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anti-tiroide con metodi immunometrici € ancora affetto
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Riassunto.Premessa. Negli ultimi anni nei laboratori clinici si & verificata una progressiva estensione
dell'impiego di metodi immunometrici ad alta sensibilita per il dosaggio degli autoanticorpi anti-tiroi-
de, ma non € noto se le nuove tecnologie abbiano migliorato la variabilita analitica connessa con I'im-
piego delle tecnologie precedenti. Il Gruppo di Studio in Autoimmunologia della SIMeL ha condotto
uno studio collaborativo con l'industria biomedica, per valutare il grado di standardizzazione delle
nuove procedure analitiche e porre le basi per un programma di verifica esterna di qualita.

Metodi. 12 aziende di diagnostici operanti in Italia hanno accettato di partecipare allo studio che consi-
steva nel ricercare gli anticorpi anti-tireoglobulina (anti-Tg) e anti-tireoperossidasi (anti-TPO) in 9
sieri di pazienti affetti da tiroidite autoimmune e in 6 sieri di pazienti affetti da tireopatia non autoim-
mune. Sono stati complessivamente utilizzati 10 metodi immunometrici (di 22 generazione) e 3 metodi
di immunofluorescenza (di 12 generazione).

Risultati. La concordanza dei risultati qualitativi € stata prossima al 90% per anti-Tg e al 97% per anti-
TPO, senza rilevanti differenze tra i metodi, mentre la variabilita dei risultati quantitativi, espressa come
CV% dei valori assoluti (in UI/mL) e relativi (in multipli del valore soglia), e risultata rispettivamente
del 93.9% e del 102.3% per anti-Tg e del 75.5% e 62.9% per anti-TPO.

Conclusioni. La variabilita tra metodi per il dosaggio di anti-Tg e anti-TPO permane inaspettatamente
elevata, nonostante il progressivo miglioramento delle tecnologie analitiche. Sono probabilmente respon-
sabili del fenomeno vari fattori quali I'incertezza nella definizione del valore soglia di positivita, I'as-
senza di adeguate preparazioni di riferimento internazionali, le modalita di purificazione degli autoan-
tigeni e le variabili analitiche dello schema di saggio.

Introduzione quasi certamente un epifenomeno del danno cellulare
o tessutale, sono strettamente correlati con i fenomeni
Le tireopatie autoimmuni (AITD) rappresentano ilapoptotici e immunitari cellulo-mediati (contraddistinti
modello classico di malattia autoimmune organo-spesul piano istopatologico dall'infiltrazione linfocitaria
cifica, in quanto le loro caratteristiche rispettano cowlei follicoli tiroidei), che sono in gioco nella patoge-
aderenza quasi assoluta i criteri patogenetici di Milnesi della malattfa
grom e Witebski, recentemente rivisti Nella pratica clinica comune i test piu utilizzati per la
| principali quadri clinici di AITD sono costituiti dalle diagnosi sono il dosaggio nel siero degli anticorpi anti-
tiroiditi linfocitarie diffuse (tiroidite di Hashimoto clas- tireoglobulina (anti-Tg) e anti-tireoperossidasi (anti-
sica e varianti, mixedema idiopatico dell'adulto, tiroidi-TPO), essendo il dosaggio degli autoanticorpi anti-recet-
te atrofica asintomatica) e dall'ipertiroidismo primario tore del TSH riservato a situazioni cliniche particélari
in queste malattie € rappresentato I'intero spettro dei diBa pit di 40 anni sono disponibili metodi immunolo-
ordini della funzione tiroidea (ipotiroidismo nel mixe- gici per il dosaggio degli autoanticorpi anti-tiroide
dema idiopatico, eutiroidismo in molti casi di tiroidite (immunodiffusione (ID), fissazione del complemento
di Hashimoto, ipertiroidismo nel morbo di Basedow). (FC), emoagglutinazione passiva (EAP), agglutinazione
Il fondamento della diagnosi di laboratorio delle AITD,di particelle (LA), immunofluorescenza indiretta (IFI),
analogamente a quanto avviene per le altre malattitnsaggio radioimmunologico (RIA), dosaggio immu-
autoimmuni, € la dimostrazione della presenza in cimoenzimatico (EIA), et€);, a seguito dell'individua-
colo di autoanticorpi specifici che, pur rappresentandoione della perossidasi tiroidea, come il principale, se
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Figura 1. Concordanza dei risultati qualitativi di anti-Tg sui 15 sieri campione con metodi di 12 (IFl) e di 2* (IMA) generazione.

