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Premessa: Laricerca degli anticorpi anti-nucleo
(ANA) € un test di laboratorio fondamentale per
I’inquadramento diagnostico delle malattie autoim-
muni sistemiche. 1| metodo di elezione e attualmente
I’immunofluorescenza indiretta (IFl) su un substrato
di cellule HEp-2. L’ obiettivo di questo studio é stato
quello di valutare I' affidabilita diagnostica di 5 kit
immunoenzimatici (EIA) commerciali per laricerca
degli ANA e di verificarne il possibile utilizzo in al-
ternativaa metodo IFI.

Metodi: Sono stati studiati 1513 pazienti: in 315 é
stata posta diagnosi di malattia autoimmune sistemi-
ca e in 1198 una patologia autoimmune ¢ stata esclu-
sa. Su tutti i Sieri € stata eseguita la ricerca degli
ANA in IFl e con 5 divers kit EIA. | risultati sono
stati valutati in rapporto ala diagnosi clinica e dla
presenza di eventuai specificita autoanticorpdi (an-
ti-ENA o anti-dsDNA), e infine comparati con quelli
ottenuti con il metodo ANA-IFI di riferimento.
Risultati: La positivita del test ANA-IFI in soggetti
con malattie autoimmuni sistemiche e stata del 92%,
mentre nel 5 kit ANA-EIA s e evidenziata una am-
pia diversita di risposta con percentuali di positivita

Background: Diagnostic accuracy of ELISA methods as
an alternative screening test to indirect immunofliuore-
scence, for the detection of anti-nuclear antibodies.
Evaluation of 5 commercial kits

Detection of antinuclear antibodies (ANA) is a fun-

variabili dal 74% al 94%. Tuitti i kit EIA hanno cor-
rettamente rilevato la presenza di anticorpi (anti-
dsDNA, anti-RNP, anti-Ro/SSA) responsabili di
quadri di fluorescenza omogenea e granulare, ma di-
mostrato anche una sostanziale difficoltain presenza
del pattern nucleolare, con una sensibilita media in
guesto caso attorno a 50%. Molto diverso da kit a
kit & invece stato il comportamento nell’ identificare
il pattern anti-Scl70 per il quale si sono osservate
sensibilita variabili dal 45% a 91%, e quello centro-
merico, con differenze comprese trail 49 e il 100%.
Conclusioni: | risultati ottenuti dimostrano che i
kit ANA-EIA presenti in commercio evidenziano
differenti livelli di sensibilita e di specificita.
Alcuni di questi sono caratterizzati da un livello di
accuratezza diagnostica analogo e talvolta superio-
re a quello del metodo IFI e potrebbero percio es-
sere impiegati come metodo di screening alternati-
vo al’lFl; altri invece non garantiscono risultati
accettabili. Per tale motivo, un’ attenta valutazione
dei vari kit disponibili in commercio & consigliabi-
le prima di inserire nel percorso clinico-diagnosti-
co uno di questi metodi.

damental laboratory test for diagnosing systemic au-
toimmune diseases. Currently, the method of choice
is indirect immunofluorescence (I1F) on a HEp-2
cell substrate. The goal of this study was to evaluate
the diagnostic accuracy of five commercially availa-
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ble enzyme immunoassay (EIA) kits for ANA detec-
tion and to verify the possibility of using them as an
alternative to the I1F method.

Methods: The study involved 1513 patients, 315 of
whom were diagnosed with a systemic autoimmune
disease and 1198 in whom an autoimmune disorder
was excluded. For all sera, ANA detection was per-
formed via lIF and with five different EIA kits. The
results were evaluated in relation to clinical diagno-
sis and the presence of possible specific autoantibo-
dies (anti-ENA or anti-dsDNA); lastly, they were
compared with the results obtained using ANA-IIF
as the method of reference.

