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Riassunto Per porre diagnosi di sindrome da anticorpi an-
tifosfolipidi (APS) ¢ necessario che siano presenti almeno
un criterio clinico (trombosi venosa/arteriosa o complicanza
della gravidanza) e persistente positivita degli anticorpi anti-
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fosfolipidi (confermata a distanza di almeno 12 settimane).
I criteri di laboratorio per definire la presenza di anticor-
pi antifosfolipidi sono: presenza di LAC e/o aumento degli
anticorpi anticardiolipina (IgG o IgM) e/o anti B2 glicopro-
teina I (IgG o IgM). Le variabili che possono influenzare il
risultato dei test utilizzati per la diagnostica del LAC sono
numerose; la standardizzazione dei test per questa diagno-
stica ¢ scarsa ed ¢ stata riportata un’ampia variabilita inter-
laboratorio in termini di sensibilita e specificita. La probabi-
lita di errori diagnostici in senso negativo (false negativita)
e positivo (false positivita) ¢ quindi piuttosto elevata. Allo
scopo di migliorare 1’accuratezza diagnostica di questi test,
nel 2009 lo specifico sottocomitato per la standardizzazio-
ne dei metodi dell’ International Society on Thrombosis and
Haemostasis (ISTH) ha aggiornato le linee guida gia pub-
blicate in precedenza. Il Gruppo di Studio in Coagulazione
della SIPMeL ha voluto riassumere in questo articolo le li-
nee guida raccomandate dall’ISTH. Successivamente, ¢ sta-
ta pubblicata una diversa linea guida da parte del Clinical &
Laboratory Standard Institute (CLSI) che per alcuni aspetti
si pone su posizioni diverse o contrastanti. Poiché le rac-
comandazioni indicate dal CLSI vengono seguite da molti
Laboratori, si ¢ cercato di rivedere in modo critico queste
diverse posizioni. Il Gruppo di Studio SIPMeL ritiene ne-
cessario ribadire che per porre diagnosi di APS i test per
la diagnostica del LAC devono essere eseguiti seguendo le
linee guida ISTH.
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Summary To diagnose antiphospholipid syndrome (APS)
it is necessary the presence of at least one clinical cri-
terion (venous/arterial thrombosis or pregnancy complica-
tions) and persistent positivity of antiphospholipid antibod-
ies (confirmed at least 12 weeks apart). The laboratory cri-
teria to define the presence of antiphospholipid antibodies
are: LA presence and/or increase of anticardiolipin and/or
anti 32 Glycoprotein I antibodies (IgG or IgM). Several
variables can influence the result of the tests used for LA
diagnosis, standardization of tests is poor and a wide inter-
laboratory variability has been reported in terms of sensitiv-
ity and specificity. The probability of diagnostic errors (false
negativity or false positivity) is therefore quite high. In or-
der to improve the diagnostic accuracy of LA tests in 2009
the specific subcommittee for standardization of the methods
of the International Society on Thrombosis and Haemostasis
(ISTH) has updated the guidelines previously published. The
Study Group on Coagulation of the Italian Society of Clini-
cal Pathology and Laboratory Medicine (SIPMeL) summa-
rizes in this article the ISTH guidelines. Subsequently, the
Clinical & Laboratory Standard Institute (CLSI) has pub-
lished its guideline which shows, in some respects, differ-
ent or conflicting positions. Since the recommendations in-
dicated by the CLSI are followed by many Laboratories, we
tried to critically review these different positions. The Study
Group of SIPMeL deems necessary to reiterate that for APS
diagnosis the LA tests must be performed according to the
ISTH guidelines.

Keywords Lupus Anticoagulant - LA - Antiphospholipid
syndrome - Antiphospholipid antibodies - Guidelines

Introduzione

La sindrome da anticorpi antifosfolipidi (antiphospholipid
syndrome, APS) ¢ una malattia autoimmune descritta per
la prima volta negli anni *80 associata al lupus eritematoso
sistemico (LES).

L APS ¢ definita primaria se non si associa ad altre condi-
zioni cliniche, secondaria se associata ad altre malattie qua-
li, piu frequentemente, il LES, le infezioni, le terapie far-
macologiche, le neoplasie e, pill raramente, le altre malat-
tie autoimmuni [1]. Clinicamente si manifesta con trombosi
venose e/o arteriose, spesso ricorrenti, complicanze ostetri-
che (pit frequentemente poliabortivita e/o morte fetale) ed &
talora associata a piastrinopenia.

