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Analisi nefelometrica di proteine del plasma: valutazione di un nuovo strumento
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ABSTRACT

Nephelometric measurement of plasma proteins: evaluation of a new istrument

The aim of this study was to evaluate a new dedicated immunonephelometer for plasma proteins determination. We
estimated the instrument's performance in the measurement of immunoglobulins (IgG, IgA, IgM), transferrin and
C-reactive protein. We considered: system stability with or without repeated calibration; linearity; overall analytical
imprecision; turbidity interference; inter-methods comparison by using Beckman Immage and Roche Modular as
alternative systems. The results can be considered "state of the art" concerning overall imprecision (CV values between
3.7% and 15.6%), stability, linearity and sensibility to turbidity. Inter-methods comparison showed systematic differences,
generally smaller than the critical differences except fot IgA, which showed, at the upper limit of the reference interval,
an inter-methods systematic difference (-15.6%) correspondent to the critical difference’s value (+ 15.5%).

RIASSUNTO

In questo lavoro sono state valutate le prestazioni analitiche di un nuovo immunonefelometro dedicato per la misura delle
proteine del plasma. Sono state valutate le prestazioni nella misura delle immunoglobuline (IgG, IgA, IgM), della transferrina
e della proteina C-reattiva. Sono state prese in considerazione: stabilita del sistema con e senza calibrazione ripetuta; linearita;
imprecisione analitica globale; influenza della torbidita; confronto inter-metodo, utilizzando Beckman Immage e Roche
Modular come sistemi di comparazione. Globalmente i risultati ottenuti possono essere considerati "stato dell'arte” per quanto
riguarda imprecisione globale (valori di CV compresi tra 3.7% e 15.6%), stabilita, linearita e sensibilita alla torbidita. Nel
confronto inter-metodi si sono rilevate differenze sistematiche, che peraltro risultavano inferiori alla differenza critica anche
marcatamente con 'eccezione della IgA, che al livello superiore dellintervallo di riferimento mostrava differenze sistematiche

con il metodo di confronto (-15.6%) corrispondenti ai valori di differenza critica (£15.5%).

INTRODUZIONE

La misura delle proteine specifiche del plasma viene oggi
prevalentemente eseguita con analizzatori automatici, che
applicano i principi di immunoturbidimetria o immunonefelo-
metria (1-3). Tali tecniche ottiche, che misurano rispettiva-
mente la luce trasmessa residua e la luce diffratta dalle
particelle di immunocomplesso sospese nel campione, han-
no ottenuto negli ultimi anni notevole sviluppo per la vantag-
giosa praticabilita e precisione di misura consentite.

Attualmente le ditte produttrici di strumenti analitici
hanno messo in commercio differenti immunonefelometri
dedicati, mentre le misure immunoturbidimetriche vengo-
no prevalentemente eseguite su analizzatori automatici
per chimica clinica di uso generale. Negli ultimi anni sono
state pubblicate diverse valutazioni di tali analizzatori, al
fine di verificarne la attendibilita analitica (4-7).

Lo scopo del presente lavoro & stato quello di valutare
un nuovo strumento automatico dedicato (Delta), prodotto
dalla Ditta Radim (Pomezia, Roma), basato sulla misura
immunonefelometrica delle proteine plasmatiche. | risultati
della nostra sperimentazione (8), e di un'altra esperienza
analoga (9), sono stati presentati in via preliminare al
Congresso SIBioC 2002, Rimini, settembre 2002.

MATERIALI E METODI

Sono state valutate le prestazioni analitiche nella misura
delle seguenti proteine: immunoglobuline A, G e M (IgA, 1gG,
IgM), transferrina (TRF) e proteina C-reattiva (CRP).

Le misure sono state eseguite con lo strumento in valu-
tazione (Delta), utilizzando reagenti, calibratori e controlli
forniti dalla medesima Ditta. | calibratori ed i controlli per le
cinque proteine plasmatiche in esame e gli antisieri anti-IgA,
anti-lgG, anti-lgM e anti-TRF sono pronti alluso, mentre
lantisiero anti-CRP & un materiale liofilizzato, da ricostituire
con 2 mL di acqua distillata. La misura della CRP prevede
l'utiizzo di un tampone supplementare e di un diluente,
anch’essi forniti dalla ditta produttrice dello strumento.

