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RIASSUNTO

Alla luce dell’evoluzione delle tecnologie e delle evidenze comparse nella letteratura negli ultimi anni sui metodi analitici per lo
screening degli anticorpi antinucleo-citoplasmatici (ANA), il Gruppo di Studio in Autoimmunologia della SIPMeL ha ritenuto
opportuno aggiornare le linee guida del 2015 sull’utilizzo dei test anticorpali nella diagnosi e nel monitoraggio delle malattie
autoimmuni reumatiche. Revisioni sistematiche e metanalisi hanno infatti evidenziato come, per lo screening degli ANA, alcuni
nuovi metodi in fase solida di recente sviluppo siano in grado di fornire complessivamente prestazioni diagnostiche analoghe se
non addirittura migliori del metodo di immunofluorescenza indiretta su cellule HEp-2 (IFI HEp-2). Tuttavia, poiché né il metodo
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METODI PER LO SCREENING DEGLI ANA

CINQUANTA

IFI HEp-2 né i metodi in fase solida da soli sono capaci di individuare tutti i soggetti con malattia reumatica autoimmune e poiché
in presenza di un risultato positivo di entrambi i test la probabilita di connettivite ¢ estremamente piu alta rispetto alla positivita di
un singolo test, si raccomanda che i nuovi metodi in fase solida vengano impiegati in associazione al metodo IFI HEp-2 in modo
da garantire una maggiore sensibilita e specificita al test per lo screening degli ANA.

(Per citare questo articolo: Cinquanta L, Infantino M, Manfredi M, Daves M, Radice A, Villalta D, et al. Aggiornamento delle
linee guida SIPMeL sull’utilizzo dei test autoanticorpali nella diagnosi e nel monitoraggio delle malattie autoimmuni reumati-
che sistemiche: metodi per lo screening degli anticorpi anti-antigeni cellulari (ANA). Riv Ital Med Lab 2019;15:294-9. DOI:
10.23736/S1825-859X.19.00043-4)

Parole chiave: Linee guida; Malattie dei tessuti connettivi; Immunofluorescenza indiretta; Metodi in fase solida; Cellule HEp-2.

ABSTRACT

In view of the evolution of technologies and of the evidence produced in recent years on new analytical methods for the screening
of antinucleocytoplasmic antibodies (ANA), the Study Group on Autoimmunology of the Italian Society of Clinical Pathology
and Laboratory Medicine (SIPMeL) has deemed appropriate to update its 2015 guidelines on the use of antibody tests in the
diagnosis and monitoring of rheumatic autoimmune diseases. Actually, systematic reviews and meta-analyses have shown that
new recently developed solid-phase assays for the screening of ANA are able to provide overall diagnostic performance that are
equivalent, or even better, than those provided by the indirect immunofiuorescence method on HEp-2 cells (IIF HEp-2). However,
since neither the IFI HEp-2 method nor the solid phase methods alone are capable of identifying all subjects with connective tis-
sue disease and since in the presence of a positive result of both tests the probability of connective tissue disease is much higher
compared to the positivity of a single test, it is recommended that the new solid-phase methods are associated with the IIF HEp-2

method in order to ensure higher sensitivity and specificity to the ANA screening test.
Key words: Guideline; Connective tissue diseases; Fluorescent antibody technique, indirect.

Sviluppata 70 anni fa da Coons e Friou,!: 2 la determi-
nazione degli anticorpi antiantigeni cellulari (ANA) in
immunofluorescenza indiretta (IFI), ancora oggi detiene
un ruolo fondamentale nella diagnosi delle malattie reu-
matiche autoimmuni (MRA).3 Nonostante gli sforzi con-
dotti negli ultimi venti anni, la standardizzazione di que-
sta metodologia analitica non puo considerarsi compiuta
per via di alcuni suoi limiti intrinseci come la difficolta di
rilevare alcuni autoanticorpi clinicamente rilevanti (anti
Ro052, Ro60, ribosomi, PCNA e sintetasi),* 3 la variabilita
tra i diversi substrati HEp-2,¢ la natura semi-quantitativa
dei risultati, i tempi di esecuzione relativamente lunghi,
e soprattutto la competenza e la soggettivita della inter-
pretazione dell’operatore che legge i preparati al micro-
scopio.” I recenti progressi nell’automazione dell’alle-
stimento dei vetrini e nel riconoscimento dei quadri di
fluorescenza mediante sistemi esperti, pur avendo note-
volmente agevolato e velocizzato 1’esecuzione del test,
non hanno comportato radicali miglioramenti prestazio-
nali rispetto alla procedura IFI tradizionale.10. 11

