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Premesse: L’anticorpo anti-Scl70 è largamente uti-
lizzato per la diagnosi di sclerosi sistemica.
Recentemente in letteratura è stata segnalata la possi-
bilità di correlare il livello di concentrazione anticor-
pale con le manifestazioni cliniche di questi pazienti. 
Scopo del nostro studio è stato quello di valutare,
tramite uno studio multicentrico, la affidabilità ana-
litica dei sistemi immunoenzimatici nel dosaggio
quantitativo degli anticorpi anti-Scl70.
Metodi: Tre campioni a diversa concentrazione anti-
corpale anti-Scl70 (A, M, B), ottenuti per diluizioni
successive (1:1, 1:3, 1:15) sono stati inviati in cieco,
per tre volte nell’arco di 6 mesi, a 39 laboratori cli-
nici italiani. Contemporaneamente è stato inviato
anche un siero a bassa concentrazione anticorpale
(LPC), utilizzato come calibratore comune. A cia-
scun laboratorio è stato chiesto di eseguire i dosaggi
con il metodo ELISA in uso nel proprio laboratorio
e di riportare i valori in densità ottica dei singoli
campioni (ODs), del siero cut-off fornito dal produt-
tore del kit in uso (ODco) e del LPC (ODLPC).
Risultati: L’imprecisione analitica complessiva, tra
metodi e tra laboratori, per i 13 diversi metodi ELI-
SA utilizzati dai partecipanti allo studio, delle tre di-
verse determinazioni per i valori espressi rispettiva-
mente in ODs, e in ratio ODs/ODco e ODs/ODLPC è
risultata essere 47.1%, 52.8% e 34.0% per il cam-
pione A, 56.2%, 47.4% e 34% per il campione M e
84.6%, 86.0% e 86.6% per il campione B.
L’imprecisione media intra-metodo per i valori in

ODs, ODs/ODco e ODs/ODLPC è risultata rispetti-
vamente del 20.7%, 29.8% e 18.6% per il campione
A, del 24.6%, 26.5% e 19.3% per il campione M e
del 30.6%, 28.1% e 20.2% per il campione B.
L’imprecisione inter-laboratori ha fornito risultati in-
termedi rispetto ai precedenti. Per quanto riguarda la
capacità di discriminare tra campioni a diversa con-
centrazione anticorpale, 9 metodi su 13 sono riusciti
a evidenziare una differenza tra le diluizioni 1:1 e
1:15, ma solo 6 metodi tra le diluizioni 1:3 e 1:15 e
solo 1 metodo tra le diluizioni 1:1 e 1:3. 
Conclusioni: I 13 metodi ELISA commerciali da
noi esaminati per la determinazione degli autoanti-
corpi anti-Scl70 presentano tra loro notevoli diffe-
renze nei dosaggi di tipo quantitativo. La maggior
parte di essi è in grado di distinguere solo tra livelli
anticorpali assai diversi tra loro e solo uno è stato
capace di rilevare piccole differenze nella concen-
trazione di anti-Scl70. Una minore variabilità sia tra
metodi che tra laboratori, e quindi una maggiore ca-
pacità discriminante, è stata osservata quando i valo-
ri sono stati espressi come rapporto tra la OD del
campione e quella del calibratore comune
(ODs/ODLPC). Solo quando saranno disponibili sieri
standard a concentrazione anticorpale nota potranno
essere condotti studi clinici prospettici in grado di
chiarire l’eventuale utilità del dosaggio quantitativo
degli anticorpi anti-Scl70 nel monitoraggio dei pa-
zienti con sclerodermia diffusa.



Background: Accuracy of immunoassay methods in
the quantitation of anti-topoisomerase I (Scl70) an-
tibodies.
Reports of a possible correlation between anti-Scl70
antibody concentration and clinical manifestations
in systemic sclerosis patients have recently appeared
in scientific literature.
The goal of our study was evaluating, by means of a
multicenter study, the analytical reliability of immu-
noassay systems in the quantitative dosage of Scl70
antibodies.
Methods: Three blind samples (A, M, B) at different
anti-Sc170 antibody concentrations, obtained by a pro-
cedure of successive dilutions (1:1, 1:3, 1:15) have
been sent three times in a six-month time span to 39
Italian clinical laboratories. At the same time, a low
concentration antibody serum (LPC), used as a com-
mon calibrator, was sent. Each laboratory was asked to
calculate dosages following the ELISA method they
used and report the optical density values of each sam-
ple (ODs), of the cut-off serum provided by the manu-
facturer of the used kit (ODco), and of LPC (ODLPC).
Results: The overall analytical imprecision (bet-
ween-methods and between-laboratories) in relation
to the different 13 ELISA methods, used by the par-
ticipants in the study of the three different determi-
nation of the values respectively expressed in ODs,
and in ODs/ODco e ODs/ODLPC ratio, was 47.1%,
52.8% and 34.0% for sample A, 56.2%, 47.4% and
34% for sample M and 84.6%, 86.0% and 86.6% for

