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INFORMAZIONI GENERALI. Caleidoscopio pubblica lavori di carattere monografico a scopo didattico su temi di
Medicina. La rivista segue i requisiti consigliati dall’International Committee of Medical Journal Editors. Gli Autori
vengono invitati dal Direttore Responsabile. La rivista pubblica anche monografie libere, proposte direttamente
dagli Autori, redatte secondo le regole della Collana.
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devono essere stampe lucide, di buona qualita. Gli Autori sono responsabili di quanto riportato nel lavoro e
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UNITA DI MISURA. Per le unita di misura utilizzare il sistema metrico decimale o loro multipli e nei termini
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abbreviazione, a meno che non sia un’unita di misura standard.
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NOTA DI PROGRAMMA

A guesto punto sono stati ottenuti i campioni di sangue idonei, conservati
nelle condizioni migliori, e la strumentazione & perfettamente a posto. Tutto
quello che ora & necessario per i dosaggi RIA sono i reagenti. Il piu grosso
problema nei laboratori é la valutazione obiettiva dei metodi RIA per gli
esami di routine. La selezione di un metodo RIA o kit (reagenti pronti) e i
criteri utilizzati nel fare questa scelta sono di importanza fondamentale.

Poiché la maggior parte dei laboratori utilizzano perle determinazioni ra-
dioimmunologiche, kit RIA in commercio la prossima serie di figure affron-
tera la valutazione di questi kits con il controllo di qualita.

Le stesse metodiche per il controllo di qualita sono necessarie anche per i
“reagenti non pronti” (“fatti in casa”) di un dosaggio RIA. Tuttavia, a causa
della loro relativamente breve durata, questi studi iniziali fatti durante lo
stadio di sviluppo di un dosaggio, danno soltanto un indice grossolano delle
caratteristiche del metodo per un periodo di tempo prolungato.

Caleidoscopio el
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Figura23 VALUTAZIONE DEI KITS E REAGENTI DEL RIA

La valutazione della qualita di un kit RIA & importante come il controllo di
qualita di farmaci o prodotti biologici, poiché un risultato errato o una inter-
pretazione sbhagliata puo essere estremamente pericolosa per la salute.

Inoltre, le proprieta dei reagenti dei Kit utilizzati per il dosaggio di una parti-

colare sostanza devono essere compatibili I'una con I'altra; é la interrelazio-
ne della qualita dei reagenti che deve fornire una prestazione accettabile.

YRl Caleidoscopio
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Figura23 VALUTAZIONE DEI KITS E REAGENTI DEL RIA

Il controllo di qualita di questi materiali & importante come il controllo di qualita dei
farmaci o dei prodotti biologici, poiché dei risultati erronei dei tests, o una loro errata
interpretazione, pud rappresentare un grosso rischio per la salute.

Caleidoscopio
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Figura24 VALUTAZIONE DEI KITS, DEI REAGENTI, E DELLE PRO-
CEDURE DI RIA IN COMMERCIO

L’organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) raccomanda, alle ditte pro-
duttrici di kit per i dosaggi RIA di fornire i seguenti dati.

1. Dati statistici riassuntivi che mostrino la media, la DS, i range della
curva B/Bq, e le intercette per numerose e ripetute curve dose-risposta.

2. Una curva di diluizione dell’anticorpo.

Informazioni sulle reazioni crociate.

4. La dimostrazione del parallelismo dello standard e del campione in esa-
me per due ordini di grandezza.

w

5. Il recupero nel range di lavoro del dosaggio.

6. La variabilita all’interno del dosaggio e tra differenti dosaggi, preferibil-
mente a tre livelli di dosaggio.

7. Disegni Scatchard e costanti d’equilibrio.

8. Informazioni sull’andamento della reazione ad una o piu temperature.

9. Raffronti con altri metodi di dosaggio (dosaggio biogico, colorimetrico, etc.).

10. Dettagliate informazioni su tutti i parametri che verosimilmente influen-
zano le caratteristiche del dosaggio (per esempio il tempo, la tempera-
tura, il pH, la forza ionica, gli effetti del siero, i bianchi, etc).

11. Dati che suffraghino la convinzione che il sistema di dosaggio sia effetti-
vamente utile per I'applicazione cui & destinato (per esempio studi clinici
e patologici).

12. 1l range dei valori normali e patologici per la particolare popolazione e
ambiente nel quale il kit deve essere usato.

Questa informazione, tuttavia, non € sempre disponibile nel protocollo della
ditta produttrice. Un grosso numero di dati in letteratura hanno dimostrato
delle differenze tra diversi kit di RIA commercialmente disponibili. Queste
differenze pongono il carico della corretta valutazione del kit sul responsa-
bile del laboratorio, prima della acquisizione del kit per un servizio routina-
rio di diagnosi.

E abbastanza poco pratico e costoso per il laboratorio controllare tutti i para-

metri suggeriti dall’OMS; tuttavia, esistono sei parametri chiave che il labo-

ratorio deve valutare prima di acquisire il Kit o i reagenti per un servizio di

routine:

Precisione Accuratezza
Specificita Sensibilita
Range di normalita Correlazione clinica

Ml Caleidoscopio
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Figura24 VALUTAZIONE DEI KITS, DEI REAGENTI, E DELLE PRO-
CEDURE DI RIA IN COMMERCIO

—Precisione

— Accuratezza

— Sensibilita

— Range di normalita
— Correlazione clinica
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Figura25 PRECISIONE

La precisione, o riproducibilita, € il primo parametro che viene determinato
nella valutazione di un kit RIA. Se non si riesce a riprodurre lo stesso risul-
tato per un campione piu di una volta,, & inutile continuare a valutare gli
altri. Lo studio della precisione comprende la valutazione delle variazioni
intra-assay e inter-assay. Poiché la curva standard che si ottiene in un RIA
non € lineare, la precisione deve essere valutata a piu di un livello. Sono es-
senziali studi sulla riproducibilita nei ranges normali e patologici. Dovrebbe
anche essere ragionevole scegliere le concentrazioni legate al livello di
decisione medica, per esempio gli estremi dei ranges normale o patologico.
Com’e possibile valutare la precisione? Per la precisione intra-assay, il
metodo piu semplice consiste nel dividere un pools di campioni omogenei
(nei ranges normale e patologico) in 20 campioni individuali. Ciascun cam-
pione viene quindi trattato come un campione individuale e dosato contem-
poraneamente agli altri. Per la precisione inter-assay, lo stesso campione vie-
ne dosato ogni giorno o ogni volta che si procede al dosaggio.

