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Avevamo già affrontato il tema della chemiluminescenza con una monografia 
esclusivamente dedicata a questo argomento già nell'ormai lontano 1993, quando 
la Scuola del Prof. Mario Pazzagli con il Prof. Gianni Messeri e la dott.ssa Paola 
Pinzani avevano sintetizzato in un numero del Caleidoscopio la loro lunga e pio-
neristica esperienza in questo settore, in  un periodo in cui i dosaggi immunologici 
di laboratorio erano dominati dalle tecniche radioimmunologiche. 

Erano ancora i tempi dove si parlava di chemiluminescenza in "cenacoli ristret-
ti", la metodologia era considerata marginale, a volte con sufficienza, riservata 
alla ricerca, rispetto a quanto allora veniva realizzato con le altre metodologie. A 
distanza di oltre trent'anni dagli iniziali studi fatti dallo storico gruppo di Firenze 
citato, gli scenari sono completamente cambiati e la chemiluminescenza costitui-
sce un metodo di riferimento, avendo ormai superato brillantemente quelle criti-
cità che ponevano grossi limiti all'applicazione di routine.

Nasce da queste considerazioni storiche, l'esigenza di puntualizzare la con-
dizione attuale ed analizzare le opportunità che questa metodologia offre, ormai 
correntemente, per i dosaggi di routine.

Pubblichiamo quindi con vero piacere questa monografia che costituisce un 
ponte ideale con la prima e dimostra ancora una volta, semmai ve ne fosse biso-
gno, come le innovazioni siano legate alla tenacia di ricercare nuove strade supe-
rando luoghi e convinzioni comuni.

Abbiamo già avuto modo di conoscere il Dott. Renato Tozzoli quale Autore di 
una delle Guide pubblicate dalla Medical Systems sul TORCH e con vero piacere 
pubblichiamo questo interessante lavoro realizzato con la Sua collaboratrice.

 La dott.ssa Federica D'Aurizio, nata a Udine il 20 aprile 1977, laureata in 
Medicina e Chirurgia presso l'Università degli Studi di Udine (A.A. 2001-2002), 
specialista in Anatomia Patologica presso l'Università degli Studi di Udine (A.A. 
2007-2008), è stata vincitrice nel 2003 di una borsa di studio presso l'ateneo udi-
nese dal titolo “Meccanismi di regolazione trascrizionale nel differenziamento 
tiroideo”, ha insegnato Anatomia Patologia nel Corso Integrato di Istopatologia 
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e citopatologia, Laurea in Tecniche di Laboratorio biomedico dell'Università di 
Udine (A.A. 2008-2009) e ha frequentato per circa 3 anni (2009-2011) la Scuola 
di Specializzazione in Patologia Clinica dell'Università degli Studi di Padova. 
Attualmente è dirigente medico, co-responsabile dei settori Endocrinologia e 
Marcatori di lesione presso la Patologia Clinica del Dipartimento di Medicina di 
Laboratorio dell’Azienda Ospedaliera S. Maria degli Angeli di Pordenone. 

La dott.ssa D'Aurizio è socia della Società Italiana di Medicina di Laboratorio 
(SIMeL) (all’interno della quale è membro del Gruppo di Studio di Endocrinologia 
e Malattie del metabolismo).

La dott.ssa D'Aurizio è autrice di 18 pubblicazioni scientifiche edite a stampa 
in riviste internazionali autorevoli tra cui Blood, Stem Cells, American Journal of 
Pathology, Circulation Research, Endocrinology, American Journal of Cardiology, 
Plos One, Clin Chem Lab Med e ha partecipato a diversi congressi, seminari e corsi 
di aggiornamento sia come relatore che come uditore nell'ambito della medicina 
rigenerativa e delle cellule staminali, dell'anatomia patologica e della  patologia 
clinica.

Il dr. Renato Tozzoli, nato a Venezia il 16 luglio 1951, laureato in Medicina e 
Chirurgia nel 1977 presso l’Università degli Studi di Bologna,  specialista in  Igiene 
e Medicina e Preventiva (Indirizzo di Laboratorio) presso l’Università di Bologna 
(1980), in Endocrinologia e Malattie del Metabolismo presso l’Università di Modena 
(1984), in Biologia Clinica presso l’Università di Padova (1988), è stato Direttore 
Medico del Servizio di Medicina di Laboratorio dell’Ospedale di Palmanova (Ud) 
dal 1990,  Direttore Medico del Servizio di Medicina di Laboratorio dell’Ospedale  
di Latisana dal 1997 ed è attualmente Direttore del Dipartimento di Medicina di 
Laboratorio dell’Azienda Ospedaliera S. Maria degli Angeli di Pordenone.

Il dr. Renato Tozzoli è socio della Società Italiana di Medicina di Laboratorio 
(SIMeL) (all’interno della quale svolge l’incarico di Coordinatore Generale dei 
Gruppi di Studio Scientifici), dell’Associazione Medici Endocrinologi (AME) e 
dell’American Association for Clinical Chemistry (AACC).

Il dr. Renato Tozzoli è autore di circa 280 pubblicazioni scientifiche, costituite da 
articoli originali su riviste nazionali ed internazionali, libri, capitoli di libri.

Sergio Rassu

F. Coghe, P. Coni, G. Orru, G. Faa Determinazione molecolare del KRas 
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Introduzione e cenni storici

Numerose molecole di interesse diagnostico sono presenti nei 
fluidi biologici a concentrazioni così basse che per molto tempo 
i comuni metodi analitici della biochimica clinica non sono stati 
sufficientemente efficienti e sensibili per la loro quantificazione. 
Agli inizi degli anni ’60, gli studi pioneristici degli statunitensi 
Salomon Berson e Rosalyn Sussman Yalow, orientati alla valu-
tazione della cinetica dell’insulina circolante, hanno portato alla 
messa a punto di un metodo immunologico a tracciante isoto-
pico, il metodo radioimmunologico (RIA), che ha radicalmente 
cambiato il potere diagnostico dei test di laboratorio. Tale affer-
mazione trova conferma nel fatto che l’articolo: Immunoassay 
of endogenous plasma insulin in man (1), prodotto da Berson 
e Yalow nel 1960 per descrivere il primo metodo RIA (Figura 1) 
e pubblicato sulla rivista: Journal of clinical investigation, è stato 
uno dei più citati nei cinquant’anni successivi [oltre 2.300 cita-
zioni al 2004 (2) e più di 93.000 articoli pubblicati su PubMed al 
novembre 2013] e ha consentito alla Sussman Yalow di essere 
insignita del Premio Nobel nel 1977.

