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O b | ett AVAR migliorarel’appropriatezzanellarichiestadeitestautoanticorpali
per una corretta diagnosi delle malattie autoimmuni reumatiche sistemiche,
della malattia celiaca e delle vasculiti associate agli anticorpi anti-citoplasma dei
neutrofili (ANCA).

MetOdO|0g|a: Revisione delle raccomandazioni proposte dal Gruppo
di Studio in Autoimmunologia (GDS-AIl) della Societa Italiana di Patologia
Clinica e Medicina di Laboratorio (SIPMelL) e dellEuropean Society for Pediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (ESPGHaN).

R|SU|tat|: Portare all’attenzione dei medici di medicina generale le
raccomandazioni proposte da gruppi di studio nazionali e internazionali per
migliorare l'appropriatezza nella richiesta dei test autoanticorpali, con specifico
riferimento alle malattie autoimmuni sistemche e alla celiachia.

COHC | USIONI. Lautoimmunita rappresenta un’area di laboratorio
specialistica dove i costi sono estremamente elevati rispetto ad altre diagnostiche:
sarebbe pertanto molto utile ed economicamente vantaggioso allineare i clinici
su richieste appropriate e il laboratorio su diagnostiche utili e condivise tuttavia
'appropriatezza nella richiesta degli esami autoanticorpali rimane a tutt’'oggi una
tematica complessa e molto dibattuta da un punto di vista gestionale, professionale
ed economico.

ObJeCU\/eS: To improve the appropriateness in the autoantibody test
requests for proper diagnosis of systemic rheumatic autoimmune diseases, celiac
disease and anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA)-associated vasculitides.

M et h Od @) | Ogy: Review of recommendations proposed by the Study
Group in Autoimmunology (GDS-AI) of the Italian Society of Clinical Pathology
and Laboratory Medicine (SIPMel) and the European Society For Pediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (ESPGHaN)

ReS U |tS: This document aims to bring to the attention of general
practitioners the recommendations proposed by National and International study
group to improve the appropriateness in the autoantibody test requests expecially
in sytemic autoimmune and celiac disease.

CO NC | usions. Autoimmunity is a specialistic laboratory area where
the costs are extremely high compared to other diagnostics: it would therefore be
very helpful and economically advantageous to align the clinicians on appropriate
requests and the laboratory on useful diagnostics. In Autoimmunology, diagnostic
appropriateness remains a complex and debated topic from the management,
professional and economic point of view.
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INTRODUZIONE

Vi & crescente interesse sul tema dell’appropriatezza in medicina, per
la preoccupazione derivante dalllaumento dei costi e per il complesso
rapporto tra accessibilita, equita e sicurezza per la diagnosi e cura in
tutti i Sistemi Sanitari (Quaseem A, et al, 2012; Ververk EW, et al, 2018).
In Medicina di Laboratorio la ricerca di un equilibrio tra necessita di
razionalizzazione e razionamento & problema quotidiano: il tema
dell'inappropriatezza nella richiesta € sempre piu oggetto di dibattiti e
di preoccupazioni legate al costo crescente delle indagini di laboratorio
(Mughal Z, et al, 2016) e ai costi indiretti che possono derivare
dall’informazione di laboratorio in termini di altre tipologie di indagini
diagnostiche, ricoveri e trattamenti terapeutici. In quest’ultimo caso
si parla di “sindrome di Ulisse”, dove i pazienti si possono perdere in
peregrinazioni sanitarie generate da domande sbagliate derivanti da
precedenti errate risposte (Dorevitch AP, 1992).

L'inappropriatezza nella richiesta di esami di laboratorio va analizzata
alla luce delle prove basate sui dati della letteratura che documentano
che la sottoutilizzazione & prevalente rispetto alla sovrautilizzazione (Zhi
M, et al, 2013, Sarkar MK, et al, 2017).

I College of American Pathologists negli Standards for Accreditation
definisce 'appropriatezza come “il grado con il quale una procedura, un
trattamento, un esame o il servizio di laboratorio & efficace, chiaramente
indicato, non eccessivo, adeguato in quantita, e fornito in vari contesti
clinici per rispondere ai bisogni del paziente”. In generale la definizione
di appropriatezza in medicina presenta una visione centrata sui bisogni
clinici e fa riferimento alle prove che ‘la procedura generi un beneficio
per la salute superiore di un margine adeguato al rischio per il paziente,
anche in termini psicologici e di costi’.

