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Valutazione di un nuovo sistema (RAD 120) per il dosaggio sierologico degli analiti del complesso T.O.R.C.H.

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the results of the determination of IgG and IgM against TORCH complex antigens obtained by using
a new automatic random-access (RAD 120 — RADIM/SEAC) instrument based on FEIA method, in comparison with the results obtained
for the same analytes by using a traditional analyzer based on a coated microplate ELISA method (ALISEI-RADIM/SEAC).The analysis of the
discordances between the results was made with the system ELFA (VIDAS — bioMérieux), taken as a reference test.

The general concordance of the results obtained with the FEIA and the ELISA was over 97.00%. For the single analyte as Toxo IgG, Toxo
IgM, Rubeo IgM, CMV IgG, CMV IgM and HSV 2 IgG, the concordance was above 96.00% and 100.00% for the Rubeo IgG and HSV | IgG.
For the HSV 1/2 IgM, the FEIA/ELISA results show lower concordance, but still reaching 90.16%.

For the IgG and IgM dosage, the FEIA seems to give more positive results than the ELISA. If the discordances FEIA/ELISA concern the IgG,
the ELISA seems to agree better with the ELFA results. For the IgM dosage, all the FEIA positive/ELISA negative results have been confirmed
as negative at ELFA. In conclusion the new technology FEIA/RAD |20 gave results which can be comparable with those obtained at the tra-

ditional ELISA as well at the alternative ELFA.

INTRODUZIONE

Leinfezioni del complesso TORCH possono risultare perico-
lose per il feto soprattutto se contratte nelle primefasi del suo
sviluppo e il rischio, oltre a variare a seconda dell’ agente
patogeno responsabile, diminuisce con il progredire della
gravidanza (6). Inoltre queste infezioni non sempre esitano in
una forma clinica, soprattutto in presenza di normali difese
immunitarie. Percio, primadi iniziare una gravidanza, sareb-
be utile fosse effettuato sulla candidata mamma un controllo
dello stato immunitario nei confronti degli agenti del com-
plesso TORCH per sapere se € protetta 0 no nei confronti di
queste infezioni. In presenza IgG specifiche non sono neces-
sari atri controlli durante la gravidanza. L’assenza di 1gG
specificheindicainvece larecettivita delladonnain esame ad
una possibile futura infezione e, in corso di gravidanza,
impone una serie di misure preventive atte aimpedire, o ren-
dere meno probabile, il contrarre un’infezione primaria, non-
ché il monitoraggio anticorpale mensile, per poter indivi-
duare precocemente un’eventuale infezione primaria (1,10).
Inoltre & noto che, pur con tutti i limiti descritti in |etteratura
(2), leIgM possono essere indice di infezionein atto o recen-
te e, pertanto, il loro riscontro puo dare importanti indicazio-
ni sullo stato dell’ eventuale infezione e sui possibili rischi
fetali (9). Allo stato attuale per laricercadi 1gG e IgM per gli
antigeni del complesso TORCH s utilizzano metodiche
immunoenzimatiche in micropiastra (ELISA), metodiche in
microstrip (ELFA) o metodiche in chemiluminescenza
(FEIA, CLIA, MEIA) (3 - 5). In ogni caso, visto il carattere
di routine dei test in oggetto e la necessita di avere risultati
attendibili ein tempi veloci, sono stati sempre piu privilegia-
ti sistemi automatici in grado di processare anche notevoli
quantitadi analiti, rapidamente e con risultati standardizzabi-
li . Obiettivo di questo studio € stata la valutazione dei risul-
tati ottenuti dalla determinazione delle IgG/IgM per gli anti-
geni del complesso TORCH ottenuta utilizzando un nuovo
strumento automatizzato random-access (RAD 120 —
RADIM/SEAC) che utilizza la metodica FEIA, in compara-
zione con i risultati ottenuti per gli stessi andliti utilizzando
un classico analizzatore che utilizza la metodica ELISA in
micropiastra (ALISEl — RADIM/SEAC) (8). L'andlisi delle
discordanzetrai risultati ottenuti con le due metodiche e stata

effettuata con il sistema ELFA (VIDAS — bhioMérieux) (11),
preso come test di riferimento.