Gli iniziali metodi RIA richiedevano la purificazione degli 
anticorpi di origine umana o animale utilizzati nella procedura 
del saggio: tale caratteristica non consentiva la produzione di 
quantità sufficienti di anticorpi per la predisposizione di sistemi 
di dosaggio commerciali. Nel 1975, la scoperta degli anticor-
pi monoclonali da parte di Kohler e Milstein (3) (figura 2) ha 
consentito la produzione di quantità adeguate di anticorpi, di 
elevata qualità, con conseguente introduzione di kit e sistemi 
diagnostici commerciali, che, associata alla decisione di Berson e 
Yalow di non brevettare la loro scoperta (4), ha prodotto la larga 
diffusione di queste metodiche nei laboratori clinici: per questa 
scoperta anche Kohler e Milstein sono stati insigniti del premio 
Nobel nel 1984. 
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Il largo impiego del metodo RIA e degli anticorpi monoclona-
li nella diagnostica corrente ha rivoluzionato numerosi aspetti 
della biologia e della chimica clinica, ma la necessità dell’im-
piego di procedure di radioprotezionistica e la ridotta emivita 
dei reagenti radioisotopici hanno indotto successivamente (nel 
corso degli anni ’80 e ’90 del secolo scorso) la promozione della 
ricerca di immunoassay alternativi: si è realizzata una straor-
dinaria proliferazione di metodi immunologici caratterizzati 
dall’impiego di traccianti non-isotopici (enzimi, composti fluo-
rescenti e composti chemiluminescenti). La tabella 1 sintetizza la 
classificazione di questi metodi secondo lo schema di Gosling: 
tra questi i più utilizzati sono i metodi descritti dagli acroni-
mi FIA (fluoro-immunoassay), IFMA (immuno-fluorimetric assay), 
EIA (enzyme-immunoassay), IEMA (immuno-enzimometric assay), 
ELISA (enzyme-linked immuno-sorbent assay), CLIA (chemilumine-
scence-immunoassay), ICMA (immuno-chemiluminometric assay). 
Per le sigle corrispondenti ai metodi LAT, PACIA, PETINIA, 
RAST, FAST, CLETIA, CEDIA SL-FIA, EMIT, FPIA, indicati nella 
tabella, si rimanda all’articolo originale di JP Gosling: A decade of 
development in immunoassay methodology (5).

In tabella 2 sono rappresentate le pietre miliari della storia 
della messa a punto di metodi di dosaggio immunologico-me-
trico, con i relativi riferimenti bibliografici (1, 3, 6-19): tra queste 
degni di nota sono i contributi di Ekins (6) per il dosaggio della 
tiroxina, di Wide, Bennich e Johansson per il dosaggio delle IgE 
(7) e, per gli scopi della presente rassegna, di Schroeder (13) per 
l’introduzione del metodo di immunochemiluminescenza. 

La storia più recente degli immunodosaggi commerciali si 
compenetra con quella dell’automazione dei sistemi analitici, 
che ha rivoluzionato il laboratorio clinico a partire dagli anni ’90 
del secolo scorso: alcune rassegne sono disponibili allo scopo e 
a esse si rimanda (5, 20-26).

Nell’ambito dei metodi immunologici non isotopici, i trac-
cianti più utilizzati nel corso degli ultimi 20 anni sono quelli 
luminescenti e la luminescenza è il fenomeno fisico di eviden-
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ziazione del segnale analitico più utilizzato negli analizzatori 
automatici di ultima generazione, principalmente per la sua 
versatilità a rappresentare la base del principio analitico utiliz-
zato (26, 27).
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La chemiluminescenza

Generalità

 La chemiluminescenza consiste nell’emissione di radiazio-
ni nel visibile o nel vicino-visibile (200-1500nm) quando gli 
elettroni eccitati mediante vari tipi di energia ritornano dallo 
stato eccitato a quello fondamentale: l’energia delle transizioni 
elettroniche all’interno degli atomi o delle molecole viene libe-
rata sotto forma di luce. Sono noti molti tipi di luminescenza 
designati da prefissi che identificano la fonte di energia respon-
sabile dell’emissione luminosa (tabella 3): bioluminescenza, che-
miluminescenza, fotoluminescenza, elettrochemiluminescenza, 
piroluminescenza, radioluminescenza, sonoluminescenza, ter-
moluminescenza.

I tipi di luminescenza coinvolti nei metodi quantitativi di 
dosaggio immunologico di analiti nei liquidi biologici è sono 
quella prodotto da una radiazione elettromagnetica (fotolu-
minescenza, nota come fluorescenza o fosforescenza), chimica 
(chemiluminescenza) e elettrochimica (elettrochemiluminescen-
za). Nella presente rassegna l’attenzione sarà riservata alle rea-
zioni di chemiluminescenza e di elettrochemiluminescenza.

Le reazioni chemiluminescenti 

Si conoscono due tipi fondamentali di reazioni chemilu-
minescenti, diretta (o di tipo I) e indiretta (o di tipo secondo): 
nelle reazioni di tipo I la reazione genera la molecola primaria 
eccitata, responsabile dell’emissione luminosa (marcatore: lumi-
noforo), mentre nelle reazioni di tipo II il prodotto di reazione 
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eccitato non è il reale emettitore di luce (marcatore enzima), ma 
trasferisce l’energia di attivazione a un accettore che successiva-
mente emette luce.

I principali traccianti chemiluminescenti di impiego negli 
immunoassay non-isotopici coinvolgono alcuni luminofori, 
quali il luminolo e i suoi derivati, i diossetani, gli esteri di acridi-
nio; i principali enzimi catalizzanti reazioni chemiluminescenti 
sono la perossidasi (con il luminolo), la fosfatasi alcalina (con i 
diossetani) e la beta-galattosidasi (con i diossetani).

