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RIASSUNTO

Premesse: L’immunofluorescenza indiretta (IFI) su cellule HEp-2 ¢ tuttora considerato il metodo di riferimento per lo screening
degli anticorpi antinucleo (ANA) nelle malattie reumatiche autoimmuni sistemiche. Tuttavia, questa metodica presenta diverse
limitazioni, tra cui I’interpretazione dipendente dall’operatore, una standardizzazione limitata e la necessita di eseguire test ag-
giuntivi per identificare specifici bersagli autoanticorpali. Tecnologie immunometriche multiplex che consentono la rilevazione
simultanea di molteplici autoanticorpi stanno emergendo come strumenti promettenti per una caratterizzazione sierologica piu
completa.

Metodi: Abbiamo valutato la performance diagnostica di un multiplex microblot array (MBA) in grado di rilevare 43 specificita
autoanticorpali associate alle malattie autoimmuni sistemiche. Sono stati analizzati complessivamente 382 campioni, compren-
denti 152 pazienti affetti da malattie autoimmuni sistemiche e 230 soggetti di controllo. I risultati ottenuti con il metodo MBA
sono stati confrontati con la determinazione degli ANA in IFI su cellule HEp-2.

Risultati: La sensibilita diagnostica del metodo MBA ¢ risultata del 98%, e quella del metodo IFI 89,5%. La specificita globale ¢
risultata del 75,7% per ’'MBA e del 78,3% per I'TF1. Quando valutati singolarmente, tutti gli anticorpi inclusi nel pannello MBA
hanno mostrato una specificita diagnostica molto elevata, con un valore medio del 99%. La concordanza complessiva tra MBA e
ANA-IIF ¢ risultata pari al 71,4%, con un coefficiente k di Cohen medio di 0,450.

Conclusioni: Il multiplex microblot array ha mostrato una concordanza moderata con I’ ANA-IFI, consentendo tuttavia un’iden-
tificazione altamente specifica dei singoli autoantigeni bersaglio. L’ampia copertura antigenica permette una caratterizzazione
rapida e simultanea di profili autoanticorpali complessi e puo rappresentare uno strumento complementare utile all’interno degli
algoritmi diagnostici delle malattie autoimmuni sistemiche.

(Per citare questo articolo: Barrale M, Bizzaro N, Villalta D, Brusca I. Profilo autoanticorpale su microblot array nelle malattie
autoimmuni sistemiche: efficienza diagnostica in confronto con il metodo di immunofluorescenza indiretta su cellule HEp-2. Riv
Ital Med Lab 2026;22:000-000. DOI: 10.23736/S1825-859X.26.00327-0)
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ABSTRACT

Background: Indirect immunofluorescence (IIF) on HEp-2 cells is still considered the gold standard for screening for antinuclear
antibodies (ANA) in systemic autoimmune rheumatic diseases. However, this method has several limitations, including operator-
dependent interpretation, limited standardization, and the need for additional tests to identify specific autoantibody targets. Multi-
plex immunometric technologies that allow the simultaneous detection of multiple autoantibodies are emerging as promising tools
for more comprehensive serological characterization.

Methods: We evaluated the diagnostic performance of a multiplex microblot array (MBA) capable of detecting 43 autoantibody
specificities associated with systemic autoimmune diseases. A total of 382 samples were analyzed, including 152 patients with
systemic autoimmune diseases and 230 control subjects. The results obtained with the MBA method were compared with ANA
by IIF on HEp-2 cells.

Results: The diagnostic sensitivity of the MBA method was 98%, and that of the IIF method was 89.5%. The overall specificity
was 75.7% for MBA and 78.3% for IIF. When evaluated individually, all antibodies included in the MBA panel showed very high
diagnostic specificity, with a mean value of 99%. The overall concordance between MBA and ANA-IIF was 71.4%, with a mean
Cohen’s « coefficient of 0.450.

Conclusions: The multiplex microblot array showed moderate concordance with ANA-IIF, while still allowing highly specific
identification of individual target autoantigens. The broad antigenic coverage allows for rapid and simultaneous characterization
of complex autoantibody profiles and may represent a useful complementary tool within diagnostic algorithms for systemic au-
toimmune diseases.