Una piccola percentuale di pazienti (<1%) puo sviluppa-
re una sindrome catastrofica caratterizzata da trombosi dei

piccoli vasi e conseguente sofferenza multiorgano ed elevata
mortalita (50%). Alcune situazioni cliniche come le infezio-
ni intercorrenti o gli interventi chirurgici sono riconosciute
come fattori precipitanti [2].

La patogenesi ¢ da ascrivere alla presenza di anticorpi an-
tifosfolipidi, i quali manifestano la loro attivita procoagulan-
te con meccanismo complesso e non ancora completamente
chiarito.

Differente significato clinico ¢ attribuibile alla positivita
ai singoli test per la ricerca degli anticorpi antifosfolipidi.
Per esempio, isolate positivita dei test per la diagnosi del
Lupus Anticoagulant (LAC) [definita come categoria Ila]
non sembrano associarsi a significativo aumento del rischio
tromboembolico e lo stesso si puo dire dell’isolata positivita
agli anticorpi anticardiolipina (definita categoria IIb) o degli
anticorpi anti-B2 glicoproteina I (definita categoria Ilc) [3].
E ampiamente dimostrato che la positivita a pit di un test si
associa a un piu elevato rischio tromboembolico e di compli-
canze ostetriche, cosi come la triplice positivita (positivita a
tutti 1 tre test per la ricerca degli anticorpi antifosfolipidi) si
associa al piu alto rischio tromboembolico e di complicanze
ostetriche [3].

Gli anticorpi diretti contro il dominio 1 della B2 glico-
proteina I si associano con piu alta probabilita alla triplice
positivita degli anticorpi antifosfolipidi, alla persistenza de-
¢gli anticorpi stessi e agli eventi clinici, pur non miglioran-
do I'accuratezza diagnostica rispetto al pannello di esami
standard [4, 5].

La prevalenza dell’APS ¢ di circa 40-50 casi ogni
100.000 persone, I’incidenza ¢ di 5 nuovi casi per 100.000
persone/anno, mentre la positivita agli anticorpi antifosfoli-
pidi si riscontra con una frequenza assai piu elevata: 1-5%
della popolazione generale [1].

E importante rilevare che I’APS colpisce generalmen-
te persone giovani, pill frequentemente di sesso femminile.
Pertanto, I’eta, ’anamnesi, la storia clinica e una corretta
stratificazione dei fattori di rischio sia tromboembolici sia
cardiovascolari devono essere attentamente valutate prima
di procedere all’esecuzione dei test.

La terapia di elezione del paziente con APS che sviluppa
trombosi idiopatica ¢ la terapia anticoagulante orale a lungo
termine, con antagonisti della vitamina K (AVK). In caso di
trombosi secondarie, si puo prendere in considerazione una
terapia a breve termine, se il profilo anticorpale ¢ a basso
rischio (es. singola positivita). Per pazienti asintomatici con
APS, in presenza di fattori di rischio cardiovascolari sono
indicate basse dosi di acido acetilsalicilico come profilassi
primaria [6]. Pazienti con trombosi arteriose potrebbero be-
neficiare di terapia anticoagulante con AVK a lungo termine
con target INR 3, oppure I’associazione tra AVK e antiag-
gregante a basse dosi, in presenza di basso rischio emorragi-
co o dopo recidiva [7]. Pazienti in gravidanza con APS, sen-
za eventi tromboembolici, possono essere trattate con dosi
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profilattiche di eparina a basso peso molecolare e basse dosi
di acido acetilsalicilico, mentre per le pazienti in gravidan-
za con precedenti eventi tromboembolici si raccomanda I’u-
so di dosi terapeutiche di eparina a basso peso molecolare
associate a basse dosi di acido acetilsalicilico [8].

Come ¢ noto, per porre diagnosi di APS & necessario
che siano presenti almeno un criterio clinico (trombosi ve-
nosa/arteriosa o complicanza della gravidanza) e la persi-
stente positivita degli anticorpi antifosfolipidi (confermata a
distanza di almeno 12 settimane).

I criteri di laboratorio per definire la presenza di anti-
corpi antifosfolipidi sono tre: presenza di LAC e/o aumen-
to degli anticorpi anticardiolipina (IgG o IgM) e/o anti 2
glicoproteina I (IgG o IgM) [9].