sample B. The average intra-method analytical im-
precision of the values in ODs, ODs/ODco and
ODs/ODLPC was, respectively, 20.7%, 29.8% and
18.6% for sample A, 24.6%, 26.5% and 19.3% for
sample M, and, lastly, 30.6%, 28.1% and 20.2% for
sample B. The inter-laboratories imprecision provi-
ded intermediate results in comparison to the pre-
vious results obtained. As for the ability to discrimi-
nate between samples with different antibody con-
centrations, 9 of the 13 methods succeeded in high-
lighting a difference of between 1:1 and 1:15 dilu-
tions; only 6 methods showed a difference of bet-
ween 1:3 and 1:15 dilutions, and only one method
showed a difference of between 1:1 e 1:3 dilutions. 
Conclusions: The commercial ELISA methods cur-
rently used to determine the presence of anti-Scl70
autoantibodies show considerable differences in the
quantitative determination. Most of these methods
could distinguish only between significantly diffe-
rent antibody levels, and none but one could detect
small differences in the concentration of anti-Scl70.
The best results for reproducibility analyses have
been obtained when the values were expressed as a
ratio between the ODs of the sample and of the
common calibrator (ODs/ODLPC). Forward-looking
clinical studies that can clarify the usefulness of
quantitative determination of anti-Scl70 antibodies
in the monitoring of diffuse scleroderma patients
can be performed only when standard serum with a
known antibody concentration are made available.
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Introduzione

Le malattie autoimmuni sistemiche sono caratteriz-
zate dalla presenza di autoanticorpi diretti contro an-
tigeni nucleari e citoplasmatici1. Alcuni di questi an-
ticorpi sono strettamente associati ad una specifica
forma morbosa, come gli anti-dsDNA e gli anti-Sm
al lupus eritematoso sistemico (LES)2,3, gli anti-sin-
tetasi alla dermatopolimiosite4, gli anti-centromero
alla sclerodermia limitata5, gli anti-topoisomerasi I
(Scl70) alla sclerodermia diffusa6. In alcuni casi,
inoltre, la loro presenza è correlata a particolari ma-
nifestazioni cliniche: la nefrite lupica per gli anti-
dsDNA2,7, il blocco cardiaco congenito per gli anti-
Ro/SSA8, la fibrosi interstiziale polmonare per gli
anti-Scl70 e gli anti-Jo19,10. Tutto ciò fa sì che la ri-
cerca di tali autoanticorpi rivesta un importante ruo-
lo diagnostico e in alcuni casi anche prognostico.
Molto dibattuto  è invece il possibile ruolo patoge-
netico svolto da questi anticorpi e di conseguenza il
valore predittivo delle modifiche dei livelli autoanti-
corpali nel decorso delle malattie autoimmuni siste-
miche. Una evidenza positiva in tal senso è data da-
gli autoanticorpi anti-dsDNA che sembrano svolgere
un ruolo importante nella cascata degli eventi che
portano al danno renale in corso di LES11,12; infatti,

un loro incremento ematico è predittivo di riacutiz-
zazione della malattia e in particolare di nefrite lupi-
ca13-15. Una simile relazione è stata descritta anche
per gli autoanticorpi anti-citoplasma dei neutrofili
(ANCA) in corso di granulomatosi di Wegener
(WG)16. Infatti, un trattamento precoce della WG ba-
sata sui livelli degli ANCA avrebbe confermato la
sua efficacia nel prevenire le recidive di malattia,
senza aumentare morbilità e mortalità associate al
trattamento17.
Il tentativo di correlare i livelli di altre specificità
autoanticorpali con l’attività della malattia ha porta-
to invece a risultati contrastanti18-29, e ciò può essere
imputabile in parte ad una diversa selezione della
casistica o al disegno dello studio, ma soprattutto al-
le diverse caratteristiche dei metodi analitici utiliz-
zati per il dosaggio quantitativo degli autoanticorpi.
In alcuni studi e in particolar modo in quelli più da-
tati, i dosaggi anticorpali sono stati infatti eseguiti
con metodiche di controimmunoelettroforesi o im-
munodiffusione che non sono adatte a dosaggi di ti-
po quantitativo30,31. Negli studi più recenti sono stati
utilizzati test immunoenzimatici (ELISA), che forni-
scono risultati quantitativi, ma presentano limiti di
precisione analitica32.
Tuttavia, prima di poter dire se c’è o non c’è relazio-