Results: The positive rate of the ANA-IIF test in
subjects with systemic autoimmune diseases was
92%, whereas in the five ANA-EIA kits there was
broad diversity in terms of response, with positive
rates ranging from 74% to 94%. All the EIA Kkits
correctly detected the presence of antibodies (anti-
dsDNA, anti-RNP, anti-Ro/SSA) responsible for ho-
mogeneous and speckled fluorescence pattern, but at

Introduzione

La determinazione degli anticorpi anti-nucleo
(ANA) e un test di laboratorio essenziale per la dia
ghosi di numerose patologie sistemiche del connetti-
vo quali la sclerodermia (SSc), la sindrome di
Sjogren (SS), la polimiosite (PM) eil lupus eritema-
toso sistemico (LES) 2. Tale determinazione viene
generalmente effettuata con la metodica di immuno-
fluorescenza indiretta (1Fl) utilizzando come sub-
strato linee di cellule HEp-2 2. Tuttavia, I affidabilita
di questo metodo € limitata dalla notevole variabilita
interlaboratorio dei risultati dovuta alla procedura di
esecuzione e alla soggettivita d' interpretazione, que-
s’ ultima strettamente legata all’ esperienza dell’ os-
servatore. Per questi motivi, negli ultimi anni nume-
rose aziende hanno sviluppato test immunoenzimati-
ci (EIA) aternativi al’IFl che utilizzano diverse
metodologie di preparazione del substrato antigeni-
CO e per questo presentano diversi gradi di sensibili-
ta e specificita*®.

Ohbiettivo dd nostro studio € stato quello di valutare
su unaampia casistical’ affidabilita analiticadi 5 me-
todi ANA-EIA che utilizzano procedure diverse di
preparazione del coating. | risultati ottenuti sono stati
valutati in rapporto ala diagnos clinica, in rapporto
alla presenza di eventuali specificita autoanticorpali
(anti-ENA o anti-dsDNA), e infine comparati con
quelli ottenuti con il metodo ANA-IFI di riferimento.

Materiali e Metodi

Pazienti
Lo studio é stato condotto su 1513 pazienti conse-
cutivi, inviati da medici specialisti o di medicina
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the same time they showed substantial inaccuracy
with the nucleolar pattern, with a mean sensitivity of
approximately 50% in this case. Instead, there was a
large kit-to-kit difference in terms of identification
of anti-Scl70 and centromere patterns, for which
sensitivities ranged between 45% and 91%, and
between 49% and 100% respectively.

Conclusions: The results of the study demonstrate
that the commercially available ANA-EIA kits show
different levels of sensitivity and specificity. Some
of them have a diagnostic accuracy that is compara-
ble and, in some cases, even higher than the IIF me-
thod. Consequently, these could be used as an ater-
native screening test to |IF. However, others do not
ensure acceptable results. Therefore, careful evalua-
tion of the various kits on the market is advisable
before including any of these methods in the clinical
and diagnostic testing.

Key words. ANA, ELISA, connective tissue disea
ses, sensitivity, specificity.

generale ai servizi di Medicina di Laboratorio de-
gli Ospedali di Udine, Trento e Padova Geriatrico,
per I'esecuzione di indagini autoanticorpali con il
sospetto clinico di malattia autoimmune sistemica
(MAIS). Una parte di questi pazienti aveva una
diagnosi gia definita di MAIS, e una parte veniva
studiata per la prima volta. Su tutti i sieri é stata
eseguita laricerca degli ANA con metodo IFIl €, in
caso di positivita del test o di indicazioni cliniche
specifiche, la successiva ricerca di anticorpi anti-
ENA e anti-dsDNA. | dati clinici e di laboratorio
di tutti i pazienti sono stati quindi valutati da spe-
cialisti reumatologi e una diagnosi di MAIS se-
condo i criteri internazionali **** & stata posta o
confermata in 315 pazienti, di cui 115 LES, 61 SS,
8 connettiviti miste (MCTD), 30 sclerosi sistemi-
che con forma limitata (IcSSc), 16 sclerosi siste-
miche con forma diffusa (dcSSc), 8 connettiviti in-
differenziate (UCTD), 44 artriti reumatoidi (AR),
31 fenomeno di Raynaud isolato, e 2 PM. Nei ri-
manenti 1198 pazienti, una patologia autoimmune
sistemica e stata esclusa oppure non confermata in
assenza di un numero sufficiente dei rispettivi cri-
teri diagnostico-classificativi.