Se i reagenti usati in un RIA sono affidabili, le variazioni nella precisione in-
tra-assay, originano solamente dagli strumenti, dalla tecnica e dagli stru-
menti del dosaggio. La tecnica pud essere migliorata con I’allenamento, la
preparazione, e I’esperienza. Gli strumenti del dosaggio (pipette, centri-
fughe, e contatori di radioattivita) possono essere migliorati soltanto attra-
Verso una manutenzione preventiva, la riparazione (se necessaria), o la sosti-
tuzione.

La precisione inter-assay considera sia quanto detto prima, cosi come i
reagenti del Kkit. La precisione inter-assay viene influenzata dalla stabilita de-
gli standards, degli anticorpi, dei traccianti e dei tamponi insieme alle
variazioni nella produzione di un lotto da un altro. Questo puo essere moni-
torizzato con i pools di campione descritto precedentemente o utilizzando
un programma di qualita fiduciario. Monitorizzando il percento di legame
degli standards, le intercette a meta curva, legato/totali, e le conte aspe-
cifiche si avranno utili informazioni sulla tecnica, gli strumenti, la stabilita
dei reagenti, e le variazioni tra differenti lotti.

Si considera eccellente un CV intra-assay di meno del cinque per cento per
un dosaggio RIA manuale. Praticamente, sono considerati accettabili i CV tra
il cinque e il dieci per cento. | coefficienti di variazione inter-assay sono ge-
neralmente piu elevati di quelli intra-assay, e ricadono nel range che va dal
cinque al quindici per cento.

Il Caleidoscopio
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Figura25 PRECISIONE

—INTRA-ASSAY
n=20
Livelli normali e patologici

— INTER-ASSAY
n=20
Livelli normaii e patologici

— RIPRODUCIBILITA’ DELLA CURVA STANDARD
Stabilita nello stoccaggio

Variazioni da lotto a lotto

— RIPRODUCIBILITA’ DEL B/T E NSB
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Figura26 MEDIA, DS E CV

Una statistica basilare permette di controllare I'accettabilita in termini di ri-
producibilita di un kit RIA. | piu importanti termini statistici sono la media,
la deviazione standard (DS), e il coefficiente di variazione (CV). La DS é una
misura matematica della distribuzione dei valori individuali intorno alla
media:

SD =+

dove x; = valori individuali;
X = media di tutti i valori individuali;
a (xi-x) = lasomma dei quadrati di ciascuna differenza,
n - 1 = numero delle determinazioni individuali meno uno.

DS x 100

CV (%) = ——

Il CV o “deviazione standard relativa” corrisponde alla DS espressa come
percentuale del valore medio.

Il CV ¢ il piu facile e comune valore statistico utilizzato poiché puo parago-
nare la precisione dei risultati su un largo range di valori, mentre la DS po-
trebbe variare considerevolmente. Per esempio, un kit RIA per la T4 puo
avere una deviazione standard di 0,1 ng/dlI nel range ipotiroideo (x = 1.0
nmg/dl) e 1,5 ng/dl nel range ipertiroideo (x = 15.0 ng/dl). Ma quando
espressa come CV, entrambi hanno un valore del 10 percento e il kit & ugual-
mente preciso nei ranges iper e ipotiroideo.

il Caleidoscopio
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Figura26 MEDIA, DSE CV

MEDIA= —f —

DS=%+
RIA
INTRA-ASSAY  CV=5-10%
INTER-ASSAY CV=5-15%
DS x 100
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Figura27 ACCURATEZZA

Nella valutazione del kit RIA o dei reagenti, gli studi sull’accuratezza devo-
no essere triplici:

1. Misurazione quantitativa della sostanza dopo averla aggiunta al me-
dium (recupero - vedi la figura 28).

2. Valutazione dell’attivita in un medium privo della sostanza (livelli
“zero”). La misurazione dei livelli “zero” puo essere utilizzata per lo stu-
dio dell’accuratezza, specificita, o sensibilita. Se si sta valutando un nuo-
vo kit RIA per la gentamicina e si dosano i livelli sierici di gentamicina
nel normale personale del laboratorio, tutti i risultati devono essere zero.
Altrimenti, esistono almeno tre possibilita per I'inaccuratezza. (a) I'anti-
corpo non é specifico; (b) il dosaggio & scarsamente sensibile; o (e) vi &
un artefatto.

3. Dimostrazione del parallelismo per gli standards e diluizioni del me-
dium contenente la sostanza che deve essere dosata (vedi la figura 29).

il Caleidoscopio
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Figura27 ACCURATEZZA

1)  Misurazione della sostanza dopo averla aggiunta al medium (recupero)
2)  Valutazione dell’attivita in un medium privo della sostanza

3)  Dimostrazione del parallelismo per gli standards e delle diluizioni del medium
contenente la sostanza che deve essere dosata

Caleidoscopio k!
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Figura28 RECUPERO

Questo aspetto della valutazione comprende I'addizione della sostanza che
deve essere misurata al fluido biologico, seguita dal dosaggio RIA. Per esem-
pio, nella valutazione di un kit RIA per la digossina, questa deve essere ag-
giunta al siero raccolto da volontari che non fanno terapia con digossina.
Inoltre la digossina aggiunta al siero non deve essere lo standard fornito dal
produttore del Kit; piuttosto dovrebbe essere un preparato puro ottenuto da
una industria farmaceutica o dalla farmacia ospedaliera. L’aggiunta dello
standard del kit al siero per la valutazione del recupero é paragonabile ad un
giudice che giudica se stesso. Gli standatds puri o i materiali di riferimento
per numerosi dosaggi RIA sono oggi messi a disposizione da organizzazioni
come The National Bureau of Standards e I’Organizzazione Mondiale della
Sanita. Se non é possibile ottenere lo standard da queste fonti, pud essere ne-
cessario acquistarlo sul mercato. Gli studi sul recupero, come quelli sulla
precisione, devono essere valutati in tutti i ranges critici del dosaggio: basso,
normale ed elevato.

