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ABSTRACT

Critical issues of the post-analytical phase for cryoglobulin determination: results of a pilot study carried out
in Emilia-Romagna, Italy.

Introduction: cryoglobulins (CRG) are immunoglobulins that precipitate at low temperature and dissolve at 37 °C. The
difficulties associated to the analisys of cryoproteins, are related to the pre-analytical phase, including the collection
of the sample and the maintenance of the heat chain; to the analytical phase, because of the many manual steps
involved and, to the post-analytical phase as well, due to the operator-depending interpretation of immunofissation
(IFE). The Department of Laboratory Medicine of Modena promoted a pilot study to verify the incidence of the
post-analytical phase in the accuracy of the CRG analisys.

Methods: 30 images of CRG-IFE plates were selected and sent to 8 centers of the Emilia Romagna region that agreed
to join the project; 13 different laboratory professionals have been involved in the IFE interpretation.

Results: out of 30 IFE, only 3 (10%) were interpreted with the excellent concordance of 100% by all the participants;
10 of them (33%) showed a good concordance, 75-99%; 14 (47%) sufficient concordance, 50-74%; 3 (10%) a poor
concordance <50%. Out of 8 centers involved, 4 participated with more than one operator. Arbitrarily assuming that
the analysis can be considered acceptable when at least 75% of the participants agree on the interpretation of the
gels, the results show that only in 43% of cases the acceptability was reached.

Discussion: this pilot study highlights the need to harmonize the CRG determination, not only the pre-analytical and
analytical procedures, but also the post-analytical phase. To this end, it could be highly recommended that the clinical
laboratories participate to external quality assessment control programs, as the one promoted by UK-NEQAS.
Moreover, scientific societies and their Study Groups, can play an important role by promoting the harmonization of
CGR evaluation.
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INTRODUZIONE

La crioglobulinemia & una patologia rara, la cui
diagnosi risulta complessa sia dal punto di vista clinico
che laboratoristico. | sintomi sono vari e poco specifici;
i piu frequenti sono rappresentati dalla triade di Meltzer:
porpora, artralgia, astenia (1,2). La diagnosi clinica,
tuttavia, necessita di una conferma laboratoristica a
sua volta complicata dalle difficolta legate al
mantenimento della catena del caldo nella fase
pre-analitica, per la complessita della fase analitica (3-
9) e per I'aspetto interpretativo operatore-dipendente
legato alla fase post-analitica (10).

La crioglobulinemia & I'effetto della presenza in
circolo di crioglobuline (CRG), proteine sieriche
prevalentemente costituite da immunoglobuline (Ig),
che precipitano a basse temperature e si ri-dissolvono
a 37 °C. Sono state osservate per la prima volta nel
1933 da Wintrobe e Buell in un paziente che
presentava la sindrome di Raynaud (11).

Il fenomeno della crioprecipitazione non € ancora
del tutto chiarito ma si ipotizza che possa dipendere da
modificazioni della composizione aminoacidica della Ig
coinvolta. Si € tuttavia osservato in vitro che le CGR di
tipo | precipitano piu velocemente di quelle di Il e Il tipo
(8,12,13).

La corretta determinazione delle CRG & fortemente
condizionata dalla fase pre-analitica: & infatti
necessario assicurare la catena del caldo, con il
rigoroso mantenimento del campione a 37 °C, dal
momento del prelievo fino all’arrivo del campione in
laboratorio, per evitare la precipitazione delle CRG.
Nella fase analitica si aggiungono poi, le variabili legate
all'elevato grado di manipolazione del campione
durante le ripetute procedure di lavaggio e
centrifugazione del crioprecipitato per eliminare i
residui di siero prima della immunofissazione.
L'immunofissazione elettroforetica su gel di agarosio
(IFE) é riconosciuta come la tecnica piu accurata,
considerata il "gold standard" per la determinazione
dell'isotipo coinvolto (IgG, IgA o IgM, kappa o lambda)
e per distinguere tra mono o policlonalita (3,6,8,12,14—
16).

