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Rlauunto. - Il tracciamento «ad occhio » della curva di taratura 
introduce una variazione non controllabile sui risultati in un dosaggio radio­
immunologico. La stima di questa variabilità è stata effettuata esaminando 
i risultati ricavati da sette operatori su dati prefissati (relativi al dosaggio 
di insulina umana), per curve tracciate sia nello spazio dose-risposta (B/B0 

vs. Dose) che nello spazio trasformato linearizzante logit-log. 
I risultati degli operatori presentano una dispersione attomo alla loro 

media (per medie > 15 IJ. U /ml) con coefficiente di variazione relativamente 
costante nei due spazi (4-8 %). Questa variabilità aumenta per risultati 
ricavati nello spazio logit-log su curve di taratura non sufficientemente 
lineari. 

Le medie delle concentrazioni ricavate dagli operatori nello spazio logit­
log sono mediamente superiori del 5 % delle corrispondenti dello spazio do­
se-risposta, per dosi superiori a 501J.Ufml. Anche in questo caso la differenza 
aumenta all'aumentare della non..,.Jinearità della curva di taratura e raggiun­
ge valori intorno al IO%,. 

La variabilità studiata non sembra inJiuire nello studio dinamico della 
dose, mentre appare chiara la sua importanza nella valutazione del singolo 
risultato. 

SuDIUlary (Influence of the « lry- eye » plotting of the standard curve 011 

a radioimmunoassay). - The «by eye » plotting of the standard curve 
introduces a random variation on the results in a radioimmunoassay. 

The evaluation of this variability was carried out from the results ob­
tained by seven operaton on prefixed data (relative to a human insuline 
assay) for curves traced either in dose-response space (BjB0 vs. Dose) or 
in logit-log apace. 

The results obtained by the operaton show a scattering around their 
mean (for means > l51J.U/ml) with a fairly conatant variation coeflìcient 
in the two spacea (4-8 %). 

(•) Boni!ta dei Labr.rratori di Chimica. 
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This variability is incrf"ased by results ohtained in logit-log: space for 
insufficiently lincar standard curves. 

Thc mcans of thc concentrations ohtained by thf' opNators m lngit­
log spacc are averagely 5 % highcr than the correspondin!! om•s in dosP­
responsc spacf' for dmws :--> S01LU.:'ml. 

Thi~ ohserved difl"erencf' increaS('~ with tht• inc-rea~in~ of Dfm-lin{'~rit..­
of the standard curve an d reaclws values around lO~ ;1• 

T bis variahility does not Sf'em to affert the dynamic study of tlw t!o~e. 
while it's importance in t•valuating tbc single r('sult i~ cvident. 

1::\TROIHJZIO!'i:E 

Nei dosaggi radioimmunologici la stima delle concentraziom mcognik 
si cfrettua utilizzando opportuni segnali relativi ai campioni in esame ed 
una curva di taratura che rt~nde conto di comf• varia la grandezza misurata 
al variare della concentrazione dell'antigene non marcato presente nd si­
stema di reazione (LosTIA, 1973). 

A parità di segnale la concentrazioni· risultante dipenderà percitì dal­
l'andamento della curva di taratura. In gt'nl:'ralc, se non viene utilizzato 
un procedimento matematico, si avrà sul risultato una variazione dipendente 
esclusivamente da come l'operatore ha tracciato la sua curva, variazione 
che. andrà ad aggiungersi a quelle che già in8uenzano il risultato stesso. 
Da più parti è stata posta in luce la necessità di automatizzare in questi 
dosaggi le operazioni di calcolo, sia per risparmio di tempo che per una 
maggiore atlìdabilità dci risultati. A questo scopo sono stati messi a punto 
diversi programmi di elaborazione che automatizzano l'intero procedimento 
di calcolo delle concentrazioni, compresa la determinazione della curva di 
taratura (ARRtGUCCI et al., 1972; BuRGER et al., 1972; CosTANTlNl et al., 
1974; DUDDLESON et al., 1972; RODBARD & COOPER, 1970; [RonBARD & 
LEWALD, 1970; ROLLERl et al., 1973; Vn'IAN & LABELLA, 1971; WILSON et 

al., 1971). 
Una realistica alternativa ai grossi computcrs impiegati nei lavori sue­

citati appare l'uso di microcomputers, la cui presenza nel laboratorio di 
analisi è per il momento limitata, ma per i quali sono stati già realizza ti 
numerosi programmi. 