Le ftalilidrazidi: Il luminolo e suoi derivati

I luminolo e i suoi derivati (figura 3A) sono tra i composti 
chemiluminescenti che hanno trovato maggiore utilizzazione 
in campo analitico (27). La struttura base della molecola del 
luminolo (5-ammino, 2-3-diidroftalazina, 1-4-dione) è costituita 
da due anelli adiacenti: uno aromatico, che non subisce alcuna 
variazione durante la reazione chemiluminescente, e l’altro ete-
rociclico non aromatico, che viene invece ossidato durante tale 
reazione e dà luogo allo ione ftalato: quest’ultimo, trovandosi 
durante la reazione in uno stato di eccitazione elettronica (tri-
pletto), ritorna allo stato fondamentale (singoletto) e restituisce 
l’energia di reazione sotto forma di fotone, dando così origine 
all’emissione luminosa (figura 3B).

Il luminolo viene impiegato in reazioni chemiluminescenti 
indirette catalizzate dall’enzima perossidasi: la reazione è par-
ticolarmente complessa e nella figura 3B è rappresentato uno 
schema di reazione utilizzato. 

Nei metodi immunochemiluminescenti ha trovato tuttavia 
maggiore applicazione la molecola di un isomero del luminolo 
(isoluminolo), che si distingue per la presenza di un gruppo 
amminico in posizione 6 invece che 5 dell’anello aromatico: su 
questo gruppo amminico possono essere inserite catene alifati-
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che, che costituiscono ponti di coniugazione più o meno lunghi 
(aminici, etilici, butilici, esilici). La principale molecola utilizzata 
è l’aminobutil-etil-isoluminolo (ABEI).

I diossetani

 Gli 1-2 diossetani sono molecole chemiluminescenti che subi-
scono una scissione in due frammenti carbonilici, uno dei quali 
si trova allo stato eccitato. L’eccitazione del frammento carboni-
lico può essere rappresentata da un singoletto o da un tripletto 
e dipende dalla natura del diossetano (figura 4). Il principale 
tipo di decomposizione degli 1-2 diossetani prevede la rimozio-
ne di un sostituente che provoca una ridistribuzione a livello 
degli elettroni. La conseguente frammentazione che si verifica è 
accompagnata dall’emissione chemiluminescente. E’ il caso del 
sale disodico dell’aMPPD o PPD (4-metossi-4-(3-fosfatofenil)-
spiro-(1,2-diossetano-3,2’-adamantano) (28). Il sistema chemilu-
minescente fosfatasi alcalina-AMPPD offre importanti vantaggi 
in termini di stabilità del segnale, sensibilità e praticabilità.

Gli esteri di acridinio 

Gli esteri di acridinio, analogamente al luminolo e ai suoi 
derivati, emettono luce blu e blu-verde, ma diversamente dal 
luminolo non necessitano di un catalizzatore per l’emissione 
luminosa (29). Il meccanismo della reazione chemiluminescente 
sembra realizzarsi attraverso la rottura coordinata di più legami 
chimici che coinvolgono la formazione di un diossetanone come 
intermedio chimico metastabile, dalla cui decomposizione viene 
prodotto N-metil-acridone in uno stato eccitato singoletto, che 
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tornando allo stato fondamentale emette fotoni a circa 430 nm 
(figura 5). Certi esteri di acridinio sono le molecole sintetiche 
più intensamente luminescenti tra quelle conosciute e alcune di 
esse hanno trovato applicazione in metodi immunochemilumi-
nescenti automatizzati.

Il trisbipiridil-rutenio 

Il rutenio è un composto luminescente utilizzato ampiamen-
te negli immunoassays. Questa molecola emette luce mediante 
una reazione di chemiluminescenza elettro-generata (elettroche-
miluminescenza) generata da una reazione con tripropilamina 
sulla superficie di un elettrodo di platino (figura 6) (30). Il trisbi-
piridil-rutenio produce sali stabili che possono essere accoppiati 
a numerose molecole di interesse biologico, quali proteine e 
peptidi, apteni e acidi nucleici. Mediante questa tecnica possono 
essere allestiti metodi immunologici che hanno trovato applica-
zione in sistemi analitici automatizzati.

I principali vantaggi dei marcatori chemiluminescenti, che 
hanno decretato il loro successo nelle applicazioni in biochimica 
clinica, sono rappresentati da (26,27): ampia linearità della rispo-
sta (fino a 6 ordini di grandezza), veloce e intensa emissione del 
segnale, assenza di emissioni interferenti (alta specificità), alta 
stabilità dei reagenti e dei coniugati, basso consumo di reagenti, 
ridotti tempi di incubazione, piena compatibilità con gli schemi 
di dosaggio immunologico (omogeneo o non omogeneo)
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L’automazione nei dosaggi immunochemilumine-
scenti commerciali

 Gli strumenti automatici per il dosaggio in immunochemilu-
minescenza sono sostanzialmente costituiti da un luminometro 
automatico, rappresentato da una camera porta-campione, un 
dispensatore automatico e da un rilevatore ottico e da un siste-
ma di campionamento.

In commercio sono disponibili due categorie principali di 
metodi commerciali: i metodi omogenei e quelli eterogenei. 

Tra i metodi omogenei, l’unico oggi disponibile è rappresenta-
to dalla tecnica luminescente a canalizzazione d’ossigeno (LOCI 
–luminescent oxigen channeling immunoassay), che impiega 
particelle di lattice, il sistema biotina-streptavidina e i traccianti 
ftalocianina-ossigeno singoletto-olefina-diossetano (31).

Tra i metodi eterogenei, sono disponibili metodi di 
chemiluminescenza diretta, con marcatore luminoforo, di tipo 
competitivo (CLIA) o non competitivo (ICMA), e metodi di 
chemiluminescenza indiretta, con marcatore enzimatico, di tipo 
competitivo (CLEIA) o non competitivo (ICEMA). Nei metodi di 
chemiluminescenza diretta i marcatori luminofori utilizzati sono 
gli esteri di acridinio e il rutenio, mentre nei metodi indiretti, i 
marcatori enzimatici utilizzati sono la fosfatasi alcalina con 
substrato diossetano fosfato (AMPPD) e la perossidasi di rafano 
con substrato luminolo o derivati del luminolo (ABEI).

Gli elementi principali della progressiva l’innovazione nell’au-
tomazione dei metodi commerciali sono stati: l’impiego di siste-
mi di calibrazione a più punti, la cinetica della reazione immu-
nologica, la sostituzione del tracciante radioattivo con traccianti 
alternativi, tra cui i traccianti luminescenti, e, infine, l’utilizzo di 
fasi solide innovative, tra cui le particelle magnetiche.