Il termine crioglobulina, cioe globulina sierica che
precipita a freddo, venne coniato nel 1974 quando
Brouet et al. (17) proposero una classificazione delle
CRG correlando le loro caratteristiche immunochimiche
con il quadro clinico. Tale classificazione resta ancora
oggi la piu utilizzata e suddivide le CRG in tre tipi. Tipo
| o crioglobulinemia semplice: appartengono a questo
tipo le CRG costituite solamente da una |Ig
monoclonale; sono associate ad un processo
linfoproliferativo, come il mieloma multiplo, la
macroglobulinemia di Waldenstrom, i linfomi;
costituiscono circa il 10-15% di tutte le crioglobulinemie
rilevate. Tipo Il e Tipo Il o crioglobulinemia mista:
rappresentano insieme circa 1'85-90% delle
crioglobulinemie; sono causate da immunocomplessi in
cui solitamente una IgG policlonale funge da antigene
contro una IgM (raramente una IgA o IgG) che esprime

attivita di fattore reumatoide. La IgM & di tipo
monoclonale nel tipo Il e policlonale nel tipo Il (15,18—
20). Frequentemente la crioglobulinemia mista si
associa ad infezioni dal virus dell’ epatite C (HCV) e a
patologie di tipo autoimmune (21-24).

Nell’lambito delle crioglobulinemie miste, alcuni
Autori hanno proposto ulteriori classificazioni. Nel 1992
Musset et al. (25), utilizzando I'elettroforesi
bidimensionale in gel di poliacrilamide, hanno introdotto
la definizione di CRG microeterogenea che consiste
nella presenza di due o piu bande oligoclonali. La
crioglobulinemia microeterogenea é ritenuta una forma
intermedia tra il tipo Il e il tipo Ill. Tissot et al. (16,26)
nel 1994 hanno inserito il tipo Il-lll “variante” come
intermedio tra il tipo Il e Ill qualora sia presente piu di
una componente monoclonale. Analogamente, Pontet
et al. (27) nel 1997 hanno suddiviso il tipo Il in lla,
quando presente una sola componente monoclonale e
in tipo IIb, quando presente piu di una componente
monoclonale. Nel 2010, Passerini et al. (6) hanno
classificato come di tipo Il le crioglobuline miste

costituite indifferentemente da Ig policlonali, Ig
oligoclonali e microeterogenee.
Diversi Autori (8) hanno messo in luce le

problematiche pre-analitiche ed analitiche della
determinazione delle CRG: la difficolta del
mantenimento della catena del caldo e la mancanza di
procedure standardizzate e univoche riconosciute a
livello internazionale che definiscano le corrette
modalita operative (3,12,15). Poco o nulla si reperisce
in letteratura per quanto riguarda linterpretazione
delllFE, fase soggettiva e strettamente legata alla
formazione e all'esperienza del professionista di
laboratorio (28).

Considerando che I'affidabilita dei risultati prodotti
dal laboratorio & essenziale per il corretto
inquadramento diagnostico e terapeutico del paziente,
lo scopo di questo studio & di indagare quanto la fase
di interpretazione del gel di IFE, possa incidere sull’
accuratezza del dato di laboratorio .

METODI

Disegno dello studio

Il Laboratorio dell’Ospedale Civile di Baggiovara
afferente al Dipartimento Integrato Interaziendale di
Medicina di Laboratorio e Anatomia Patologica di
Modena si & reso promotore di un progetto per valutare
la variabilita interlaboratorio ed intralaboratorio della
interpretazione dell' IFE di CRG, escludendo a priori le
variabili preanalitiche ed analitiche. 30 gel di agarosio
di altrettante IFE di CRG sono state scelte in modo
cadenzato (uno ogni 10) dall’archivio del Laboratorio.
Una volta scansionati, i gel sono tati inviati ai Laboratori
del’Emilia Romagna aderenti al progetto: Parma,
Reggio Emilia, Guastalla (RE), Bologna, Ferrara,
Pievesistina (FC), Ospedale Civile di Baggiovara di
Modena e Policlinico di Modena. Ogni laboratorio ha
partecipato con uno o piu operatori per un totale di 13
esperti del settore.
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Figura 1

Esempi di immunofissazioni non valutabili. A, banda di albumina visibile che indica la presenza di residui di siero; B, materiale fermo
sulla linea di deposizione e assenza di migrazione; C, possibile artefatto.

Procedura

Le 30 IFE di CRG sono state ottenute mediante IFE
su gel d'agarosio Hydragel 2/4 (Sebia, Bagno a Ripoli,
Firenze) eseguita su strumentazione semiautomatica
Hydrasys (Sebia, Bagno a Ripoli, Firenze).

