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RIASSUNTO

Le malattie autoimmuni del fegato sono considerate malattie rare, anche se la loro frequenza risulta in aumento grazie all’introdu-
zione di nuovi test diagnostici e al miglioramento delle tecnologie analitiche. Nella pratica clinica, i pazienti affetti da epatopatia
ad eziologia non nota, dopo diagnosi differenziale utile ad escludere altre possibili cause di danno epatico, devono essere indagati
per la possibile natura autoimmune dell’epatopatia con un pannello di autoanticorpi specifici. In questo contesto, il laboratorio
riveste un ruolo fondamentale in quanto il riscontro di ben definite positivita autoanticorpali € essenziale per la diagnosi e la clas-
sificazione delle patologie autoimmuni del fegato. Gia nel 2009 il Gruppo di Studio in Autoimmunologia (GdS-Al) della Societa
Italiana di Patologia Clinica e Medicina di Laboratorio (SIPMeL) aveva elaborato delle raccomandazioni per fornire un approccio
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razionale a questa diagnostica. A distanza di 14 anni, il GdS-AI ha ritenuto opportuno rivedere e integrare le raccomandazioni per
I’utilizzo dei test autoanticorpali nella diagnosi e nel monitoraggio delle malattie autoimmuni del fegato. Questa revisione forni-
sce non solo una sintesi sullo stato dell’arte dei test e sulle metodologie analitiche disponibili per la diagnosi e il monitoraggio del-
le epatopatie autoimmuni, ma anche raccomandazioni che riguardano 1’appropriatezza della richiesta dei test e I’interpretazione
dei risultati. Le linee guida sono state elaborate dopo revisione sistematica della piu recente letteratura scientifica e constano di 20
raccomandazioni suddivise per I’epatite autoimmune, la colangite biliare primitiva e la colangite sclerosante primitiva. La forza
delle raccomandazioni e il livello della qualita delle evidenze sono valutate secondo il metodo GRADE, allo scopo di applicare un
metodo rigoroso e trasparente per la produzione di raccomandazioni diagnostiche efficaci ed efficienti.

(Per citare questo articolo: Sorrentino MC, Carbone T, Cinquanta L, Alessio MG, Infantino M, Deleonardi G, et al.; GdS-Al
SIPMeL. Linee guida SIPMeL per la determinazione degli autoanticorpi nella diagnosi delle malattie autoimmuni del fegato. Riv
Ital Med Lab 2024;20:000-000. Riv Ital Med Lab 2024;20:31-55. DOI: 10.23736/S1825-859X.24.00226-3)

ABSTRACT

Autoimmune diseases of the liver are classified as rare diseases, but increasing frequency is becoming apparent due to advance
in technologies for autoantibody detection. In clinical practice, the diagnosis of autoimmune liver disorders requires exclusion of
other causes of chronic liver disease. In this context, laboratory contribution relies on the detection of disease-specific autoanti-
bodies, playing a pivotal role in diagnosis and classification of autoimmune liver diseases. The present guidelines, promoted by
the Study Group on Autoimmunolgy (GdS-Al) of the Italian Society of Clinical Pathology and Laboratory Medicine (SIPMeL),
aim to revise and update the 2009 GdS-Al guidelines in order to provide recommendations taking into account new developments
in autoantibody tests as well as the appropriateness in test request and the accurate interpretation of laboratory findings. The guide-
lines are based on consensus of experts in the field and are hierarchically organized in 20 recommendations for AIH, PBC and PSC
laboratory diagnosis. To evaluate the strength of recommendations together with the quality of evidence, rigorous methodology
based on the Grading of Recommendations Assessment, Development and Evaluation (GRADE) approach was applied, leading
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to an improving efficacy and efficiency of diagnostic recommandations.
Key words: Autoantibodies; Hepatitis, autoimmune; Liver cirrhosis, biliary; Cholangitis, sclerosing; Guideline.