Kev worps: Antinuclear antibodies; Immunoassay; Indirect fluorescent antibody technique; Autoantibodies; Autoimmune diseases.

MICROBLOT ARRAY VS. IMMUNOFLUORESCENZA

Introduzione

e malattie reumatiche autoimmuni (MRA), tra cui il
lupus eritematoso sistemico, la sclerosi sistemica, la
sindrome di Sjogren, la connettivite mista e le miopatie in-
fiammatorie idiopatiche, sono caratterizzate dalla presenza
di autoanticorpi circolanti diretti contro un’ampia gamma
di antigeni nucleari e citoplasmatici.!-3
Tra questi biomarcatori, gli anticorpi anti-antigeni cel-
lulari (ANA) svolgono un ruolo centrale nella diagnosi e
nella classificazione delle MRA. La determinazione degli
ANA mediante immunofluorescenza indiretta (IFT) su cel-
lule HEp-2 ¢ da tempo considerata il metodo di riferimen-
to per lo screening ed ¢ raccomandata dalle principali linee
guida nazionali e internazionali.4-6 11 test ANA-IFI ¢ infatti
dotato di un’elevata sensibilita analitica per la capacita di
rilevare un ampio spettro di autoanticorpi (circa un centi-
naio) diretti contro numerose strutture cellulari. Presenta
perd anche alcuni limiti. In particolare, I’interpretazione
dei pattern di fluorescenza dipende fortemente dall’espe-
rienza dell’ operatore, determinando una consistente varia-
bilita intra- e inter-laboratorio.”- 8 Inoltre, un risultato po-
sitivo allo screening ANA-IFI non consente di identificare
direttamente il bersaglio antigenico degli autoanticorpi,
rendendo necessari test aggiuntivi per la rilevazione di an-
ticorpi anti-antigeni nucleo-citoplasmatici specifici.s: 9
Negli ultimi anni sono state sviluppate tecnologie im-
munometriche multiparametriche automatizzate con
I’obiettivo di superare tali limitazioni. Questi sistemi con-
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sentono la rilevazione simultanea di molteplici autoanti-
corpi antigene-specifici in un’unica analisi, offrendo una
maggiore standardizzazione ed efficienza diagnostica.!0-18
Tra queste, le tecnologie microblot array combinano i
principi dei saggi immunoblot con la rilevazione multi-
plex!® e rappresentano probabilmente le tecniche di rileva-
zione degli anticorpi che verranno largamente impiegate
in futuro.20, 21

L’obiettivo di questo studio ¢ stato valutare la perfor-
mance diagnostica e I’affidabilita analitica di un nuovo mi-
croblot array multiplex e confrontarne i risultati con quelli
ottenuti mediante la determinazione convenzionale degli
ANA in IFI su cellule HEp-2, allo scopo di verificare se
questo nuovo metodo sia dotato di sensibilita e specificita
diagnostiche superiori al metodo IFI HEp-2, in grado cioé
di sostituirlo nello screening degli ANA.

Materiali e metodi

11 presente studio osservazionale ha incluso 382 campioni
di siero, di cui 152 di pazienti affetti da MRA e 230 di
soggetti con infezioni virali o affetti da varie malattie non
autoimmuni, come gruppo di controllo. La distribuzione
dei campioni ¢ riportata nella Tabella 1.

I test analizzati nello studio erano stati richiesti
nell’ambito dell’attivita diagnostica routinaria e sono stati
analizzati in forma anonimizzata e de-identificati prima
dell’analisi, in conformita alla Dichiarazione di Helsinki
e alla legislazione italiana (Autorizzazione del Garante
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TABELLA |.—Diagnosi dei pazienti e dei soggetti di controllo.

Gruppo con malattie autoimmuni sistemiche N. Gruppo di controllo N.

Lupus eritematoso sistemico 33 Infezioni virali (CMV, HCV, HBV, EBV) 77
Connettivite mista 20 Pazienti ricoverati per patologie non autoimmuni 107

Miositi autoimmuni 20 Malattie varie non autoimmuni 23
Sindrome di Sjogren 29 Febbre di origine sconosciuta 23
Sclerosi sistemica 50

Totale 152 230

per la protezione dei dati personali n. 9 del 12 dicembre
2013).