Le immagini dei gel numerate da 1 a 30, sono state
scansionate ed inviate in formato JPEG (Figura 1) via
posta elettronica agli 8 laboratori aderenti indentificati
con lettere maiuscole dalla A alla H. Qualora in un
centro fosse presente piu di un operatore partecipante
allo studio, questo era identificato con la lettera del
relativo laboratorio seguita da un numero, (esempio:
A1, A2, A3). Nella Figura 1 si riporta un esempio di
immunofissazione inviata come immagine JPEG. Per
ogni CRG era indicato il valore del criocrito in
percentuale su 1 mL di siero. Unitamente alle immagini
¢ stata inviata una tabella, in cui segnare gli esiti delle
letture ed eventuali commenti interpretativi. Non sono
stati forniti suggerimenti circa la modalita di
classificazione, lasciando libero ogni operatore di
adottare il metodo utilizzato secondo la prassi in uso
nel proprio laboratorio.

Concordanza analitica

Per misurare la concordanza tra le letture dei gel tra
i diversi operatori, si € arbitrariamente determinata una
scala di valutazione definendo “ottima” wuna
concordanza del 100%, cioé quando tutti gli operatori
fornivano un’unica definizione per lo stesso gel,
“buona” una concordanza compresa tra 75 e 99%, cioé
quando la stessa risposta era fornita dal 75-99% degli
operatori, “sufficiente” tra 50 e74% e “scarsa” se <50%.

Per l'analisi statistica si & utilizzato un foglio
elettronico supportato da funzioni statistiche (Microsoft
Excel®, Microsoft Co. Milano, Italia)

RISULTATI

Tutti e 13 gli operatori degli 8 centri coinvolti hanno
risposto nel tempo prefissato di un mese.
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Di questi, 11 hanno utilizzato la classificazione di
Brouet, mentre 2, appartenenti allo stesso centro, si
sono avvalsi della classificazione di Tissot.

Le risposte fornite operatori sono state: tipo |, tipo Il,
tipo IlI-lll, tipo Ill, negativo, oppure dubbio, non
classificabile, ripetere o anche nessuna risposta. Solo
ai fini della valutazione statistica si € considerato il tipo
II-11l della classificazione di Tissot equivalente al tipo Il,
in considerazione dell’analogia al tipo lla e Illb di
Pontet. Le risposte dubbio, non classificabile, ripetere,
o le risposte in bianco, sono state raggruppate come
“non valutabile”.

Crioglobuline non valutabili

Le risposte relative a gel definiti non valutabili sono
state in totale 35 su 390 (9,0%) e si sono riscontrate
per 12 gel su 30. | gel in questione erano
sostanzialmente di tre tipi:

- in 2 casi si notava una banda di albumina piu o
meno marcata (Figura 1A);

- in 3 casi il materiale era rimasto fermo al punto di
deposizione con poca o nulla evidenza di
migrazione (Figura 1B);

- in 7 casi era presente una singola banda di
precipitazione scarsamente visibile o si
osservavano possibili artefatti (Figura 1C).

Variabilita inter-laboratorio

Delle 30 IFE sottoposte a valutazione, solamente 3
(10%) sono state classificate nello stesso modo da tutti
e 13 gli operatori con una concordanza ottima dei
risultati pari al 100%; 10 (33%) presentavano una
concordanza buona, 14 (47%) sufficiente, mentre 3
(10%) scarsa (Figura 2).

Assumendo in modo arbitrario che la lettura possa
essere considerata accettabile quando almeno il 75%
degli operatori concorda sul tipo di CRG da attribuire
allo stesso campione, i risultati mostrano come solo nel
43% dei casi venga raggiunto il requisito di
accettabilita: meno della meta dei casi.
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Ad eccezione di 3 campioni (10%), per ogni tipo di
gel ¢ stata fornita piu di una classificazione/risposta. In
10 casi (33%) 2 risposte, in 11 (37%) 3 risposte, in 5
(17%) 4 risposte ed in 1 caso (3%) ben 5 risposte
differenti. (Figura 3).

Variabilita intra-laboratorio

In 4 degli 8 Centri che hanno partecipato al
progetto, piu di un operatore ha eseguito le letture dei
gel: 3 operatori nel laboratorio A e 2 operatori nel
laboratorio B, C e D. Questo ha consentito di valutare
anche la variabilita intra-laboratorio (Figura 4).