Le variabili che possono influenzare il risultato dei test
utilizzati per la diagnostica del LAC sono numerose € com-
prendono: contenuto/tipo di fosfolipidi (PL) e tipo di atti-
vatore presenti nei reagenti, modalita di manipolazione dei
campioni di plasma, tipo di espressione dei risultati e valori
di cut-off utilizzati. Come conseguenza, la standardizzazio-
ne dei test per questa diagnostica & scarsa ed ¢ stata riportata
un’ampia variabilita inter-laboratorio in termini di sensibili-
ta e specificita [10—14]. La probabilita di errori diagnostici
in senso negativo (false negativitd) e positivo (false positi-
vita) € quindi piuttosto elevata. In particolare preoccupano
i risultati falsamente positivi, perché in tal caso il pazien-
te potrebbe essere sottoposto a una terapia anticoagulante a
lungo termine non giustificata e non necessaria [14].

Allo scopo di migliorare 1’accuratezza diagnostica di
questi test, nel 2009 lo specifico sottocomitato per la stan-
dardizzazione dei metodi dell’ International Society on Th-
rombosis and Haemostasis (ISTH) ha aggiornato le linee
guida [15] gia pubblicate in precedenza [16]. Lo scopo di
questo articolo ¢ riassumere le linee guida raccomandate
dall’ISTH. Successivamente, ¢ stata pubblicata una diver-
sa linea guida da parte del Clinical & Laboratory Standard
Institute (CLSI) che per alcuni aspetti si pone su posizioni
diverse o contrastanti [17]. Poiché le raccomandazioni indi-
cate da questo Istituto vengono seguite da molti Laboratori,
cercheremo anche di rivedere in modo critico queste diverse
posizioni. Anche la British Society of Haematology ha pub-
blicato nel 2012 le sue linee guida [18] e per certi aspetti
le raccomandazioni si pongono in posizione intermedia tra
quelle dell’ISTH e quelle del CSLI.

Gli operatori devono comunque tenere presente che nel
lavoro che riporta i criteri per la diagnosi di APS [9] ¢
chiaramente indicato che i test per la diagnostica del LAC
devono essere eseguiti seguendo le linee guida ISTH [15].
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Selezione dei pazienti e timing del prelievo
Linee guida ISTH

Secondo quanto pubblicato dallo Scientific and Standardiza-
tion Committee (SSC) dell’ISTH, i test per la diagnostica del
LAC dovrebbero essere limitati ai pazienti che hanno una si-
gnificativa probabilita di avere I’ APS secondo i criteri clinici
sopra-riportati [9], o ai soggetti in cui, a seguito di esami di
routine, ¢ stato incidentalmente evidenziato un allungamen-
to dell’aPTT. L’esecuzione dei test per la diagnostica del
LAC in modo generalizzato, includendo pazienti/individui
diversi da quelli sopra-descritti, viene scoraggiata in quan-
to, data la scarsa specificita dei test che in questo momento
abbiamo a disposizione, aumenterebbe in modo inaccetta-
bile la probabilita di false positivita. Sempre per lo stesso
motivo ¢ indispensabile confermare un’eventuale positivita
dei test in una seconda occasione a distanza di almeno 12
settimane dal test iniziale.

II prelievo deve essere eseguito a distanza di 3—6 mesi
dall’evento trombotico acuto, perché in queste circostanze
ci potrebbe essere un aumento del livello del Fattore VIII e
della proteina C reattiva, che possono determinare, rispetti-
vamente, false negativita e false positivita [19, 20]. Inoltre,
il prelievo deve essere eseguito prima di iniziare una tera-
pia anticoagulante (AVK, eparina non frazionata, anticoagu-
lanti orali diretti), o dopo la sua adeguata sospensione, in
quanto queste terapie possono interferire pesantemente sul
risultato dei test. Per quanto riguarda i pazienti in terapia
con AVK si raccomanda di eseguire il controllo a distanza
di almeno 2 settimane dalla sospensione della terapia o co-
munque quando I'INR risulti <1,5. In alternativa, se I'INR
€ compreso tra 1,5 e 3,0, si puo prendere in considerazio-
ne I’esecuzione dei test su una miscela del plasma del pa-
ziente e un pool di plasma normali (PPN); in questo caso,
pero, ’interpretazione dei risultati potrebbe essere difficile,
dal momento che il plasma del paziente ¢ stato diluito 1:2
con PPN. Al contrario degli AVK che determinano una ca-
renza di fattori che puo essere corretta eseguendo i test di
miscela (diluizione 1:2 con PPN), gli effetti sulla coagula-
zione degli anticoagulanti orali diretti (anti Ila e anti Xa) non
possono essere annullati aggiungendo un PPN e quindi que-
sti farmaci interferiscono in modo ancora piu significativo
sul risultato dei test, determinando in genere false positivita
o valori di difficile interpretazione [21]. L’eparina non fra-
zionata interferisce pesantemente sui risultati dei test per la
diagnostica del LAC. Anche se molti reagenti commerciali
contengono sostanze neutralizzanti I’eparina, non & racco-
mandata 1’esecuzione di test in pazienti in trattamento con
eparina non frazionata, in quanto la concentrazione di epari-
na potrebbe essere superiore alla capacita neutralizzante del
reagente. Per questi motivi, prima di procedere all’esecuzio-
ne dei test per la diagnostica del LAC ¢ consigliabile esegui-
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re un tempo di trombina per escludere la presenza di epari-
na non frazionata; nel caso in cui i test vengano comunque
eseguiti in pazienti in trattamento con eparina non fraziona-
ta, occorre porre molta prudenza nella loro interpretazione.
L’eparina a basso peso molecolare sembra invece interferire
poco sul risultato dei test, almeno nel caso in cui il prelie-
vo venga eseguito al punto di valle, ovvero dopo almeno 12
ore dall’ultima somministrazione. Non ¢ invece necessario
sospendere i farmaci antiaggreganti.