Determinazione di ANA-IFI, anti-ENA e anti-dsDNA

Il test ANA in IFI é stato eseguito utilizzando un
substrato di cellule HEp-2 (Kallestad-Sanofi
Pasteur, Mornes-La-Coquette, Francia), con dilui-
zioneiniziale 1:40 e con coniugato fluorescinato an-
ti-lgG umane. Sui campioni positivi é stato identifi-
cato il pattern di fluorescenza e, con diluizioni suc-
cessive, il titolo anticorpale. | sieri ANA positivi so-
no stati quindi analizzati per la ricerca di anticorpi
anti-dsDNA (Diastat anti-dsDNA, Bouty, Milano) e
per anti-ENA (Ro/SSA, La/SSB, Sm, RNP, Scl70,
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Jol) (ENA profile, Bouty). | sieri sono stati quindi
suddivisi in 5 aliguote e congelati a -20 °C per la
successiva valutazione con i metodi ANA-EIA.

Determinazione di ANA-EIA

La ricerca degli ANA con metodo EIA é stata ese-

guita con 5 kit commerciali che utilizzano diverse

metodologie nella preparazione del substrato antige-
nico e del coating e diverse procedure di dosaggio:

« Kit 1. ANA-micropiastre EIA (Sanofi Pasteur). Il
kit utilizza come substrato antigenico un estratto
nucleare di HEp-2 altamente purificato, e come
coniugato un anticorpo monoclonale anti 1gG e
IgM umane marcato con fosfatasi alcalina

e Kit 22 ANA-EIA well (Imtec Immunodiagnostika,
Berlino, Germania). Il kit utilizza come substrato
antigenico nuclei di cellule Hel a ades dla superfi-
cie del pozzetti e come coniugato anticorpi anti-1gG
eanti-lgM umane, marcati con perossidas.

e Kit 3: EIAgen ANA-screening (Biochem
ImmunoSystem, Bologna). Il kit utilizza un
estratto purificato di nuclei di HEp-2 e per coniu-
gato un anticorpo monoclonale anti-lgG umane
marcato con perossidasi.

» Kit 4: EL-ANA screen (DiaSorin, Saluggia, VC).
Il test prevede I'incubazione di ciascun siero in
due pozzetti di diverse micropiastre: una conte-
nente un’ estratto nucleare di cellule HEp-2, la se-
conda costituita da un coat di 4 antigeni purifica-
ti: Jol, SSA/Ro, SSB/La, ssDNA. La secondain-
cubazione prevede I’ utilizzo di un anticorpo anti
IgG umane marcato con perossidasi.

 Kit5: QUANTA LITE ANA ELISA (Inova
Diagnostics, San Diego, CA). Il kit utilizza anti-
geni purificati di nuclei e nucleoli estratti da cel-
lule HEp-2, addizionati con antigeni altamente
purificati: ds-DNA, istoni, Sm, RNP, Ro/SSA,
La/SSB, Scl70, centromero, Jol, proteina-P ribo-
somiale, PCNA e mitocondri (M2). La seconda
incubazione prevede I’ utilizzo di un anticorpo
anti-1gG umane marcato con perossidasi.

| sieri sono stati identificati come positivi 0 negativi
in base ai livelli di cut-off proposti da ciascuna ditta
produttrice del test EIA. Sensibilita e specificita del
metodi |Fl ed EIA sono state calcolate val utando per
ciascun metodo la percentuale di positivi nei sogget-
ti con diagnosi di MAIS e la percentuale di negativi
nei soggetti in cui € stata esclusa una MAIS. | sieri
sono stati scongelati una sola volta.