Valutando le risposte a coppie dello stesso
laboratorio si & ottenuta una concordanza tra
I'operatore A1 e A2 del 57% (n=17), tra A2-A3 del 40%
(n=12), tra A1-A3 del 63% (n=19). Considerando le
letture eseguite nel loro insieme dai tre operatori del
laboratorio A, solo il 27% (n=8) dei gel sono stati
refertati allo stesso modo. Nel laboratorio B, gli
operatori B1 e B2 hanno mostrato una concordanza nel
47% (n=14) dei casi, come per gli operatori del
laboratorio C. Mentre gli operatori del laboratorio D
hanno letto allo stesso modo il 72% (n=22) delle IFE.
Mantenendo lo stesso criterio di adeguatezza della
concordanza del 75% delle letture uguali, si evince che
in nessun laboratorio & stato raggiunto lo standard
minimo; il laboratorio D ha mostrato le prestazioni
migliori, avvinandosi molto alla soglia stabilita (72%
versus 75%).

DISCUSSIONE

L’analisi delle CRG & una delle diagnostiche di
laboratorio che ancora oggi richiede un elevato
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Figura 2

Concordanza tra i risultati ottenuti tra i 13 operatori partecipanti
al progetto. Ottima, 100%, Buona, 75-99%, Sufficiente, 50-74%,
Scarsa; <560%.

impegno manuale ed wuna grande esperienza
professionale per la refertazione. Proprio a causa di
queste motivazioni, la determinazione delle CRG e, tra
le analisi di laboratorio, una metodica tra le meno
standardizzate.

In questo studio si & in particolare focalizzata
I'attenzione sull'incidenza della fase post-analitica sulla
variabilita del dato. I risultati ottenuti evidenziano come

4 risposte 5 risposte

Figure 3

Variabilita inter-laboratorio. Numero di risposte differenti per ogni immunofissazione osservata dai 13 operatori.
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Variabilita intra-laboratorio. Letture concordanti e discordanti tra operatori dello stesso laboratorio. La linea tratteggiata rappresenta
il 75% di concordanza, livello arbitrariamente definito di accettabilita.

anche la sola lettura dell'IFE rappresenti, nella
valutazione della crioglobulina, un elemento di elevata
criticitd, essendo altamente operatore-dipendente.
Neppure le prassi consolidate in uso nello stesso
laboratorio sono in grado di garantire 'omogeneita di
risposta tra operatori diversi.

Si potrebbe percio verificare che un paziente che
esegue la determinazione delle crioglobuline nei vari
laboratori della Regione Emilia Romagna, possa
ottenere 5 tipi di risposta differente: crioglobulinemia di
tipo 1, tipo Il (o tipo lI-111), tipo Ill, negativa oppure non
valutabile. Cio desta particolare preoccupazione se si
considera, che crioglobuline di tipo | e Il hanno
significato clinico, meccanismi patogenetici ed
implicazioni diagnostiche e terapeutiche molto diverse
(18,29).

Non tutti gli operatori, inoltre, hanno mostrato la
stessa sensibilita nella valutazione di IFE con residui di
albumina o che mostravano una non corretta
migrazione del crioprecipitato. La presenza di albumina
indica che il crioprecipitato non & stato completamente
purificato dal siero e quest’ultimo, quindi, puo interferire
sugli esiti della successiva IFE non essendo possibile
distinguere se le immunoglobuline eventualmente
rilevate siano dovute al crioprecipitato o al siero
residuo. Nel caso in cui invece il crioprecipitato sia
abbondante e non ben disciolto, del materiale pud
restare adeso alla linea di deposizione, impedendo
quindi la migrazione né una IFE che possa permettere
la corretta caratterizzazione del crioprecipitato. Infine,
la non chiara visibilita della banda in immunofissazione
puo essere dovuta alla scarsita del crioprecipitato o alla
perdita di materiale durante il lavaggio. In tutti questi
casi € opportuno ripetere il prelievo e 'esame (4).
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L’alto numero di discordanze e di gel non valutabili
rende conto di quanto sia difficile ottenere IFE di buona
qualita che consenta di fornire risultati netti e ben
riproducibili specialmente quando si lavorano campioni
con scarsa quantita di crioprecipitato. Il tentativo di
descrivere nella maniera piu accurata le IFE che si
osservano, che possono presentarsi nelle forme piu
diversificate, unitamente alle tecniche analitiche
sempre piu sensibili spiega, almeno in parte, la ragione
per cui si riscontrano molteplici tipi di classificazione
delle CRG (6,13,16,17,25). |l fattore critico emerso,
infatti, € la non univocita nel metodo di classificazione
adottato dai vari centri della Regione. Benché non
esistano raccomandazioni stringenti circa I'impiego di
un metodo di classificazione specifico per le
crioglobuline, sembra tuttavia opportuno uniformare il
piu possibile il risultato al fine di consentire una
maggiore armonizzazione dei dati di laboratorio per
renderli il piu possibile fruibili da parte del clinico.
L’emanazione di raccomandazioni in tal senso da parte
delle Societa Scientifiche, potrebbe aiutare il processo
di armonizzazione.