Durante la gravidanza, per effetto dell’aumento di tutti i
fattori pro-coagulanti, i tempi di coagulazione possono es-
sere significativamente accorciati e quindi I’interpretazione
del risultato dei test pud essere complessa.

Prima di effettuare i test per la diagnostica del LAC ¢
inoltre raccomandabile eseguire i test di routine (PT e aPTT)
in modo da escludere la presenza di coagulopatie non prima
diagnosticate e/o eventuale terapia anticoagulante.

Linee guida CLSI

Il1 CLSI non pone limiti per quanto concerne 1’esecuzione
dei test in pazienti anticoagulati con AVK e suggerisce che
se si usa plasma diluito 1:1 con PPN i test possano essere
eseguiti anche se I'INR ¢ >3,0. Entrambe le linee guida ri-
conoscono che ci puo essere la possibilita di falsi negativi se
si utilizza plasma diluito e che eseguire i test con plasma in-
diluito se I'INR ¢ >1,5 pu0 generare risultati sia falsamente
negativi che falsamente positivi.

Le linee guida CLSI suggeriscono inoltre di utilizzare per
I’esecuzione dell’aPTT di routine reagenti poco sensibili al
LAC per ridurre la probabilita di identificare LAC deboli in
soggetti asintomatici.

Prelievo di sangue e manipolazione dei campioni
Linee guida ISTH

Il prelievo di sangue deve essere eseguito utilizzando triso-
dio citrato (0,109 M) in rapporto 9:1. Per garantire che il
campione in esame sia povero di piastrine (<10 x 10°/L),
dopo la prima centrifugazione (2000 g per 15 min a tempe-
ratura ambiente controllata) il plasma deve essere trasferito
in una provetta di plastica e nuovamente centrifugato a mag-
giore velocita (>2500 g per almeno 10 min a temperatura
ambiente controllata). Dopo questa seconda centrifugazio-
ne il plasma deve essere trasferito in idoneo contenitore per
I’esecuzione del test o per il congelamento e durante questa
operazione occorre fare attenzione a non includere piastri-
ne residue che potrebbero essersi raccolte sul fondo della
provetta [22]. Assicurarsi che il plasma sia povero di pia-
strine attraverso questa doppia centrifugazione ¢ importan-
te, perché ’eventuale presenza di piastrine e/o frammenti

piastrinici pud causare falsa negativita dei test a causa del-
la presenza di fosfolipidi a carica negativa sulla superficie
delle membrane piastriniche, specialmente nel caso si lavori
su plasma congelato. L’ultracentrifugazione (>5000 g) non
¢ invece raccomandata perché puo causare la generazione
di micro-particelle che possono interferire sul risultato dei
test. Prima della pubblicazione delle linee guida dell’ISTH,
per eliminare eventuali piastrine residue si procedeva, dopo
la prima centrifugazione, alla filtrazione del plasma tramite
specifici filtri di acetato di cellulosa (0,22 pm). Questa ope-
razione ¢ ora invece sconsigliata perché, a parte 1’aumento
dei costi, determina la perdita di proteine ad alto peso mo-
lecolare, in particolare del Fattore von Willebrand [23]. La
perdita di questo fattore causa una riduzione del livello del
Fattore VIII e quindi un possibile allungamento dei tempi di
coagulazione.