Piurecentemente, il tema dell’appropriatezza in Medicina di Laboratorio &
stato ricondotto all’interno del concetto del demand management, ossia
della gestione della appropriatezza della richiesta non solo per evitare
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sprechi, uso incongruo delle risorse e aumento ingiustificato dei costi, ma
per migliorare la qualita e la sicurezza per i pazienti (Fryer AA, et al, 2013;
Jackson BR, 2007). E infatti dimostrato che una richiesta eccessiva e non
correlata al reale quesito clinico determina un aumento dei falsi positivi per
effetto della ridotta prevalenza della malattia e quindi della bassa probabilita
a priori che incide fortemente sull’accuratezza diagnostica (valore predittivo)
dellesame (Baird G, 2014, Lippi G,et al, 2013, Lippi G, et al, 2014).

Pertanto, se & vero che si definisce inappropriata una richiesta di esami che
sia al di fuori di ogni scientifica proposta (linea guida, raccomandazione,
suggerimento di esperti), € altrettanto chiaro che I'appropriatezza va misurata
rispetto ai reali bisogni del paziente e nello specifico contesto clinico.

Scopo di questo articolo € identificare alcune situazioni paradigmatiche
in cui sia possibile studiare e identificare i bisogni clinici del paziente
e su questa base razionale creare le opportunita per migliorare
'appropriatezza nella richiesta di esami di laboratorio. Si ritiene in
particolare che nelllambito della diagnostica delle malattie autoimmuni,
'argomento dell’appropriatezza sia di particolare attualita.

Vi € indubbiamente un costante incremento nella richiesta di esami
di laboratorio, anche se e difficile identificare dati che riassumano
esplicitamente i pattern di richiesta dei test diagnostici sia in ambito
nazionale che internazionale. Nell’ultimo decennio vi & stato un
aumento non solo nel Regno Unito ma anche negli Stati Uniti, in Canada
(Quaseem A et al, 2012; Fryer AA, et al, 2013) e in tanti altri paesi, tra
cui I'ltalia. Laumento osservato nella richiesta di esami di laboratorio &
particolarmente evidente nelle richieste provenienti dalla medicina di
base, con incrementi annuali a due cifre.
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Vi sono molte ragioni che spiegano e giustificano questo incremento,
quali 'espansione della gamma degli esami disponibili, I'interesse verso
nuove tecnologie ed esami diagnostici fortemente propagandati come
innovativi, 'impulso sociologico e culturale a ritenere che lo screening
in condizioni di basso rischio di patologia, come nel caso di check-up
in pazienti sani, sia di importante valore (Prochazka AV, et al, 2013), la
crescita delle aspettative nel potere diagnostico degli esami di laboratorio
sia nei medici che nei pazienti, 'uso di profili di esami per cercare di
ridurre i tempi del processo clinico diagnostico, I'invecchiamento della
popolazione, con conseguente aumento della prevalenza di malattie
croniche, il timore di contestazioni e medicina difensiva, gli esami in
sequenza indotti da dati anomali.

E noto come molti errori in medicina avvengono nel momento della
diagnosi. Il modello di processo diagnostico proposto da Gambino
gia nel 1970 (Gambino SR, 1970), sviluppato nel brain to brain loop da
Lundberg nel 1981 (Lundberg GD, 1981) e infine recentemente rivisto da
Plebani (Plebani M, et al, 2011), evidenzia come il valore dell’informazione
diagnostica sia fortemente determinato e condizionato da eventi che
avvengono prima che il campione giunga in laboratorio (fase pre-pre-
analitica) o dopo che il risultato é rilasciato dal laboratorio stesso (fase
post-post-analitica).

La percentuale di richieste inappropriate, intese come inutili o
potenzialmente dannose, € stimata fra il 5% e il 95% (Mughal Z, et al,
2016; Kobewska DM, et al, 2015), a seconda degli autori, dimostrando
grande variabilita nelle modalita e nelle metodologie di valutazione.
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E comunque evidente come I'utilizzo di esami di laboratorio non necessari
produce un impatto rilevante sulle risorse a disposizione e sulle modalita
del loro impiego, con un potenziale danno ai pazienti (Liu Z, et al, 2012).
Comunemente i laboratori clinici valutano le loro prestazioni basandosi
su dati di efficienza e di qualita analitica interna piuttosto che sulla
valutazione dei risultati ottenuti sulla salute dei pazienti.