120
110 -
100808 o8 o8 8 o0 o o o
90 - o
Concordanza (%)| 80 o o oo oIMA
© o o o ¢ loH
704 O o)
60
50 - o
40 T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 2. Risultati del dosaggio di anti-Tg (Ul/mL) sui 15 sieri campione: in colonna sono rappresentati i coefficienti di varia-
zione; in cerchio nero la media con l'intervallo dei valori.
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non unico, autoantigene microsomiale tiroidequesti  utilizzate da tutti i nuovi metodi, abbia di fatto anche
metodi, genericamente definibili di prima generazioneidotto la consistente variabilita analitica metodo-dipen-
sono stati progressivamente sostituiti da metodi diente, presente nei metodi elg&nerazione utilizzati in
seconda generazione, rappresentati dai metodi immpassatti?, in particolare non esistono nella letteratura
nometrici a tracciante radioisotopico (IRMA), enzima-scientifica che rari studi condotti sulla variabilita analitica
tico (IEMA), luminescente (ILMAFY", dei metodi commerciali dfgeneraziorfée sull'impatto
L'impiego dei nuovi schemi di dosaggio, basati sul’'usahe tale variabilita presenta nella diagnosi clinica.

di anticorpi monoclonali anti-TPO e anti-Tg e di anti-In seguito alla recente introduzione di raccomanda-
geni purificati o ottenuti con tecniche ricombinanti, hazioni relative agli obiettivi analitici per il dosaggio di
sicuramente migliorato la sensibilita analitica dei test panti-Tg e anti-TP®, il Gruppo di Studio in Autoim-

gli autoanticorpi tiroidei. Tuttavia, non € noto se I'estenmunologia della Societa Italiana di Medicina di
sivo impiego di queste nuove tecnologie, associate allaaboratorio (GdS-Al) ha progettato e realizzato uno
disponibilita di preparazioni internazionali di riferimentostudio collaborativo con numerose aziende dell'indu-
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Figura 3. Risultati del dosaggio di anti-Tg (MVS) sui 15 sieri campione: in colonna sono rappresentati i coefficienti di variazione;

con cerchio nero la media con I’

intervallo dei valori.
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Figura 4. Concordanza dei risultati qualitativi di anti-TPO sui 15 sieri campione con metodi di 12 (IFl) e di 22 (IMA) generazione.
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stria biomedica, con struttura e caratteristiche descritf@ici, 1 tiroidite acuta di De Quervain, 1 adenoma
in precedenZa®, per contribuire alla standardizza- tiroideo), sono stati distribuiti a 12 aziende di diagno-
zione dei metodi per il dosaggio degli anticorpi antistici operanti in Italia, produttrici di sistemi analitici e

tiroide e porre le basi per un programma di verificali reagenti per il dosaggio di autoanticorpi anti-tiroide.

esterna di qualita (VEQ).

Materiali e metodi

| campioni di siero, raccolti nei 4 mesi precedenti lo
studio, sono stati suddivisi in aliquote di 0.5 mL senza
sodio-azide e conservati a —85 °C.

Le aziende coinvolte sono state invitate ad effettuare
la determinazione degli analiti indicati, in toto o in

9 sieri di pazienti affetti da tiroidite linfocitaria dif- parte, anche con piu metodi, presso i loro laboratori.
fusa (5 tiroiditi di Hashimoto, 3 mixedema idiopatico,L’elenco completo delle aziende partecipanti, con i
1 tiroidite atrofica asintomatica) e 6 sieri di pazientidiversi reagenti e i metodi impiegati, & presentato in
affetti da tireopatie autoimmuni (4 gozzi nodulari semtabella |. Sono stati complessivamente utilizzati 9
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Tabella I. Elenco delle aziende produttrici di reagenti per la Risultati
ricerca degli anticorpi anti-tiroide, partecipanti allo studio
(IEMA: metodo immunoenzimometrico; IFMA: metodo immu-

nofluorimetrico; IFI: immunofluorescenza indiretta). Anticorpi anti'tirGOQIObU”na