Nel caso non sia possibile eseguire i test su plasma fre-
sco, questo puo anche essere congelato, purché le procedure
di congelamento e scongelamento siano eseguite in modo ra-
pido e standardizzato per evitare la perdita dei fattori coagu-
lativi piu labili. Il congelamento deve essere rapido (bagno
con ghiaccio secco/alcool o azoto liquido) e il plasma va poi
conservato a temperatura uguale o inferiore a —70°C. Lo
scongelamento deve avvenire per immersione del campione
in un bagnomaria a 37 °C per 5 minuti, per evitare la forma-
zione di crioprecipitato; dopo scongelamento il plasma deve
poi essere miscelato accuratamente prima dell’ analisi.

Linee guida CLSI

Nessuna differenza.

Scelta dei test
Linee guida ISTH

Come noto, non esiste alcun test che sia in grado identifica-
re tutti i pazienti con fenomeno LAC e per questo motivo in
passato si suggeriva di fare quanti piu test possibile. Questa
strategia determina pero un inaccettabile aumento del nume-
ro di falsi positivi. ISTH raccomanda quindi di eseguire
solo due test, basati su principi differenti: (1) dRVVT (dilu-
ted Russell Viper Venom Time), ritenuto piu robusto e speci-
fico per rilevare il fenomeno LAC nei pazienti ad alto rischio
di trombosi [24, 25]; (2) aPTT, utilizzando reagenti a bassa
concentrazione di fosfolipidi e contenenti silice come attiva-
tore, ritenuti molto sensibili al LAC [11, 12]. Tutti gli altri
test utilizzati in passato come il tempo di protrombina dilui-
to, aPTT che utilizzano attivatori diversi dalla silice, quali
caolino o acido ellagico, test basati sull’uso di altri veleni di
serpente, come Ecarina o Textarina, non sono raccomandati
a causa della loro scarsa sensibilita e/o riproducibilita [25].
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Linee guida CLSI

Il CLSI raccomanda I'uso di un dRVVT e un aPTT sensi-
bile al LAC, non necessariamente contenente silice come
attivatore. Questa raccomandazione si basa sul risultato di
alcuni lavori che hanno dimostrato come la sensibilita del
reagente aPTT al LAC non dipenda solo dal tipo di attiva-
tore, ma anche dal tipo e concentrazione dei fosfolipidi [26,
27]. Gli stessi lavori hanno perd anche evidenziato che al-
cuni reagenti commerciali contenenti acido ellagico come
attivatore hanno una minore sensibilita al LAC. Inoltre, il
CLSI non raccomanda 1’uso di reagenti aPTT diluiti (per
ottenere una bassa concentrazione di fosfolipidi), ma di uti-
lizzare un reagente sensibile al LAC. In entrambi i casi ci
possono essere delle limitazioni: se si usa un reagente poco
sensibile anche diluendo i fosfolipidi, non & detto che il te-
st abbia una migliore performance e d’altro canto se si usa
un reagente sensibile ma a concentrazione standard di fo-
sfolipidi (ovvero non diluito) la loro alta concentrazione po-
trebbe neutralizzare anticorpi deboli e quindi portare a false
negativita.

Infine, mentre I’ISTH raccomanda di utilizzare solo due
test, il CLSI non esclude la possibilita che il Laboratorio
possa utilizzare anche metodi basati su principi diversi.

Procedure diagnostiche
Linee guida ISTH

La procedura diagnostica raccomandata si basa sui seguenti
step: test di screening, test di miscela e test di conferma da
eseguire in modo sequenziale.

I test di screening devono essere eseguiti con reagenti a
bassa concentrazione di fosfolipidi per assicurare il massimo
di sensibilita al LAC e come indicato in precedenza devono
essere due, un dRVVT e un aPTT (che contenga silice come
attivatore).

Nel caso il test o i test di screening risultino alterati si
devono eseguire i test di miscela. I test di miscela serve per
verificare se I’allungamento del/i test di screening ¢ dovu-
to a carenza di fattori o alla presenza di un inibitore (fo-
sfolipide dipendente o no) e consiste nel ripetere il/i test di
screening alterato/i utilizzando una miscela 1:1 tra plasma
del paziente e un plasma normale entro 30 minuti (senza
pre-incubazione). Come plasma normale ¢ raccomandabile
utilizzare un PPN preparato localmente seguendo le stesse
raccomandazioni indicate per il plasma dei pazienti. Questo
puo poi essere congelato rapidamente in aliquote a —70°C e
scongelato al momento dell’uso. Nel caso non sia possibile
preparare un PPN, ¢ possibile utilizzare prodotti commer-
ciali (liofili o congelati) se sono stati preparati secondo le
indicazioni sopra-riportate. Se il test di miscela si normaliz-
za con aggiunta di PPN, significa che 1’alterazione osservata
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sul/i test di screening ¢ dovuta a carenza di fattori. Al contra-
rio, se rimangono alterati, ovvero se 1’aggiunta di PPN non
¢ in grado di normalizzare il test di screening, si puo presup-
porre sia presente un inibitore (fosfolipide dipendente o no)
e quindi devono essere eseguiti i test di conferma.