Le pietre miliari dell’evoluzione dei metodi immunometrici 
automatizzati sono rappresentate nelle tabelle 4 e 5: l’impiego di 
queste piattaforme analitiche (tra cui vanno segnalate ARIA II, 
TDx, IMx) ha consentito la quantificazione di analiti di interesse 
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fondamentale in tutte le subdiscipline della Medicina interna 
(endocrinologia, allergologia, infettivologia, gastroenterologia, 
autoimmunologia, etc), in molti casi determinando nel corso 
di pochi decenni un radicale cambiamento nell’approccio dia-
gnostico, terapeutico e prognostico nei confronti di numerose 
patologie.

Le strumentazioni a maggiore diffusione agli albori del 
metodo CLIA automatizzato sono stati sicuramente ACS:180 
(Ciba Corning, USA) (32), che impiegava come tracciante este-
ri di acridinio, Immulite One (Cirrhus Diagnostic, Diagnostic 
Product Corporation, USA), che si basava sull’impiego della 
fosfatasi alcalina e del diossetano fosfato (33) e Elecsys 2010 
(Roche Diagnostics, Germany), che si basa sull’impiego dell’elet-
trochemiluminescenza (rutenio) (19). 

A queste strumentazioni hanno fatto seguito nuovi sistemi 
analitici ad automazione totale, che attualmente sono largamen-
te diffusi nei laboratori clinici: sono almeno 9 le aziende dell’in-
dustria biomedica a commercializzare soluzioni tecnologiche 
avanzate (tabella 6).

Tra queste, l’ultimo analizzatore automatico in ordine di 
apparizione è il Maglumi (Shenzen, Cina), strumento automa-
tico per analisi immunologiche [di cui sono note 5 versioni, a 
capacità analitica progressivamente crescente (600, 1000, 2000, 
2000 plus, 4000), in grado di eseguire da 120 a 280 test/ora, con 
capacità a bordo da 16 a 144 campioni], che utilizza chemilumi-
nescenza diretta (ABEI) e indiretta e particelle magnetiche ed è 
in grado di dosare più di 100 analiti diversi (ormoni, proteine, 
specifiche, anticorpi, autoanticorpi, etc).
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Applicazioni del metodo di immuno-
chemiluminescenza nel dosaggio degli 
autoanticorpi

Generalità 

L’identificazione di autoanticorpi circolanti in gioco nelle 
malattie autoimmuni e l’introduzione di metodi di laboratorio 
per la loro rilevazione e quantificazione hanno rappresentato 
momenti fondamentali della storia dell’immunologia degli 
ultimi sessant’anni: in questo campo sono state messe a punto 
e impiegate due categorie di metodi (microscopici e immunochi-
mici) che grande rilievo hanno avuto in medicina di laboratorio. 
Tutte le varianti tecnologiche dei metodi immunologici hanno 
trovato applicazione nella diagnostica delle malattie autoimmu-
ni, lungo generazioni di sistemi di dosaggio, che si sono susse-
guite con cadenza ventennale nel corso degli ultimi 50 anni del 
secolo scorso. Una sintetica classificazione di queste tecnologie 
si basa sul principio della molteplicità di rilevazione e distingue 
tra metodi convenzionali (monoplex) e metodi multipli (multi-
plex), a seconda della capacità di dosare contemporaneamente 
uno o più autoanticorpi (34,35). La tabella 7 ne esemplifica un 
elenco, probabilmente incompleto per difetto.

L’immunofluorescenza indiretta (IFI) e altri metodi immu-
nologici qualitativi (immunodiffusione doppia, fissazione del 
complemento, emoagglutinazione passiva, radio-immunopreci-
pitazione, etc), hanno rappresentato i primi e per lungo tempo 
utilizzati (anni 50-70) metodi per la rilevazione di autoanticorpi 
(36-48). Nel corso degli anni ’70-’80 questi metodi sono stati 
ulteriormente evoluti, con l’introduzione dell’immunoblot e 
dell’immunodot o dot blot (49-51) e sono stati introdotti i metodi 
immunometrici (IMA) di seconda generazione, quantitativi, 
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cioè il metodo radioimmunologico e sue varianti (RIA, IRMA), 
metodo immunoenzimatico e sue varianti (EIA, ELISA, IEMA), 
il metodo fluoroimmunologico e sue varianti (FIA, IFMA) 
e soprattutto il metodo immunochemiluminescente (CLIA, 
ICMA) (52-59). 

A partire dai primi anni del terzo millennio la ricerca ha pro-
dotto un ulteriore rapido avanzamento delle tecnologie diagno-
stiche dirette alla evidenziazione e quantificazione degli autoan-
ticorpi. Le ragioni di questa rivoluzione tecnologica sono state 
rappresentate da: a. l’incremento delle conoscenze sul ruolo ed 
il significato fisiopatogenetico e diagnostico degli autoanticorpi 
nelle malattie autoimmuni sistemiche e organo-specifiche (auto-
anticorpi come criteri diagnostici); b. l’affinamento delle proce-
dure per l’identificazione e la purificazione degli autoantigeni 
bersaglio della reazione autoimmune, con particolare riferimen-
to alla tecnologia del DNA ricombinante; c. l’applicazione della 
determinazione quantitativa degli autoanticorpi a sistemi anali-
tici automatizzati, inizialmente introdotti per la determinazione 
di ormoni, indicatori di neoplasia, metaboliti, anticorpi, etc; d. 
l’introduzione della tecnologie proteomiche, con possibilità di 
determinazione simultanea di più autoanticorpi nello stesso 
ambiente di reazione (multiplexing).

La concorrenza di questi processi ha determinato nel labora-
torio clinico l’avvento di una nuova era nella misurazione degli 
autoanticorpi, con aumento esponenziale della capacità anali-
tica e consensuale incremento numerico delle richieste di test 
diagnostici per le malattie autoimmuni (figura 7): ne è derivata 
la rapida dismissione di metodi di dosaggio tradizionali o di 
prima generazione a vantaggio di tecnologie automatizzate di 
seconda e terza generazione (34, 35, 60-62).