(E piu facile preparare 20 campioni per il recupero ai tre livelli di esame e

combinare nello stesso esperimento gli studi sul recupero e sulla precisione
intra-assay).

i/l Caleidoscopio
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Figura28 RECUPERO
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Figura29 PARALLELISMO

Questa fase per la valutazione del dosaggio potrebbe essere collocata anche
all’interno degli studi sulla specificita. In un dosaggio RIA, la validita del
dosaggio richiede che il comportamento immunochimico degli standards e
dei campioni in esame sia identico. Al fine di determinare accuratamente le
concentrazioni di un campione in esame, questo deve reagire immunolo-
gicamente in maniera identica agli standards, benché possa essere struttu-
ralmente dissimile.

In un dosaggio RIA il parallelismo viene dimostrato diluendo elevate con-
centrazioni di campioni in esame come la curva standard, e quindi confron-
tando le diluizioni con la curva ottenuta con lo standard puro. Se le due
curve sono identiche o parallele, I’'anticorpo riconosce immunologicamente
la stessa struttura nel campione in esame come nello standard. Quando si
diluiscono i campioni in esame per gli studi di parallelismo o per i dosaggi
di routine € importante tener presente che la concentrazione proteica puo es-
sere critica e non deve variare tra gli standards e i campioni in esame.

A un livello piu critico, il parallelismo viene utilizzato per determinare I’ef-
fetto della diluizione o la linearita. Per esempio, se fosse presente una ele-
vata concentrazione dei livelli sierici di insulina con il dosaggio RIA sarebbe
possibile diluire il siero due o tre volte senza disturbare I’equilibrio del do-
saggio?

L’incapacita di dimostrare un comportamento parallelo in un dosaggio RIA
potrebbe significare che sono presenti nel campione sostanze che cross-rea-
giscono. Questo pud precludere I'uso del kit per il dosaggio o richiedere la
purificazione del campione e delle tappe preparatorie al dosaggio RIA.
Queste fasi preparatorie del RIA aumenteranno soltanto I’errore totale del
dosaggio.

Questa figura (descritta da Perlstein, e al, 1980) mostra il grafico dei valori
attesi rispetto a quelli osservati per campioni che vengono progressivamente
diluiti. Idealmente, i risultati attesi e osservati sono identici, cido determina
una curva con una pendenza di 1. La curva detta parallela alla linea di
identita, e campioni che danno questo risultato dimostrano un buon paralle-
lismo. La curva B (generalmente associata con la presenza di sostanze leganti
endogene, che causano un apparente aumento nella concentrazione dei siti
leganti) e la curva C (piccoli ioni influenzanti la reazione) sono risposte non
parallele e, se non individuate, determineranno risultati non corretti.

il;@ Caleidoscopio
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Figura 29 PARALLELISMO
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Figura30 SENSIBILITA’

In questa figura la sensibilita viene definita come “la concentrazione piu
piccola di antigene non marcato che pud essere individuata,” o il limite mi-
nimo di individuazione del dosaggio.

La sensibilita di un dosaggio radioimmunologico viene determinata fonda-
mentalmente da due fattori. Il primo é la concentrazione chimica e I'attivita
specifica del legante radiomarcato utilizzato. In altri termini, se la T4 radio-
marcata utilizzata in un RIA della T4 ha una bassa attivita specifica (una
molecola di T, marcata per 106 molecole di T4), il dosaggio puo individuare
meno di 10° T,4. La sensibilita del dosaggio sara inoltre correlata alla emivita
dell’isotopo utilizzato; generalmente, minore € I’emivita e maggiore sara la
sensibilita. 1l secondo fattore € la costante di affinita del legante utilizzato. E
stato dimostrato che la concentrazione minima di substrato dosabile si avvi-
cina al reciproco della costante di affinita.

[substrato] = 1/K

Anche gli errori sperimentali influenzeranno la valutazione della sensibilita.
Esistono comunemente due metodi per valutare la sensibilita di un kit RIA.
In uno, viene costruita una curva standard e la sensibilita del dosaggio e
data dalla dose minima individuabile sulla curva che & possibile distinguere
significativamente dallo zero (in genere viene scelta arbitrariamente una
probabilita di 0,95). Se uno disegna la curva riportando B/Bo rispetto alla
dose, la dose minima individuabile corrispondera ad un legame di circa il
96-97 percento. Questo comporta standards e possibilmente curve multiple
per la verifica statistica.

Un secondo metodo di valutazione della sensibilita viene dimostrato dal se-
guente esempio usato per determinare la sensibilita dei kits commerciali per
la digossina. | sieri privi di digossina vengono uniti alla digossina per pre-
parare campioni di 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 ng/ml. Dieci campioni di ciascuno
dei cinque livelli vengono dosati insieme a dieci campioni con una concen-
trazione zero. | valori di radioattivita ottenuti (come conte per unita di tem-
po) legata all’anticorpo, che corrispondono alle concentrazioni di digossina
di 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 ng/ml vengono paragonati, e viene applicato il test
t di Student per determinare se esiste una differenza significativa tra i livelli
di digossina.

sl Caleidoscopio
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I limiti di sensibilitd in un dosaggio radioimmunologico determineranno la
sua utilitad in determinate condizioni cliniche. Nell’esempio precedente si
deve considerare un limite pratico della concentrazione minima dosabile di
0,5 ng/ml per i vari kits RIA per la digossina. Di conseguenza, un valore ze-
ro per il livello sierico di digossina pud non necessariamente escludere una
piccola, ma definita concentrazione di digossina nel siero. D’altra parte, il
dosaggio di valori di digossina sino a 0,5ng/ml non indicano necessa-
riamente che un paziente riceve la digossina, poiché i kits RIA per la di-
gossina non sono sufficientemente sensibili da distinguere correttamente tra
i valori bassi di digossina.

Figura30 SENSIBILITA’

Minima dose individuale - La piu piccola quantita di antigene non marcato che pud
essere distinta rispetto alla concentrazione zero dell’antigene.

La sensibilita varia direttamente con la costante di affinita - una elevata affinita
significa un legame dell’antigene con I’anticorpo relativamente irreversibile.