ne tra la concentrazione ematica di un determinato
anticorpo e il decorso della malattia, è necessario
verificare se i metodi che vengono oggi utilizzati nei
laboratori di diagnostica autoimmunologica sono ef-
fettivamente in grado di fornire misurazioni quanti-
tative accurate e precise.
Lo scopo del nostro studio è stato pertanto quello di
valutare, avvalendoci di uno studio policentrico, la
affidabilità delle metodiche commerciali ELISA nel-
la determinazione quantitativa degli autoanticorpi
anti-Scl70. La scelta di tale anticorpo è stata sugge-
rita dai risultati di un precedente lavoro del nostro
gruppo33, che aveva dimostrato la elevata accuratez-
za delle metodiche ELISA commerciali per la deter-
minazione qualitativa degli anticorpi anti-Scl70 e da
recenti segnalazioni sulla possibile correlazione tra
concentrazione anticorpale anti-Scl70 e manifesta-
zioni cliniche in pazienti con sclerosi sistemica26,28,34.

Materiali e metodi

Selezione dei sieri campione e disegno dello studio.
Per la realizzazione dello studio sono stati seleziona-
ti tre campioni di siero positivi per anti-Scl70 a di-
versa concentrazione autoanticorpale. Il siero a con-
centrazione più elevata (A) è stato ottenuto per pla-
smaferesi da una paziente affetta da sclerodermia
diffusa. I campioni a concentrazione intermedia (M)
e bassa (B) sono stati ottenuti diluendo il siero A ri-
spettivamente 1/3 e 1/15 con un pool di sieri di do-
natori normali negativi per autoanticorpi anti-Scl70.
E’ stato preparato, inoltre, un quarto siero ottenuto
anch’esso per plasmaferesi da un paziente con scle-
rosi sistemica, da utilizzarsi come calibratore comu-
ne (LPC, low positive control), il cui contenuto au-
toanticorpale, espresso in unità di densità ottica
(OD), è risultato essere tra il 30% e il 50% superiore
al valore dei cut-off dei metodi ELISA utilizzati in 4
laboratori di riferimento. Per ciascuno dei sieri A, M
e B sono stati preparati 3 lotti, ognuno dei quali è
stato suddiviso in 39 aliquote. Il siero LPC è stato
aliquotato in 4 lotti, anch’essi composti da 39 ali-
quote ciascuno. I diversi lotti sono state contrasse-
gnati con una diversa lettera dell’alfabeto e un’ali-
quota di ciascun lotto è stata inviata ai laboratori
partecipanti senza ulteriori indicazioni. La chiave
identificativa dei campioni è rimasta segreta fino al
momento della elaborazione conclusiva dei dati per
garantire l’esecuzione in cieco dei campioni da parte
dei laboratori partecipanti.
Trentanove laboratori clinici italiani hanno parteci-
pato allo studio e a ciascuno di essi, in 4 diverse
spedizioni nell’arco di 6 mesi, sono stati inviati per
3 volte i sieri A, M e B e ogni volta il siero LPC. In
ognuno dei 4 invii, a ciascun laboratorio è stato ri-
chiesto di compilare il modulo di risposta, in cui do-
vevano essere riportate le misure espresse in OD ot-
tenute dall’analisi dei singoli campioni (ODs) e del

siero LPC (ODLPC), la OD del cut-off fornito dal
produttore del kit impiegato (ODco), il nome e il
lotto del kit utilizzato. 