MATERIALI E METODI

Sono stati testati, in totale, 2737 andliti: Toxoplasma gondii
(Toxo) 1gG 745 campioni, Toxo IgM 260, Rubella virus
(Rubeo) 1gG 244, Rubeo IgM 248, CMV 1gG 248, CMV IgM
288, HSV 119G 212, HSV 2 1gG 244, HSV M 220.

| campioni provenivano per laquas totalita da pazienti di sesso
femminile in monitoraggio per gravidanza (esami pre-conce-
ziondli, check up mensile di soggetti recettivi in corso di gravi-
danza). Non ¢i sono state richieste di determinazione dello stato
anticorpale per una sospetta infezione recente o in atto.

Per laricercadelle 1gG i sieri in esame sono stati processati
su analizzatore automatico ALISEI (RADIM SpA — SEAC)
utilizzando una metodica immunoenzimatica (ELISA) in
micropiastre da 96 pozzetti nei quali & adeso I'antigene
(Toxoplasma, Rosolia, CMV, HSV-1, HSV-2 IgG/IgM EIA
WELL — RADIM) e su andlizzatore RAD 120 - Analizzatore
ad Accesso Random, caricamento continuo, utilizzando una
metodica FEIA che impiega un Sistema Immunometrico
Enzimatico in Fluorescenza su Particelle Magnetiche (RAD
Toxoplasma, Rosolia, CMV, HSV-1 e HSV-2 I1gG e IgM —
RADIM). Per laricercadelle IgM, i sieri in esame sono steti
processati su analizzatore ALISEI utilizzando una metodica
immunoenzimatica (ELISA) “a cattura’, anche questa basata
sull’utilizzo di micropiastre da 96 pozzetti (Toxoplasma,
Rosolia, CMV, IgM EIA WELL “cattura® — RADIM). I
dosaggio immunoenzimatico “acatturd’ utilizza anticorpi anti
catena [ delle IgM umane, ades alla superficie dei pozzetti
dellamicropiastradi reazione e solo in unasecondafase viene
aggiunto |’ antigene specifico per selezionare gli anticorpi spe-
cifici eventualmente “ catturati”. Lametodica ELISA impiega-
taper laricercadelle IgM anti HSV e stata, invece, unatradi-
zionale metodica “sandwich” che utilizza micropiastre a 96
pozzetti che recano adeso I’ antigene HSV. La metodica FEIA
IgG si basa sullo stesso principio della metodica ELISA ma
impiega come fase solida particelle magnetiche di ferrite
rivestite di zirconia. Queste, grazie ale loro caratteristiche
chimicho-fisiche, hanno una elevata capacita legante verso
molecole biologicamente attive e consentono una rapida e

Corresponding author: Mauro Carcheri

U.O. Laboratorio Analisi - Presidio Ospedaliero Metropolitano “Villa Scassi” - ASL 3 Genovese

16149 Genova - Corso O.Scassi, | - Tel. 010 4102 39
E-mail: mauro.carcheri@villascassi.it

22|



MICROBIOLOGIA MEDICA, Vol. 25 (1),2010

sicura separazione della frazione libera da quella legata. La
metodica é applicabile a protocolli analitici diretti, indiretti, a
cattura. Laletturaavvienein fluorescenza a450 nm utilizzan-
do come substrato 4-metilumbelliferil fosfato. Anche la
metodica FEIA IgM & una metodica “a cattura” (ad esclusio-
ne del kit HSV IgM). Una terza metodica che utilizza la tec-
nologia ELFA a fluorescenza (Toxoplasma, Rosolia, CMV
1gG e IgM VIDAS — bioMérieux) e stata infine utilizzata per
saggiarei campioni che con le due metodiche a confronto ave-
vano fornito risultati discordanti per uno o piu analiti.

RISULTATI

| risultati dei due metodi (FEIA/RAD120 e ELISA/ALISEI)
hanno concordato nella seguente misura: Toxo 1gG 97.72%,
Toxo IgM 96.83%, Rubeo IgG 100.00%, Rubeo IgM 96.67%,
CMYV 1gG 96.78%, CMV IgM 98.96%, HSV1 IgG 100.00%,
HSV2 IgG 98.37%, HSV 1+2 IgM 90.16%. (Tabella 1).