Risultati

Corrdazione tra ANA-IFI, ANA-EIA ediagnos clinica.
Nei 240 pazienti con MAIS ( 44 pazienti con AR e
31 con fenomeno di Raynaud sono stati esclusi dal-
I’analisi statistica in quanto queste due patologie
non sono caratterizzate da una significativa presen-
za di ANA) la percentuale di positivita del test IFl
e stata del 92%; la sensibilita dei 5 kit ANA-EIA é
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risultata variabile, con percentuali comprese tra il
74 eil 94% (Tab. 1).

| 240 pazienti con MAIS sono stati ulteriormente
suddivisi in ANA-IFI positivi (n. 220) ein ANA-IFI
negativi (n. 20). Nei 220 ANA-IFI positivi le per-
centuali di positivita dei diversi kit ANA-EIA sono
state rispettivamente del 93%, 94%, 78%, 97%, e
92%, e del  33%, 67%, 25%, 54%, 39% nei 20 pa-
zienti ANA-IFI negativi (Tab. I1).

Le performances dei test EIA nei soggetti con MAIS
suddivisi per patologia (LES, SS, MCTD, IcSSc e
dcSSc) sono risultate eccellenti ein alcuni casi superio-
ri allo stesso test ANA-IFI. Il solo kit 3 é risultato scar-
samente sengbilein tutti i gruppi considerati (Tab. 111).
Per quanto riguarda |a correlazione tra positivita del
test EIA el titolo anticorpale in IFI, nei 206 sogget-
ti con MAIS che presentavano un titolo 21:160, le
percentuali di positivita dei 5 kit EIA sono state ri-
spettivamente del 95%, 95%, 81%, 98%, e 94%,
mentre nei 14 soggetti con MAIS e titolo <1:160 so-
no state del 62%, 94%, 50%, 87%, e 64% (Tab. V).
Nei 1198 pazienti in cui € stata esclusa una patolo-
gia autoimmune sistemica, le percentuali di positivi-

Tabella I. Percentuale di positivita del test ANA-IFI e dei 5 kit
ANA-EIA nei pazienti con MAIS e nei pazienti in cui & stata esclu-
sa una patologia autoimmune sistemica (e dall’analisi statistica
sono stati esclusi 44 pazienti con artrite reumatoide e 31 pazienti
con Raynaud isolato).

Diagnosi n. IFI  Kit1 Kit2 Kit3 Kit4 Kit5
% % % % % %

MAIS » 240 92 88 93 74 94 88

Non MAIS 1198 25 34 44 21 46 22

Tabella Il. Percentuale di positivita dei 5 kit ANA-EIA nei soggetti
con MAIS ANA-IFI positivi e ANA-IFI negativi.

n. Kit1 Kit2 Kit3 Kit4 Kith
% % % % %
MAIS ANA-IFlpos 220 93 94 78 97 92
MAIS ANA-IFI neg 20 33 67 25 54 39

Tabella lll. Percentuale di positivita del test ANA-IFI e dei kit ANA-
EIA nei sieri di soggetti con MAIS suddivisi per patologia.

Patologia n. IFI  Kit1 Kit2 Kit3 Kit4 Kith
% % % % % %
LES 115 95 87 94 79 94 87
SS 61 84 87 93 80 93 88
MCTD 8 100 100 100 87 100 100
IcSSc 30 97 100 90 47 93 100
dcSSc 16 100 94 100 69 100 87
AR 44 67 56 50 41 63 42
Raynaud 31 45 45 45 45 58 50
UCTD 8 87 75 62 75 87 75
PM 2 0 50 100 50 50 50
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Tabella IV. Percentuale di positivita dei 5 kit ANA-EIA in rapporto
al titolo anticorpale ottenuto col metodo IFI.
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Tabella V. Percentuale di positivita dei 5 kit ANA-EIA nei campio-
ni ANA-IFI negativi anti-ENA positivi (8 Ro/SSA, 2 Scl70, e 1 ENA
screening positivo ad alto titolo in cui non & stata identificata la

Pazienti n. Kit1 Kit2 Kit3 Kit4 Kith specificita).

o, 0, 0, 0, 0, o,

% % A % % % Pazienti Kit1 Kit2 Kit3 Kit4 Kit5
MAIS titolo 21:160 206 95 95 81 98 94 ANA-IFI negativi/
MAIS titolo <1:160 14 62 94 50 87 64 ENA positivi (n. 11) 64% 82% 45% 91% 54%

tadel test ANA-IFI e dei 5 kit ANA-EIA sono state
rispettivamente del 25% e del 34%, 44%, 21%, 46%
e22% (Tab. 1).