Anche la mancanza di omogeneita nella nomenclatura
dei quadri fluoroscopici degli ANA ha rappresentato per
decenni una variabile importante dell’ ANA IFI, negli ulti-
mi anni in via di risoluzione grazie agli sforzi del Interna-
tional Consensus on ANA Patterns (ICAP).12, 13
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Con I’obiettivo di rendere piu automatizzata e standar-
dizzata la ricerca degli ANA, negli anni duemila fu ipotiz-
zata la sostituzione del metodo IFI con metodologie immu-
nometriche in fase solida (SPA) quali, ad esempio, immu-
noenzimatica (ELISA), fluoroimmunoenzimatica (FEIA),
multiple blot assay (MBA), chemiluminescenza (CLIA),
addressable laser bead immunoassay (ALBIA).14-19 La
maggior parte di questi test ideati per lo screening degli
ANA utilizzava miscele di proteine purificate derivate
da fonti native (cellule o tessuti) e/o di sintesi tramite la
tecnologia del DNA ricombinante. I risultati ottenuti con
questi metodi immunometrici non erano correlati tuttavia
con quelli ottenuti con il metodo IFI, essendo caratteriz-
zati da un numero limitato di antigeni e, quindi, da una
significativa minore sensibilita diagnostica.20 Nel 2010, a
seguito del diffondersi delle suddette tecnologie analitiche
alternative all’IFI, I’American College of Rheumatology
(ACR) pubblicava un documento di sintesi che conferma-
va I’IFI su cellule HEp-2 come la metodologia analitica
gold standard per la ricerca degli ANA.2! Pertanto nel
2015, alla stesura della ultima revisione delle linee guida
per I’utilizzo dei test autoanticorpali nella diagnosi e nel
monitoraggio delle malattie autoimmuni reumatiche siste-
miche da parte del Gruppo di Studio di Autoimmunologia
(GdS-AlI) della SIPMeL,22 le evidenze scientifiche dispo-
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nibili non permettevano di introdurre raccomandazioni a
favore di metodologie alternative all’IFI, principalmente
perché dette metodiche disponevano di pannelli antigeni-
ci troppo limitati se paragonati alla numerosita degli au-
toantigeni target della risposta autoanticorpale nelle MRA
rilevabili dalla metodica IFI.

Negli ultimi anni, due diversi test per lo screening degli
ANA, chiamati CTD (connective tissue disease) screen,
sono stati sviluppati su sistemi chiusi completamente au-
tomatizzati che utilizzano rispettivamente la metodologia
FEIA o CLIA. L'utilizzo di questi metodi diagnostici,
entrambi caratterizzati da pannelli antigenici allargati,
comprendenti i 15-16 autoantigeni piu frequentemente
associati alle connettiviti, ha riaperto la discussione ver-
so un nuovo approccio metodologico per la ricerca degli
ANA 2327 Infatti, 1 nuovi test CTD screen, costituendo
I’evoluzione naturale dei tradizionali ENA (antigeni nu-
cleari estraibili) screen, oltre a consentire I’individuazio-
ne di un maggior numero di specificita autoanticorpali
ANA, si contraddistinguono per le elevate performance
analitiche e garantiscono risultati obiettivi e quantitativi
in tempi rapidi.!o. 28 Per I’insieme delle loro caratteristi-
che, i test CTD screen rappresentano piu di una sugge-
stione nella individuazione di un test alternativo alla IFI
per la ricerca degli ANA, soprattutto nelle realta dove
emergono marcate esigenze di produttivita e di efficienza,
come 1 grandi laboratori clinici, sempre piu diffusi, nati
da processi di consolidamento e impegnati a rispondere
alle esigenze diagnostiche di ampi bacini di utenza non
selezionata e, quindi, caratterizzati da bassa probabilita
pretest per le MRA.29.30

Risultati significativi per la nostra realta nazionale sono
quelli ottenuti nel 2018 da uno studio multicentrico real-
life condotto dal GdS-Al SIPMeL.3! Esaminando oltre
5.000 campioni raccolti in 15 centri italiani, Bizzaro et al.,

METODI PER LO SCREENING DEGLI ANA

nel confrontare 1’accuratezza diagnostica della ANA-IFI
rispetto ai due test CTD screen, FEIA e CLIA, non evi-
denziavano alcuna differenza significativa tra le presta-
zioni delle due metodiche “alternative” e confermavano
la maggiore specificita (98% vs. 64,6%) e la minore sen-
sibilita (87,1% vs. 89,2%) dei test immunometrici in fase
solida rispetto all’IFI. Lo stesso studio del GdS-Al, allo
scopo di valutare il valore aggiunto dell’implementazione
nella routine di laboratorio di un nuovo algoritmo per lo
screening degli ANA basato sulla esecuzione combinata di
ANA-IFI e CTD screen, ha evidenziato come la sensibilita
dei due test combinati ANA-IFI + CTD Screen passava
dall’89% al 97% e la specificita dal 65% al 98% rispetto al
tradizionale approccio basato sulla esecuzione della sola
metodica ANA-IFI.