La determinazione degli ANA ¢ stata eseguita in IFI su
cellule HEp-2 alla diluizione iniziale di 1:80, utilizzando
il sistema automatico QUANTA LITE (Inova Diagnosti-
cs, San Diego, CA, USA). I campioni positivi sono stati
successivamente titolati fino alla diluizione di 1:1280. Un
titolo >1:80 ¢ stato considerato indicativo di positivita per
ANA.

La rilevazione delle singole specificita autoanticorpa-
li ¢ stata effettuata mediante un sistema microblot array
(MBA) (BioVendor/TestLine, Brno, Republica Ceca). Il
test valutato nel presente studio ¢ costituito da un pannel-
lo di marcatori sia malattia-specifici sia malattia-associati,
relativi a diverse patologie autoimmuni sistemiche, che in-
clude i seguenti 43 autoantigeni nucleari e citoplasmatici:
dsDNA, nucleosomi, istoni, SmB, SmD, RNP-A, RNP-
68/70, RNP-C, Ro60, Ro52, La, P ribosomiale, PCNA,
Ku, PM/Scl-100, PM/Scl-75, CENP-A, CENP-B, Th/
To, RNA polimerasi III, Scl70, fibrillarina, NOR90, Mi-
2, TIF1ly, KS, YARS, ZoA, ZoB, MDAS, NXP2, SAEI,
SAE2, SRP54, PL-7, PL-12, EJ, OJ, Jol, PDGFR-p, nu-
cleolina, DFS70 e AMA-M2.

11 saggio include inoltre controlli interni e un profilo di
calibrazione su quattro punti per garantire la validita ana-
litica del test e la quantificazione della concentrazione an-
ticorpale.

Analisi statistica

La concordanza tra MBA e ANA-IIF ¢ stata valutata me-
diante concordanza complessiva e coefficiente kappa di
Cohen (k). La specificita diagnostica globale dei due me-
todi a confronto e di ogni singolo anticorpo per il metodo
MBA ¢ stata calcolata utilizzando la popolazione di con-
trollo. L’area sotto la curva ¢ stata calcolata con I’analisi
delle curve ROC.

Risultati

Nei 152 pazienti con malattia autoimmune sistemica, la
sensibilita diagnostica del metodo MBA ¢ risultata del
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98% e quella del metodo IFI del 89,5%. Questa differenza
di sensibilita ¢ dovuta soprattutto al gruppo delle miosi-
ti autoimmuni dove solo otto campioni su 20 (40%) sono
risultati positivi in IFI contro 20/20 (100%) con MBA. 1l
metodo MBA ha fornito prevalentemente positivita mul-
tiple: dove il risultato coincideva con quello atteso per
patologia, i livelli anticorpali erano molto alti, mentre le
positivita a bassa concentrazione, per lo piu di poco sopra
il cutoff, riguardavano per lo piu anticorpi in genere non
associati alla patologia in esame.

Quando valutati singolarmente, tutti gli anticorpi in-
clusi nel pannello MBA hanno mostrato una specificita
diagnostica molto elevata, con un valore medio del 99%
(Tabella II). Valutata globalmente, la specificita derivante
dalla somma di tutti gli anticorpi presenti nel’MBA nei
230 campioni di controllo ¢ risultata del 75,7%, rispetto
al 78,3% dell’IFI alla diluizione di 1:80. Alla diluizione di
1:160, la specificita dell’IFI ¢ risultata del 88,2%.

La concordanza complessiva tra MBA e IFI ¢ risulta-
ta pari al 71,4%, con un coefficiente k di Cohen medio
di 0,450). I risultati discrepanti sono stati riscontrati pre-
valentemente nelle infezioni virali (maggior positivita di
MBA) e nelle malattie non autoimmuni (maggiori positi-
vita di ANA-IFI). Gli autoanticorpi causa piu frequente di
risultati falsi positivi con MBA sono stati gli anti-Ro60, gli
anti-RNP-A e gli anti-nucleosomi (Tabella III).