Caleidoscopio ke
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Figura31 SPECIFICITA’: | PEPTIDI

Gli studi sulla specificita sono regolati dall’anticorpo o dal legante utilizzato
nel dosaggio. Essi variano in relazione alla sostanza che deve essere misura-
ta e al range di concentrazione atteso. Gli studi sulla specificita devono esse-
re valutati per due classi di metaboliti: i peptidi e i non peptidi.

| PEPTIDI. Sin dalla prima dimostrazione nel 1967 da parte di Steiner e altri
di un percursore (proinsulina) nella biosintesi di un ormone polipeptidico
(insulina), le informazioni sui pro-ormoni e i frammenti ormonali nei tessuti
e in circolo nei liquidi biologici sono state accumulate ad una velocita
esplosiva. E’ stato dimostrato (o postulato) che numerosi peptidi e proteine,
e tra questi I’'ormone paratiroideo il glucagone, I'’'AGrH, la gastrina, I'ormone
della crescita, la vasopressina, la renina, e I’'antigene carcinoembriogenetico,
esistono in una o piu forme.

La competizione in un RIA tra i pro-ormoni e i frammenti degli ormoni é
tale che I'attivita immunologica pud non necessariamente riflettere I'attivita
biologica. | pro-ormoni e i frammenti degli ormoni possono conservare
I'attivita immunologica (misurata dal RIA) e possedere una minima o alcuna
attivita biologica (non misurata dal RIA). Percid, in questi casi il dosaggio
RIA in vitro puo non necessariamente riflettere la funzione in vivo della
ghiandola o dell’ormone, e puo verosimilmente fuorviare I'interpretazione
clinica dei risultati.

Il tecnico di laboratorio é incapace di verificare facilmente la cross-reattivita
di pro-ormoni o frammenti in un kit RIA a causa della limitata disponibilita
di questi pro-ormoni e frammenti. Le raccomandazioni sono di andare di pa-
ri passo con i dati piu recenti in letteratura ed essere conscio delle possibili
interferenze e interpretazioni nel dosaggio.

La maggior parte dei kits commerciali RIA per i peptidi mostrano una ade-
guata specificita, differente dagli effetti dell’ormone eterogeneo descritti pre-
cedentemente. Una eccezione che merita di essere menzionata € il dosaggio
per la gonadotropina corionica umana (HCG). L’ormone luteinizzante (LH),
I’'ormone follicolo stimolante (FSH), e I’'ormone stimolante la tiroide (TSH)
possono cross-reagire in questo dosaggio per la presenza di un’identica cate-
na polipeptidica alfa comune a tutti e quattro gli ormoni. Percid quando si
dosa I'HCG, bisogna tener presente la possibilita di una interferenza con le
basse concentrazioni di HCG da parte di questi ormoni. La disponibilita di
un kit RIA per la catena beta dell’lHCG (una catena polipeptidica caratte-
ristica della sola HCG) ha oggi virtualmente eliminato la cross-reattivita, e la
specificita é accettabile.
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Figura3l SPECIFICITA’: | PEPTIDI
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Figura 32 SPECIFICITA’ | NON PEPTIDI

Il dosaggio RIA delle sostanze non peptidiche comprende quello degli
ormoni tiroidei e steroidei, di numerosi farmaci, di vitamine, e di svariate
sostanze.

Il dosaggio degli ormoni steroidei in genere presenta problemi e svantaggi.
In questa figura, & possibile vedere la stretta somiglianza tra le pit impor-
tanti forme di estrogeni trovate nel siero. Per quantificare queste forme di
estrogeni, il patologo clinico puo aver necessita di procedere al trattamento
del campione (estrazione o cromatografia) prima del dosaggio. Le ragioni di
guesto sono duplici: la significativa cross-reattivita dello steroide con I’'an-
ticorpo e le relativamente basse concentrazioni degli steroidi in circolo.
Mentre questo iniziale trattamento del campione migliora la specificita del
dosaggio e talvolta lo rende addirittura possibile, esso aggiunge tuttavia un
significativo errore analitico, & noioso, richiede molto tempo, ed é costoso. Il
dosaggio diretto ésenza dubbio preferibile. La fase di pretrattamento ri-
chiede inoltre la valutazione del recupero per misurare I'efficienza dell’estra-
zione e della cromatografia.

Il patologo clinico deve valutare la specificita dosando composti con strut-
tura analo-ga che potrebbero interferire immunologicamente nel test. Deve
inoltre stare attento alle possibili implicazioni cliniche, e valutare attenta-
mente la letteratura fornita dalla ditta produttrice.

| tests di specificita sia per gli ormoni steroidei che per quelli tiroidei com-
portano non soltanto la determinazione della immunoreattivita degli ana-
loghi strutturali, ma anche il dosaggio in differenti condizioni.

Gli ormoni steroidei circolano nel plasma legati a proteine di trasporto.
Anche con I'uso di un anticorpo estremamente specifico, i tentativi di dosare
guesti ormoni nel siero. senza estrazione potrebbe determinare una com-
plessa distribuzione dell’or-mone marcato e non marcato tra I’anticorpo e le
proteine di trasporto.

Per un’accurata quantificazione I’ormone deve essere staccato dalle proteine
che lo trasporta e queste rimosse 0 neutralizzate. Naturalmente, il dosaggio
per competizione di legame proteico, dosaggio non immunologico, utilizza
gueste proteine come agenti leganti. In questi casi, tuttavia, si deve pro-
cedere alla rimozione, dal campione che deve essere dosato, delle proteine
leganti prima dello stesso dosaggio, in genere mediante estrazione.
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Figura32 SPECIFICITA’ | NON PEPTIDI
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Figura 33 MISURAZIONE DELLA SPECIFICITA’

Il metodo pid frequentemente utilizzato per misurare la specificita di un
antisiero é il metodo dello spiazzamento al 50%. Viene espresso come il
rapporto della sostanza “x” che cross-reagisce necessaria per causare uno
spiazzamento del 50% nel sistema di dosaggio dell’antigene (Ag) in esame.