Scopo di questo paragrafo è di definire lo stato attuale delle 
tecnologie per la determinazione degli autoanticorpi, con parti-
colare riferimento ai metodi multiplex e monoplex di immunoche-
miluminescenza applicati ad analizzatori automatici, nell’ottica 
di aggiornare le precedenti rassegne curate dall’autore (34, 35).
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I metodi multiplex 

A partire dai primi anni del terzo millennio, sulla base dei pro-
gressi nelle sviluppo della genomica, la misurazione multipla di 
prodotti genici è diventata una caratteristica attuale dei metodi 
di laboratorio, definita con il suffisso ‘omica’ (trascrittomica: 
ribonomica, proteomica, metabolomica, etc). Analogamente 
alle altre componenti della trascrittomica, la proteomica, intesa 
come scienza che studia su larga scala l’espressione, la funzione 
e l’interazione di proteine, consente l’analisi parallela di centi-
naia di differenti antigeni/anticorpi in quantità minime di fluidi 
biologici, con l’obiettivo di identificare e quantificare molecole 
trascritte dall’RNA, che sono sovra o sotto-regolate in relazio-
ne ad una particolare malattia o fenotipo: in questo senso la 
disciplina sembra rappresentare la chiave di volta per indagare 
compiutamente alcune patologie umane acquisite, in campo 
oncologico, infettivologico, immunologico, etc. 

Negli ultimi 10 anni si è assistito alla produzione di numero-
se applicazioni di ricerca e commerciali per la quantificazione 
simultanea di analiti di natura proteica (ormoni, indicatori 
bio-umorali, citochine, anticorpi, autoanticorpi, etc) mediante 
l’impiego di nuove tecniche, alcune delle quali possono essere 
considerate una nuova categoria dei metodi IMA (63).

Data la complessità, lo studio delle molecole coinvolte 
nell’attività del sistema immunitario è apparso fin dall’inizio 
uno dei campi ideali di applicazione delle tecniche della prote-
omica (64, 65), con l’obiettivo di poter studiare l’intero processo 
autoimmune, anziché le sue singole componenti. Tra i numerosi 
sistemi ideati, alcuni microarray hanno trovato applicazione per 
lo studio dei profili autoanticorpali delle malattie autoimmu-
ni: si tratta degli array autoantigenici planari e non-planari (in 
sospensione) (34, 35, 60, 66-68). 

Tra gli array planari vanno ricordati i sistemi costituiti da 
microspot su vetrino, su micropiastre di polistirene o membrane 
di nitrocellulosa e i sistemi di immunoblot lineare su membra-
ne di nitrocellulosa (tabella 8). I primi si fondano sulla tecnica 
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originariamente proposta da Ekins (69) e presentano prospetti-
camente una rilevante importanza per la loro semplicità e fles-
sibilità; per essi non sono ancora disponibili applicazioni com-
merciali, ma sono noti studi di conferma della loro affidabilità 
(70-72): tra questi particolare interesse ai fini della presente ras-
segna è il metodo multiplex NALIA, che impiega un metodo di 
immunochemiluminescenza indiretta con perossidasi di rafano 
e tracciante luminescente.

I secondi si basano sulla tecnica di westernblot lineare (line 
immunoblot), con migrazione elettroforetica su membrane di 
nitrocellulosa; il metodo ha trovato numerose applicazioni com-
merciali e sono disponibili esperienze di validazione clinica dei 
sistemi condotte su vaste casistiche, anche provenienti da studi 
multicentrici (73-77). In generale il line immunoblot presenta 
accuratezza diagnostica e clinica paragonabile, se non superiore, 
ai metodi immunometrici convenzionali.

Tra gli array nonplanari (tabella 9) sono stati messi a punto 
sistemi in sospensione che utilizzano microparticelle riconosciu-
te mediante nefelometria laser (78) o fluorimetria laser in cito-
metri a flusso (79); quest’ultima tecnologia presenta numerose 
applicazioni commerciali ed è stata ampiamente validata da 
numerosi studi clinici, condotti in tutto il mondo.

I principali sistemi commerciali, che si fondano sulla tecno-
logia delle microsfere fluorescenti, sono indicati nella tabella 
10. Tra questi il sistema BioPlex 2200, di introduzione recente, a 
totale automazione e ad elevata produttività analitica, consente 
di eseguire un profilo autoanticorpale per le malattie reuma-
tiche, la sindrome da antifosfolipidi, le vasculiti e la celiachia; 
esperienze di validazione clinica sono disponibili su vaste casi-
stiche. Tra queste anche quelle condotte nel laboratorio dell’au-
tore confermano l’elevata produttività e affidabilità analitica 
nel dosaggio di autoanticorpi e anticorpi (80-93). Rappresenta 
l’unico sistema multiplex attualmente disponibile in Italia.

Accolto in modo entusiastico al suo apparire nel laboratorio 
clinico, il multiplexing avrebbe dovuto consentire il superamento 
di alcune limitazioni dei metodi convenzionali, di tipo analitico 
(riduzione dei volumi di campioni e reagenti e contenimento 
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dei costi), logistico-gestionale (dosaggio simultaneo nella stessa 
seduta e nello stesso ambiente di reazione di analiti attualmente 
misurati con metodologie differenti) e fisiopatologico [associa-
zione di marker in profili (profiling) patologia-orientati od orga-
no-orientati] e avrebbe dovuto trovare un largo impiego nell’at-
tività routinaria del laboratorio di auto immunologia (66-68). 
Tuttavia al momento l’industria biomedica sembra orientata a 
riproporre in versione multiplex i profili autoanticorpali già con-
solidati delle principali malattie autoimmuni, con il solo inten-
dimento di consentire un uso diagnostico limitato alle specificità 
autoanticorpali più comuni. E’ questo il principale motivo della 
lenta e stentata penetrazione di questi sistemi nella routine 
diagnostica a sostituire le metodologie convenzionali. Non è 
infatti ancora disponibile un profilo autoanticorpale flessibile, 
allargato ai 30-50 autoanticorpi più comuni e importanti, che 
consentirebbe un semplice impiego in laboratorio per la valuta-
zione dello stato autoimmune e il profiling autoanticorpale del 
paziente a fini predittivi, di monitoraggio e terapeutici (94). 

I metodi monoplex 

Dato il ritardo con cui trovano piena applicazione nel labora-
tori clinici i metodi multiplex, la diffusione dei metodi monoplex 
su piattaforme automatiche è stata progressiva negli ultimi dieci 
anni: sono oggi disponibili numerosi sistemi analitici automati-
ci, che consentono il dosaggio di autoanticorpi, separatamente o 
assieme ad altri analiti di particolare interesse (ormoni, proteine 
specifiche, anticorpi, etc). Nelle tabelle 11A e 11B sono indicate 
queste tecnologie: all’interno dei laboratori di autoimmunologia 
esse trovano ormai ampia applicazione.