| risultati qualitativi, forniti dai laboratori aziendali,
PRODUTTORE METODO sono rappresentati in tabella Il e figura 1. In base a
BIOCHEM IMMUNOSYSTEMS, MILANO IEMA guesta classificazione la ricerca degli anti-Tg ha for-
BIORAD LABORATORIES, HERCULES, USA IEMA nito una concordanza di risultati del 88.6% (88.6%
CLS, ELI-CAMBRIDGESHIRE, UK IEMA IEMA-IFMA, 88.6% IFI).
DIAMEDIX, MIAMI, USA IEMA | risultati quantitativi, ottenuti con i metodi immuno-
ELIAS, FRIBURGO, GERMANIA IEMA metrici ed espressi in IU/mL in rapporto alla prepa-
EUROIMMUN, LUBECCA, GERMANIA IEMA, IFI razione di riferimento (MRC 65/93) sono indicati nella
EUROSPITAL, TRIESTE IFMA figura 2. Sono rappresentati per ciascun siero la media
IMMCO DIAGNOSTICS, BUFFALO, USA IEMA e l'intervallo (minimo-massimo) dei risultati e il cor-
IMMUNOCONCEPTS, SACRAMENTO, USA IFl rispondente coefficiente di variazione; il CV medio
SCIMDEX, DENVILLE, USA IEMA CompleSSiVO sui 15 sieri é di 93.9%, con un intervallo
SHIELD DIAGNOSTIC, DUNDEE, UK IEMA compreso tra 46.5% e 247.2%.
ZEUS, RARITAN. USA = In figura 3 gli stessi risultati sono espressi come mul-

tipli del valore soglia (MVS), ottenuti dividendo cia-
i : ... scun risultato analitico per il valore soglia proposto
metodi/kit IEMA, 1 metodo/kit IFMA, 3 metodi/kit (ambedue espressi in IU/mL): per ciascun siero sono

IFI; tutti i metodi immunometrici impiegavano anti- jngicati la media e l'intervallo (minimo-massimo) dei
geni naturali purificati per la ricerca di anti-Tg, anti-figy|tatj e il corrispondente coefficiente di variazione.
geni naturali (10/11) e ricombinanti (1/11) per laricercgy cv medio complessivo & risultato 102.3%, con un

di anti-TPO, mentre per i metodi IFl il substrato ergntervallo compreso tra 59.4 e 196.3%.
rappresentato da tiroide di scimmia.
La concordanza dei risultati ottenuti & stata calcolatanticorpi anti-tireoperossidasi

sui dati qualitativi (positivo/negativo). _In maniera simile ai precedenti, i risultati qualitativi
Sono considerati positivi i risultati superiori alla sogliasono indicati nella tabella il e figura 4: la concordanza
discriminante proposta da ciascun produttore e basgéi risultati & stata del 96.4% (96.0% EIA, 96.7% IF1).
positivi i risultati compresi nella zona grigia. | risultati quantitativi, ottenuti con i metodi immuno-
Sui risultati quantitativi, espressi in unita internaziometrici ed espressi in IU/mL della preparazione di rife-
nali (Ul)/mL e in multipli del valore soglia (MVS), rimento (MRC 66/387) sono indicati nella figura 5; il
ottenuti dividendo ciascun dato quantitativo per ilCV medio complessivo & di 75.5%, con un intervallo
valore soglia proposto dal produttore, & stata condottmmpreso tra 49.0% e 135.7%.

I'analisi statistica delle differenze con il test t di Stu-n figura 6 gli stessi risultati sono espressi come multipli
dent per dati appaiati. del valore soglia (MVS); il CV medio complessivo € risul-

Figura 5. Risultati del dosaggio di anti-TPO (Ul/mL) sui 15 sieri campione: in colonna sono rappresentati i coefficienti di varia-
zione; con cerchio nero la media con l’intervallo dei valori.
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tato 62.9%, con un intervallo compreso tra 47.5 e 86.5%ita, le preparazioni di riferimento internazionali, le

modalita di purificazione dell’autoantigene sulle fasi
Nella tabella IV sono riportati i coefficienti di varia- solide dei metodi immunometrici e, infine, le variabili
zione medi ottenuti con le due modalita di rappreseranalitiche dello schema di saggio, il cui ruolo € oppor-
tazione e la significativita statistica delle differenze.tuno considerare separatamente.

Discussione a) La definizione del valore soglia

La concordanza tra metodi per il dosaggio degli'inaccuratezza nella definizione del valore soglia di
autoanticorpi anti-tiroide € relativamente soddisfacentgositivita pud presentare un’'importanza fondamentale,
guando i risultati sono espressi in termini qualitativisoprattutto per la deprecabile abitudine all'impiego di
confermando recenti dati ottenuti da altri ricerc&tori valori di cut-off predeterminati, in genere suggeriti dai
in particolare non sembrano esservi differenze iproduttori dei metodi/kit commerciali, sulla scorta di
guesto caso tra I'impiego di metodi di(lFl) o di 2  prove preliminari.