Introduzione

e epatopatie autoimmuni sono rappresentate dalla epa-

tite autoimmune (autoimmune hepatitis, AIH), dalla
colangite biliare primitiva (primary biliary cholangitis,
PBC, precedentemente denominata cirrosi biliare primiti-
va), dalla colangite sclerosante primitiva (primary sclero-
sing cholangitis, PSC) e dalle forme di sovrapposizione
o sindromi overlap (SO), nelle quali i pazienti presenta-
no caratteristiche di associazione tra patologie che pos-
sono manifestarsi sia contemporaneamente che in tempi
diversi. Le epatopatie autoimmuni sono caratterizzate da
inflammazione acuta o piu frequentemente cronica degli
epatociti o delle vie biliari, non determinata da processi
infettivi. Se non identificate e non trattate precocemente,
queste patologie progrediscono verso la fibrosi e la cirro-
si epatica e possono condurre il paziente a insufficienza
d’organo fino a necessita di trapianto o, in alcuni casi, a
tumori. Il laboratorio riveste un ruolo fondamentale nella
diagnosi dell’ AIH e della PBC, mentre il suo ruolo ¢ deci-
samente piu limitato nella PSC, in quanto I’unico anticor-
po attualmente ritenuto associato (P-ANCA atipico) non ¢&
specifico della patologia. Numerosi sono gli autoanticorpi
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implicati nella ATH e nella PBC e varie le piattaforme ana-
litiche oggi disponibili per la loro ricerca. Al fine di fornire
un valido supporto per la diagnosi e la prognosi di queste
patologie, ¢ necessaria un’attenta valutazione dei metodi
disponibili per la ricerca degli autoanticorpi, con partico-
lare attenzione alla standardizzazione dei metodi analitici.
Per questi motivi ¢ utile poter disporre di raccomandazioni
aggiornate per 1’uso appropriato dei vari test che tengano
conto delle evidenze scientifiche, della loro qualita e della
loro forza, ossia la capacita di produrre con la loro applica-
zione effetti sull’esito clinico del paziente. Risulta altresi
fondamentale considerare i vari aspetti che, all’interno del
governo clinico del paziente, riguardano il percorso del
campione biologico in laboratorio, fino all’elaborazione
di un referto che dia chiare informazioni al clinico e al
paziente. Il Gruppo di Studio in Autoimmunologia (GdS-
Al) della Societa Italiana di Patologia Clinica ¢ Medici-
na di Laboratorio (SIPMeL) nella consensus conference
sulla diagnostica delle epatopatie autoimmuni tenutasi nel
febbraio del 2009, aveva gia prodotto evidenze e racco-
mandazioni, sintetizzate graficamente in un algoritmo dia-
gnostico che descriveva la sequenza razionale di richiesta
dei test autoanticorpali implicati in queste patologie.! Le
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raccomandazioni cosi prodotte coincidevano con quan-
to indicato dalle linee guida di pratica clinica proposte
dall’American Association for the Study of Liver Diseases
(AASLD).2 1l continuo sviluppo tecnologico, la scoper-
ta di nuovi biomarcatori, la necessita di appropriatezza e
di standardizzazione in fase di diagnosi e di refertazione,
nonché la frequente discrepanza tra le raccomandazioni
delle linee guida e la pratica di laboratorio, hanno indotto
il GdS-AI a procedere ad una revisione sistematica del-
le ultime evidenze presenti in letteratura sull’argomento,
utilizzando I’approccio metodologico delle linee guida e
tenendo conto delle opinioni di esperti. Obiettivo del GdS-
Al ¢ fornire un documento che contenga le indicazioni per
una aggiornata e appropriata strategia nella ricerca degli
autoanticorpi per la diagnosi e il monitoraggio delle epa-
topatie autoimmuni.

Approccio metodologico per
I'elaborazione delle raccomandazioni

In generale, le linee guida (LG) per la pratica clinica sono
definite come “documenti che comprendono raccomanda-
zioni di comportamento tese ad ottimizzare la cura dei pa-
zienti, basate sulla revisione sistematica della letteratura e
delle prove di efficacia disponibili, con lo scopo di miglio-
rare la qualita dell’assistenza e gli esiti della cura™. Piu
nel dettaglio, I’ Institute of Medicine (IOM) suggerisce che
le linee guida debbano essere sviluppate da un autorevole
gruppo multidisciplinare di esperti e basarsi su un proces-
so trasparente che assicuri il massimo grado di appropria-
tezza degli interventi, riducendo al minimo nella definizio-
ne della strategia diagnostica e assistenziale quella parte di
variabilita nelle decisioni cliniche legata alla soggettivita.3