L’approccio basato sui risultati valutati come esiti per il paziente,
ovvero sugli outcome di salute, & alla base di una corretta politica per
I'identificazione dell’errore e del rischio clinico e delle conseguenti
azioni volte all’effettivo miglioramento del processo. Tuttavia questo
approccio richiede strumenti e ricerche finalizzate per misurare in modo
sistemico I'impatto delle cause di errore quasi sempre complesse e di
ardua individuazione. In altri termini le prove di efficacia, pressantemente
richieste nei percorsi basati sullEBM, sono molto difficili da ottenere.
Una risposta operativa recentemente introdotta in alcuni laboratori € di
modificare il percorso diagnostico con warning prescrittivi al momento
della richiesta, o aggiunta di nuovi esami “riflessi” a seguito dei risultati
di un esame iniziale, con l'obiettivo di ridurre I'esecuzione di esami
potenzialmente inutili o capaci d’indurre un inaccettabile numero di falsi
positivi. E’ da sottolineare come non sia possibile implementare alcuna
azione gquando non esistano raccomandazioni diagnostiche basate prove
robuste e rilevanti e piu in generale su una cultura scientifica adeguata
(Plebani M, et al, 2017).

L’appropriatezza nella gestione degli esami autoanticorpali per la diagnosi
delle malattie autoimmuni € una tematica complessa e molto dibattuta dal
punto di vista gestionale, professionale ed economico: senza dubbio, sia
nellarichiesta deitest che nella scelta delle migliori metodologie analitiche
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in grado di rispondere alle necessita diagnostiche e di monitoraggio delle
diverse malattie autoimmuni, il percorso dell’appropriatezza € lungo e
faticoso, anche se iniziato da anni.

Questo documento si propone di portare all’attenzione dei medici di
medicina generale le raccomandazioni proposte dal Gruppo di Studio in
Autoimmunologia (GDS-AI) della Societa Italiana di Patologia Clinica e
Medicina di Laboratorio (SIPMelL) e dellEuropean Society for Pediatric
Gastroenterology Hepatology and Nutrition (ESPGHaN) per migliorare
'appropriatezza nella richiesta dei test autoanticorpali, con specifico
riferimento alle malattie autoimmuni sistemiche e alla celiachia.

Le 12 raccomandazioni, distinte in tre gruppi per anticorpi anti-antigeni
intracellulari (ANA), per anticorpi anti-dsDNA e per anticorpi anti-
antigeni intracellulari specifici (anti-ENA), provengono dal lavoro che il
gruppo di studio in Autoimmunologia della Societa Italiana di Patologia
Clinica e Medicina di Laboratorio ha pubblicato nel 2015 (Cinquanta L, et
al, 2015), a seguito di un lungo percorso di approfondimento iniziato nel
2001, e ha condiviso con esperti internazionali della disciplina (Agmon-
Levin N, et al, 2014).

* La ricerca degli ANA con metodo di immunofluorescenza indiretta
(IFD), per la sua elevata sensibilita diagnostica, costituisce il test di
primo livello per la diagnosi delle malattie reumatiche autoimmuni
(MRA). In considerazione della non elevata specificita, il test ANA
deve essere richiesto come supporto alla diagnosi in pazienti con
caratteristiche cliniche suggestive di una patologia reumatica
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autoimmune. Un test ANA negativo ha un elevato valore predittivo
negativo solo per il lupus eritematoso sistemico (LES) e la malattia
mista del tessuto connettivo (MCTD) e non esclude comunque la
possibilita che il paziente sia affetto da altra MRA.

La ripetizione della ricerca degli ANA risultati negativi o positivi a
basso titolo & giustificata in fase diagnostica in caso di successiva
comparsa di segni clinici sospetti. In assenza di variazioni del quadro
clinico non & consigliabile la ripetizione degli ANA prima di 6-12 mesi.
Nei pazienti con diagnosi consolidata di MRA non & appropriata la
ripetizione degli ANA se non in presenza di mutamenti del quadro
clinico.

Nella determinazione degli ANA in IFI si utilizza una diluizione iniziale
di 1:80. Un titolo maggiore o uguale a 160 va considerato positivo;
un titolo di 1:80 va considerato basso positivo; un titolo < 1/80 va
considerato negativo. Per la fascia di eta pediatrica, in attesa di ulteriori
studi che attestino le evidenze a oggi disponibili e in accordo con
gueste, si raccomanda l'utilizzo della stessa diluizione di partenza per
lo screening e dei medesimi criteri di valutazione dei risultati proposti
per la popolazione adulta.

I guadri fluoroscopiciditipo: few nuclear dots, nucleolare a basso titolo,
fuso mitotico, midbody, CENP-F, GW-like bodies, Golgi e citoscheletro
non necessitano di approfondimento con test di secondo livello.

