limiti decisionali sono tratti da studi
effettuati con metodologie non “di riferimento”. L’inserimento
di questo dato nel referto, allo stato attuale delle conoscenze,
non sembra quindi essere ancora raccomandabile. 

2. Unità di misura: è necessario attuare un processo
di armonizzazione che renda facilmente confrontabili i
referti generati da diversi laboratori. Una opzione può
essere quella di riportare sia l’unità di misura tradizionale
(ng/mL) che quella voluta dal SI (nmol/L) almeno per un
periodo di transizione, temporalmente definito, che porti, in
ultima istanza, all’adozione dell’unità SI.

3. Valori soglia: come si è detto, la nota AIFA 96
stabilisce un unico cut-off, di 20 ng/mL (50 nmol/L), legato
alla rimborsabilità del farmaco. Il citato disaccordo sulle
linee guida che hanno portato a questa indicazione è di-
mostrato dal fatto che al momento vengono generalmente
usate dai laboratori le definizioni di “insufficienza” al di
sotto di 75 nmol/L (30 ng/mL), con ulteriori limiti di “carenza”
sotto i 50 o 25 nmol/L (20 o 10 ng/mL), più vicine alle
posizioni di Endocrine Society (1,39). Questa situazione
può generare disorientamento e risultati contraddittori, con
casi che risulterebbero identificati nel referto come ancora
“insufficienti”, ma senza la possibilità di rimborso della
supplementazione di vitamina D.

Una recente revisione delle linee guida sull’argomento
ha rilevato che su 12 linee guida esaminate, 4 si esprimono
a favore di una soglia di 50 nmol/L (20 ng/mL) e 8
consigliano il valore di 75 nmol/L (30 ng/mL) [40].

Per quanto riguarda i valori di tossicità, si ritiene che
non ci siano prove di nessun tipo tali da indicare un vero
valore soglia, ma nella necessità di individuare un qualche
limite si suggerisce la concentrazione di almeno di 250
nmol/L (100 ng/mL), come indicato da Endocrine Society
[1], contrariamente alla soglia di 100 nmol/L (40 ng/mL), ri-
portata in nota 96 ma non sostenuta da alcuna evidenza.

Vista questa situazione e tutti gli aspetti precedentemente
descritti, il gruppo di studio è orientato a consigliare una po-
sizione prudente, proponendo questa possibile tipologia di
refertazione, con i valori indicati nel riquadro sottostante: 

SINOSSI DELLE RACCOMANDAZIONI

- indicare esplicitamente nel referto il metodo utilizzato
per la determinazione

- utilizzare le unità di misura SI (nmol/L), eventualmente
accompagnate per un congruo periodo di tempo dalla
espressione del risultato nelle unità di misura tradizionali
(ng/mL)

- identificare i valori atti ad orientare la valutazione dello
status del soggetto

CONFLITTO DI INTERESSI

Nessuno.
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