In Medicina, i diversi livelli di raccomandazioni devo-
no avere come obiettivo fondamentale il miglioramento
dell’esito clinico per il paziente, da raggiungere attraverso
prove di validita, sicurezza e appropriatezza della strategia
diagnostica e/o terapeutica scelta. In Medicina di Labora-
torio 1’applicazione del principio esposto non ¢ semplice
perche da un lato c’¢ la difficolta nello stabilire una cor-
relazione assoluta tra i risultati dei test di laboratorio con
gli esiti clinici del paziente, dall’altro bisogna tenere conto
degli aspetti tecnologici e organizzativi che, se non corret-
tamente indirizzati, possono condizionare negativamente
I’interfaccia laboratorio-clinica e interferire nel percorso
diagnostico e terapeutico del paziente. Tenendo conto di
questi aspetti, la SIPMeL ha identificato un documento,
recentemente aggiornato, che esplicita la metodologia da
seguire nei processi di adozione, produzione e revisione
di Linee Guida di Medicina di Laboratorio (LGML)4 5 e
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che fa riferimento al documento della National Academy
of Clinical Biochemistry (NACB) pubblicato nel 2014.6

A differenza della formulazione di linee guida di pra-
tica clinica, per le quali gli studi controllati randomizzati
(RCT) risultano essere la migliore opzione metodologica,
per la elaborazione di LG di tipo non terapeutico, come
ad esempio nella valutazione dell’accuratezza di un test
diagnostico, il disegno RCT non solo non ¢ utile ma la sua
applicazione risulta inappropriata.’

Il GdS-AI pur consapevole che in letteratura a livello
nazionale e internazionale sono gia presenti LG di prati-
ca clinica sulla diagnosi e management delle epatopatie
autoimmuni, ritiene che in queste raccomandazioni non
siano affrontati correttamente e sufficientemente ag-
giornati gli aspetti diagnostici di laboratorio. Per fornire
raccomandazioni utili ai professionisti della Medicina di
Laboratorio ¢ fondamentale che nelle LG vi siano chiare
indicazioni sull’appropriatezza della richiesta dei test, sul-
le metodologie analitiche utilizzate per la determinazione
degli autoanticorpi, sul loro ruolo nel percorso diagnostico
e sulle modalita di refertazione dei risultati.?

Per la stesura del documento di consenso, la ricer-
ca della letteratura ¢ stata fatta interrogando il database
PubMed utilizzando i seguenti termini MeSH (Medical
Subject Headings): autoimmune hepatitis, hepatitis/dia-
gnosis, autoimmune/prevention and control, autoimmune/
immunology, antibodies/analysis, antibodies/blood, liver
cirrhosis, primary biliary cholangitis e primary sclero-
sing cholangitis. La ricerca ¢ stata integrata con I’esame
della bibliografia presente negli articoli piu significativi,
tenendo conto soprattutto dei riferimenti riportati nelle li-
nee guida internazionali piu recenti su AIH, PBC e PSC.
L’arco temporale considerato va dal 2009, data dell’ultima
consensus del GdS-Al sull’argomento, fino ad oggi.

Si ¢ tenuto conto solo degli articoli che riportavano
valutazioni sui risultati dei test di laboratorio oggetto di
studio e dei riferimenti riportati nelle linee guida interna-
zionali piu recenti.

Nel percorso di formulazione delle raccomandazioni
¢ stato utilizzato il metodo GRADE (Grading of Recom-
mandations, Assessment, Development and Evaluation).?
Un aspetto peculiare di questo metodo, importante ai fini
della stesura di LGML, ¢ I’integrazione della valutazione
della qualita metodologica delle prove disponibili con altri
aspetti, quali: a) fattibilita e trasferibilita dell’intervento
proposto; b) benefici e rischi attesi e loro rilevanza; c) im-
plicazioni organizzative, economiche, sociali e finanziarie
(anche rispetto al contesto lavorativo). Lo schema classi-
ficativo della qualita delle prove e il significato dei criteri
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TABELLA |.—Valutazione della qualita delle evidenze e definizione della forza e delle implicazioni della raccomandazione (adattato

dal sistema GRADE).?