E bene tener presente che in condizioni normali non sono presenti
livelli di autoanticorpi rilevabili ma, nel caso fossero rilevati, sono
generalmente a basso titolo (non clinicamente significativo) e
rivestono relativa importanza. Non sempre il risultato positivo per
ANA corrisponde a un successivo risultato positivo per anti-dsDNA
o anti-ENA (anticorpi anti-antigeni intracellulari specifici). Va
sempre valutato il quadro clinico generale del soggetto: eta, possibili
reazioni crociate, prelievo in gravidanza, malattie virali, trattamenti
farmacologici in corso, alta concentrazione di IgM. In tutti i casi
sopracitati la positivita per ANA risulta solo come epifenomeno e non
va considerata clinicamente significativa.
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Si deve procedere alla determinazione degli anti-ENA quando la
positivita ANA-IFI € uguale o superiore al titolo 1:160. La ricerca degli
ENA puoO essere eseguita anche con ANA assenti o a basso titolo
(<1:160), qualora il paziente presenti sintomi clinici o dati di laboratorio
suggestivi di malattia autoimmune.

In caso di negativita del test ANA-IFI e sospetto clinico di sindrome
di Sjogren, lupus neonatale o lupus cutaneo subacuto dovrebbero
comunqgue essere ricercati anticorpi anti-SSA/Ro60 e Ro52. Laricerca
degli anticorpi anti-Ro di origine materna va eseguita a prescindere
dalla positivita degli ANA come marker prognostico di trasmissione
placentare e rischio di blocco cardiaco congenito fetale. In caso di
sospetta dermatomiosite o polimiosite (DM/PM) si raccomanda la
ricerca degli anticorpi anti-Jol.

Gli autoanticorpi diretti nei confronti degli ENA sono generalmente
gia presenti al momento della diagnosi, per cui non e giustificata la
ripetizione in assenza di una variazione del quadro clinico.

La determinazione degli autoanticorpi anti dsDNA & raccomandata
in presenza di sintomi riferibili a LES e in caso di positivita degli ANA
a un titolo uguale o superiore a 1:160, in particolar modo quando sia
presente un quadro omogeneo di fluorescenza nucleare. Benché sia
rara la presenza degli anticorpi anti-dsDNA in caso di negativita degli
ANA, si raccomanda comunque la determinazione degli autoanticorpi
anti-dsDNA qualora sussista un forte sospetto clinico di LES.

Per la diagnosi di LES la ricerca degli autoanticorpi anti-dsDNA viene
eseguita con metodo immunometrico (FEIA, CLIA), riportando i
risultati in modo quantitativo. Per la sua elevata specificita laricerca in
IFI su Crithidia luciliae (CLIFT) viene utilizzata come test di conferma
per i campioni risultati positivi con i suddetti immunodosaggi alla
diluizione iniziale del siero di 1:10.

Qualora il test IFI risulti negativo e vi sia una concomitante negativita
degli ANA agli autoanticorpi anti-dsDNA e/o la clinica non sia
suggestiva per LES e probabile che la positivita ottenuta con |l
metodo immunometrico FEIA sia aspecifica.
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Nellafasedimonitoraggiosiraccomandaladeterminazionequantitativa
degli anticorpi anti-dsDNA mediante metodi immunometrici (CLIA,
FEIA). L’intervallo di tempo tra le determinazioni varia nelle diverse
forme di malattia e deve tenere conto dell’evidenza che I'incremento
degli anticorpi anti-dsDNA pud precedere I'esacerbazione della
nefropatia lupica.

RACCOMANDAZIONI PER LA DETERMINAZIONE
DEGLI ANTICORPI ANTI-CITOPLASMA DEI NEU-
TROFILI (ANCA)

Anche gqueste tre semplici raccomandazioni provengono dall’attivita del
gruppo si studio in Autoimmunologia della SIPMeL, sulla base del parere
di esperti internazionali (Bossuyt X, et al, 2017).

1.

Nella fase di screening diagnostico gli ANCA vengono rilevati mediante
'uso combinato della tecnica di immunofluorescenza indiretta (IF1) e
del metodo immunometrico (CLIA, FEIA) per il dosaggio degli ANCA
specifici per la proteinasi 3 (PR3) e la mieloperossidasi (MPO).

Nella fase di monitoraggio viene eseguita la determinazione quantitativa
di MPO e PR3 mediante metodi immunometrici (CLIA, FEIA).