I test di conferma, al contrario dei test di screening, de-
vono essere eseguiti con reagenti ad alta concentrazione di
fosfolipidi per aumentare la specificita. A questo scopo pos-
sono essere utilizzati fosfolipidi a doppio strato (bilayer) o
in fase esagonale, mentre non ¢ raccomandato 1’uso di pia-
strine congelate/scongelate a causa della scarsa standardiz-
zazione nella loro preparazione. Ovviamente il test di con-
ferma deve essere eseguito con lo stesso reagente utilizzato
per il test di screening risultato alterato, salvo che per la piu
alta concentrazione di fosfolipidi. Se con I’aggiunta di al-
te concentrazioni di fosfolipidi il test si normalizza, si puo
porre diagnosi di LAC. Se invece il test di conferma risul-
ta ancora alterato, ovvero I’aggiunta di alte concentrazioni
di fosfolipidi non ¢ in grado di normalizzarlo, allora si ¢
in presenza di un inibitore non fosfolipide dipendente (es.
inibitore specifico contro un fattore coagulativo).

Recentemente molte aziende suggeriscono di eseguire la
ricerca del LAC attraverso I’uso dei cosiddetti test integrati.
I test integrati consistono nell’eseguire simultaneamente sia
il test di screening che il test di conferma su ciascun cam-
pione indipendentemente dal risultato del test di screening e
senza eseguire il test di miscela. L’ISTH ha ribadito in alcuni
lavori pubblicati dopo la stesura delle linee guida che 1’uso
dei test integrati ¢ assolutamente da scoraggiare in quanto
non prevedono I’esecuzione dei test di miscela [28—30].

Linee guida CLSI

La pit importante differenza tra la linea guida ISTH e quel-
la CLSI ¢ rappresentata dall’ ordine in cui i test di screening,
miscela e conferma devono essere eseguiti. Come sopra in-
dicato, in base a quanto pubblicato dall’ISTH, i test di scree-
ning, miscela e conferma vanno eseguiti in modo sequenzia-
le e in questo ordine. Il CLSI, invece, sostiene che procedere
al test di conferma solo nel caso in cui il test di miscela ab-
bia dimostrato una mancata correzione ¢ pericoloso perché
puo aumentare la probabilita di ottenere risultati falsamen-
te negativi, in quanto il test di miscela puo diluire I’effetto
in vitro della presenza di anticorpi antifosfolipidi potenzial-
mente rilevanti dal punto di vista clinico. Per questo motivo
il CLSI raccomanda di cambiare 1’ordine dei test in: test di
screening, test di conferma e test di miscela, quest’ultimo
eseguito solo se necessario. Secondo queste linee guida il
test di miscela puo essere utile solo nei casi in cui si osservi
un prolungamento del test di screening senza una correzio-
ne corrispondente del test di conferma in assenza di altre al-
terazioni coagulative evidenziate dai test di routine. Questa
situazione potrebbe presentarsi quando ¢’€ una coagulopatia
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non diagnosticata o se gli anticorpi antifosfolipidi sono suf-
ficientemente potenti da impedire all’eccesso di fosfolipidi
presenti nel test di conferma di correggere il prolungamento
del test di screening. In questi casi eseguire il test di miscela
e il test di conferma su una miscela 1:1 tra plasma del pa-
ziente e PPN, in modo da diluire gli anticorpi antifosfolipidi,
puo consentire la corretta diagnosi del LAC.

Ricordiamo, inoltre, che un prolungamento del test di
screening senza correzione del corrispondente test di confer-
ma potrebbe presentarsi in presenza di un inibitore specifico
contro un fattore coagulativo, quindi la procedura suggerita
dal CLSI rischia di trascurare e rendere farraginosa la dia-
gnosi di queste condizioni, che il pil delle volte sono asso-
ciate ad aumento significativo del rischio emorragico (es. in
pazienti con inibitore specifico contro il Fattore VIII).

Per quanto riguarda I’uso dei test integrati, il CLSI non ¢
contrario a patto che tali test vengano eseguiti su una miscela
1:1 con PPN e non su plasma indiluito.