In una recente revisione sistematica degli studi che
confrontavano 1’accuratezza diagnostica (sensibilita,
specificita ed efficienza) dei test CTD screen con quelli
IFT sia in gruppi selezionati di pazienti affetti da malattie

TABELLA Il.—/ metodi analitici con le migliori prestazioni nelle
diverse malattie reumatiche autoimmuni associate agli ANA,
secondo i diversi studi.

Autore/anno LES Sjs SSc MIA
Op de Beeck (2011)16 SPA SPA IFI SPA
Robier (2015)32 IFI SPA IFI -
Bentow (2015)24 * IFI SPA SPA -
Otten (2016)25 IFI SPA Uguale IFI
van der Pol (2018)26 * SPA SPA Uguale Uguale
Claessens (2018)27 *t IFI SPA Uguale SPA
Bizzaro (2018)32t IFI SPA IFI SPA

MIA: miopatie infiammatorie autoimmuni; ANA: anticorpi antinucleo; LES: lupus
eritematoso sistemico; SSc: sclerosi sistemica; SjS: sindrome di Sjégren.

*In questo studio, la lettura dei preparati ANA-IIF € stata effettuata con un sistema
computer-assistito (Nova View, Inova Diagnostics); fquesti studi confrontano IFl
con due metodologie SPA (chemiluminescenza e fluoroimmunoenzimatica); i
risultati ottenuti con le metodologie SPA sono cumulati.

TABELLA |.—Accuratezza diagnostica ed efficienza complessiva (percentuale di MRA correttamente classificate) del metodo IFl (immu-
nofluorescenza indiretta) per la ricerca degli ANA rispetto ai saggi immunometrici in fase solida (SPA).

Sensibilita %

Specificita % Efficienza %

Autore/anno

ANA-IFI SPA ANA-IFI SPA ANA-IFI SPA
Op de Beeck (2011)16 87.2 73.0 86.3 96.9 86.6 88.6
Robier (2015)32 98.7 82.7 85.8 98.2 81.1 90.7
Bentow (2015)24 * 84.8 78.1 64.7 94.1 81.0 86.6
Otten (2016)25 81.7 78.9 88.6 95.1 72.8 77.1
van der Pol (2018)26 t 90.0 95.1 76.0 80.0 78.9 83.4
Claessens (2018)27 *t 95.2 83.1 61.0 92.9 69.8 89.1
Bizzaro (2018)32t 89.2 87.1 64.6 98.0 69.9 96.0

MIA: miopatie infiammatorie autoimmuni; ANA: anticorpi antinucleo; LES: lupus eritematoso sistemico; SSc: sclerosi sistemica; SjS: sindrome di Sjogren.
*In questo studio, la lettura dei preparati ANA-IIF & stata effettuata con un sistema computer-assistito (Nova View, Inova Diagnostics); fquesti studi confrontano IFl con
due metodologie SPA (chemiluminescenza e fluoroimmunoenzimatica); i risultati ottenuti con le metodologie SPA sono cumulati.
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autoimmuni reumatiche che nella routine quotidiana si &
dimostrato che I’IFI ha una sensibilita piu elevata ma una
specificita inferiore rispetto ai test CTD screen (Tabella
I, II).16. 24-27. 32, 33 Tuttavia, quando questi dati sono stati
analizzati con I’uso delle curve ROC (Receiver Operating
Characteristic) ¢ risultato evidente che, a pari valori di
specificita, anche la sensibilita diagnostica dei metodi in
fase solida risulta superiore a quella dell’IFI. Tuttavia, in
relazione alle singole connettiviti ¢ importante osserva-
re che le due tecnologie analitiche a confronto mostrano
diversa accuratezza diagnostica. Dagli studi inclusi nel-
la revisione sistematica ¢ emerso che I'IFI risulta leg-
germente superiore a FEIA e CLIA nella identificazione
di pazienti affetti da lupus eritematoso sistemico (LES)
e sclerodermia, mentre 1 metodi immunometrici in fase
solida garantiscono risultati piu accurati nella diagnosi
della sindrome di Sjogren e delle miositi inflammatorie
autoimmuni. Quindi, nessuno dei due metodi (IFI e CTD
screen) da solo era in grado di identificare tutti i pazienti
affetti da MRA.