L’efficienza diagnostica globale, ovvero la capacita di
classificare correttamente sia i campioni veri positivi che
1 campioni veri negativi, ¢ risultata del 84,5% per MBA e
del 82.7% per I’'IFI. L’area sotto la curva delle curve ROC
¢ risultata del tutto sovrapponibile (0,876 MBA e 0,887
IFD).

Discussione

L’TFI su cellule HEp-2 ¢ considerata il metodo di riferi-
mento per lo screening degli ANA, ma i suoi indubbi limiti
hanno negli anni spinto I’industria biomedica del settore a
sviluppare dapprima sistemi automatici per la preparazio-
ne e la lettura dei preparati in immunofluorescenza?2-24 ¢
in seguito metodi analitici multiparametrici che potessero
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TaBELLA |l.—Specificita diagnostica del microblot array per i
singoli autoanticorpi inclusi nel profilo.
Specificita diagnostica

Autoanticorpo

dsDNA 97,3%
Nucleosoma 96,0%
Istoni 98,2%
SmB 99,7%
SmD 99,1%
RNP-A 96,0%
RNP-70 98,7%
RNP-C 98,2%
Ro60 91,5%
Ro52 97,3%
La 100%
P ribosomiale 100%
PCNA 99,6%
Ku 99,1%
PM-Scl100 100%
PM-Scl75 99,6%
Th/To 100%
RNA polimerasi Ill 100%
Scl-70 (Topoisomerasi |) 99,6%
CENP-A 99,6%
CENP-B 99,7%
Fibrillarina 100%
NOR90 99,1%
Mi-2 98,7%
Jo-1 100%
TIF1y 99,1%
MDA5 99,6%
NXP2 99,1%
SAE1 100%
SAE2 99,6%
SRP54 98,7%
PL-7 100%
PL-12 100%
EJ 99,1%
Q) 100%
KS 100%
YARS 99,6%
ZoA 100%
ZoB 100%
PDGFR-B 100%
Nucleolina 100%
AMA-M2 100%

Specificita diagnostica media: 99,0%.

fornire una maggiore specificita diagnostica e una minore
variabilita analitica.?5. 26 In particolare, queste tecnologie
consentono la rilevazione simultanea di numerosi autoan-
ticorpi e permettono di ottenere profili sierologici completi
in un’unica analisi.2”- 28 In questo senso, i saggi immuno-
metrici multiplex sono emersi come promettenti alterna-
tive all’IFL, in grado di migliorare la standardizzazione
analitica e I’efficienza del laboratorio nella fase di scree-
ning.'4 In questo studio abbiamo valutato la performance
diagnostica di un nuovo sistema multiplex con tecnologia
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TaBELLA IIl.—Principali autoanticorpi associati ai risultati falsa-
mente positivi osservati nel gruppo di controllo con il metodo
MBA.

Specificita autoanticorpale N. Percentuale sui falsi positivi
Anti-Ro60 19 33,9%
Anti-RNP-A 7 12,5%
Anti-nucleosomi 7 12,5%
Anti-R052 6 10,7%
Anti-dsDNA 4 7.1%
Anti-istoni 4 7,1%
Altre specificita 9 16,1%
Totale 56 100,0%

microblot array per la rilevazione di un ampio pannello di
autoanticorpi, confrontandola con quella del metodo con-
venzionale ANA-IFIL.

La concordanza complessiva tra MBA ¢ ANA-IFI ¢ ri-
sultata moderata, pari al 71,4%. Le discrepanze osservate
tra 1 due metodi sono probabilmente riconducibili ai diffe-
renti principi analitici su cui si basano. Mentre I’ANA-IFI
rileva una reattivita globale nei confronti delle strutture
cellulari, 1 saggi multiplex identificano anticorpi diretti
contro pannelli antigenici predefiniti.

La maggiore sensibilita diagnostica del metodo MBA
rispetto all’IFI (98% vs. 89,5%), indica chiaramente che
il pannello di 43 antigeni ¢ adeguato e sufficiente ad in-
dividuare tutti i principali anticorpi associati alle MRA.
Atteso il dato relativo alle miositi, dove I’ampio profilo
antigenico del metodo MBA non ha registrato risultati falsi
negativi mentre il metodo IFI ¢ risultato negativo nel 60%
dei campioni. Per quanto riguarda la specificita, ambedue i
metodi si attestano in questo studio attorno al 76-78%. Se
si considera la diluizione di 1:160 che ¢ il livello decisio-
nale clinicamente significativo, la specificita dell’IFI au-
menta di 10 punti percentuali attestandosi attorno all’88%,
ma la sensibilita inevitabilmente scende al 71%.