Agso
Xs0

Cross-reazione = x 100

Bencheé il metodo dello spiazzamento al 50% sia quello piu frequentemente
utilizzato, esso ignora la regione con bassa concentrazione di antigene con
una elevata cross-reattivita (dovuta all’eterogeneicita dell’anticorpo), e
sottostima gli errori. Nell’esempio mostrato in questa figura, la cross-
reattivita della sostanza “x” nel dosaggio dell’antigene & dell’1%.

I metodi per migliorare un RIA non specifico in un RIA specifico compren-
dono in genere.

1. La purificazione del campione non noto prima del dosaggio con
I’estrazione mediante solvente, la cromatografia, o la purificazione
immunologica.

2. Blocco selettivo degli anticorpi - il blocco degli anticorpi meno specifici

con una sostanza che cross reagisce in un antisiero aumenta in modo
considerevole la specificita del dosaggio.
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Figura 33 MISURAZIONE DELLA SPECIFICITA’
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Figura34 1 VALORI DI NORMALITA’

In genere, i valori di “Normalita” per un test di laboratorio si ottengono
selezionando un gruppo di individui “sani” (fondamentalmente tecnici di
laboratorio), eseguendo il dosaggio, e analizzando i dati. Tutti i valori al di
fuori di due deviazioni standard dalla media (distribuzione gaussiana)
vengono classificati come anormali. Utilizzando questo approccio, il 5%
degli individui sani sono automaticamente classificati come anormali.
Talvolta insorgono difficolta con la statistica gaussiana quando per un
individuo vengono richiesti test multipli. Per esempio, se vengono fatti dieci
tests, esistono il 40% di possibilita che almeno uno risulti anormale.
Tuttavia, numerosi tests di laboratorio, hanno una distribuzione statistica
non gaussiana e non parametrica. Questo approccio non presuppone una
particolare forma della curva dei dati, ma piuttosto permette ai dati di
stabilire quale curva naturale esista. Per fissare i limiti di “normalita”
vengono utilizzate la mediana e il range. Tuttavia questa tecnica e soggetta a
considerevole distorsione da parte dei valori che stanno al di fuori della
stessa, e richiede un grosso numero di campioni perché sia valida. Inoltre,
con questa tecnica é difficile stabilire una base ideale media.

I ranges di normalita vanno ricercati. Per molte sostanze misurate con il RIA,
sono gia stabiliti i ranges normali per il kit e in base alla letteratura. Per
esempio, i livelli di digossina sierica (basati sul dosaggio) maggiori di 2,4
ng/ml sono generalmente considerati tossici e i livelli inferiori a 2,t) sono
terapeutici. Per un laboratorio sarebbe probabilmente infruttuoso eseguire in
questo caso un enorme studio sul range normale/terapeutico, piuttosto
dovrebbe confermare i valori normali riportati in letteratura. Se questo non
puo essere confermato, allora sara opportuno procedere ad un pit grosso
studio sui valori normali e sulla correlazione clinica per quel laboratorio al
fine di fissare i propri ranges.
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Figura34 1 VALORI DI NORMALITA’
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Figura35 | VALORI DI RIFERIMENTO

Numerosi ricercatori hanno adottato i valori di “riferimento” in alternativa
ai valori di normalita. Per stabilire i valori di riferimento si procede alla sele-
zione degli individui e all’analisi dei risultati secondo criteri specifici qui
elencati.

1. La popolazione di riferimento definita (per esempio, sesso, eta, fattori
cronobiologici, gravidanza, distribuzione geografica, peso corporeo,
fattori genetici o razziali, abitudini dietetiche, introduzione di farmaci).

2. Le condizioni ambientali e fisiologiche nella quali si & raccolto il
campione (per esempio, la postura, I’equilibrio emodinamico, I'ora, lo
stress del paziente).

3. Latecnica e i tempi di raccolta del campione, il trasporto, la prepara-
zione, e lo stoccaggio (per esempio, I’'uso di un laccio emostatico e di pro-
vette sotto vuoto, la sede del prelievo di sangue, il metodo di separazione
del plasma, differenze nella temperatura di congelamento e nello scon-
gelamento).

4. Dati riguardo al dosaggio analitico utilizzato (per esempio, I'accuratezza,
la precisione e il controllo di qualita).

La standardizzazione e la categorizzazione delle variabili sopra elencate

aumenta la probabilita che il risultato del composto dosato rifletta uno stato
di malattia, piuttosto che una variazione non pato-fisiologica del composto.
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Figura35 | VALORI DI RIFERIMENTO

Impiega i seguenti criteri specifici ben definiti nel riportare i risultati dei dati
— Una popolazione di riferimento ben definita
— Condizioni fisiologiche e ambientali nelle quali & stato raccolto il campione

— Tecnica e tempi di raccolta del campione, del trasporto, della preparazione, e dello
stoccaggio

— Dati circa il dosaggio analitico che & stato usato
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Figura36 CORRELAZIONE CLINICA

La motivazione principale per la quale si esegue un test di laboratorio ¢
quella di migliorare I'assistenza del malato.

Se una metodica RIA rispetta tutti i parametri analitici valutati sul banco del
laboratorio, deve anche confermare lo stato clinico del paziente per essere
utile come aiuto diagnostico e terapeutico. Per il patologo clinico & im-
portante confer-mare una metodica “in vitro” a livello “in vivo”. Deve
esistere una collaborazione con il clinico nel correlare un risultato RIA
patologico con lo stato clinico del paziente. Per esempio, pazienti con
ipertiroidismo clinicamente confermato devono avere elevate concentrazioni
sieriche di tiroxina e/o triiodotironina, e per pazienti con segni di
intossicazione da digossina si devono dimostrare elevati livelli sierici di
digossina.

Il dosaggio di laboratorio deve dimostrare sensibilita (la probabilita che il
risultato di un test sia anormale nel corso della malattia) e specificita clinica
(la probabilita che il risultato di un test sia normale in assenza della
malattia).
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Figura36 CORRELAZIONE CLINICA

Conferma la procedura RIA in vitro studiando i pazienti con una appositaa patologia in
Vivo
Veri positivi
Sensibilita clinica - Veri positivi + falsi negativi

La probabilita che il risultato sia anormale nella malattia

Veri negativi

Specificita clinica - Falsi negativi + veri positivi

La probabilita che il risultato di un test sia normale in assenza della malattia
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Figura37 CONTROLLO DI QUALITA’: PROTOCOLLO CORRETTO E
AGGIORNATO

Sul banco del dosaggio RIA dovrebbe essere sempre presente un protocollo
di dosaggio corretto e aggiornato. Il protocollo dovrebbe includere le se-
guenti importanti notizie.