In una metanalisi recentemente pubblicata, sono stati
esaminati 1 dati ottenuti da 18 studi (18.889 risultati di
test) eseguiti dal 2010 al 2018.34 Due erano gli obiettivi
della metanalisi: 1) il confronto tra le metodologie anali-
tiche IFI e FEIA per lo screening degli ANA; 2) la valu-
tazione dell’accuratezza diagnostica dell’approccio com-
binato ANA-IFI e FEIA nella ricerca degli ANA rispetto
a quello impostato su una singola metodologia analitica.
L’insieme di tutti i dati raccolti conferma che la sensibi-
lita di FEIA ¢ inferiore a quella di IFI e che FEIA mostra
una maggiore specificita rispetto a IFI, sia alla diluizione
di cut-off di 1/80 che a quella di 1/160. Relativamente
alle singole connettiviti la metanalisi non mostra alcuna
significativa differenza tra le diverse metodiche analiti-
che nella diagnosi di LES, sindrome di Sjogren, miositi
inflammatorie autoimmuni e malattia mista del connetti-
vo (P>0.05). La sensibilita di IFI risultava invece signi-
ficativamente piu alta rispetto a quella di FEIA solo nei
pazienti affetti da sclerosi sistemica (P<0.001).

Per quanto riguarda la valutazione dei possibili van-
taggi derivanti dall’uso combinato di FEIA e ANA-IFI
nello screening iniziale degli ANA, emerge che in pre-
senza di un doppio risultato negativo ANA-IFI e FEIA la
probabilita di connettivite ¢ estremamente bassa (<1%) e
che un doppio risultato positivo ANA-IFI e FEIA ¢ asso-
ciato a un rapporto di verosimiglianza significativamen-
te piu alto per connettivite rispetto alla positivita di un
singolo test.35 In sintesi, risultati concordanti delle due
metodiche analitiche classificano correttamente la stra-
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grande maggioranza (96,8%) degli individui esaminati,
riducendo in modo significativo il numero di falsi negati-
vi e di falsi positivi, confermando quanto riportato anche
da altri studi.3233. 36

Un’apertura verso 1’uso di tecnologie analitiche diverse
dall’IFI ¢ stata inserita anche nelle piu recenti raccoman-
dazioni internazionali. Nel 2019 sono stati infatti definiti,
congiuntamente da ACR e da European League Against
Rheumatism (EULAR), 1 nuovi criteri di classificazione
per il LES che includono come criterio iniziale e obbliga-
torio un risultato ANA positivo almeno in una occasione.
E interessante rilevare che nello stesso documento, relati-
vamente ai requisiti tecnici indispensabili, si raccomanda
’utilizzo del test IFI su cellule HEp-2 per la ricerca degli
ANA (il test ¢ positivo a un titolo >1: 80) o di un test im-
munometrico in fase solida caratterizzato da prestazioni
diagnostiche equivalenti a quelle del test IF1.37 Tuttavia,
come gia evidenziato da alcuni autori,38. 39 il significato di
equivalente ¢ ambiguo e puo ingenerare confusione negli
utilizzatori dando adito all’utilizzo arbitrario di metodi ad
elevata sensibilita ma insufficiente specificita.

Alla luce di quanto esposto, I’introduzione dei nuovi
test immunometrici in fase solida (FEIA e CLIA), deno-
minati CTD screen, ha mutato lo scenario di conoscenze
ed evidenze scientifiche all’interno del quale erano state
elaborate le nostre ultime linee guida e ci spinge oggi a
rivedere il contenuto di esse. In particolare, la raccoman-
dazione relativa al quesito 2e che testualmente recitava:
“Per la ricerca degli ANA si raccomanda 1’utilizzo della
metodologia di immunofluorescenza indiretta, usando
cellule HEp-2 come substrato, in quanto le procedure
analitiche alternative (ELISA, MBA, CLIA, FEIA, AL-
BIA ecc.), non sono al momento in possesso di analoga
sensibilita diagnostica” va sostituita con il seguente testo:
“Per la ricerca degli ANA si raccomanda 1’utilizzo della
metodologia di immunofluorescenza indiretta, usando
cellule HEp-2 come substrato, associata a test immu-
nometrici in fase solida caratterizzati dalla presenza di
non meno di 15-16 specificita antigeniche intracellulari
correlate alle principali malattie autoimmuni reumatiche
sistemiche. Altre procedure analitiche immunometriche
in fase solida (caratterizzate da un numero minore di
antigeni specifici), non sono in possesso di sufficiente
sensibilita diagnostica. Per la ricerca degli ANA, 1’uso
combinato di metodologia IFI e immunometrica in fase
solida classifica correttamente gran parte della popola-
zione esaminata”.

Qualita globale delle evidenze: alta. Forza della racco-
mandazione: forte.
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