generazione (IEMA, IFMA). Valori soglia non corretti possono ridurre I'affidabi-
Tuttavia I'espressione dei risultati in termini binarilita diagnostica dei test autoanticorpali nelle AITD,
(positivita-negativitd), oltre a lasciare irrisolto il pro- dato che I'elevata sensibilita analitica dei metodi di
blema dei risultatborderline o bassi positivi, non 22 generazione ha individuato la presenza di autoan-
sembra pit adeguata all’attuale stato dell’arte dellécorpi anti-tiroide in una elevata percentuale di sog-
diagnostica delle tireopatie autoimmuni, che richiedgetti eutiroidet’ e che altre tireopatie non autoimmuni
una precisa e accurata determinazione quantitatiygozzo semplice, adenoma di Plummer, carcinoma
delle concentrazioni sieriche anticorpali. tiroideo, tiroidite di De Quervain, etc.) possono pre-
Nonostante I'evoluzione tecnologica dei metodi comsentare quadri di infiltrazione linfocitaria focale con
merciali abbia migliorato la standardizzazione dellgresenza di autoanticorpi circol&nti

procedure analitiche, il presente studio evidenzia un’iNel nostro studio, per gli anticorpi anti-Tg sono state
nattesa spiccata variabilita analitica nell’espressionglevate profonde differenze quantitative nei valori
guantitativa dei risultati tra i diversi metodi. Data I'im- soglia di positivita indicati dai produttori, con un’am-
portanza che tale variabilita pud avere sulla sensibilifdiezza di variazione anche di 4 volte tra minimo e mas-
e specificita diagnostica soprattutto per concentraziosimo (80 e 325 kUI/L) tra i diversi sistemi diagno-
autoanticorpali prossime al valore soglia, & evidentstici esaminati; tale dato tuttavia non € nuovo e con-
che le cause di questo fenomeno devono essere indierma precedenti osservaziéhiVa inoltre osservato
gate e approfondite. che la normalizzazione dei risultati (da valori asso-
In questo senso, giocano probabilmente un ruolti a multipli del valore soglia), non produce miglio-
importante la definizione del valore soglia di positi-ramenti in termini di variabilita analitica tra metodi,

Figura 6. Risultati del dosaggio di anti-TPO (MVS) sui 15 sieri campione: in colonna sono rappresentati i coefficienti di varia-
zione; con cerchio nero la media con l'intervallo dei valori.
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Tabella Il. Risultati della ricerca degli anticorpi anti-Tg nei 15 sieri campione, espressi in termini qualitativi (+ positivo; (+) basso

positivo; - negativo).

SIERO 1 2 3 4 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15

PRODUTTORE E METODO
BIOCHEM (IEMA) - + - - + - + + - - - - -
BIORAD (IEMA) - + + - - + - + + - - - (+)
CLS (IEMA) - - + - - + - + + - - + - -
DIAMEDIX (IEMA) - (+) + - - + - + + - - +) - -
ELIAS (IEMA) - + + + + + - + + - - + - +
EUROIMMUN (IEMA) - - + - - + - + + - - + - +)
EUROIMMUN (IFI) - - + - + + - + + - - + - +
EUROSPITAL (IFMA) - + + - + - + + - + + - -
IMMCO (IEMA) - - + - - + - + + - - + - -
IMMUNOCONCEPTS (IFl) - - + - - + - + - - - - + -
SCIMDEX (IEMA) - + + - + - + + - - - - (+)
SHIELD (IEMA) - + - + + + + - - + - +
ZEUS (IFI) - - + - - + - + - - - - - -

Tabella Ill. Risultati della ricerca degli anticorpi anti-TPO nei 15 sieri campione, espressi in termini qualitativi (+ positivo; (+) basso

positivo; - negativo).
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Tabella IV. Variabilita analitica tra metodi nel dosaggio di anti-Tg
e anti-TPO, con due diverse modalita di espressione quantita-
tiva (UlI/mL = concentrazione; MVS = multipli del valore soglia)

ANTICORPO  CV MEDIO (%) INTERVALLO (%) p
Anti-Tg (Ul/mL) 93.9 46.5-247.2
Anti-Tg (MVS) 102.3 59.4-196.3 e
Anti-TPO (UI/mL) 75.5 49.0-135.7 0.03
Anti-TPO (MVS) 62.9 47.5-86.5