— | principi del metodo

— Informazioni sulla disposizione dei reagenti

— Condizioni di preparazione, stabilita, e stoccaggio dei reagenti

— Procedure di prova e calcolo (ivi incluse, se richiesto, quelle su urine e
fluidi)

— Informazioni sui valori normali/anormali

— Speciali esigenze del laboratorio (precauzioni per il campione, risultati
ottenuti seguendo le procedure, sedi di distribuzione, etc).

La ragione pratica della necessita di un protocollo di dosaggio aggiornato
risulta evidente quando un tecnico responsabile di un dosaggio € assente
(malattia, ferie, etc.). In questi casi, un altro tecnico deve essere capace di
eseguire (o completare) il dosaggio esattamente come il protocollo in uso
consiglia.
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Figura37 CONTROLLO DI QUALITA’: PROTOCOLLO CORRETTO E
AGGIORNATO

Il protocollo deve includere:

— | principi del metodo

— Informazioni sulla disposizione dei reagenti

— Condizioni di preparazione, stabilita, e stoccaggio dei reagenti
— Valori normali/anormali

— Speciali esigenze del laboratorio
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Figura38 SISTEMAZIONE DEI CAMPIONI DEL CONTROLLO DI
QUALITA’

Come si pu0 vedere in questa figura, i campioni del controllo di qualita
devono essere selezionati con livelli che permettano la valutazione delle
caratteristiche in tutte le aree della curva dose-risposta. Questo € reso
necessario dall’landamento curvilineo della curva di taratura di un dosaggio
RIA. | campioni di controllo devono essere utilizzati anche per valutare i
valori attesi — del composto che deve essere misurato — sia normali che

patologici (bassi e alti).
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Figura39 IL CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO: A LIVELLO DEL
BANCO DI LAVORO

In un controllo di qualita interno I’obiettivo finale e assicurare sicurezza nel
lavoro analitico del laboratorio, in appoggio ad una migliore assistenza al
paziente.

“I1 controllo di qualita interno” é I'insieme delle procedure seguite dal
personale del laboratorio per il monitoraggio continuo delle operazioni e dei
risultati, fornendo indicazioni nel decidere se i risultati sono sufficiente-
mente affidabili da essere consegnati per I'assistenza al paziente. Il controllo
di qualita interno momtorizza prima di tutto la precisione di giorno in gior-
no, e evidenzia grossolani errori di ogni procedura giornaliera.

Questa figura mostra un controllo di qualita log giornaliero per la T4 con
metodo RIA utilizzando un sistema di controllo a tre livelli. Sono state riu-
nite per un minimo di venti differenti serie di dosaggio la media, la DS, e il
CV del campione di controllo. Il siero del controllo di qualita e il campione
che deve essere dosato devono avere una matrice quanto piu simile pos-
sibile; in caso contrario, non verrebbe riconosciuta la reazione di componenti
non specifici. | sieri raccolti insieme per il controllo di qualita possono essere
preparati dai campioni del paziente, ma ottenere una concentrazione ana-
litica accettabile e difficile e pud aumentare il rischio potenziale per il per-
sonale del laboratorio di contagio con I'antigene dell’epatite. L’aggiunta del
composto ad una matrice biologica priva dello stesso é senza dubbio piu
pratica.

Comunemente vengono utilizzati sieri commerciali (disponibili in grossi
lotti). | gruppi di sieri umani preparati in laboratorio o i sieri commerciali
devono essere conservati in aliquote surgelate cosi che viene eliminato il ri-
petuto sgelamento. Inoltre vanno registrati il numero di lotto del reagente,
I'operatore, I'approvazione del supervisore, e i commenti. | sieri di controllo
al di fuori del range accettabile (+2 DS) devono essere annotati e oggetto di
indagini.
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Figura40. IL CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO: GUIDA GENE-
RALE

| campioni per il controllo di qualita a tre livelli (come mostrato nella
precedente figura) stabiliscono la validita o la non validita della serie di
dosaggi del giorno. Questi campioni noti sono il controllo di qualita
primario. | criteri generali per interpretare i risultati di questi campioni sono
i seguenti:

accetta il dosaggio a meno che uno dei controlli sia maggiore di 2 DS dalla
sua media stabilita; se si verifica questa condizione (il controllo maggiore di
2 DS), I'operatore o il supervisore devono fermarsi e cercare.

1) Un controllo maggiore di 3 DS dalla media

2) Due controlli maggiori di 2 DS dalla media

3) Una differenza maggiore di 4 DS dalla media tra due controlli all’interno
dello stesso dosaggio

4) Quattro controlli consecutivi maggiori di i DS dalla media

5) Dieci controlli consecutivi che stanno dalla stessa parte rispetto alla
media

Se si verifica una di queste condizioni,é autorizzato il rifiuto di tutti i
risultati del dosaggio. La serie di dosaggi deve essere rifiutata anche se i
risultati del paziente sembrano poco verosimili, a prescindere dai controlli.
Tuttavia, confronta questa decisione con il giudizio clinico, le restrizioni
economiche e il tempo globale del dosaggio.
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Figura 40. IL CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO: GUIDA GENE-
RALE

Se un controllo ¢ maggiore di 2DS dalla media, fermati e cerca

1) Un controllo maggiore di 3 DS dalla media

2) Due controlli maggiori di 2 DS dalla media

3) Una differenza maggiore di 4 DS dalla media tra due controlli all’interno dello stes-
so dosaggio

4) Quiattro controlli consecutivi maggiori di 1 DS dalla media

5) Dieci controlli consecutivi che stanno dalla stessa parte rispetto alla media

Se si verifica una di queste condizioni, si consiglia di non accettare tutti i risultati del
dosaggio, confronta questa decisione con il giudizio clinico, le restrizioni economiche
e il tempo globale del dosaggio.
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Figura4l CARTE PER IL CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO A
LUNGO TERMINE

Rivedere pagine con i singoli numeri per un controllo di qualita a lungo
termine & poco pratico e difficile. In questa figura, viene mostrato un
esempio di una carta di controllo per tre campioni del controllo di qualita
che evidenzia le linee corrispondenti a 2 DS, una sopra e una sotto la media.
| risultati del controllo di qualita vengono riportati manualmente o conil
computer. In questo modo viene semplificato il controllo visivo di un si-
gnificativo numero di dati.