Per la verifica della stabilita di calibrazione si sono
preparate per ciascuna proteina in esame 3 miscele di sieri
(concentrazione alta, media, bassa), conservate in aliquo-
te congelate a -20°C. Per quanto concerne le immunoglo-
buline e la TRF, le miscele sono state analizzate (in
duplicato) 5 volte successive per un arco di 28 giorni
mediante calibrazione unica e 4 volte successive per un
periodo di 36 giorni con calibrazione ripetuta. Per quanto
riguarda la CRP, sono state analizzate (in duplicato) 3
volte consecutive per un periodo di 10 giorni mediante
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calibrazione unica e 3 volte successive per un arco di 16
giorni con calibrazione ripetuta. | risultati di questo esperi-
mento sono stati utilizzati anche per la stima dellimpreci-
sione globale tra le serie.

Per la verifica della linearita, si sono allestite 6 miscele
scalari di sieri ad alta e bassa concentrazione. Tali miscele
sono state analizzate ognunain 10 replicati; i risultati sono stati
impiegati anche per la stima della imprecisione entro la serie.

Per il controllo dell'influenza della torbidita, si sono
allestite 3 miscele di sieri a differente concentrazione; ad
aliquote di 2 mL di ciascuna di esse si sono aggiunti 100
L di differenti diluizioni (0; 1/5; 2/5; 3/5; 4/5; 1) di Intralipid
(Pharmacia) 20% (10, 11).

Come sistemi di confronto si sono utilizzati lo strumen-
to Immage (Beckman), basato su principio immunonefe-
lometrico, per la misura delle Ig e della CRP, e lo strumento
Modular (Roche) basato su principio immunoturbidimetri-
co, per la misura della TRF e della CRP. Per le prove di
comparazione, si sono raccolti per ciascuna proteina 120
campioni di siero, contenenti la relativa proteinain concen-
trazioni variabili, a coprire l'intervallo di valori normali e
patologici abitualmente riscontrati.

Per l'analisi dei risultati si sono utilizzate statistiche de-
scrittive parametriche standard (media, DS, CV). Per l'analisi
della linearita si & utilizzata la regressione lineare (modello
standard, metodo dei minimi quadrati); per il confronto tra
metodi la regressione non parametrica secondo Passing e
Bablok (12) e l'analisi della distribuzione delle differenze (13),
questa ultima accoppiata alla presentazione grafica secondo
il cosiddetto "difference plot". | calcoli sono stati effettuati con
il pacchetto "Method Validator" (Philippe Marquis, Metz,
France) e con I'applicativo MS Excel.

RISULTATI

| dati relativi alla valutazione della stabilita di calibra-
zione hanno dimostrato una equivalente stabilita del siste-
ma analitico, nell'arco di almeno 4 settimane (poco pil di
2 settimane solo nel caso della CRP), sia con calibrazione
unica sia con calibrazione ripetuta. | valori del CV% tra i
giorni per ciascuna proteina a 3 livelli di concentrazione,
calcolati per I'intero periodo e nelle due condizioni speri-
mentali, sono riassunti nella tabella 1. | medesimi risultati
sono stati utilizzati per lo studio di un profilo diimprecisione
globale, nel quale i valori di imprecisione globale (CV%),
osservati per le diverse proteine ai vari livelli di concentra-
zione, sono riportati contro i rispettivi valori di concentra-
zione (figura 1).

| risultati della valutazione statistica della linearita sono
mostrati nella tabella 2: la linearita nel’ambito dell'interval-
lo dei valori di concentrazione di ciascuna proteina é
documentata dal buon adattamento della retta ai singoli
punti, a sua volta espresso dai valori elevati di "r" e dai
valori bassi di Sy/x, che risultano compresitra0,2e 2,5 %
del valore medio, con la eccezione delle IgA dove risulta
comungue pari a 4,5% del valore medio. Nella tabella 2
sono anche riportati i valori di imprecisione entro la serie,
come CV% osservato ai diversi livelli di concentrazione.
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Negli esperimenti di comparazione tra metodi si sono
prodotti dati relativi a sei confronti, perché i valori ottenuti
con lo strumento Delta per la CRP sono stati confrontati
con quelli ottenuti con due strumenti alternativi (Immage e
Modular). Le sei serie di 120 coppie di dati ciascuna sono
state analizzate con due approcci grafico-statistici. Secon-
do il primo approccio si & costruito un grafico didispersione
y/X, in cui i singoli punti sono confrontati con la retta di
regressione e con la retta dell’equivalenza (figure 2-7,
grafici superiori); i parametri statistici delle regressione
lineare sono riportati nella tabella 3. Per il secondo approc-
cio si sono costruiti "difference plots", riportando le diffe-
renze intermetodi contro il valore medio di concentrazione

Tabella 1
Imprecisione globale valutata con calibrazione unica (1) e con
calibrazione ripetuta (1i)

