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Introduzione

La diagnostica di Laboratorio delle malattie reumati-
che autoimmuni ha ricevuto negli ultimi anni un no-
tevole impulso e una crescente diffusione dovute in
gran misura al considerevole sviluppo delle tecniche
analitiche, all’utilizzo di substrati antigenici ottenuti
con tecniche di biologia molecolare1 e al perfeziona-
mento dei metodi di estrazione e purificazione degli
antigeni naturali, che globalmente hanno contribuito
ad una più precisa caratterizzazione e identificazione
degli autoanticorpi diagnostici2. Tuttavia, la maggior
parte dei dati disponibili sulla variabilità analitica dei
metodi e sulla affidabilità dei risultati, si riferisce a
studi condotti in un numero limitato di laboratori, o
in ambito monodisciplinare3-9. 
A distanza di tre anni dal primo e innovativo studio
effettuato su scala nazionale e in ambito multidisci-
plinare dai centri Universitari e Ospedalieri che fan-
no parte del Forum Interdisciplinare per la Ricerca
nelle Malattie Autoimmuni (FIRMA), si è voluto ri-
petere l’esperimento per verificare la riproducibilità
analitica dei test autoanticorpali per la diagnostica di
laboratorio delle malattie autoimmuni reumatiche.

Materiali e Metodi

Nei Laboratori dei Centri Universitari e Ospedalieri
partecipanti sono stati selezionati 11 sieri (4 da pa-
zienti con malattie del tessuto connettivo e anti-
ENA positivi, 5 da pazienti con altre malattie reuma-
tiche autoimmuni e anti-ENA negativi e 2 da con-
trolli sani). I campioni, contrassegnati da una sigla e
senza notizie cliniche, sono stati distribuiti in ali-
quote ai 18 Laboratori che hanno preso parte allo
studio, per la determinazione degli autoanticorpi an-

ti-antigeni nucleari specifici (ENA) da effettuarsi
con un test di screening e con un test di profilo anti-
corpale. Il test ENA screen è stato impiegato in 11
laboratori: per questo esame, 7 partecipanti hanno
utilizzato il metodo ELISA (da 7 fonti commerciali
diverse), 2 l’immunodiffusione (ID) (ambedue com-
merciali), e uno ciascuno i metodi di IB e di CIE
(home-made).
Per quanto riguarda il profilo autoanticorpale, sono
stati utilizzati complessivamente 12 metodi ELISA
(tutti commerciali), 2 metodi di ID (1 commerciale e 1
home-made), 4 di CIE home-made, 4 di immunoblot
(1 commerciale e 3 home-made) e 4 di line-immu-
noassay commerciali. Complessivamente sono state
effettuate 26 serie complete di determinazioni, per un
totale di 286 profili autoanticorpali e 1706 risultati.
I dati sono stati analizzati in rapporto alla sensibilità e
alla specificità diagnostica, sia complessivamente che
suddivisi per  metodo e per tipo di autoanticorpo.
In assenza di un metodo di riferimento, le specificità
anticorpali attese sono state determinate con il crite-
rio del consenso, calcolato in maniera ponderata sul-
la base della numerosità dei dati ottenuti con ciascun
metodo, e assegnate se i risultati coincidevano in al-
meno il 70% dei Laboratori. Gli anticorpi presi in
considerazione sono stati quelli di più frequente uti-
lizzo nella pratica clinica (RNP, Sm, Ro/SSA,
La/SSB, Scl70 e Jo-1).

Risultati

ENA screen

La sensibilità nella rilevazione dei 6 autoanticorpi
principali è risultata del 97.7%, con un solo risultato
falso negativo per il metodo di IB, e la specificità



del 92.2% (1 falso positivo ciascuno per ELISA, ID,
CIE e 2 per IB).

ENA profilo

La sensibilità complessiva di tutti i metodi impie-
gati è risultata buona (93.7%) e ottima la specifici-
tà (98.4%). L’analisi separata per metodo ha evi-
denziato un livello di sensibilità decrescente per
ELISA (100%), LIA (93.7%), IB (90.6%), ID
(87.5%) e CIE (81.2%) e una specificità assoluta
(100%) per i metodi CIE e ID, molto elevata
(99.5%) per ELISA e un pò inferiore per IB
(94.8%) e per LIA (95.7%). Per quanto riguarda
ogni singolo autoanticorpo, si sono osservate diffi-
coltà analoghe nell’identificazione di tutti gli anti-
corpi, accanto invece ad una ottima specificità (99-
100%) con l’eccezione per gli anti-Ro che hanno
registrato un 9.1% di falsi positivi. 