Dunque, l'uso corrente per ricavare le concentrazioni dei campioni in­
cogniti è ancora quello di tracciare« ad occhio » la curva di t aratura c questo 
sia per la difficoltà dci più ad accedere ad un centro di çalcolo opportuna­
mente attrezzato, sia per la complessità d'utilizzo dei programmi da parte 

dei non specialisti. 
Poiché la situazione non sembra destinata a modificarsi sostanzialmente 

a breve termine, appare di interesse valutare l'ordine di grandezza della 
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variazione introdotta dall'operatore sulla concentrazione stimata, in modo 
da poteme tenere debito conto nella faee di utilizzazione dei risultati del 
dosaggio, in particolar modo quando questi debbano venire esaminati sin­
golarmente e non come insiemi di valori tra loro dipendenti (curve di sti­
molazione), 

Lo studio descritto nel seguito è stato effettuato al fine di valutare in­
dicativamente questa influenza. 

~ATERIALI E METODI 

Nei dosaggi radioimmunologici per il tracciamento della curva di tara­
tura possono essere utilizzati diversi tipi di rappresentazione che riportano 
su un asse una misura della concentrazione ed in corrispondenza sull'altro 
asse il valore del segnale o una sua trasformata. 

Tra le possibili abbiamo scelto le due che, in base ad un esame della 
letteratura, sono risultate le più diffuse e rappresentative. 

La prima rappresentazione utilizza come variabile indipendente la con­
centrazione di antigene non marcato e come segnale il rapporto B1{B0 , dove 
B 1 rappresenta la frazione di radioattività legata all'anticorpo in presenza 
di una generica quantità di antigene non marcato e B0 la frazione legata 
quando la concentrazione di quest'ultimo è uguale a zero. Nel seguito ci ri­
feriremo a questa rappresentazione indicandola per brevità come « spazio 
dose-risposta ». La seconda rappresentazione, che utilizza invece come va­
riabile indipendente il logaritmo della concentrazione di antigene non mar­
cato e come segnale il logaritmo della quantità (BifB0)f(l. - Bi/Bo), viene co­
munemente indicata come trasformazione logit-log e fu introdotta con l'in­
tento di linearizzare l'andamento della curva di taratura (RODBARD et al., 
1968), che nello spazio dose-risposta presenta caratteristiche non-lineari di 
tipo iperbolico decrescente. Indicheremo nel seguito questa rappresenta­
zione come« spazio logit-log ». 

Nella prova sono stati utilizzati i dati di tre esperienze eseguite nel 
nostro reparto di radiochimica, relative al dosaggio radioimmunologico 
di insulina umana. Le tre esperienzè sono state scelte in base al diverso 
grado di linearizzazione delle rispettive curve di taratura nello spazio 
logit-log. Una misura di tale linearizzazione può ricavarsi dall'esame con­
giunto del coefficiente di correlazione r e dell'errore standard SE della 
regressione. 

L'esperienza indicata nel codice interno del laboratorio come n. 8 è 
.'itata classificata« buona» (r =- 0.997; SE= 0.129); la n. 13 «normale » 
(r = ~ 0.990; SE= 0.306); la n. 10, sensibilmente non-lineare, « sigmoi­
dale » (r =- 0.983; SE= 0.408). 

.dom, Jtd. Super. Sa,.ità (1\IH) 10. 4.1-112 
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Per ognuna di queste esperienze sette operatori (due chimici, due fisiei 
e tre tecnici di laboratorio) hanno ricevuto i dati necessari per il tracciamentn 
della curva di taratura (concentrazioni di antigene standard utilizzate e 
rapporti di competizione medi Bi/B0 corrispondenti (•). 

Agli operatori è stato inoltre fornito per ogni esperienza un certo nu­
mero di rapporti di competizione \BJB0'1' da cui ricavare tramitf'> la curva 
già tracciata le concentrazioni corrispondenti. L'insieme )B,/Bol è stato 
costruito in maniera da esplorare ogni curva nel suo complesso, Agli opt•­
ratori è stato anche chiesto di utilizzare per i loro tracciati una scala prt•­

stabilita, in modo da uniformare l'approssimazione grafica e da poter ef­
fettuare un immediato confronto delle varie curve tracciate, Le concentra­
zioni ricavate dagli operatori ed altri dati di interesse sono stati elabora1 i 
tramite calcolatore con programmi in FORTRAN IY appositamente pr1•· 
parati (v. Appendice). 

L'impostazione generale ora mostrata permette di isolare, tra le molti' 
variabili che influenzano i risultati di un dosaggio, quella di nostro interesse, 
in quanto nella variabilità delle concentrazioni così ricavate interviene sol­
tanto il diverso modo di tracciare la curva di taratura. 