Criteri di valutazione

Grado di evidenza
Alto (4+)
Moderato (3+)
Basso (2+)
Molto basso (1+)
Grado di raccomandazione

Ulteriori ricerche non dovrebbero modificare la stima dell'efficacia dell'effetto osservato

Ulteriori ricerche potrebbero modificare la stima dell'efficacia dell'effetto osservato

Ulteriori ricerche sono necessarie e potrebbero modificare la stima dell'efficacia dell'effetto osservato
Qualsiasi stima dell'efficacia dell'effetto osservato € incerta

1 Forte raccomandazione: i benefici ottenuti sono chiaramente maggiori dei rischi
2 Debole raccomandazione: i benefici ottenuti e i rischi si bilanciano e/o sono incerti

di valutazione secondo il metodo GRADE sono descritti
in Tabella 1.7

II documento ¢ declinato in 20 raccomandazioni, sud-
divise in tre sezioni dedicate a AIH, PBC e PSC. Cia-
scuna raccomandazione si conclude con una valutazione
formale del work up elaborato. La qualita delle evidenze
viene espressa come alta (ulteriori ricerche difficilmen-
te possono cambiare i risultati sulla stima dell’effetto),
moderata (ulteriori ricerche potrebbero modificare i ri-
sultati sulla stima dell’effetto), bassa (ulteriori ricerche
sono necessarie ¢ potrebbero modificare sostanzialmente
1 risultati sulla stima dell’effetto) o molto bassa (la stima
dell’effetto ¢ molto incerta). La definizione della forza
delle raccomandazioni viene espressa come “forte”, cio¢
1 benefici sono chiaramente maggiori dei rischi (racco-
mandazione positiva) o viceversa (raccomandazione ne-
gativa), oppure “debole”, cio¢ i benefici e 1 rischi si bi-
lanciano o sono incerti. La valutazione ¢ stata assegnata
per consenso dai componenti del GdS-AI SIPMeL in base
all’evidenza delle prove scientifiche presenti in letteratu-
ra. Ogni evidenza e raccomandazione ¢ stata formulata
in risposta a domande chiave. Tutte le raccomandazioni
contenute in queste LG sono state concordate all’una-
nimita (100%) in una consensus conference tenutasi nel
mese di giugno 2023.

Sezione 1. Epatite autoimmune

L’AIH ¢ una malattia infiammatoria cronica caratterizzata
sierologicamente da ipertransaminasemia, elevati livelli
di immunoglobuline G (IgG) e presenza di autoanticorpi
circolanti, mentre dal punto di vista istologico ¢ caratte-
rizzata da una tipica epatite da interfaccia con infiltrato
inflammatorio prevalentemente periportale che inva-
de il parenchima epatico fino a determinarne la necrosi.
L’AIH colpisce tutte le eta e interessa maggiormente il
sesso femminile (ratio F/M 3,6:1).9 1l tasso di incidenza
per anno risulta essere di 1,37 per 100.000 soggetti senza
variazioni significative tra le popolazioni europee, asiati-
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che e americane. Vi sono, di contro, differenze tra le varie
popolazioni per quanto riguarda la prevalenza che ¢ ri-
sultata essere rispettivamente 19,4, 13 e 20,9 per 100.000
soggetti negli europei, negli asiatici e negli americani.’
Nella maggior parte dei casi I’AIH non ¢é clinicamente
distinguibile da altre epatopatie e spesso viene diagnosti-
cata dopo il riscontro occasionale di elevati livelli sierici
di transaminasi senza particolari segni e/o sintomi a livel-
lo epatico. L’AIH dovrebbe essere sempre sospettata in
tutti i pazienti per i quali non ¢ stata raggiunta una chiara
diagnosi. Infatti, se non diagnosticata e di conseguenza
non trattata, I’AIH ha una prognosi infausta con un tas-
so di mortalita del 56% nell’arco di 30-72 mesi, mentre
si ottiene una buona risposta al trattamento immunosop-
pressivo nel 90% dei pazienti.!0 1! La ricerca degli au-
toanticorpi ¢ un criterio diagnostico essenziale (Tabella
II).12 11 95% dei pazienti con AIH ¢ positivo per almeno
uno degli autoanticorpi tipici della malattial? in accordo
con le raccomandazioni pubblicate nel 2004 dallo Inter-
national Autoimmune Hepatitis Group (IAHG)!4 e con le
piu recenti linee guida dello European Association for the
Study of the Liver (EASL) del 2015.15