Elaborazione statistica dei dati
L’analisi statistica è stata condotta sia sui dati in
ODs sia sulla ratio tra OD di ciascun campione e
quella del cut-off di ciascun kit (ODs/ODco). Dal
momento, inoltre, che la diversa modalità di defini-
zione del cut-off da parte delle ditte produttrici può
essere un fattore di variabilità tra metodi e tra labo-
ratori, con l’intento di normalizzare i dati si è proce-
duto a calcolare anche la ratio tra OD dei campioni e
quella del calibratore comune (ODs/ODLPC). Dai da-
ti ottenuti è stata valutata la riproducibilità, espressa
come coefficiente di variazione (CV%), per ciascu-
no dei tre campioni a diversa concentrazione anti-
corpale. L’imprecisione analitica globale è stata ul-
teriormente suddivisa nelle sue componenti interne
al metodo (intra-metodo) e tra laboratori (inter-labo-
ratorio). 
La valutazione della eventuale differenza statistica
tra i risultati ottenuti con sieri a concentrazione di-
versa per ciascun metodo è stata effettuata mediante
l’analisi della varianza di tipo non parametrico (test
di Kruskall-Wallis) e l’applicazione di confronti
multipli con il test di Dunn, con errore complessivo
a = 0.05. La scelta di utilizzare una tecnica non
parametrica è stata determinata dalla scarsa numero-
sità dei dati, in particolare per alcune metodiche, e
dalla mancanza di normalità delle distribuzioni nel-
l’ambito delle stesse.
Nel caso di metodi utilizzati da più di un laborato-
rio, l’applicazione del test di Dunn ha permesso l’in-
dividuazione di aberranti, attribuibili al singolo la-
boratorio e non al metodo. Gli outliers così identifi-
cati, sono stati eliminati dalle successive elaborazio-
ni. Come software statistico è stato utilizzato SAS
versione 8.

Risultati

I 39 laboratori partecipanti hanno utilizzato comples-
sivamente 13 kit commerciali diversi, prodotti dalle
seguenti aziende: Biochem Immunosystem (Guidonia
Montello, Italia), BioRad Laboratories (Hercules,
CA), Byk Gulden (Berlino, Germania), Diamedix
Corporation (Miami, FL), Diasorin (Saluggia, Italia),
Euroimmun (Lubecca, Germania), Fenning
(Kirchzarten, Germania), Helix Diagnostics
(Sacramento, CA), Inova Diagnostics (San Diego,
CA), Orgentec (Mannheim, Germania), Elias
(Freiburg, Germania), Radim (Pomezia, Italia) e
Shield Diagnostics (Dundee, Scozia). Ogni metodo è
stato contrassegnato con un lettera dell’alfabeto dalla
A alla O, in sequenza diversa da quella sopra riporta-
ta. La numerosità dei laboratori che hanno utilizzato
una specifico metodo variava da 1 a 8 (Tabella I).
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Per quanto attiene ai valori espressi in ODs sono
stati individuati come dati isolati (outliers) 2 dei 5
laboratori utilizzanti il metodo D, e 1 dei 3 laborato-
ri utilizzanti il metodo A. Per i dati espressi in
OD/ODco sono risultati outliers 1 dei 3 laboratori
utilizzanti il metodo M, 2 degli 8 laboratori utiliz-
zanti il metodo C e 1 dei 4 laboratori utilizzanti il
metodo A. Nessun outlier è stato individuato per i
dati espressi come ODs/ODLPC.

Imprecisione analitica
L’imprecisione analitica globale, espressa come CV
delle tre diverse determinazioni per i valori espressi ri-
spettivamente in ODs, ODs/ODco e ODs/ODLPC, è ri-
sultata essere 47.1%, 52.8% e 34.0% per il siero A,
56.2%, 47.4% e 34% per il siero M, 84.6%, 86.0% e
86.6% per il siero B. La variabilità analitica è risultata
più elevata nel campione B con bassi valori autoanti-

corpali; un miglioramento del CV è stato ottenuto
esprimendo il dato in ratio ODs/ODLPC, anche se il
comportamento non è stato uniforme per tutti i metodi. 
L’imprecisione media intra-metodo per i valori
espressi in ODs, ODs/ODco e ODs/ODLPC è risultata
rispettivamente del 20.7%, 29.8% e 18.6% per il siero
A, del 24.6%, 26.5% e 19.3% per il siero M, e del
30.6%, 28.1% e 20.2% per il siero B (Tabella. II).
Per i metodi utilizzati da più di un laboratorio è stato
possibile valutare anche l’imprecisione inter-laborato-
rio che ha fornito risultati intermedi tra la imprecisio-
ne globale e la imprecisione inta-metodo (Tabella III).