RISULTATI E DISCUSSIONE 

Nella Fig. l sono riportate sovrapposte le curve tracciate dai diversi ope· 
ratori negli spazi dose-risposta e logit-log. Risulta evidente dall'esame dellf' 
curve la diversa interpretazione data da ogni operatore ai punti sperime;ntali. 
In particolare, nell'esp. 13 il punto di ascissa 72J,lUfml è stato considerato 
aberrante da un operatore, per cui la curva così tracciata sottostima sistf'· 
maticamente nell'intervallo 30-150 1-1U fml. 

Un'idea della variabilità dei risultati dei vari operatori può ricavarsi 
in parte dalla Fig. 2 che mostra un esempio di uscita del programma CON­
TRACCIA, relativo all'esp. 13 (spazio dose-risposta), e in termini più com­
pleti dalla Fig. 3 dove sono riportati i « range » delle determinazioni per 
tutte le prove. I risultati ricavati nello spazio logit-log sembrano soggetti 
ad una maggiore variazione che non i corrispondenti dello spazio dose­
risposta, in particolare alle alte dosi. 

(•) Nell'esp. n° IO &ono stati forniti per il traeciamento della eurva di taratura un 
numero doppio di dati rispetto alle altre due eeperienze esaminate; alcuni risultati ad essa 
relativi non 11000 quindi direttamente confrontabili oon i oorri&pOndenti della n° 8 e n° 13. 
Di questo ò atato tenuto oonto nella fase di interpretazione dei risultati. Abbiamo preferito 
perdere alcune informazioni, piuttosto ehe r.inunciare ad utilizziU'e per la prova i dati com· 
pleti di un'esperienza realmente eseguita. 

.Ato~. /81. SuT>fr, Scxnif<l {1974) 11, 47-62 



l 
'~l 

[:,~.8 

5p•l<o ~e -Ril{'DJl• 

o~ ,o -n-, • .----.,:.;:_-_:--;;,:,:::=;,..;"llflolift'" 

Esp 10 
5j1U<O !Jrut · R<'J'o>f• 

Esp. fJ 
Splra Dou-Risf'osl~ 

TAGGl E LOSTlA 

L•@ , 
i 

"1 

"i 
~ 

gj 
=l 

J 
~-~ 
"l 

"' ~ .. 
•• 
::1 
~ 
~ 

'i 
•• 

~ •• 
•i 

"l 

51 

E,. a 
5~t•zio L"f'I-LoJ 

• 

[~_iO 

··-~ •• 5/'u<o Los<t-log 
• 

-~ 
-.-.---- .. ,,.~l""'•' h 

[~{'- fJ 
5/'~uo Los.t l"i 

. --;;--------- ---------~"- ------ ......... Jnr.. 

Fig. L - Curve traeeiate dai diversi operatori nello spazio dose-risposta e nello spazio \ogit-\og • 

• 11111. Ist. Super. Sanila (1974) U, 47-62 



E'òPt:RlENZE E RlCERCHr 

... '" ··'" o.oo 1.00 '·'" ''·"" ''·"" 10.1" 

''· '" o.•o ~.oo t.oo to.20 ll,OO 1>.00 12,(1{1 

•••• )0.00 •••• 10.00 11.00 ... ~ "·"" ... ,. ............... '"·'" "··· ..... ''·"" 
21,00 .,,OQ llo>O )l.OO 20,00 lO •• O lo,OO 

'"·'" lo,OO Jl,OO H.OO lt.OO H,OO 11.00 >1.00 

01 ,o O ..... "·"" ........................ , ,_.,, ................................ "·"" ............... "·"" "·"" ..... "·"" 
'"· '" 100.00 lO>.M 100.00 101.00 02.00 to•.OO IOl.OO 

, .... ,,_,00 llO.QO llo.oO llO,OO 100,00 110.00 uo.Ou 

"· '" 180,00 ""··· , ........... "'·"" •••••••••••• 

!M\Ull~O ••• Jo-7-tl ••• "P(OJE~U ~0. l< 00° 00 1' .. 110 00\f-0""""" 

"'" ... '" ' ., . '"'" '"'" •••• ""''' ... ., .... ., ...... . ..... .... .... '·'" 1.00 '·"' "·" ..... •••• 11.00 >.00 '"·" •••• ""·" 

•••• ,_., '"·'" '"·" o.oo "·"• •••• ••••• '·"" "··· ..... "·" .... . .. , 
.,,,. ,.... "·"' "·" •••• "·" •••• • •• 1 "·"" '"·'" '·'" "·" '·'" "·" 
Ol.SO U,•l ],01 l ... •••• ].20 •••• '·" "·"" ,.... •••• ,..... •••• "··· 

l.lo 2.0. 11.22 1.0> ZO,OO H.Oo >.OO 11.10 l.>O ••·•• 

... ,. )).jl ..... ,_., 
'·" '·" "·" t.ll "·"" ,_.. •••• "·'" ).00 ..... 