Correlazione tra ANA-EI A e specificita anticorpali.
La capacitade 5 test ANA-EIA di identificare le sin-
gole specificita autoanticorpali € risultata pit che sod-
disfacente per ameno 4 dei 5 kit utilizzati nel nostro
studio. Nei 64 sieri con specificita per Ro/SSA abbia
mo evidenziato una positivita rispettivamente del
97%, 97%, 89%, 100% e 92%; nei 47 Sieri con restti-
vita per anti-dsDNA del 94%, 96%, 79%, 98% e 84%;
negli 11 sieri anti-Scl70 positivi la sensibilita e stata
del 73%, 91%, 45%, 90% e 82%. Nei 16 seri positivi
per anti-RNP larisposta € stata del 100%, 94%, 100%,
100% e 93% (Fig.1). La scarsanumerositadi sieri con
specificita per Jo-1 (1 siero), La/'SSB (1 siero) e Sm (2
seri) non ci ha permesso di vautare le performance
anditiche dei 5 kit ANA-EIA per questi anticorpi.
Infine, appaiono particolarmente interessanti i risulta-
ti ottenuti dai 5 kit ANA-EIA in 11 sieri risultati
ANA-IFI negativi ma anti-ENA positivi (8 per
Ro/SSA, 2 per Scl70 e 1 siero ENA-screening positi-
vo ad alto titolo in cui non é stata identificata la speci-
ficita), in cui la percentuale di positivita e stata ripet-
tivamente del 64%, 82%, 45%, 91% e 54% (Tab. V).

Correlazione tra ANA-EIA e pattern di fluorescenza.

La sensibilita dei 5 kit ANA-EIA presenta un’ampia
variabilita in relazione a pattern evidenziato in IFl

Figura. 1. Sensibilita dei 5 kit ANA-EIA nei sieri caratterizzati da
singola specificita autoanticorpale.
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(Fig.2). Nei pattern di piu frequente riscontro, come
I’omogeneo e il granulare, la sensibilita dei metodi
EIA é stata uniformemente molto buona quando tae
positivita era determinata dalla presenza di anticorpi
anti-dsDNA, anti-Ro/SSA e anti-RNP. Per quanto ri-
guarda il pattern centromerico, Si Sono osservate per-
centuali di positivita accettabili (dal 87% a 100%)
per i kit 1, 2, 4 e 5, mentre un risultato di gran lunga
inferiore si & osservato con il kit 3 che é risultato po-
sitivo solo nel 49% dei casi. | sieri con pattern nu-
cleolare sono quelli che hanno evidenziato i maggiori
problemi per i test EIA, con sensibilita analitica ri-
spettivamente nel 54%, 56%, 37%, 54%, e 28%; &
d atra parte importante sottolineare come solo 4 di
questi sieri su un totale di 50 con pattern nucleolare
appartenessero a soggetti con MAIS.

Abbiamo inoltre considerato pattern di piu raro ri-
scontro suddividendoli in due gruppi: nel primo ab-
biamo incluso 17 sieri con pattern a cui viene attribui-
to una correlazione con le MAIS (11 nuclear dots, 1
lamina nucleare, 1 lamina nuclare e nuclear_dots, 2 P-
ribosomiale e 2 PCNA) rispetto ai quali la percentua
ledi positivi coni 5 kit EIA variava da un minimo del
35% ad un massimo del 76%; nel secondo gruppo
abbiamo selezionato 28 sieri con pattern di fluore-
scenza a dubbia correlazione clinica (20 matrice nu-
cleare, 4 centriolo, 4 fuso mitotico) nel quali la positi-
vita dei 5 kit EIA é stata rispettivamente del 46%,
61%, 36%, 71% e 14%.