Prestazioni dei diversi metodi nel dosaggio quanti-
tativo degli anti-Scl70
La media dei risultati ottenuti nei singoli laboratori,
relativi alle misurazioni effettuate nei sieri a diffe-
rente concentrazione anticorpale anti-Scl70, espressi
rispettivamente in ODs, ODs/ODco e ODs/ODLPC, è
rappresentata graficamente nelle figure 1, 2 e 3. In
Tabella IV sono riportati dati numerici della media e
delle relative deviazioni standard dei risultati ottenu-
ti con ciascun metodo.
L’analisi statistica ha evidenziato come le misure ot-
tenute nei tre sieri campione, espresse in ODs e in
ratio ODs/ODco, non siano risultate tra loro signifi-
cativamente diverse per i metodi E, G, I, L e O.
Migliore è stato il risultato dei dati espressi in ratio
ODs/ODLPC, dove solo per 2 metodi (E ed I) non so-
no state rilevate differenze significative (Tabella V).
I metodi che hanno dimostrato di poter discriminare
tra i diversi livelli autoanticorpali, nella maggioran-
za dei casi sono stati capaci di evidenziare solo una
diversità tra il livello A e il livello B e in pochi casi
tra il livello M e il livello B, ma solo un metodo (kit
C) è stato in grado di identificare come diversi i va-
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Tabella I. Numerosità dei metodi (A-O) utilizzati dai 39 laboratori
partecipanti allo studio per il dosaggio quantitativo degli anticorpi
anti-Scl70 (l’elenco nominativo delle aziende produttrici dei kit è
presente nella sezione dei risultati).

Tabella II. Imprecisione analitica intra-metodo. Per i metodi usati in più laboratori, il dato riportato corrisponde alla media dei CV ottenuti
nei singoli laboratori. (ODS, densità ottica del campione; ODCO, densità ottica del cut-off presente in ciascun kit; ODLPC, densità ottica
del calibratore comune utilizzato nello studio).

Metodo/kit n° lab

A 4
B 6  
C 8  
D 5  
E 1
F 3  
G 1  
H 2  
I 1  
L 3  
M 3  
N 1  
O 1 

Campione A (CV%) Campione M (CV%) Campione B (CV%) 

Metodo/kit ODs ODs/ODCO ODs/ODLPC ODs ODs/ODCO ODs/ODLPC ODs ODs/ODCO ODs/ODLPC

A 19.9 24.0 17.4 19.1 25.9 21.4 36.3 30.3 26.1  
B 33.6 32.3 34 18.8 28.9 34.2 36.2 38.0 27.6  
C 10.6 20.3 16.8 17.6 21.1 17.2 21.4 38.0 13.6  
D 10.6 42.7 24.9 47 25.1 36.0 47.6 36.1 36.9  
E 18 29.8 14.1 40 43.9 47.0 6.5 1 1.1 15.6  
F 23.9 25.7 13.4 14.6 21.8 22.5 22.5 5.1 28.3  
G 32.7 27.0 20.3 54.2 8.4 5.8 30.2 13.6 7.2  
H 32.4 18.3 21.1 16.9 12.2 10.0 65.4 29.2 41.3  
I 22.1 69.9 29.1 21.7 66.8 29.8 29.5 23.9 12.5  
L 10.2 29.3 13.6 14.7 43.7 11.0 45.0 71.1 22.2  
M 7.1 15.3 11.9 7.8 10.9 3.7 24.2 21.6 16.2  
N 25.6 32.9 20.4 23.3 19.5 6.3 12.2 22.3 5.4  
O 22.2 20.6 5.3 23.9 16.8 6.5 20.5 24.5 9.4  

Media 20.7 29.8 18.6 24.6 26.5 19.3 30.6 28.1 20.2



lori del siero A rispetto a quelli del siero M. Tale
metodo, peraltro, è quello utilizzato dal maggiore
numero di laboratori. L’espressione dei dati in ratio
ODs/ODLPC ha sicuramente migliorato il potere dis-
criminante in quanto 11 metodi su 13 hanno eviden-
ziato una differenza significativa tra il siero A e il
siero B e 7 su 13 tra il siero M e il siero B, in con-
fronto agli 8 su 13 e 5 su 13 della ratio ODs/ODco e
ai 9 su 13 e 6 su 13 dei dati espressi in ODs.