Nel 2012 anche il British Commitee for Standards in He-
matology ha pubblicato le sue linee guida [18], che per molti
aspetti sono simili a quelle pubblicate dall’ISTH. In rela-
zione all’uso dei test integrati, queste linee guida indicano
che i test di miscela certamente migliorano la specificita, ma
al contempo, introducendo un fattore di diluizione, posso-
no dare risultati falsamente negativi in caso di LAC deboli.
Quindi, come raccomandato dal CLSI, in assenza di altre
condizioni che possano giustificare un prolungamento dei
tempi di coagulazione, suggeriscono che i campioni con test
di miscela negativo ma con test di screening e di conferma
positivi debbano essere considerati LAC positivi.

Negli ultimi anni, I’uso dei test integrati ¢ diventato rela-
tivamente comune nei Laboratori, poiché certamente questa
procedura ¢ pil rapida e semplice, in quanto I’interpretazio-
ne dei risultati si basa solo sulla percentuale di correzione
tra i tempi di coagulazione registrati con basse e alte con-
centrazioni di fosfolipidi. Ciononostante, come gia indicato
precedentemente e in accordo con le linee guida dell’ISTH,
riteniamo che la diagnostica del LAC non possa prescinde-
re dall’esecuzione dei test di miscela, almeno fino a quando
non ci saranno chiare evidenze che indichino la non necessi-
ta di eseguire tali test. Si sottolinea, comunque, che in base
alle attuali evidenze la mancata esecuzione dei test di mi-
scela puo determinare un alto rischio di risultati falsamente
positivi.

Espressione dei risultati

Linee guida ISTH

I risultati devono essere espressi come ratio tra il tempo di
coagulazione del plasma del paziente e quello di un PPN per

tutti i test (screening, miscela e conferma), in modo da mini-
mizzare la variabilita intra- e inter-assay dovute alla perfor-
mance dell’analizzatore, alla qualita e stabilita dei reagenti
ecc.

Per i test di miscela si puo utilizzare, in alternativa, un in-
dice di correzione (ICA), calcolato secondo la seguente for-
mula: ICA = [(tempo di coagulazione della miscela — tem-
po di coagulazione del test di screening del PPN)/tempo di
coagulazione del test di screening del plasma del paziente]
x 100 [31].

Per i test di conferma puo essere utilizzato un indice di
correzione calcolato secondo la seguente formula: [(Ratio
test di screening — Ratio test di conferma)/Ratio test di
screening] x 100 [32], o in alternativa, la ratio normalizza-
ta screening/conferma, ovvero Ratio test di screening/Ratio
test di conferma [33].

Linee guida CLSI

Per il calcolo della ratio, al contrario dell’ISTH, il CLSI con-
siglia di utilizzare il valore medio dell’intervallo di riferi-
mento; questo perché diversi PPN possono generare tempi
di coagulazione diversi e cio potrebbe generare problemi di
false positivita o negativita se il tempo di coagulazione del
PPN si posiziona agli estremi dell’intervallo di riferimento.
L’intervallo di riferimento va comunque determinato testan-
do soggetti apparentemente sani nell’arco di diversi giorni.
I1 CLSI raccomanda anche 1’esecuzione dei test su un PPN,
come controllo normale, per verificare eventuali derive del
sistema reagente/strumento. Un vantaggio dell’uso del va-
lore medio dell’intervallo di riferimento ¢ anche quello di
semplificare le procedure di calcolo delle ratio in sistemi
informatizzati.

Calcolo degli intervalli di riferimento/valori di
cut-off e interpretazione dei risultati

Linee guida ISTH

I test di screening, miscela e conferma devono essere ese-
guiti sul plasma di almeno 40 soggetti apparentemente sani
di eta inferiore a 50 anni. Per i test di screening e miscela
va poi utilizzato come cuz-off il valore corrispondente al 99°
percentile della distribuzione dei risultati, che corrisponde
alla media + 3 DS se la distribuzione dei valori & gaussia-
na. I test di screening e miscela devono essere considerati
alterati se superano i valori di cut-off calcolati localmente.
Poiché nei soggetti/pazienti con LAC positivo non sempre
il test di conferma rientra nell’ambito dei valori ottenuti nei
soggetti sani, per evitare di avere falsi negativi si raccoman-
da di utilizzare, anziché il 99° percentile, il valore medio
ottenuto nella popolazione di soggetti sani. Il LAC deve es-
sere considerato positivo se la percentuale di correzione del
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Tabella 1 Confronto delle raccomandazioni per la diagnostica del LAC contenute nelle linee guida ISTH e CLSI

ISTH 2009 [15]

CLSI 2014 [17]