Conclusioni

In questo studio, i metodi impiegati per lo screening
degli anticorpi anti-ENA, hanno dimostrato di pos-
sedere una buona sensibilità (98%) e una discreta
specificità (92%). Ovviamente, trattandosi di un test
di screening il dato relativo alla sensibilità è più im-
portante rispetto alla specificità. Inoltre, poiché 5
falsi positivi su 6 sono stati registrati con metodi di
immunoprecipitazione, è possibile che con queste
tecniche possa essere stata rilevata la presenza di al-
tri anticorpi effettivamente presenti nei sieri in esa-
me e diversi dai sei anti-ENA classici.
Per quanto riguarda il test di profilo, tutti gli anticor-
pi presentano difficoltà di identificazione sovrappo-
nibili (all’incirca 1 su 10 non viene correttamente ri-
levato), mentre i falsi positivi sono imputabili esclu-
sivamente alla errata rilevazione di anti-Ro.
Tra i diversi metodi, ID (utilizzato da 2 centri) e CIE
(4 centri) hanno confermato di essere metodi analiti-
ci molto specifici, ma di essere nel contempo dotati
di scarsa sensibilità, mentre l’ELISA ha dimostrato

di essere in assoluto il metodo più affidabile, con il
100% di sensibilità e il 99.5% di specificità.
Il confronto con i risultati ottenuti nel primo studio
FIRMA effettuato nel 199910, ha evidenziato una so-
stanziale sovrapposizione dei dati di accuratezza
diagnostica, con un modesto peggioramento della
sensibilità solo per l’anti-Scl70, imputabile ai meto-
di CIE e LIA (quest’ultimo non presente nello stu-
dio precedente) e della specificità solo per l’anti-
Ro, legato ai risultati ottenuti con IB e LIA (Tabb. I
e II). Si è inoltre avuta conferma della difficoltà di
rilevazione degli anti-Sm da parte dei metodi di
CIE. Infine, modeste performances si sono ottenute
nella rilevazione degli anti-La/SSB (per i quali non
è possibile un confronto con i dati del 1999 poiché
nessun siero era reattivo per questo anticorpo nel
primo studio) con sensibilità comprese tra il 75 e
l’87% per tutti i metodi indagati, con l’eccezione
dell’ELISA che ha sempre rilevato correttamente la
presenza dell’anticorpo. Va comunque sottolineato
il fatto che, nel presente studio, gli anti-Sm (così
come gli anti-RNP e gli anti-Scl70) erano presenti
in uno solo dei sieri campione, e che perciò l’analisi
statistica deve essere considerata con la necessaria
cautela.
In conclusione, questa seconda verifica della qualità
dei metodi, sia commerciali che home-made, per la
determinazione degli anticorpi anti-ENA, effettuata
su scala nazionale e in ambito multidisciplinare da
centri con specifica esperienza, rappresenta un ulte-
riore passo in avanti nella conoscenza della variabi-
lità analitica dei metodi e la base di partenza per un
processo di standardizzazione assolutamente indi-
spensabile per una affidabile diagnosi di laboratorio
delle malattie reumatiche autoimmuni. 
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Tabella I. Confronto dei dati di sensibilità diagnostica complessivi e suddivisi per metodo e per specificità anticorpale, ottenuti
nel 1° studio (1999) e nel 2° studio (2002) FIRMA.

ELISA IB LIA CIE ID Totale

1999 2002 1999 2002 1999 2002 1999 2002 1999 2002 1999 2002

RNP 87.1 100 95.7 75 - 100 83.3 100 100 50 89.1 92.3

Sm 94.5 100 93.8 100 - 100 66.7 50 100 100 89.7 92.3

SSA/Ro 100 100 91.7 91.7 - 100 66.7 91.7 100 100 92.2 97.4

SSB/La nd 100 nd 87.5 - 87.5 nd 75 nd 75 nd 90.3

Scl70 100 100 100 100 - 75 100 75 100 100 100 92

Jo-1 nd nd nd nd - nd nd nd nd nd nd nd

Totale 93.3 100 94.9 90.6 - 93.7 77.8 81.3 100 87.5 90.9 93.7
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Tabella II. Confronto dei dati di specificità diagnostica complessivi e suddivisi per metodo e per specificità anticorpale, ottenu-
ti nel 1° studio (1999) e nel 2° studio (2002) FIRMA.

ELISA IB LIA CIE ID Totale

1999 2002 1999 2002 1999 2002 1999 2002 1999 2002 1999 2002

RNP 100 100 97.3 100 - 100 100 100 100 100 99.6 100

Sm 97.8 100 100 100 - 100 100 100 100 100 98.7 100

SSA/Ro 96.8 96.7 95.2 82 - 75 97.6 100 100 100 96.9 90.9

SSB/La 100 100 100 100 - 100 100 100 100 100 100 100

Scl70 99.5 100 100 97 - 100 100 100 100 100 99.7 99.6

Jo-1 100 100 100 100 - 100 100 100 100 100 100 100

Totale 98.5 99.5 98.2 94.8 - 95.7 99.5 100 100 100 98.7 98.4