Discussione

Gli anticorpi anti-Scl70 sono dei marcatori sierolo-
gici specifici per sclerodermia e vengono rilevati nel
20-60% dei pazienti con forma cutanea diffusa e nel
46-56% dei pazienti con interessamento polmona-
re35-38. Tradizionalmente la loro determinazione viene
eseguita a scopo classificativo e diagnostico, mentre
incerto è il loro ruolo nel monitoraggio del follow-
up39. Pochi e in parte tra loro conflittuali sono infatti
gli studi relativi alle fluttuazioni delle concentrazio-
ni anticorpali durante il decorso della malattia.
Mentre alcuni autori hanno riscontrato una relativa
stabilità del titolo anticorpale anti-Scl70 nel follow-
up27,40, Kuwana et al. hanno riportato l’esistenza di
un sottogruppo di pazienti in cui la negativizzazione
degli anti-Scl70 si associava ad un outcome più fa-
vorevole26. Sato et al.28 a loro volta, hanno riscontra-
to una correlazione positiva tra il titolo degli anti-
corpi anti-Scl70 e il modified Rodnan total skin
thickness score, nonché la resistenza vascolare rena-
le. Gli stessi autori hanno evidenziato anche una
correlazione inversa con la funzionalità polmonare,
espressa come capacità vitale, suggerendo una stret-
ta relazione tra livelli anticorpali e severità della fi-
brosi polmonare. Più recentemente, una correlazione
positiva tra livelli sierici di anticorpi anti-Scl70 e at-
tività della malattia è stata riportata da Hu et al.34.
Tuttavia, in tutti gli studi sopra citati i dati sono stati
raccolti nel laboratorio degli autori e sono state uti-
lizzate metodiche immunometriche home-made; il
che significa che i risultati ottenuti potrebbero non
essere riproducibili se il test venisse eseguito in la-
boratori diversi e che utilizzassero metodi ELISA di
tipo commerciale. Di quest’ultimi è già stata com-
provata la affidabilità nella determinazione qualitati-
va degli anticorpi anti-Scl7033,41 e un recente ed ele-
gante studio di Tan et al.42 ha riportato che buona
parte di questi metodi è dotata anche di una discreta
accuratezza nella determinazione quantitativa di tale
specificità autoanticorpale. Il nostro studio è stato
progettato per verificare se questi risultati potevano
essere confermati anche quando i test venivano ese-

Riv Med Lab - JLM, Vol. 4, N. 3-4, 2003 181

Figura 1. Media (X) dei risultati espressi in ODs del dosaggio dei
sieri A, M e B per ciascun laboratorio. I risultati ottenuti in labora-
tori che usano lo stesso metodo sono uniti da una linea.

Figura 2. Media (X) dei risultati espressi in ODs/ODco del dosag-
gio dei sieri A, M. e B per ciascun laboratorio. I risultati ottenuti in
laboratori che usano lo stesso metodo sono uniti da una linea.

Figura 3. Media (X) dei risultati espressi in ODs/ODLPC del do-
saggio dei sieri A, M e B per ciascun laboratorio. I risultati ottenuti
in laboratori che usano lo stesso metodo sono uniti da una linea.

Tabella III. Imprecisione analitica inter-laboratorio (sono rappresentati solo i metodi utilizzati da almeno 2 laboratori).

Campione A (CV%) Campione M (CV%) Campione B (CV%) 

Metodo/kit ODs ODs/ODCO ODs/ODLPC ODs ODs/ODCO ODs/ODLPC ODs ODs/ODCO ODs/ODLPC

A 41.8 29.4 22.6 31.7 26.4 23.7 38.2 62.3 51.3  
B 35.5 52.9 59.7 35.7 52.3 56.8 47.8 44.7 75  
C 19 23.3 29.8 29.8 26.2 29.9 39.3 44.7 25.1  
D 46.8 48.4 29.7 50.1 30.5 45.6 58.0 60.8 63.6  
F 42.9 21.9 13.2 48.5 14.1 21.8 42.4 19.1 27.1  
H 43.5 23.6 20.3 17.5 22.4 14.7 58.0 47.5 64.5  
L 12.2 59.9 21.3 17.3 66.8 22.2 45.1 78.5 30.3  
M 10.7 14.5 18.7 10.7 18.8 6.75 23.4 61.2 20.5  



guiti nei laboratori clinici ospedalieri, nelle normali
condizioni di attività diagnostica. A differenza dello
studio di Tan et al, infatti, in cui i dosaggi autoanti-
corpali sono stati eseguiti direttamente dai produtto-
ri dei kit in una unica seduta analitica, nel nostro
studio i dosaggi sono stati eseguiti in diversi labora-
tori clinici e in più sedute analitiche distribuite nel-
l’arco di 6 mesi. In questo modo è stato possibile
determinare la imprecisione analitica  dei vari meto-
di, fattore che deve essere sempre valutato qualora si
vogliano confrontare risultati di dosaggi eseguiti in
momenti diversi come di fatto avviene durante il
follow-up. L’imprecisione analitica intra-metodo,
espressa come CV, è risultata mediamente di poco
superiore al 20%, anche se con prestazioni diversifi-