In particolare gli strumenti Immulite (Siemens HD), Access 
(Beckman-Coulter), Architect (Abbott Laboratories), ADVIA 
Centaur (Siemens HD) Elecsys (Roche Diagnostics), Liaison 
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(DiaSorin), Maglumi (SNIBE) sono inseriti all’interno di piatta-
forme automatizzate per i dosaggi immunometrici e consentono 
la quantificazione degli autoanticorpi di più elevata richiesta 
(anti-tireoglobulina, anti-tireoperossidasi, anti-peptidi citrul-
li nati) (94-111), mentre gli strumenti  Zenit RA (A. Menarini 
Diagnostics), BioFlash (Instrumentation Laboratories) sono più 
strettamente dedicati ai laboratori di autoimmunologia, che ese-
guono la totalità dei test autoanticorpali (112-117). 

La sempre maggiore ampiezza di test autoanticorpali imple-
mentati in piattaforme automatizzate di immunochemilumi-
nescenza è ulteriormente dimostrata dalla presenza di lavori 
scientifici pubblicati nelle più importanti riviste di settore: a 
dicembre 2013 sono ormai disponibili almeno 42 pubblicazioni 
scientifiche che presentano dati ottenuti sulle strumentazioni 
indicate nella tabella 11 a testimonianza dell’accuratezza dia-
gnostica di queste tecnologie.
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Figura 1. Rosalyn Sussman Yalow, Salomon Berson e il metodo radioimmuno-
logico.

Figura 2. Georg Kohler, Cesar Milstein e gli anticorpi monoclonali.
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Figura 3A. Luminolo (I), isoluminolo (II) e loro derivati (ABENH, III).

Figura 3B. Chemiluminescenza diretta (1) e indiretta (2) del luminolo.
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Figura 4. Esteri dell’acridinio

Figura 5. Diossetani.
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Figura 6. Reazione di elettrochemiluminescenza rutenio-tripropilamina
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Figura 7. Evoluzione dei metodi immunologici per il rilevazione e la quantifi-
cazione degli autoanticorpi.
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Category Characteristics Examples 

1 Labeled analyte, limited anti-
body (receptor) 

Immunoassay (RIA, EIA, CLIA, 
FIA), Receptor Assay 

2 Labeled antibody, limited 
reagent (receptor) 

Non-isotopic immunoassay (CLIA, 
EIA, FIA), Receptor Assay 

3 Detection of immune complexes Radial diffusion, nephelometry 
(LAT, PACIA, PETINIA) 

4 Labeled antibody, excess reagent Immunometric assay (IRMA, IFMA, 
IEMA, ILMA) 

5 Assays for quantifying specific 
antibodies 

(ELISA, ILMA, IRMA, IFMA, RAST, 
FAST) 

6 Labeled reagent, signal modu-
lated by immune binding  
(homogeneous) 

CLETIA, CEDIA, SL-FIA,EMIT, 
FPIA 

Tabella 1. Schema di Gosling per la classificazione degli immunodosaggi. 
Per le sigle vedi testo.



Renato Tozzoli, Federica D’Aurizio
L'Immunochemiluminescenza 

nella Diagnostica di Laboratorio

26 Caleidoscopio

Tabella 2A. Pietre miliari nella storia degli immunodosaggi.

Year Event Immunoassay 

1960 Berson SA, Yalow RS. Development 
of first competitive immunoassay 
(insulin) – Nobel Prize 1977 (1) 

Radioimmunoassay (RIA) 

1960 Ekins RP. Development of first 
competitive immunoassay (thyrox-
ine) (6)

Radioimmunoassay (RIA) 

1967 Wide L, Bennich H, Johansson 
SGO. Development of first immu-
noassay (IgE) (7)

Radioallergosorbent test (RAST)

1968 Miles LEM, Hales CM. 
Development of first non competi-
tive immunoassay (8) 

Immunoradiometric assay (IRMA) 

1971 Engvall E, Perlmann O (9) – Van 
Weemen BK, Schuurs AH (10). 
Development of first non-isotopic 
immunoassays 

Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) 

1972 Rubenstein KE, et al. Development 
of first homogeneous non-istopic 
immunoassay (11) 

Enzyme multiplied immunoassay 
technique (EMIT) 

1973 Dandliker WB, et al. Development 
of first fluoroimmunoassay (12)

Fluorescence polarization immuno-
assay (FPIA) 

1975 Kohler G, Milstein C. Development 
of monoclonal antibodies – Nobel 
Prize 1984 (3)

Monoclonal antibodies (MoAb) 

1976 Schroeder  M,et al. Development of 
first chemiluminescence immuno-
assay (13)

Chemiluminescence immunoassay 
(CLIA) 
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Tabella 2B. Pietre miliari nella storia degli immunodosaggi.

Year Event Immunoassay 

1976 Ullman EF, et al. Fluorescence excitation transfer 
immunoassay (14)

FETIA

1978 Pratt JJ, et al. Luminol chemiluminesce immunoas-
say (15) 

L-CLIA 

1982 Meurman OH, et al. Time-resolved fluoroimmunoas-
say (16)

TR-FIA

1983 Weeks  I, et al. Acridinium esters chemiluminescence 
immunoassay (17) 

AE-CLIA 

1989 Bronstein I, et al. Chemiluminescence enzyme-im-
munoassay (18)

CL-EIA 

1991 Blackburn GF, et al. Electro-chemiluminescence 
immunoassay (19)

E-CLIA 
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Tabella 3. Definizione e tipi di luminescenza.
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Year Instrument Company Immunoassay 

1975 CENTRIA Union Carbide Corporation RIA 

1977 Kemtek 3000 Kemble Instruments RIA

1978 Concept 4 
Automatic 
Radioassay 

Micromedic Systems RIA 

1978 ARIA II Becton-Dickinson 
Immunodiagnostics 

RIA 

1979 STAR Technicon Instruments RIA

1979 Quantum II Abbott Laboratories EIA 

1981 TDx Abbott Laboratories FPIA 

1988 IMx Abbott Laboratories EIA-FPIA 

1990 ACS:180 Ciba Corning/Chiron 
Diagnostics 

CLIA 

Tabella 4. Automazione degli immunodosaggi.