L'elevata variabilita dei risultati ottenuti in questo
studio, non & necessariamente imputabile all'imperizia
dei professionisti, ma e piuttosto attribuibile alle
difficolta intrinseche di una metodica che prevede una
operativitd analitica manuale, un ampio spazio di
interpretazione soggettiva operatore-dipendente e
scarsi orientamenti oggettivi a cui riferirsi.

E comunque importante portare alla luce le
complessita riscontrate dal laboratorista in ogni fase
del processo di laboratorio, nella determinazione delle
CRG, affinché vi sia consapevolezza anche da parte
del clinico.
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Infatti, il clinico che riceve il referto, deve avere
consapevolezza delle difficolta che tale analisi
comporta e non dovrebbe avere esitazioni a contattare
il laboratorio qualora il risultato ricevuto non fosse
congruente con la clinica del paziente. Altrettanto
importante € che al laboratorista giungano informazioni
cliniche il piu possibile orientative al momento della
richiesta della determinazione di CRG. Proprio per le
problematicita evidenziate, € necessario che il curante
confermi il risultato del laboratorio ripetendo il prelievo
a distanza di almeno 12 settimane con un nuovo
prelievo come suggerito da piu Autori (2,3,5,9,30).

Questo studio pilota, non esaustivo per la scarsa
numerosita dei dati, mette tuttavia in luce come sia
necessario standardizzare non solo le procedure
preanalitiche e analitiche come piu volte evocato in
letteratura (3,4,15), ma sia altrettanto urgente
armonizzare anche la fase postanalitica. A questo fine,
strumento indispensabile diviene la partecipazione a
programmi di verifica esterna di qualita quale quello
attualmente promosso da UK NEQAS (Birmingham,
UK), nonché la partecipazione a corsi di formazione
proposti dai diversi organismi nazionali ed
internazionali.

Tra i limiti del lavoro possiamo citare:

- la scarsita di partecipanti: alcuni laboratori della
Regione Emilia Romagna non hanno partecipato,
altri non eseguono la tipizzazione delle crioglobuline
ma effettuano la sola ricerca qualitativa; infine non
sono stati coinvolti i laboratori privati presenti in
regione che eseguono tale esame.

- la scansione delle immunofissazioni su gel
d’agarosio inviate come immagini JPEG. Nonostante
si sia lavorato su luminosita e risoluzione, una perdita
di definizione ¢ inevitabile. Questo puo aver inficiato
le interpretazioni dei partecipanti. Sarebbe opportuno
e auspicabile ripetere il confronto inviando i gel
d’agarosio originali, ma cid comporterebbe costi di
trasporto e I'eventuale perdita di essi. Nella messa a
punto di questo progetto si & preso a riferimento il
programma VEQ UK NEQAS Cryoglubulin
(Birmingham, UK), a cui i laboratori partecipanti
aderiscono, che prevede linvio di immagini
scansionate delle immunofissazioni dei
crioprecipitati. Anche in questo caso le difficolta
interpretative sono state notevoli. Lo scopo primario
del lavoro era appunto quello di far emergere le
difficolta interpretative. La risoluzione dei gel inviati &
stata resa la migliore possibile, molto vicina a quella
che si pud ottenere nei gel originali; si pud dunque
ipotizzare che le difficolta interpretative delle IFE per
la tipizzazione delle crioglobuline riscontrate nello
studio, siano molto simili a quelle che si riscontrano
nella interpretazione dei gel originali.

Le societa scientifiche possono giocare un ruolo

fondamentale nella sistematizzazione delle diverse

raccomandazioni ad oggi reperibili in letteratura

(3,13,14,16) per fornire istruzioni univoche non solo per

quanto riguarda la fase preanalitica e analitica, ma

anche per le modalita di interpretazione e

classificazione delle IFE. A questo scopo sarebbe
auspicabile partire da una ricognizione delle diverse
prassi in uso nei vari centri, produrne quindi una sintesi
al fine di addivenire a raccomandazioni il piu possibile
condivise.
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