Nello studio delle vasculitilaricerca degli ANCA ¢ limitata agli anticorpi
anti-PR3 e MPO in quanto sono solo questi autoanticorpi rivestono un
interesse diagnostico.
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Queste nove raccomandazioni rappresentano la sintesi di linee guida pro-
poste dal gruppo di studio in Autoimmunologia della SIPMeL (Tonutti E, et
al, 2015; Alessio MG et al, 2012) e dal’European Society for Pediatric Ga-
stroenterology, Hepatology and Nutrition (ESPGHaN) (Husby S, et al, 2019).

1. E fondamentale che tutti gli esami diagnostici siano effettuati in dieta
libera, evitando in particolare la sospensione dell’assunzione di glutine
per non falsare i risultati degli esami.

2. | biomarcatori di prima scelta sono: glianticorpi anti-transglutaminasi
di classe IgA (anti-tTG IgA) e le IgA totali.

3. Gli esami diagnostici di ingresso per la celiachia in soggetti con
manifestazioni cliniche ed eta > 2 anni sono anti-tTG IgA e IgA totali
(Fig. 1.

4. Gli esami di prima scelta per i soggetti con deficit di IgA sono: gli
anticorpi anti-tTG 1gG e gli anticorpi anti-peptidi deamidati della
gliadina (anti-DPG IgG) (Fig. 2).

5. L’esame piu importante per i soggetti asintomatici appartenenti a
gruppi a rischio &€ HLA DQ2/DQ8 (Fig. 3).

6. L’'assenza di DQ2/DQ@8 nei soggetti a rischio consente di escludere
con elevata probabilita la celiachia e di evitarne il monitoraggio.

7. Vanno valutate nonsolo positivita e negativita dei marcatorisierologici,
ma anche l'entita dell’incremento.

8. La ricerca degli anticorpi anti-endomisio (EMA) rappresenta un test
di secondo livello e va richiesta come test di conferma. Nei bambini
sintomatici con anti-tTG>10 volte la soglia e positivita HLADQ2/DQS8,
una positivita da anticorpi anti-endomisio permette di poter fare
diagnosi senza ricorrere alla biopsia.

9. Nel follow-up si raccomanda di effettuare un controllo entro 6-12 mesi
dalla diagnosi e successivamente ogni 1-2 anni (salvo complicanze).
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CONCLUSIONI

L’appropriatezza in medicina di laboratorio e nella diagnostica delle
malattie autoimmuni presenta una sempre maggiore rilevanza, dato
il rischio di prescrizioni e di esecuzione di test di laboratorio inutili e
spesso dannosi per il paziente. L'osservanza delle raccomandazioni
nazionali e internazionali nel campo delle malattie reumatiche e della
celiachia rappresenta un potente strumento per il corretto impiego dei
test autoanticorpali nell’ottica della corretta diagnosi delle malattie

autoimmuni e del contenimento dei costi.

tTGIgA +IgA
Vi L >
tTG NEG; mavicino tTG POS
‘ tTG NEG; IgA al cut-off
! !
Monitoraggio clinico
e sierologico EMA
- P
NO CELIACHIA 2 l/ i
-EMAPOS
e EMA NEG EMAPOS - Pediatrico
-tTG>10 cut-off
\_'I l‘
HLA DQ2/DQ8 HLA DQ2/DQ8
Y v
+
HLA NEG HLA POS = Biopsia -
— CELIACHIA
Figura 1.

Algoritmo per la diagnosi di celiachia in soggetti con manifestazioni cliniche ed eta > 2 anni.
tTG, anticorpi anti-transglutaminasi;

EMA, anticorpi anti-endomisio.
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~.
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<~
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Y

=

N

y

BIOPSIA
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Figura 2.

Algoritmo per la diagnosi di celiachia in soggetti con deficit di IgA.

tTG, anticorpi anti-transglutaminasi;

DGP, anticorpi anti-peptidi della gliadina deamidata.

HLA DQ2/DQ8

NEGATIVO

v

Nessun monitoraggio
sierologico nel tempo

v

.

POSITIVO

y

tTG IgA (se <2 anni
DGP IgG)

L

tTG (e/o DGP) POS

Vv

BIOPSIA

N\

tTG (e/o DGP) NEG

l

Dosaggio tTG ogni 2-3
anni oppure
all’insorgenza dei sintomi

Figura 3.

Algoritmo per la diagnosi di celiachia in soggetti asintomatici appartenenti a gruppi a rischio.
tTG, anticorpi anti-transglutaminasi;

DGP, anticorpi anti-peptidi della gli

adina deamidata.
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