In base al pattern autoanticorpale I’ AIH ¢ classicamente
suddivisa in due distinti sottotipi: AIH di tipo 1 e AIH di
tipo 2. Quella di tipo 1 ¢ la forma pit comune e colpisce
sia bambini che adulti, mentre I’AIH di tipo 2 ¢ una ma-
lattia principalmente pediatrica/giovanile.!> L’ AIH di tipo
1 & caratterizzata dalla presenza nel siero di autoanticorpi
anti-nucleo (ANA) e/o autoanticorpi anti-muscolo liscio
(ASMA), mentre la presenza di autoanticorpi anti-micro-
somi del fegato e del rene (anti-LKM1) e/o anti-citosol
epatico di tipo 1 (anti-LC1) definiscono I’AIH di tipo 2. Le
due forme descritte sono, di regola, mutuamente esclusive.

Altre specificita autoanticorpali sono state identificate
e correlate con la AIH, quali gli autoanticorpi anti-anti-
gene epatico solubile (anti-SLA)!6 e gli autoanticorpi anti
F-actina.!” Oltre a questi, possono essere presenti anche
autoanticorpi di minore importanza, quali gli autoanticorpi
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TaBELLA Il.—Criteri semplificati per la diagnosi di epatite autoimmune secondo le indicazioni dell'lAHG.72
Categoria Parametro Cutoff Punteggio
Autoanticorpi ANA* 0 ASMA >1:40 in IFI +1
ANA** 0 ASMA >1:80in IFI +2FFF
Anti-LKM1 (in alternativa a ANA e ASMA) > 1:40 RS
Anti-SLA (in alternativa a ANA, ASMA e LKM1) Positivo +2EFE
Immunoglobuline 1gG > LSR +1
> 1,1 volte LSR +2
Istologia epatica Caratteristiche da epatite da interfaccia Compatibili +1
Tipiche +2
Marcatori virali IgM anti-HAV, HBsAg, HBV DNA, HCV RNA Assenti +2
Diagnosi probabile =6
Diagnosi definita >7

ANA: anticorpi antinucleo; ASMA: anticorpi anti-muscolo liscio; anti-LKM-1: anticorpi anti-microsomi epatici e renali tipo 1; SLA: antigene solubile epatico; IFl:
immunofluorescenza indiretta; LSR: limite superiore dellintervallo di riferimento; 1gG: immunoglobile G; IgM: immunoglobuline M; HAV: virus epatite A; HbsAg:
antigene di superficie epatite B; HBV DNA: DNA virus epatite B; HCV RNA: RNA virus epatite C.

*Se ANA eseguito in IFI su HEp-2 il valore e 21:80; ** se ANA & eseguito in IFl su HEp-2 il valore & > 1:160; *** |la somma massima di punteggio attribuibile a positivita

autoanticorpali e di 2.

anti-recettore della asialoglicoproteina (anti-ASGPR) e gli
anti-citoplasma dei neutrofili (ANCA) a morfologia peri-
nucleare atipica (P-ANCA atipico).

Gli autoanticorpi anti-ASGPR sono rivolti contro la
subunita H1 del recettore di una proteina transmembrana
degli epatociti.!8 Sono stati riscontrati in varie forme di
epatopatie croniche ma per la loro aspecificita non hanno
mai avuto rilevanza nella diagnostica dell’AIH. Recente-
mente il miglioramento delle tecniche di purificazione e
stabilizzazione dell’antigene e di conseguenza lo svilup-
po di saggi diagnostici piu specifici, hanno dato un nuovo
impulso all’uso diagnostico del test, dal momento che il
livello anticorpale nel siero sembra correlare con I’attivita
di malattia.!®