Proteina Pool Imprecisione, CV %
| I
Alto 4.8 58
1gG Medio 4,5 4
Basso 4.8 3,7
Alto 7.4 7.1
IgA Medio 8,8 56
Basso 8 b
Alto 7.3 7
lgMm Medio 3.9 55
Basso 53 5.7
Alto 7 9,7
TRF Medio 57 9,3
Basso 7 3,9
Alto 15,6 10,6
CRP Medio 10,5 134
Basso 14,6 15,2
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Figura 1

Profilo di imprecisione nella misura delle differenti proteine. | valori
di CV globale sono riportati contro i valori medi di concentrazione
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Tabella 2
Linearita: parametri statistici defla regressione lineare/correlazione dei valori medi misurati sulla frazione di volume

Intervallo dei valori di

Proteina Concentrazine CV % Concentrazione Sy/x r
mg/dL media mg/dL mg/dL
lgG 469-1662 2,1-3,8 1085,5 7,06 0,999
lgA 33 - 453 27-58 243 11,04 0,997
Ig 34 -292 28-53 163 4,07 0,999
TRF 135 - 281 4.9-14.1 208 3,77 0,999
CRP 1,8-143 3,0-59 8,05 0,08 0,998
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Figura 2

Rappresentazione grafica del confronto inter-metodi nefla determinazione delle IgG.

Pannello a sinistra: grafico di dispersione, e relte di equivalenza (tratteggiata) e di regressione (continua). Panneflo a destra: "difference
plot" (differenza inter-metodi contro i corrispondenti valori medi)
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Figura 3

Rappresentazione grafica del confronto inter-metodi nella determinazione delle 1gA
Come figura 2
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Rappresentazione grafica del confronto inter-metodi nella determinazione delle igM
Come figura 2
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Figura 5
Rappresentazione grafica del confronto inter-metodi nella determinazione della TRF.
Come figura 2
(figure 2-7, grafici inferiori). | parametri statistici della di-  tabella 4. Per interpolazione delle rette di regressione (tab.
stribuzione delle differenze intermetodi sono indicati nella  4) sono state calcolate le variazioni percentuali tra i valori
Tabella 3
Confronto Delta (y)/Metodo di confronto (x): parametri statistici della regressione lineare non parametrica (Passing e Bablok)
Intecetta”
Proteina n mg/dL Pendenza* r
lgG 120 56,8 (32,0/76,3)# 0,89 (0,86/0,91)% 0,981
IgA 120 9,76 (6,13/15,6)# 0,82 (0,78/0,85)% 0,977
IgM 120 3,44 (1,18/6,00)# 0,92 (0,89/0,94)% 0,975
TRF 120 -7,72 (-18,2/0,70)# 1,00 (0,95/1,04) 0,961
CRP1 119 -0,11 (-0,13/-0,02) 1,06 (1,04/1,09)% 0,989
CRP2 120 0,05 {-0,07/0,02)# 0,91 (0,88/0,94)% 0,983
1 = metodo di confronto Immage Beckman; 2 = metodo di confronto Modular Roche; * = intervallo di confidenza al 95%
# = significativamente diverso da 0; $ = significativamente diverso da 1
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Rappresentazione grafica del confronto inter-metodi nella determinazione defla CRP.

Come figura 2
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Rappresentazione grafica del confronto inter-metodi nella determinazione della CRP.

Come figura 2

del metodo sperimentato e quelli del metodo di confronto,
ai livelli inferiori e superiori dei rispettivi intervalli di riferi-
mento. Tali differenze sono risultate rispettivamente: -
2.9% e -7.5% per le IgG; -4.1% e -15.6% per le IgA; 0.6%
e -6.5% per le IgM; -3.9% e -2.1% per la TRF; -5.0% per
la CRP al livello di 1 mg/dL (confronto con strumento
Immage).

| risultati del controllo di interferenza da parte delle torbi-
dita sono riportati graficamente nella figura 8, che mostra
l'andamento dei valori medi di concentrazione misurati in
funzione della frazione di volume di Intralipid aggiunto.

DISCUSSIONE

L'analisi delle proteine del plasma & applicata come

mezzo per la diagnosi clinica "di routine" da quasi 50 anni,
con approcci differenti e di crescente sofisticazione tecno-
logica (14, 15).

Le caratteristiche dell'analisi immunonefelometrica-
turbidimetrica sono state recentemente discusse in rela-
zione anche alle caratteristiche strumentali adatte ad as-
sicurare misure attendibili, con particolare riferimento ai
"bianchi” (16). Lo strumento valutato in questa sperimen-
tazione soddisfa i requisiti richiesti.