Abbiamo infine valutato le performance dei kit EIA

Figura 2. Percentuale di sensibilita dei 5 kit ANA-EIA nei sieri ca-
ratterizzati dai pattern centromerico (n. 39), nucleolare (n. 50), ra-
ri con correlazione clinica (11 nuclear dots, 1 lamina nucleare, 1
nuclear dots e lamina nucleare, 2 P-ribosomiale e 2 PCNA), rari

con indefinita correlazione clinica (20 matrice nucleare, 4 centrio-
- lo, 4 fuso mitotico), e citoplasmatico mitocondriale (n. 11).
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in presenza di un pattern anti-mitocondriale, per il
qualei kit 2, 4 e 5 hanno ottenuto risultati di positivi-
tasuperiori a 90%.

Discussione

Negli ultimi anni sono apparsi in letteratura numeros
studi di valutazione di metodi EIA per la ricerca di
ANA, come possibile alternativa a metodo ANA-IFI
9] risultati di queste valutazioni differiscono tutta-
via notevolmente sia per quanto riguarda sensibilita e
specificita che per la loro correlazione con il metodo
ANA-IF| 622,

Tadli differenze possono derivare da divers fattori: la
casistica selezionata, le diverse metodologie analiti-
che e la scelta dei livelli di cut-off, sia per i metodi
ANA-EIA che per il metodo ANA-IFI 22,
Laricercadegli ANA é stata introdotta nei primi anni
70 come supporto dladiagnos delle MAIS e in parti-
colare del LES, per il quale la presenza degli ANA
costituisce uno dei criteri classificativi . Ne conse-
gue quindi che nella scelta di un test per laricerca de-
gli ANA deve essere considerata prioritariala sensibi-
lita diagnostica rispetto a quella analitica.
Quest’ ultima, caratterizzata da notevole aspecificita,
viene infatti troppo spesso enfatizzata in studi sull’ ac-
curatezza del test anticorpali ¢, ma hainvece scarso ri-
lievo pratico.

In questo studio ci siamo posti tre obiettivi: primo,
definirei livelli di sensibilita dei metodi ANA-EIA in
rapporto aladiagnos clinica (sensibilita diagnostica);
secondo, verificare la capacita dei test ANA-EIA di
identificare specificita anticorpali corrispondenti a
quadri morfologici ben definiti, evidenziabili con il
metodo IFl su cellule HEp-2 (sensibilita analitica);
terzo, corrdlare i risultati ottenuti con i divers metodi
EIA con la specificita (anti-ENA o anti-dsDNA) pre-
sente nel Sieri in esame.

| risultati hanno evidenziato come su 240 sieri di sog-
getti con diagnos definitadi MAIS, lasensibilita dia-
gnostica di alcuni metodi ANA-EIA sia dd tutto so-
vrapponibile a quella del test ANA-IFI (93% e 94%
dei kit EIA 2 e 4 vs93% IFI) e percio in grado di es-
sere utilizzati in aternativa a metodo IFI. E' impor-
tante sottolineare inoltre che i test ANA-EIA hanno
ottenuto significative percentuali di positivita anche
nei 20 sieri che erano risultati ANA-IFI negativi, con-
fermando percio che, in dcuni cad, il metodo EIA é
dotato di una sensibilita diagnostica superiore al’IFl.
E’ noto infatti che alcuni autoanticorpi diretti contro
antigeni ad elevata solubilita o scarsamente rappre-
sentati sui substrati cellulari, come Ro/SSA e Jo-1, ri-
sultano essere piul facilmente evidenziabili dai test su
fase solida®#. All’interno dei 240 soggetti con MAIS
abbiamo inoltre osservato come le patologie che piu
frequentemente s associano ad una positivita antinu-
cleare (LES, SS, MCTD, IcSSc, dcSSc) sono anche
quelle maggiormente responsive ai test ANA-EIA; in
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particolare, 4 kit su 5 nei 61 sieri di pazienti con SS, e
tutti 51 kit nei 2 pazienti con PM, hanno ottenuto una
percentuale di reattivita superiore a test ANA-IFI.
Nella valutazione della sensibilita dei test ANA-EIA
in rapporto a dati ottenuti col metodo IFI, & necessa
rio considerare il tipo e larilevanza clinica dd pattern
eil titolo anticorpae. Per quanto riguarda i pattern ad
elevata correlazione clinica, la sensibilita della mag-
gior parte de kit ANA-EIA érisultata molto buona per
i quadri di fluorescenza omogenea e granulare ed ec-
cellente in presenza di un pattern centromerico (carat-
terizzato per lo piu dalivelli anticorpali elevati). Per i
pattern a bassa 0 moderata correlazione clinica (nu-
cleolare, matrice nucleare, etc.) caratterizzati in genere
da titoli anticorpali medio-bass %, la percentuae di
reattivita € stata invece molto inferiore. Questo dato
era tuttavia atteso in quanto € risaputo che positivita
anti-nucleolo o anti-nucleo a basso titolo sono riscon-
trabili frequentemente sia in soggetti sani che in sog-
getti affetti da patologie non autoimmuni 2.