cate per ciascun metodo, e perciò assolutamente ac-
cettabile soprattutto se paragonata con quella di altri
dosaggi autoanticorpali32. I dati del nostro studio
hanno dimostrato però come, al di là della contenuta
imprecisione, esista una notevole diversità tra i vari
metodi ELISA per quanto riguarda la loro capacità
di discriminare tra diverse concentrazioni anticorpali
anti-Scl70. Analizzando i risultati espressi in ODs,
infatti, solo 1 metodo su 13 è riuscito a discriminare
tra i campioni ad alta e media concentrazione anti-
corpale, solo 6 metodi su 13 tra campioni a media e
bassa concentrazione, e 9 metodi su 13 tra campioni
ad alta e bassa concentrazione. Ciò evidenzia, quin-
di, che i test ELISA commerciali in genere riescono
ad essere discriminanti solo se le concentrazioni an-
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Tabella V. Analisi della varianza non parametrica (test di Kruskall-Wallis) e dei confronti multipli (test di Dunn) per le deter-
minazioni quantitative di anti-Scl70 nei sieri A, M e B con il medesimo metodo. (ns, non significativo; S, differenza stati-
sticamente significativa con errore complessivo a = 0.05).

A≠M A≠B M≠B 

Metodo/kit ODs ODs/ODCO ODs/ODLPC ODs ODs/ODCO ODs/ODLPC ODs ODs/ODCO ODs/ODLPC

A ns ns ns S S S S S S 
B ns ns ns S S S S S S 
C S ns S S S S S S S 
D ns ns ns S S S ns S S 
E ns ns ns ns ns ns ns ns ns  
F ns ns ns S S S S ns ns  
G ns ns ns ns S S ns ns ns  
H ns ns ns S S S S ns ns  
I ns ns ns ns ns ns ns ns ns  
L ns ns ns S ns S ns ns S 
M ns ns ns S S S S S S 
N ns ns ns S ns S ns ns S 
O ns ns ns ns ns S ns ns ns

Tabella IV. Media e deviazione standard dei risultati dei dosaggi quantitativi di anti-Scl70 nei campioni A, M e B, espressi in ODs, ratio
ODs/ODco e ratio ODs/ODLPC.

Campione A (CV%) Campione M (CV%) Campione B (CV%) 

Metodo/kit ODs ODs/ODCO ODs/ODLPC ODs ODs/ODCO ODs/ODLPC ODs ODs/ODCO ODs/ODLPC

A 1.380±0.578 7.32±2.15 1.92±0.43 1.159±.0.368 5.78±1.41 1.66±0.39 0.575±0.219 3.62±1.84 0.57±0.21 
B 1.445±.513 5.19±2.74 2.46±1.47 0.876±0.312 3.46±1.81 1.74±0.99 0.339±0.162 1.16±0.52 0.33±0.16
C 2.667±0.370 5.35±1.25 1.59±0.47 1.977±0.599 4.24±1.11 1.14±0.34 0.714±0.275 1.36±0.61 0.71±0.27 
D 1.422±.666 4.57±2.24 2.15±0.64 0.685±0.343 2.89±1.59 1.34±0.41 0.423±0.245 1.25±0.79 0.42±0.24
E 1.776±0.320 5.33±1.59 1.10±0.64 2.000±0.763 5.41±2.37 1.20±0.57 1.303±0.084 3.83±0.43 1.30±0.08 
F 1.123±0.480 3.87±0.845 1.55±0.20 0.741±0.359 2.36±0.33 0.98±0.21 0.244±0.119 0.98±0.19 0.24±0.11 
G 1.398±0.458 8.32±2.24 1.98±0.40 1.240±0.673 6.52±0.55 1.56±0.09 0.897±0.271 3.75±0.51 0.89±0.27
H 2.705±1.178 4.70±1.11 2.56±0.52 2.339±0.408 3.69±0.83 1.92±0.28 0.622±0.367 0.94±0.45 0.62±0.36 
I 2.855±0.632 4.63±3.22 1.27±0.37 2.676±0.508 4.36±2.91 1.18±0.35 2.461±0.723 2.31±0.55 2.46±0.72
L 3.334±0.409 7.59±4.83 1.20±0.25 2.915±0.503 6.95±4.65 1.08±0.24 2.004±0.904 4.07±3.4 2.00±0.90
M 3.104±0.333 1.26±0.18 1.20±0.23 2.717±0.292 1.14±0.22 1.05±0.07 1.535±0.564 0.62±0.15 1.53±0.56
N 2.524±0.646 4.08±1.34 1.36±0.28 1.873±0.437 2.60±0.51 0.96±0.06 1.240±0.152 2.06±0.46 1.24±0.15
O 2.316±0.54 14 5.47±1.12 1.21±0.06 2.314±0.555 5.58±0.93 1.00±0.07 1.785±0.365 3.97±0.97 1.78±0.36