Gli ANCA riscontrati nei pazienti affetti da AIH sono
definiti piu propriamente P-ANCA atipici, in quanto rico-
noscono target diversi dai classici enzimi mieloperossidasi
e proteinasi 3 presenti nelle vasculiti autoimmuni. L’au-
toantigene coinvolto sembra essere una proteina presente
nella membrana nucleare, identificata come isotipo 5 della
B-tubulina (TBB5)20 ¢ la reattivita in immunofluorescenza
indiretta (IFT) mostra un pattern fluoroscopico perinucle-
are atipico. Tuttavia, i P-ANCA atipici non sono specifi-
ci per AIH in quanto riscontrati anche in altre epatopatie
autoimmuni e nelle malattie infiammatorie dell’intestino
(IBD).2! La frequenza degli anticorpi P-ANCA ¢ estrema-
mente variabile (tra il 40 e il 96%)22 e solo in un piccolo
sottogruppo di pazienti affetti da AIH tipo 1 sono I’unico
marcatore sierologico presente.

La Tabella III riassume gli autoanticorpi da ricercare per
la diagnosi della AIH, gli antigeni da essi riconosciuti, la
loro rilevanza clinica e la possibilita della loro determina-
zione analitica con i vari metodi disponibili in commercio.
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1.1 Nei pazienti con sospetto di epatopatia autoimmu-
ne é preferibile eseguire il test ANA in immunofluore-
scenza indiretta (IFI) o con metodi immunometrici? Se
si utilizza I'lFI, come substrato vanno utilizzate sezioni
di tessuto di roditore (fegato, rene e stomaco) o cellule
HEp-2?

Gli ANA sono marcatori sierologici delle malattie autoim-
muni del connettivo e, pur se a bassa specificita, rappre-
sentano uno dei criteri per la diagnosi di AIH di tipo 14
essendo presenti nel 60-80% dei pazienti affetti dalla pa-
tologia.

Nelle diagnosi delle AIH, I’IFI ¢ il metodo analitico rac-
comandato per la ricerca degli autoanticorpi anti-nucleo;!4
infatti, poiché nella AIH gli antigeni bersaglio sono sco-
nosciuti in almeno un terzo dei pazienti, effettuare la loro
ricerca (per lo screening) con metodi piu specifici in fase
solida (ELISA, CLIA, FEIA, ALBIA), determinerebbe un
aumento di risultati falsi negativi.

La dichiarazione di consenso dell’TAHG!* e le linee
guida del 2015 dell’EASL!S sconsigliano pero come sub-
strato per il test di screening in IFI, I'utilizzo di cellule
HEp-2, ribadendo che nessun pattern fluoroscopico e/o
combinazione di pattern ¢ caratteristico di AIH e che co-
munque la definizione del pattern non risulta avere rile-
vanti implicazioni cliniche. Viene, invece, raccomandata
la ricerca degli ANA, in combinazione con la ricerca degli
altri autoanticorpi associati, su sezioni di tessuto di rodi-
tore (fegato, rene e stomaco). Questa raccomandazione,
gia suggerita nel 2010 dalle linee guida di pratica clinica
proposte dall’AASLD,2 non ¢ stata modificata nella piu re-
cente revisione delle stesse.23

Di contro, in un recente studio multicentrico ¢ stata di-
mostrata la validita dell’utilizzo sia del test in IFI su cel-
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lule HEp-2 sia del test in ELISA con estratti nucleari di
HEp-2, come alternativa potenzialmente affidabile ai test
raccomandati su sezioni di triplo tessuto murino e da ap-
plicare nel work-up diagnostico di pazienti con sospetta
AIH.24 Le associazioni di vari metodi e 1 cutoff suggeriti
dai risultati di questo studio, se confermati da ulteriori ri-
cerche, determineranno la necessita di revisione dello sco-
re diagnostico in uso.

Ad oggi, tuttavia, i metodi immunometrici mostrano
nello screening delle malattie reumatiche autoimmuni
e nella diagnostica delle AIH, una sensibilita inferiore a
fronte di una elevata specificita rispetto al metodo IFI su
cellule HEp-2.25-28 La minore sensibilita dei metodi in fase
solida (ELISA, ma anche dei nuovi metodi FEIA e CLIA),
risiede nel fatto che il pannello di antigeni disponibile ¢
ancora parziale rispetto al repertorio antigenico presente
in una cellula HEp-2.29.30 L’utilizzo di nuovi sistemi mul-
tiparametrici, caratterizzati dalla presenza di un maggior
numero di antigeni, ha mostrato superiore efficienza dia-
gnostica, con sensibilita paragonabile a quella dell’IFI
HEp-2 ed elevata specificita. Sara necessario attendere la
loro validazione per poter disporre di una reale alternati-
va all’IFI HEp-2 e, pertanto, al momento la soluzione piu
auspicabile ¢ che ciascun laboratorio possa disporre di al-
meno un’altra metodica alternativa all’IF1.31