Tabella I. Percentuali di concordanza ELISA/FEIA per i vari analiti:

ANALITA CONCORDANZE
TOXO IgG 97.72%
TOXO IgM 96.83%
RUBEO IgG 100.00%
RUBEO IgM 96.67%
CMV IgG 96.78%
CMV IgM 98.96%
HSVI IgG 100.00%
HSV2 IgG 98.37%
HSV IgM 90.16%

Per quello che riguarda le discordanze, il raffronto tra metodica
FEIA su strumento RAD120 e metodica ELISA su strumento
ALISEI, per ogni andlita, hafornito i dati riportati in Tabella 2.
| campioni che hanno dato risultati discordanti sono stati
testati anche con il sistema ELFA/VIDAS (bioMérieux) con
i seguenti risultati:
Tabella 2a
- Toxo IgG: 8 positivi FEIA/negativi ELISA — 8 negativi ELFA.
9 negativi FEIA/positivi ELISA — 5 positivi, 4 dubbi
(risultato in gray-zone) ELFA.
- CMV IgG: 8 positivi FEIA/negativi ELISA — 6 negativi, 2 dubbi
(gray-zone) ELFA.
- Toxo IgM: 8 positivi FEIA/negativi ELISA — 8 negativi ELFA.
- Rubeo IgM: 8 positivi FEIA/negativi ELISA — 8 negativi ELFA.
- CMV IgM: 3 positivi FEIA/negativi ELISA — 3 negativi ELFA

| risultati del test di conferma con la metodica ELFA sono
riportati in Tabella 2.

La concordanza generde tra le metodiche ELISA/ALISEI e
FEIA/RAD120 érisultatadel 97.37%, ladiscordanzadel 2.63%.

CONCLUSIONI

La concordanza generale dei risultati ottenuti con la metodi-
ca FEIA e con la metodica ELISA é risultata superiore a
97.00%. Per i singoli analiti testati la concordanza risulta
maggiore del 96.00% (Toxo 1gG, Toxo IgM, Rubeo IgM,
CMV IgG CMV IgM, HSV 2 IgG), con due casi di concor-
danza totale (100.00%) nel caso di Rubeo IgG e HSV 1 1gG
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Nel caso del dosaggio HSV 1/2 IgM i risultati FEIA/ELISA
concordano meno, ma comungue € raggiunta una concordan-
zadel 90.00%. Sianel caso del dosaggio delle 1gG specifiche
chein quello del dosaggio delle IgM specifiche, la metodica
FEIA sembra fornire piu positivi della metodica ELISA. In
particolare i risultati IgG positivi al test FEIA/negativi al test
ELISA sono stati confermati come negativi con il test ELFA.
Per I’analita Toxo 1gG 9 campioni negativi a test FEIA e
positivi al test ELISA, analizzati con il test ELFA sono risul-
tati positivi in 5 casi e dubbi (risultato in gray-zone) in 4 casi.
Nel caso delle discordanze FEIA/ELISA per quello che
riguarda le 1gG la metodica ELISA sembra concordare
meglio con i risultati forniti dal test ELFA, preso come test di
riferimento.

Nel caso del dosaggio delle IgM, tutti i risultati positivi a test
FEIA e negativi a test ELISA (8 Toxo IgM, 8 Rubeo IgM, 3
CMV IgM) sono stati confermati come negativi con il test
ELFA, fatto che confermalatendenzadel test FEIA adare una
piccola percentuale di “falsi positivi” allaricercadelle IgM.
In conclusione & possibile affermare che la nuova tecnologia
FEIA/RAD120 ha fornito risultati comparabili con quelli
ottenuti con latradizionale metodica ELISA in micropiastra
e con la metodica alternativa in monostrip (ELFA/VIDAYS),
che pud essere utilizzata quale test di conferma dei risultati
IgM positivi o di quelli dubi. Lamodalitadi accesso random
dei campioni da processare, propria dell’ analizzatore RAD
120 contribuisce, inoltre, asnellireil flusso di lavoro soprat-
tutto nel caso di piccole serie di esami multipli.
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Tabella 2. Andlisi delle discordanze per tutti i risultati e analisi di conferma con la metodica ELFA

positivi FEIA/negativi ELISA

positivi ELISA/negativi FEIA

ELFA (vedi Tabella 2a)

Toxo lgG 8 su 745 (1.07%) 9 su 745 (1.20%) 8 negativi, 5 positivi, 4 dubbi
Toxo IgM 8 su 252 (3.17) 0 su 252 8 negativi

Rubeo IgG 0 su 244 0 su 244

Rubeo IgM 8 su 240 (3.33%) 0 su 240 8 negativi

CMV IgG 8 su 248 (3.22%) 0 su 248 6 negativi, 2 dubbi
CMV IgM 3 su 288 (1.04%) 0 su 288 3 negativi

HSV 1 1gG Osu2l2 Osu2l2

HSV 2 1gG 0 su 244 4 su 244 (1.63%)

HSV 1/2 1gM 8 su 244 (3.28%) 16 su 244 (6.56%)
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