Media 2.111±0.900 5.33±2.76 1.67±0.57 1.695±0.871 4.10±2.38 1.28±0.44 0.842±0.670 1.93±1.67 0.84±0.67 



ticorpali sono tra loro assai diverse. I risultati otte-
nuti nel presente studio, meno brillanti rispetto a
quelli di Tan et al., possono trovare numerose spie-
gazioni: il diverso disegno dello studio (noi abbiamo
usato sieri non standardizzati mentre Tan et al. han-
no impiegato i sieri standard WHO); il maggior nu-
mero di metodi da noi analizzati; la differenza delle
concentrazioni anticorpali nei sieri campione; il fat-
to che nello studio di Tan et al. i test sono stati ese-
guiti direttamente nei laboratori delle aziende pro-
duttrici dei kit e non nei laboratori clinici ospedalie-
ri. In rapporto a queste variabili è opportuno sottoli-
neare come il nostro studio riproduca molto più fe-
delmente la reale condizione in cui si svolge l’attivi-
tà diagnostica autoimmunologica in ambito ospeda-
liero e sia perciò più indicativa della affidabilità
analitica dei laboratori e dei metodi commerciali.
Una considerazione che emerge dalla analisi dei no-
stri dati, comunque, è il significativo miglioramento
dei risultati, intesi sia come imprecisione analitica
sia come capacità di discriminare tra concentrazioni
diverse, quando questi vengono espressi come rap-
porto tra la OD del campione e quella di un unico
calibratore (ODs/ODLPC). L’introduzione di un fat-
tore di normalizzazione, come può essere il siero a
basso titolo da noi preparato come calibratore comu-
ne, riduce infatti la variabilità analitica legata a fat-
tori strumentali (diluitori, spettrofotometri, etc.) o
procedurali (diluizioni, tempi di incubazione, lavag-
gi, etc.) migliorando globalmente le prestazioni ana-
litiche del sistema. Ciò dimostra come, qualora si
potesse disporre di uno standard internazionale o di
una preparazione di riferimento a concentrazione an-
ticorpale nota di anti-Scl70, si potrebbero senz’altro
ottenere dei risultati migliori in termini quantitativi.
Infine, dobbiamo segnalare che, in generale, i test
commerciali per il dosaggio degli anticorpi anti-anti-
geni nucleari, e quindi anche per gli anti-Scl70, sono
architettati per l’analisi qualitativa (presenza/assenza
dell’anticorpo), anche se, in quanto metodi immuno-
metrici, potenzialmente in grado di dare risposte di
tipo quantitativo. Come abbiamo evidenziato in que-
sto studio però, molti di essi non riescono a distin-
guere tra concentrazioni anticorpali anche grossola-
namente diverse e solo alcuni sono in grado di rile-
varne le piccole variazioni. Per tale motivo, allo sta-
to attuale, i metodi ELISA commerciali non possono
essere utilizzati per un accurato dosaggio quantitati-
vo degli anticorpi anti-Scl70. La revisione della ar-
chitettura dei test in associazione alla preparazione
di uno standard internazionale a concentrazione defi-
nita di anti-Scl70, che permetta l’allestimento di cur-
ve di calibrazione con valori espressi in unità inter-
nazionale (IU), sono a nostro parere i due passaggi
fondamentali per la preparazione di metodi realmen-
te di tipo quantitativo. I risultati incoraggianti di al-
cuni recenti studi26,28 sul possibile significato progno-
stico delle variazioni delle concentrazioni anticorpali
anti-Scl70, dovrebbero indurre gli organismi prepo-

sti alla standardizzazione dei metodi immunologici a
preparare uno standard internazionale e i produttori
ad allestire metodi strutturati per il dosaggio quanti-
tativo degli anti-Scl70. Solo quando avremo a dispo-
sizione tali metodi, potremo definire, tramite studi
prospettici a lungo termine, il ruolo degli anticorpi
anti-Scl70 nel monitoraggio dei pazienti affetti da
sclerodermia.
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