., ••• "·'' •••• 1-tt '·" ,_,. "·"' '·'" ..... "·"• '·"" ..... .... "··· ..... ..... .... . ... '·" '·"' ,.... '·" "-"" ..... 10.00 "·" •••• • •••• 

"·'" ..... ''·'" '·"' 1.92 ''" [l.O> 0,00 70,00 0>.00 lloOO ,,,., S,SQ fJ,O• 

•••• "·" ..... • •• , 0>.00 ,..... "·"" ••••• "·'" ...... 

'"·'" "'·"" '"·"" "·'" '·"' '"·"' ll>,ll •·•• '""·"" "'·"• ••·•• "·" ••·'" ""·"' 

u.to '"·'' "'·" "·" ........ , '"·'' '·" , ..... '"·"" .......... , .... ""-'' 

Fij!. 2. -~empio di« output » del programma CON TRACCIA. Accanto ai rP.}lporti di 
competizione proposti sono riportate in alto le concenttazioni ricavate in corri­
~p011dcnza dagli operatori e nella parte sottostlllltc della figura una st"rif' di pa· 
rametri per lo studio dei risultati. Le sigle dei parametri utilizzati nel presente 
lavoro sono; MED = media aritmetica delle concentraziotti ricavatr; SD = dr­
viazionc staudard; SD/M ~- coefficiente di variazione; XMIN = concentrazione 
minima ricavata; XMAX = ma~sima r.oncentrazionc ricavata; RANGE = « ran· 
ge » delle concentrazioni. 
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Fig. 3. - Insieme dei «unge» (valore ma~simo valore minimo) delle concentrazioni 

ricavate dagli operatori. Per maggiore chiarezza, i « range » in parte ~ovrappo­
nentisi sono stati sfalsati nel disegno. 

La Fig. 4 riporta l'andamento del coefficiente di variazione (CV) delle 
-..:arie determinazioni verso le medie delle concentrazioni ricavate dagli ope­
ratori, sia nella spazio dose-risposta che nello spazio logit-log. 

Confrontando ogni coefficiente di variazione del primo spazio con il corri· 
spondente del secondo è possibile utilizzare il test dei segni per valutare se 
f'Siste una sistematicità nelle differenze osservate tra i coefficienti di va• 
riazione nei due spazi. Il test applicato non mostra significatività per le espe­
rienze 8 e 13 (si ha rispettivamente P< 0.50 e P< 0.62), mentre le dif­
ferenze osservate appaiono altamente significative per la lO (P « 0.01). Una 
eonferma di quanto emerso in precedenza si ricava dal test t di Student per 
dati appaiati, eseguito sulle corrispondenti deviazioni standard delle deter­
minazioni degli operatori nei due spazi, che porta alle stesse con~lusioni del 
test dei segni per i coefficienti di variazione (esp. 8: P < 0.25; esp. 13: P-< 0.70 
~'~P- lO: P <t. 0.01). 

Considerando in prima approssimazione casuali le fluttuazioni del CV 
per dosi maggiori di 15 1.1U fml (per valori inferiori a questa quantità il CV 
tende a crescere molto rapidamente e perde in gran parte il suo significato) 
possono essere valutati dei coefficienti di variazione medi (CVM): questi va­
lori, riportati in Tah. l, sembrano indicare una maggiore stabilità dei ri­
,;ultati ricavati nello spazio dose-risposta: si osservi il sensibile aumento 
tlel CVM per l'esp. lO nel passaggio dallo spazio dose-risposta a quello logit­
log. Tutto questo mette in luce come al diminuire tlel grado Ili lint~arizzazione 
drlla curva di taratura diventi sempre più rischioso servirsi della rappre­
~entazione logit-log per ricavare « ad occhio » le dosi incognite. La Tab, 2 
riporta alcuni risultati di un'analisi per regressione di diversi gruppi di 
dati esaminati, 

L'accordo tra le medie dei valori ricavati dagli operatori nello spazio 
logit-log e i valori calcolati adattando nello stesso spazio ai punti sperimen-
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