La dispersione dei valori soglia di positivita & invece
superiore rispetto agli anti-Tg, con una variazione di 5
volte (da 20 a 100 KU/L); in questo caso la normaliz-
zazione dei risultati in termini di multipli del valore
soglia, produce un miglioramento contenuto, seppur
significativo, del CV medio (da 75.5% a 62.9%, p<0.03).
E’ possibile ipotizzare una riduzione della variabilita
ricorrendo all'individuazione di regole precise per la
definizione del valore soglia di positivita che i pro-
duttori e i laboratori clinici dovrebbero seguire. Tali
regole sono opportune, dato che, per I'elevata inci-
denza di AITD nella popolazione femminile (fino al

in quanto il CV% dei dati non differisce significati- 15%), soggetti apparentemente sani selezionati nella
vamente tra le due modalita di espressione quantitpopolazione di controllo, possono presentare una tiroi-
tiva (93.9% vs 102.3%, p= ns).
Per gli anticorpi anti-TPO, le differenze tra metodifocale, e che le concentrazioni di autoanticorpi anti-
sono analoghe, anche se apparentemente di ampié@eeide crescono progressivamente nella popolazione
za minore, data la presenza di un CV% medio infezon il crescere dell’'eta Si suggeriscono i seguenti

riore (75.5%) rispetto agli anti-Tg.

dite linfocitaria diffusa asintomatica o una tiroidite

criteri per la definizione del cut-off:
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La numerosita del campione di controllo dovrebbe) Le variabili analitiche del dosaggio
essere di almeno 100-120 soggetti;
Il rapporto tra maschi e femmine dovrebbe essetee principali variabili dello schema di saggio immu-
di8-9al, nometrico sono rappresentate dalla temperatura di
. L'eta dei soggetti indagati dovrebbe essere conincubazione (che puo variare da 20 °C a 37 °C), dai
presa tra 20-80 anni, con prevalente presenza detléferenti media per la diluizione del campione e dal
decadi intermedie {&?); diverso grado di automazione della procedura anali-
| soggetti che presentano elevati livelli di anti-T¢tica (da manuale a completamente automatizzata); tali
e/o anti-TPO dovrebbero essere indagati mediantariabili non sono sufficientemente indagate, ma il loro
la determinazione del TSH ed ecografia tiroidea edontributo in termini di imprecisione e inaccuratezza
esclusi qualora presentino risultati alterati, espre® presumibilmente importante.
sivi di una patologia tiroidea asintomatica o subin conclusione, questo studio evidenzia una variabi-
clinica. lita analitica dei metodi commerciali per il dosaggio
Il valore soglia va identificato nel 97.5 percentiledegli anticorpi anti-tiroide ancora molto rilevante, e
dato che la distribuzione dei valori degli anticorpisicuramente in grado di condizionare I'affidabilita dia-
anti-tiroide non & parametrica. gnostica dei test autoanticorpali nella diagnosi delle
. Vanno impiegati valori soglia eta-dipendenti,AITD. Sforzi rilevanti devono essere condotti dalla
rispettivamente superiori ed inferiori a 50 anni. comunita scientifica e dall’industria biomedica per
migliorare la standardizzazione dei metodi e la qualita
dei risultati e consentire un miglioramento della sen-
sibilita e specificita diagnostica; in questo processo
I'applicazione di linee guida di comportamento dia-
Le preparazioni di riferimento, IRP 65/93 (WHO, gnostico e I'estensione di programmi di controllo e
EBCS) per anti-Tg e MRC 66/387 per anti-TPOdi verifica esterna di qualitd possono fornire un utile

b) Le preparazioni di riferimento

(anti-microsomi, NIBSC) devono essere ormai coneontributo alla risoluzione del problema.

siderate obsolete: sono state infatti introdotte alla
fine degli anni 60, in un periodo in cui erano dispo-

nibili metodi immunologici di prima generazione Bibliografia

(ID, EAP, LA, IFI), che presentavano affidabilita
analitica assolutamente non paragonabile a quelle
dei metodi attuali. Inoltre, dato che il materiale di
riferimento MRC 66/387 é riferito ad una prepara-
zione di anticorpi anti-frazione microsomiale 2
tiroidea (anti-M) e non agli anticorpi anti-TPO, &
possibile che tale siero presenti diversa immuno-
reattivita tra metodo e metodo, a seconda delle caraj-
teristiche della sorgente antigenica impiegata e del-
I'eventuale presenza di altri anticorpi (anti-Tg, etc),
dato che é da tempo noto che Tg ed altri antigeni
contaminavano le preparazioni di microsomi tiroidei
utilizzate negli anni 60-86. 4.

¢) La purificazione dell’autoantigene

Attualmente la purificazione dell'antigene nella pre-5'
parazione del saggio immunometrico quantitativo per
il dosaggio degli anticorpi anti-tiroide avviene cong,
diverse modalita, in particolare per anti-TPCLe
varie procedure utilizzate (purificazione per cromato-
grafia di affinita di antigeni provenienti da tiroidi 7.
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