Nel corso della sperimentazione abbiamo potuto veri-
ficare innanzitutto la stabilita della calibrazione, che &
risultata effettivamente stabile per almeno 4 settimane,
periodo ridotto a poco pill di 2 settimane nel caso solamen-
te della CRP.

La precisione ¢ stata valutata come imprecisione glo-
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Tabella 4
Confronto Delta (y)/Metodo di confronto (x): parametri stalistici
delfa distribuzione delle differenze

Differenze y - x

Proteina n media mg/dL i.c. 95%
lgG 120 -10,44# -138/-70,8
IgA 120 -46,44 -58,9/-34
lgM 120 -10,3# -16,7/-3,82
TRF 120 -14,7# -20,2/-9,29

CRP1 119 0,53# 0,22/0,83
CRP2 120 -0,774# -1,12/-0,43

438

1 = metodo di confronto Immage Beckman
2 = metodo di confronto Modular Roche
# = significativamente diverso da 0

bale, inclusiva della componente entro e della componen-
te tra le serie, a 3 livelli di concentrazione, sia con calibra-
zione unica sia con calibrazione ripetuta. Come conse-
guenza della su menzionata stabilita di calibrazione le
imprecisioni globali misurate nelle 2 condizioni non diffe-
riscono sistematicamente ed appaiono tra loro sostanzial-
mente in linea con lo "stato dellarte" per questo tipo di
analisi. Esiste un evidente effetto della concentrazione
della proteina sullimprecisione misurata, abbastanza in-
dipendente dal tipo di proteina come illustrato in fig. 1.

La concentrazione misurata per le 5 proteine é risultata
linearmente correlata con la concentrazione effettiva (ar-
bitrariamente espressa dalla frazione di volume del "siero
alto" nella miscela) per intervalli di concentrazione abba-
stanza ampi, estesi per le proteine oltre i corrispondenti
intervalli di riferimento: i coefficienti di correlazione sono
risultati compresi tra 0,997 - 0,999.

L'effetto della torbidita & stato valutato utilizzando il
modello sperimentale consigliato dalle associazioni com-
petenti (10, 11) ed é risultato sostanzialmente nullo anche
in presenza di torbidita (artificiale) assai elevata ed assai
raramente riscontrabile nella pratica.

Linterpretazione dei dati relativi al confronto tra metodi
@ in genere la parte pit complessa nelle valutazioni dei
sistemi analitici. Si deve in ogni caso tener presente che
se il sistema in valutazione non & confrontato con un
metodo di riferimento (17-18) gli eventuali accordi o disac-
cordi verificati non garantiscono la accuratezza o la inac-
curatezza del metodo. In ogni caso tuttavia si ottiene una
valutazione di quelle che sono le differenze sistematiche
generate da un "nuovo" metodo rispetto ad un altro even-
tuale gia esistente. In questo senso appare comungue
utile ed importante che i nuovi metodi vengano confrontati
con un metodo di provata affidabilita clinica. Il quesito che
si pud porre € se la differenza inter-metodo (o inter-stru-
mento) nella misura di una data proteina in un paziente sia
tale da assumere significato clinico. In assenza di un
criterio valido in assoluto, per questa verifica si pud fare
riferimento al principio della "differenza critica", calcolata
sulla base della variabilita biologica intraindividuale. Ab-
biamo calcolato i valori di differenza critica utilizzando i
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Figura 8
Effetto della torbidita: concentrazione media misurata contro la
frazione di volume di Intralipid 20% aggiunto

valori di variabilita biologica riportati in letteratura per le
prime 4 proteine (19) e per la proteina C-reattiva (20), e
nella ipotesi abbastanza realistica che la variabilita anali-
tica entro la serie corrispondesse a meta della variabilita
biologica. Tali valori di differenza critica compresi fra 9.3%
(TRF) e 33% (CRP) sono risultati piu elevati, talora mar-
catamente, dei valori di differenza sistematica percentuale
su menzionati, con la sola eccezione della IgA che a livello
del limite superiore dell'intervallo di riferimento (400
mg/dL) ha mostrato una differenza inter-metodi pari a
-15.6%, sostanzialmente identica alla differenza critica
(+15.5%).

L'insieme dei dati qui riportati e discussi permette di
concludere per una sostanziale validita analitica "stato
dell’arte" dello strumento valutato. Rispetto a sistemi pre-
esistenti lo strumento ha generato alcune differenze siste-
matiche inferiori alla differenza critica e quindi, verosimil-
mente, di scarso significato clinico, con una eccezione.
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