Year Instrument Company Immunoassay 

1991 Immulite I Cirrus Diagnostics CLIA 

1992 ES System Boehringer Mannheim EIA 

1993 Axsym Abbott Laboratories EIA, ICIA, FPIA 

1994 Access Sanofi Diagnostic Pasteur CLIA 

1997 ACS: Centaur Chiron Diagnostics CLIA 

1998 Elecsys Boehringer Mannheim CLIA 

1999 Architect Abbott Laboratories CLIA 
1999 Vitros ECi Ortho Clinical Diagnostics CLIA 

1999 Liaison Byk-Sangtec Diagnostica CLIA 

Tabella 5. Automazione degli immunodosaggi.
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Produttore Sistema 
analitico

Tecnologia Tracciante Enzima Fase solida

Abbott Architect CLIA Estere di acri-
dinio

- Particelle 
magnetiche

Beckman 
Coulter

Access 2
Unicel Dxl 
800

CLIA Diossetano 
fosfato 
(AMPPD)

Fosfatasi 
alcalina

Particelle 
magnetiche

Diasorin Liaison,
 Liaison XL

CLIA Derivati iso-
luminolo

- Particelle 
magnetiche

iSys CLIA Estere di acri-
dinio

Particelle 
magnetiche

Ortho 
(Johnson and 
Johnson)

Vitros ECi, 
Vitros 5600

CLIA Derivati 
luminolo

Perossidasi Pozzetti 
con strep-
tavidina

Roche 
Diagnostics

Elecsys 
2010, 
Cobas e411, 
Modular

ECLIA Derivati rute-
nio

- Particelle 
magnetiche

Siemens HD 
(DPC)

Immulite 
XPi

CLIA Diossetano 
fosfato 
(AMPPD)

Fosfatasi 
alcalina

Sferette di 
polistirene

Siemens HD 
(Bayer)

ADVIA 
Centaur

CLIA Estere di acri-
dinio

- Particelle 
magnetiche

Siemens HD 
(Dade-
Behring)

Dimension 
Vista

LOCI Diossetano - -

BioFlash CLIA Derivati iso-
luminolo

Particelle 
magnetiche

SNIBE Maglumi CLIA Derivati 
isoluminolo 
(ABEI)

- Particelle 
magnetiche

Tabella 6. Sistemi analitici ad automazione totale.
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Metodi Sigla
Convenzionali (monoplex) di prima generazione

Immunodiffusione doppia ID
Fissazione del complemento CF
Immunofluorescenza indiretta IIF
Agglutinazione passiva di eritrociti e di particelle di lattice PHA, LPA
Radio-immunoprecipitazione RIPA
Westernblot WB

Convenzionali (monoplex) di seconda e terza generazione
Radioimmunologico-Immunoradiometrico RIA-IRMA
Radiorecettoriale RRA
Immunoenzimatico-Immunoenzimometrico ELISA-IEMA
Immunoblot IB
Immunodot DB
Immunochemiluminescenza-immunochemiluminometrico CLIA-ILMA
Fluoroimmunologico- immunofluorimetrico FIA-IFMA

Multipli (multiplex)
Immunometrico (a microsfere indirizzate) MBA

Tabella 7. Classificazione dei metodi immunologici per il dosaggio di autoan-
ticorpi.
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Supporto Formato Sistema 
di rile-
vazione

Autoanticorpi 
rilevati 
(numero e 
tipo)

Produttività 
stimata 
(test/ora)

Prodotto 
commer-
ciale

Vetrini Microspot L 115 ~10.000 -
Vetrini Microspot F 196 ~10.000 -

Vetrini Microspot F 650 ~10.000 -
Vetrini Microspot F 225 ~10.000 -
Micropiastre Microspot C 15 ND -
Membrane di 
nitrocellulosa

Microspot C 30 ND -

Membrane di 
nitrocellulosa

Blot lineare C 15 (ENA) ~50 Inno-LIA

Membrane di 
nitrocellulosa

Blot lineare C 13 (ENA) ~50 RecomLine

Membrane di 
nitrocellulosa

Blot lineare C 11 (ENA) ~50 ANA-LIA

Membrane di 
nitrocellulosa

Nanodot L 10 (ENA) ND NALIA

Tabella 8. Array autoantigenici planari per la rilevazione di autoanticorpi 
(L, Luminescenza; F, Fluorescenza; C, Colorimetria; ND, non dichiarato).
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Supporto Formato Sistema 
di rile-
vazione

Autoanticorpi 
rilevati (max)

Produttività 
stimata 

(test/ora)

Prodotto 
commer-

ciale
Microsfere Pozzetti di 

polistirene
LN 3 (ENA) ~200 Copalis

Microsfere Pozzetti di 
polistirene

LF 9 (ENA) ~1.000 FIDIS

Microsfere Pozzetti di 
polistirene

LF 5 (ENA) ~1.000 AtheNA

Microsfere Pozzetti di 
polistirene

LF 5 (ENA) ~500 QuantaPlex

Etichette 
codificate

Pozzetti di 
polistirene

LF 9 (ENA) ~10.000 UltraPlex

Microsfere Automazione 
completa

LF 15 (ENA) ~2200 BioPlex 
2200

Tabella 9. Array autoantigenici non planari (in sospensione) per il dosaggio di auto-
anticorpi (LN, Nefelometria Laser; LF, Fluorimetria Laser).
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Society System Autoantigenic profiles 
(no.) 

Evolution Diffusion 
in Italy 

BMD,
France

FIDIS 
(Luminex) 

ANA (10), Vasculitis 
(3) Celiac (2), Thyroid 
(2), APS IgG, IgM (3), 
Gastritis (2), Liver (3) 

++++ +/- 

IL (INOVA), 
Spain-USA 

QuantaPlex 
(Luminex) 

ANA (8), Celiac (2) ? - 

ZEUS, 
USA 

Athena 
Multi-Lyte 
(Luminex) 

ANA (10), Vasculitis (3)
Celiac (2), Thyroid (2) 

++ +/- 

Origene,
USA 

TruePlex 
(Luminex) 

ANA (5), OSADS (5),  
Customizable 

++ - 

BIO-RAD, 
USA 

Bioplex 
2200 

ANA (13), Vasculitis 
(3), RA (1), APS IgG, 
IgA, IgM (6), Celiac 
IgA, IgG (5) 

+++ + 

Pronostics, 
UK 

UltraPlex ANA (2), Thyroid (2) ? - 

ImmunoConcept, 
USA 

Microzyme ANA (10) ? - 

SQI Diagnostics,
Canada 

Ig_Plex 
(Luminex) 

ANA (11), RA (4), 
Vasculitis (3), Celiac 
IgA, IgG (4) 

++ - 

Tabella 10.Sistemi di dosaggio multiplex e diffusione in Italia.
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Instrument Company Tracers Tests menu Refs 
(no.) 