Statisticamente, su venti risultati, uno (5%) andra al di fuori delle linee che
individuano le 2 DS. Inoltre, i risultati si dovranno distribuire in egual nu-
mero sia al di sopra che al disotto della media, e circa due risultati su tre
dovranno ricadere entro i DS dalla media. Su quattrocento risultati, circa
uno cadra fuori da 3 DS.

Il controllo elevato mostra in questa figura una soddisfacente distribuzione
dei risultati intorno alla media. Il controllo normale mostra nella serie dei ri-
sultati due valori al di fuori, e il controllo scarso ha deviato.
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Figura4l CARTE PER IL CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO A
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Figura42 IL CONTROLLO DI QUALITA’ ALUNGO TERMINE: LA
SOMMA CUMULATIVA

Il grafico della cusum (somma cumulativa) &€ un’altro metodo utilizzato per
I’'osservazione del dosaggio a lungo termine o la tendenza del controllo di
gualita. La procedura € molto semplice. Si tratta semplicemente di sottrarre
un valore costante da ciascun risultato osservato e accumulare questi resti
ogniqualvolta viene introdotto un nuovo risultato.

| dati per laT, mostrati qui sotto vengono utilizzati per disegnare in questa
figura la carta di controllo standard e il grafico cusum. Il grafico cusum
mostra un chiaro mutamento della curva dal giorno li al 17. Questa tendenza
non é ovvia nella carta di controllo standard.

La carta del controllo di qualita convenzionale € importante nell’evidenziare
un risultato inusuale ben al di fuori delle 2 DS. La cusum non é utile per
evidenziare tale errore, ma ¢ piu sensibile nell’individuare modificazioni
nella accuratezza.

Dati utilizzati per le carte del CQ di questa figura
Giorno Valore T, Valore T4-10.0 Cusum
(mg/dl) (mg/dl)
1 10,1 +0,1
2 10,0 +0,0 +0,1
3 10,1 +0,1 +0,2
4 9,8 -0,2 0,0
5 9,9 -0,1 -0,1
6 10,3 +0,3 +0,2
7 9,9 -0,1 +0,1
8 9,9 -0,1 0,0
9 10,0 0,0 +0,0
10 9,9 -0,1 -0,1
11 10,2 +0,2 +0,1
12 10,3 +0,3 +0,4
13 10,2 +0,2 +0,6
14 10,0 0,0 +0,6
15 9,9 -0,1 +0,5
16 10,2 +0,2 +0,7
17 10,1 +0,1 +0,8
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Figura42 IL CONTROLLO DI QUALITA’ ALUNGO TERMINE: LA
SOMMA CUMULATIVA
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Figura43 MONITORAGGIO DElI PARAMETRI DELLA CURVA RIA

Il controllo di qualita interno secondario comporta il monitoraggio della
curva standard del RIA. Numerosi parametri possono essere registrati con-
tinuativamente di dosaggio in dosaggio o in base al lotto, tra questi le in-
tercette della curva, la pendenza, I'iniziale legata/totale, e il NSB. Questa in-
formazione puod aiutare nel togliere i dubbi su un dosaggio, e possono ve-
rificarsi modificazioni prima che i sieri di controllo superino i limiti definiti.
Queste modificazioni possono indicare cambiamenti causali o progressive
dell’anticorpo, del tampone, e dell’antigene marcato. Abbastanza spesso non
viene utilizzato per indicare lo stato ottimale o no di una serie di dosaggi di
un particolare giorno (a questo fine Vengono utilizzati principalmente i
campioni del controllo di qualita a concentrazione nota).
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Figura 43 MONITORAGGIO DElI PARAMETRI DELLA CURVA RIA
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Figura44 | PROGRAMMI PER IL CONTROLLO DI QUALITA’ ESTER-
NO

Il controllo di qualita esterno comprende un sistema di controllo obiettivo
dei risultati di laboratorio utilizzando un’organizzazione esterna. Questo
comprende il confronto dei risultati del laboratorio con quelli di altri la-
boratori e individua differenze costanti (“bias”) tra i risultati di un la-
boratorio e quelli degli altri. Il programma per il controllo di qualita esterno
puo valutare la precisione e I’accuratezza dei risultati del laboratorio. In
alcuni Stati é obbligatorio affiliarsi, 0 prendere parte ai programmi di
controllo esterni per poter conservare la licenza.
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Figura44 1 PROGRAMMI PER IL CONTROLLO DI QUALITA’ ESTER-

NO
OBBLIGATORIO: Governo regionale, dello stato, federale.
VOLONTARIO: Associazione dei chimici, biochimici e patologi.
Programmi commerciali

Caleidoscopio i



N. P. Kubasik 11 dosaggio radioimmunologico (3

Bibliografia

1. Peristein, MT., Chan, D.W. and Bill, M.J., Parallelism: A usefui iool troubleshooting, Ligand
Quar,., 3,34 (1980).

2. Prati, J.J., Sieroid immunoassay in clinical chemistry, Clin. Chern., 14, 1869 (1978).

3. Ayers, G., Burneti, D., Griffiths, A., et al, Quality contro! of drug assays, Clin.
Phar,nacokine-fieN, 6 106 (1981).

4. Whitehead, T.P.and Woodford, F.P., External quality assessment of clinica! laboratories in
the United Kingdom, Clin. Pathol., 34 947 (1981).

5. Kelly, D.T., and Kelly, M.E., Proposals and current practices in quality control., Amer. J.
Med. Technol., 47, 957 (1981).

6. Whitehead, T.P., Qualitv Control in Clinicai Chemistry, J. Wiley and Sons, NY (1977).

7. Galen, R.S., Prediclive value and efficienty of Laboratory testing, Pediatric ofN. Arner., 27,
861 (1980).

8. Rodbard D., Data proeessing tor radioimmunoassay. An overview, in Clinicai
hnmunochemistry, Amer Assoc. Clin. Chem. p. 477 (1978).