I falsi positivi con MBA nel gruppo di controllo sono
risultati principalmente associati agli autoanticorpi anti-
Ro060 nel siero di soggetti con infezioni virali. La presenza
di tali autoanticorpi in condizioni non autoimmuni ¢ stata
precedentemente descritta e puo essere dovuta ad attiva-
zione policlonale transitoria associata all’infezione vira-
le_29, 30

Un nostro precedente studio che aveva valutato un siste-
ma multiparametrico che impiega la particle-based multi-
analyte technology (PMAT) e che includeva 29 antigeni,
aveva dimostrato una sensibilita del 83% e una specificita
del 78%.3! Pur non essendo i due studi direttamente con-
frontabili per le diverse serie di pazienti studiate, ¢ verosi-
mile che la maggiore sensibilita del metodo MBA rispet-
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to al PMAT possa essere dovuta al maggiore numero di
antigeni (43 contro 29). La specificita ¢ invece del tutto
sovrapponibile (76% MBA vs. 78% PMAT). A questo pro-
posito ¢ estremamente interessante notare che pit aumenta
il numero di antigeni che vengono inseriti nei saggi, piu
ci si avvicina alle prestazioni del metodo IFI, ovvero la
specificita del sistema multiparametrico scende agli stessi
livelli del metodo IFI. Infatti, quando si utilizza un siste-
ma multiparametrico, anche se la specificita di ognuno dei
singoli anticorpi ¢ del 99%, quando si calcola la specificita
globale del sistema, la quota di falsi positivi per ciascun
anticorpo viene a sommarsi e quindi essa ha valori sempre
piu bassi rispetto a quella del singolo anticorpo. Questo
particolare aspetto dei sistemi multiparametrici, ci induce
a considerare che I’ideale sarebbe settare i sistemi multipa-
rametrici in modo tale che la specificita dei singoli anticor-
pi sia sempre del 100%, anche a costo di perdere qualche
punto percentuale in sensibilita.

Questo studio presenta diversi punti di forza: ¢ il primo
studio che riporta i dati di accuratezza diagnostica del nuo-
vo metodo MBA che utilizza un profilo multiparametrico
molto esteso, comprendente 43 autoantigeni e vi € il con-
fronto diretto con il metodo di riferimento ANA-IFI. Un
possibile limite ¢ rappresentato dal disegno monocentrico
che potrebbe limitare la generalizzabilita dei risultati.

L’integrazione di queste tecnologie negli algoritmi dia-
gnostici di laboratorio puo contribuire a ridurre la soggetti-
vita nell’interpretazione degli ANA e migliorare I’efficien-
za complessiva del laboratorio. Dal punto di vista clinico,
la profilazione multiplex potrebbe consentire un’identifi-
cazione piu rapida e completa degli autoanticorpi malattia
specifici, contribuendo alla definizione di sottogruppi mo-
lecolari associati a differenti aspetti clinici.32

In conclusione, il multiplex microblot array valutato in
questo studio ha dimostrato di poter gia essere utilizzabile
nell’algoritmo diagnostico come test di secondo livello per
individuare le specificita anticorpali responsabili della po-
sitivita dei test di screening. L’ampia copertura antigenica
consente infatti una profilazione autoanticorpale completa
e potrebbe rappresentare uno strumento complementare di
valore all’interno degli algoritmi diagnostici delle malattie
autoimmuni sistemiche.

Se si decidesse di utilizzarlo come test di screening per
gli ANA, fornisce prestazioni uguali o lievemente supe-
riori a quelle del metodo IFI HEp-2. Ulteriori studi saran-
no comunque necessari per confermare il ruolo dei saggi
autoanticorpali multiplex nella pratica clinica routinaria e
il loro corretto posizionamento nell’algoritmo diagnostico
delle malattie reumatiche autoimmuni.
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