Preparazione del campione
Test da utilizzare dRVVT e aPTT
Ordine dei test
Valore del PPN

99° percentile

Calcolo della ratio
Intervalli di riferimento/Valori di cut-off

Test di miscela
ratio

Valutazione del test di conferma
screening/conferma

Pazienti in terapia con AVK
PPN se INR 1,5-3,0

Pazienti in terapia con eparina non frazionata

Commento interpretativo dei risultati Raccomandato

Doppia centrifugazione

Screening—Miscela—Conferma

1:1 con PPN e interpretare utilizzando ICA o

% di correzione o Ratio normalizzata

Non eseguire o interpretare con cautela

Doppia centrifugazione

dRVVT e aPTT e/o altri
Screening—Conferma—(Miscela)
Valore medio del range di riferimento
97,5° percentile

1:1 con PPN e interpretare utilizzando ICA o
ratio

% di correzione o Ratio normalizzata
screening/conferma

Plasma indiluito se INR <1,5; miscela 1:1 con Test di screening e conferma su plasma diluito

1:1 con PPN

Eseguibile se il reagente contiene sostanze
neutralizzanti

Raccomandato

AVK = anticoagulanti anti-vitamina K; CLSI = Clinical & Laboratory Standard Institute; ICA = [(tempo di coagulazione della miscela — tempo
di coagulazione del test di screening del PPN)/tempo di coagulazione del test di screening del plasma del paziente] x 100; ISTH = International
Society on Thrombosis and Haemostasis; % correzione = [(Ratio test di screening — Ratio test di conferma)/Ratio test di screening] x 100; PPN
= pool di plasmi normali; Ratio normalizzata screening/conferma = Ratio test di screening/Ratio test di conferma.

test di conferma supera il valore di cut-off. L'uso di cut-off
stabiliti altrove anche se con gli stessi reagenti e strumenti ¢
sconsigliato [34].
I1 LAC deve essere considerato positivo anche se uno solo
dei due test eseguiti (ARVVT e aPTT) ¢ risultato positivo.
Data la scarsa standardizzazione dei test, &€ necessario
eseguire in ogni seduta analitica i1 test anche su campioni

noti o plasmi liofili commerciali.
Linee guida CLSI

Il CLSI sottolinea il fatto che per utilizzare il 99° percentile
i soggetti sani dovrebbero essere almeno 120, o anche di piu
se la distribuzione dei valori non ¢ gaussiana. Inoltre, pro-
pone di utilizzare la media £ 2DS o il 97,5° percentile della
distribuzione dei valori ottenuti in soggetti sani per aumen-
tare la sensibilita dei test. E ovvio che I’impiego del metodo
proposto dal CLSI pud determinare un aumento dei falsi po-
sitivi, cosi come, viceversa, il metodo proposto dall’ISTH
puo determinare un aumento dei falsi negativi.

Refertazione
Linee guida ISTH

I test devono essere riportati sul referto con risultati quan-
titativi, ma devono essere accompagnati da un commento
interpretativo che indichi se tali risultati sono compatibili
con la presenza/assenza del fenomeno LAC. Commenti co-
me “dubbio” o “borderline” sarebbero da evitare, piuttosto
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¢ preferibile raccomandare un controllo dei test a distanza
di qualche giorno. In caso di positivita del/i test, nel referto
deve essere raccomandato un controllo a distanza di almeno
12 settimane.

In ogni caso, i test per la diagnostica del LA devono es-
sere interpretati nel contesto di un profilo completo com-
prendente anche il dosaggio degli anticorpi anticardiolipina
e anti B2 glicoproteina I (IgG e IgM). Secondo quanto ri-
portato in letteratura, la presenza di medio-alto titolo di que-
sti anticorpi dello stesso isotipo (specialmente se di classe
IgG) e LAC positivo identifica i pazienti a piu alto rischio
di trombosi [35, 36] e piu frequentemente la positivita viene
lata del LAC ¢ invece pil frequente nei soggetti asintomatici
[38].

Linee guida CLSI

Le raccomandazioni del CLSI sono simili, salvo che per
il suggerimento a utilizzare commenti come “dubbio” o
“borderline” se il risultato dei test non consente una chiara
interprestazione.

Nella Tabella 1 si riporta il confronto delle raccomanda-
zioni per la diagnostica del LAC contenute nelle linee guida
ISTH e CLSI.

Conflitti di interesse Nessuno.

Studi condotti su esseri umani o animali L articolo non contiene
studi eseguiti su esseri umani e su animali da parte degli autori.

Consenso informato  Non applicabile.
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