Immulite 
1000/2000/ XPI 

Cirrhus, 
DPC, 
Bayer, 
Siemens 

Alkaline 
Phosphatase 
Adamantyl 
1,2-Dioxetane 
phosphate 
(AMPPD) 

TgAb, TPOAb, 
Anti-CCP, TRAb 

7 

Access/Access 
2/ Unicel Dxi 
600/800 

Sanofi, 
Beckman-
Coulter 

Horseradish 
Peroxidase 
Dioxetane 
phosphate 
(Lumi-Phos 
530) 

IFAb,TPOAb 
TgAb 

1 

Architect 
i1000/2000/4000 

Abbott Acridinium 
esters 

CCPAb, TgAb, 
TPOAb 

2 

ADVIA 
Centaur/CP/XP 

Chiron, 
Bayer, 
Siemens 

Acridinium 
esters 

TgAb, TPOAb, 
CCPAb 

4 

Tabella 11A. Sistemi CLIA monoplex per il dosaggio di autoanticorpi.
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Instrument Company Tracers Tests menu Refs 
(no.) 

Liaison/Liaison XL DiaSorin Isoluminol 
derivatives 

ANA, dsDNAAb, 
tTG-IgA, ENAAb, 
aCL-IgG,IgM, 
TgAb, TPOAb 

5 

Elecsys/Cobas 
Modular 

Boehringer 
Mannhein, 
Roche 

Rutenium  
tris-bipyri-
dyl 

TgAb, TPOAb, 
TRAb, CCPAb 

10 

Zenit RA A. Menarini Acridinium 
Esters 

ANA, ENA, 
tTG-IgG,IgA, 
DGP-IgG, IgA, 
aCL-IgG,IgM, 
B2GPI-IgG-IgM, 
CCPAb, MPOAb, 
PR3 Ab 

5 

BioFlash Inova/IL Isoluminol aCL-IgG,IgA,IgM 
. tTG- IgGA, IgG 
DGP-IgA,IgG , 
MPOAb, PR3Ab, 
GBMAb, B2GPI-
IgG, IgA, IgM 
ENA, ANA, 
DFS70Ab, ASCA-
IgG,IgA 
F-ActinAb, 
LKMAb, SLAAb, 
SP100Ab, 
gp210Ab, M2Ab

8

Maglumi 
600/1000/2000/2000 
Plus/4000 

SNIBE Isoluminol 
(ABEI) 

TgAb, TPOAb, 
TRAb, ICA, IAA, 
GADAb 

- 

Tabella 11B. Sistemi CLIA monoplex per il dosaggio di autoanticorpi.
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BC-6800 
Auto Analizzatore per Ematologia 

 
Specifiche Tecniche 

 

Principi 
Tecnologia di analisi cellulare SF Cube per WBC, 5-Part 
Diff, NRBC, RET e Metodo PLT-O Focusing Flow-DC per la 
misurazione di RBC e PLT. Reagente per la determinazione 
dell’emoglobina privo di cianuro 

 
Parametri 
33 parametri per il report: WBC, Lym%, Mon%, Neu%, BAS%, 
EOS%, Bas#, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, RDW-CV, RDW- 
SD, RET%, RET#, IRF, LFR, MFR, HFR, NRBC#, NRBC%, PLT, MPV, 
PDW, PCT, P-LCR, P-LCC 
14 parametri di ricerca: HFC#, HFC%, IMG#, IMG€, WBC-R, 
WBC-D, WBC-B, WBC-N, RBC-O, PLT-O, PLT-I, PDW-SD, InR#, InR% 
2 istogrammi per RBC e PLT 
3 scattergram (3D) per DIFF, NRBC e RET 
6 scattergram (2D) per DIFF, BASO, NRBC, RET, RET-EXT, PLT-O 

 
Prestazioni 
Par. Range Linearità Precisione Carryover 
WBC 0-500x109/L ≤2.5% (≥ 4x109/L) ≤1.0% 
RBC 0-8x109/L ≤1.5% (≥ 3.5x1012/L) ≤1.0% 
HGB 0-250g/L ≤1.0% (110-180g/L) ≤1.0% 
HCT 0-75% ≤1.5% (30%-50%) ≤1.0% 
PLT 0-5000x109/L ≤4.0% (≥ 100x109/L) ≤1.0% 
RET 0-0.8x1012/L ≤15% (RBC ≥3x1012/L) / 

1%≤ RET%≤4%) 

Volume del Campione 
Mod. Prediluiz. (sangue Capillare), provetta aperta 40 µL 
Mod. Manuale (sangue intero), provetta aperta 150 µL 
Mod. Automatica (sangue intero), provetta chiusa 200 µL 

 
Cadenza Analitica 
fino a 100 provette campione 

 
Modalità 
CBC, CBC+DIFF, CBC+RET, CBC+NRBC, 
CBC+DIFF+RET,CBC+DIFF+NRBC, BC+DIFF+RET+NRBC, RET 

 
Capacità di Archivio dei Dati 
Fino a 100.000 risultati dei pazienti comprese tutte le 
informazioni numeriche e grafiche 

 
Stampa 
Disponibili diversi formati stampa e formati definibili 
dall’utilizzatore 

 
Ambiente Operativo 
Temperatura: 15°C – 32°C 
Umidità: 30%-85% 
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TEST MENU
Tumor Markers

Bone Metabolism

Glyco Metabolism

Fertility

Thyroid

Prenatal screening

Kidney Function

Hepatic Fibrosis

TORCH

EBV

Immunoglobulin

Anemia

Drug Monitoring

Cardiac

Infectious

Inflammation Monitoring

Others
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con Marcatura ABEI e Separazione

con Microsferette Nanomagnetiche

Analizzatori per la completa Automazione
di Immunodosaggi in Chemiluminescenza (CLIA)

Maglumi 600
180T/H

Maglumi 1000
120T/H

Maglumi 2000 Plus
180T/H
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280T/H

Maglumi 2000
180T/H
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