Pitl complessa é stata I’ andlisi dei risultati nei pattern
infrequenti: ci saremmo aspettati infatti un risultato
pit soddisfacente da parte dd kit 5, costituito da un
substrato antigenico arricchito con antigeni come
PCNA e P-ribosomiae, mentre dobbiamo rimarcare
I’ eccellente perfomance dei kit 2 e 4 nei confronti di
anticorpi che riconoscono antigeni scarsamente
espress (nuclear dots) o presenti solamente in acune
fasi ddl ciclo cellulare (fuso mitotico). Dacio s pos-
sono trarre delle conclusioni relative dl’ utilizzo di di-
vers substrati antigenici e differenti procedure di co-
ating nei divers kit: infatti il kit 2 che presenta ottime
performance in tutti i divers livelli di comparazione,
utilizza un substrato antigenico particolare e ciog il
nucleo intero di cellule Hel.a adsorbite al pozzetto,
permettendo probabilmente una migliore conserva-
zione degli epitopi conformazionali riconosciuti dagli
anticorpi anti-nucleo. La complessita invece del sub-
strato antigenico del kit 5 (numerosi antigeni purifica-
ti aggiunti allamisceladi antigeni nucleari) non corri-
sponde alle aspettative di sensibilita che si potevano a
priori presumere in rapporto ala composizione mul-
tiantigenica del kit stesso (competizione antigenica?
alterazione degli epitopi conformaziondi?).

Un ulteriore rilevante aspetto € I’ ottimo comporta-
mento dei kit ANA-EIA nell’analisi dei sieri in cui
erano presenti singole specificita anti-ENA o anti-
dsDNA, la cui identificazione € in grado di fornire
importanti informazioni diagnostiche, dal momento
che la maggior parte ha prodotto risultati positivi in
presenzadi tali specificita anticorpali.

| risultati di questo studio suggeriscono infine alcune
considerazioni conclusive: non tutti i kit ANA-EIA
presenti in commercio hanno gli stessi livelli di sensi-
bilita e specificita e cio e dovuto verosimilmente a ti-
po di substrato antigenico, ale modalita di coating e
al coniugato utilizzati. Alcuni di questi sono caratte-
rizzati da un livello di accuratezza diagnostica analo-
go e talvolta superiore a quello del metodo IFI e po-
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trebbero percio essere impiegati come metodo di
screening aternativo all’ IFl; altri invece non garanti-
scono risultati accettabili. Pertanto, prima di inserire
nel percorso clinico diagnostico uno di questi metodi
€ sempre necessario procedere ad un’attenta valida-
zione clinica. E’ inoltre opportuno che il laboratorista
sia a conoscenza del tipo di substrato antigenico e
delle procedure di coating utilizzati dal produttore,
non dimenticando perd che la complessita del sub-
strato antigenico non é una garanzia assolutadi buona
performance del test.

L’ elevata sensibilita clinica dei metodi EIA suggeri-
sce che nell’ algoritmo diagnostico delle MAIS, i test
ANA-EIA dovrebbero essere utilizzati come test di
primo accesso eil test ANA-IFI come test di confer-
ma dei risultati positivi e per I'identificazione del
pattern. Inoltre, in considerazione della superiore
sensibilita del metodo EIA rispetto al metodo IFI
nell’identificazione degli anticorpi anti-ENA, il ri-
sultato negativo del test ANA-EIA consentirebbe di
refertare anche la negativita per anti-ENA.
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