9. Challard, G.S., Spencer, CA., and Rateliffe, J.G., Observations on the automated calculation
of RIA results, Ano. Clin. Biochem. 13, 354 (1976).

10. Cernosek, S.F., Data Reduetion in Radioimmunoassays, The Lingand Review (1979-1980).

11. Rodbard, D., Statistica! quality contro! and roiltine data processing for radioimmunoassays
and immunoradiometrie assays, Clin. Chem 20, 1255 (1974).

12. Feiber J .P., Radioimmunoassay in the clinical chemistry laboratory, Adv. Clin. Chem., 20,
129 (1978).

13. Kubasik, N.P., Graham, M., and Sine, RE., Storage and stability of folate and vitamin B,2 in
plasma and blood samples, Clin. Chem. Aca, 95, 147 (1979).

14. Kubasik, N.P., Ricotta. M., Runter, T., and Sine, H.E., Effeci of duration and temperature

storage on serum analyte stability~ examination of 14 selected R1A procedures, Clin.
Chem., 28, 164 (1982).

VI:@l Caleidoscopio



N. P. Kubasik 11 dosaggio radioimmunologico (3

Indice

Nota di programma

Figura23 Valutazione dei kits e reagenti del RIA

Figura24 Valutazione dei Kits, dei reagenti, e delle procedure
di RIA in commercio

Figura25 Precisione

Figura26 Media, DS, e CV

Figura27  Accuratezza

Figura28 Recupero

Figura29 Parallelismo

Figura30 Sensibilita

Figura3l Specificita. i Peptidi

Figura32 Specificita. i non Peptidi

Figura33 Misurazione della specificita

Figura34 Il range di normalita

Figura 35 1 valori di riferimento

Figura36 Correlazione clinica

Figura 37  Controllo di qualita, protocollo corretto e aggiornato

Figura 38 Sistemazione dei campioni del controllo di qualita

Figura39 Il controllo di qualita interno, a livello del banco di lavoro

Figura40 Il controllo di qualita interno: guida generale

Figura4l Carte per il controllo di qualita interno a lungo termine

Figura42 Il controllo di qualita a lungo termine, la somma
cumulativa

Figura43 Monitoraggio dei parametri della curva RIA
Figura44 | programmi per il controllo di qualita esterno
Bibliografia

Indice

Caleidoscopio [l



N. P. Kubasik 11 dosaggio radioimmunologico (3

Caleidoscopio

oukwhr

© N

10.
11.

12.
13.

15.
16.

Italiano

Rassu S.: Principi generali di endocrinologia. Gennaio '83

Rassu S.: L’ipotalamo endocrino. Giugno’'83

Rassu S.: L’ipofisi. Dicembre’83

Alagna., Masala A.: Laprolattina. Aprile’'84

Rassu S.: 11 pancreas endocrino. Giugno ' 84

Fiorini I., Nardini A.: Citomegalovirus, Herpes virus, Rubella virus (in
gravidanza). Luglio ' 84.

Rassu S.: L’obesita’. Settembre’84

Franceschetti F., Ferraretti A.P, Bolelli G.F., Bulletti C.: Aspetti
morfofunzonali dell’ ovaio. Novembre'84.

Kubasik N.P.: Il dosaggio radioimmunologico (1). Dicembre’84.

Kubasik N.P.: Il dosaggio radioimmunologico (2) parte prima. Gennaio’ 85.
Kubasik N.P.: 1l dosaggio radioimmunologico (2) parte seconda. Febbraio
'85.

Kubasik N.P.: Il dosaggio radioimmunologico (3) parte prima. Aprile’85.
Nacamulli D, Girdli M.E, Zanatta G.P, Busnardo B.: || TSH. Giugno ' 85.
Facchinetti F. e Petraglia F.: La b-endorfina plasmatica e liquorale. Agosto
'85.

Baccini C.: Ledroghe d’'abuso (1). Ottobre’85.

Kubasik N.P.: Il dosaggio radioimmunologico (3) parte seconda. Dicembre
'85.

SOl Caleidoscopio



7

N

Caleidoscopio
Rivista mensile di Medicina
anno 3, numero 16

Dire_ttore Responsabile Consulenti di Redazione
f/e.rgFl)(_) RaST\lIJ . Giancarlo Mazzocchi ed
ia Pietro Nenni i

enni, EDITORE Angelo Maggio
07100 Sassari ©
Tel.-Fax 079 270464 Segretaria di Direzione
Tel. mobile 0338 2202502 Carmela Tiberti
E-mail: rassu@ssnet.it Servizio Abbonamenti
) o o Maria Grazia Papalia
Responsabile Ufficio Acquisti Flavio Damarciasi
Giusi Cunietti

Via Rio Torbido, 40
16165 Genova (Italy)
Tel. (010) 83401 Numero Verde 800 801005 (senza prefisso);
Telefax (010) 803498- 809070.

Internet URL:http://medicalsystems.editoria.com e http://www.medicalsystems.it
La Medical Systems pubblica anche le seguenti riviste: Journal of Clinical Ligand Assay,
Guida Pratica Immulite®, Caleidoscopio, Kaleidoscope, Caleidoscopio letterario, Pandora,
Journal of Preventive Medicine and Hygiene, Tribuna Biologica e Medica.

Stampa
Tipolitografia ATA
16143 Genova - Via G. Torti, 32 c.r.
Tel. (010) 513120 - Fax (010) 503320

Registrazione Tribunale di Genova n. 34 del 31/7/1996
Iscrizione al Registro Nazionale della Stampa n- 2661 del 2 Settembre 1989

Finito di stampare: Dicembre 1985
Sped. in Abb. Post. 45%

Pubblicazione protetta a norma di legge dall’Ufficio proprieta letteraria, artistica e
scientifica della Presidenza del Consiglio dei Ministri, dedicata all’aggiornamento
professionale continuo e riservata ai medici.

Caleidoscopio viene anche letto e rilanciato da:
“L’ECO DELLA STAMPA”
Via Compagnoni, 28 - Milano

J

f