Alla luce di queste premesse, la posizione del GdS-Al
conferma quanto gia espresso nella precedente consensus
conference del 2009:1 nel contesto delle epatopatie autoim-
muni il substrato da preferire per la valutazione degli ANA
in IFI ¢ rappresentato dalle cellule HEp-2 perché, grazie
alla maggiore sensibilita, consentono di valutare alcune
positivita autoanticorpali altrimenti non visibili sul triplo
tessuto di roditore,3? come le positivita rim-like (AC-12) e
multiple nuclear dots (AC-6).

Inoltre, 1 pattern fluoroscopici caratteristici valutati su
cellule HEp-2 sono utili per guidare ulteriori test di con-
ferma volti a identificare le innumerevoli specificita ANA
presenti anche nei pazienti con AIH di tipo 1.33

Raccomandazione. Nel sospetto di epatopatia au-
toimmune, la ricerca degli ANA deve essere effettuata
con il metodo IFI su cellule HEp-2 per la sua eleva-
ta sensibilita e perché permette la corretta rilevazio-
ne e interpretazione di quadri fluoroscopici altrimenti
non identificabili su tessuti di roditore, come rim-like
(AC-12) e multiple nuclear dots (AC-6). Questi pattern
sono correlati alla presenza di anticorpi rivolti rispet-
tivamente contro gli epitopi antigenici nucleari gp210
e spl100 e sono associati a PBC, patologia epatica au-
toimmune che entra in diagnosi differenziale o in over-
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lap con AIH. Ad oggi, i metodi immunometrici nella
diagnostica delle AIH sono meno sensibili dell’IFI su
HEp-2 e pertanto non ¢ indicato utilizzarli in fase di
screening della ATH.

Qualita globale delle evidenze: alta.

Forza della raccomandazione: forte.

1.2 Nei pazienti con sospetta epatopatia autoimmune,
quale diluizione di screening & consigliata per il test
ANA in IFl su cellule HEp-2?

Per laricerca degli ANA in IFI su triplo tessuto di roditore,
la diluizione di partenza del siero raccomandata dall’ Inter-
national Autoimmune Hepatitis Group (IAHG) ¢ di 1:40
negli adulti e di 1:20 nei bambini e negli adolescenti.!4
Sulla linea cellulare HEp-2, substrato ampiamente usato
nei laboratori clinici anche nel contesto diagnostico del-
le malattie epatiche autoimmuni, queste basse diluizioni
(1:20-1:40) non possono essere applicate nei laboratori
clinici in quanto aumenterebbero enormemente la pos-
sibilita di risultati falsamente positivi in individui sani e
in pazienti affetti da patologie non autoimmuni.34 Inoltre,
dati disponibili in letteratura concordano sull’inutilita di
utilizzare per i bambini e gli adolescenti una diluizione di
screening inferiore rispetto a quella usata per la popola-
zione adulta.35 Studi recenti suggeriscono di usare le cel-
lule HEp-2 in IFI come substrato per la ricerca degli ANA
nello screening nelle AIH, con un cutoff pari a 1:160 ai
fini di una sensibilita e specificita paragonabile alla dilui-
zione di 1:40 su triplo tessuto di ratto;24 questo approccio
diagnostico che si avvicina alla real life di laboratorio in
cui lo screening degli ANA per la ricerca delle malattie
autoimmuni sistemiche viene eseguito a una diluizione di
1:80 o 1:160, necessita comunque di ulteriori studi di va-
lidazione.

Gli esperti del GdS-AI suggeriscono per la ricerca degli
ANA su HEp-2 nel sospetto di AIH, una diluizione di par-
tenza del siero di 1:80 sia per soggetti adulti che per bam-
bini e adolescenti. Inoltre, dal momento che 1’utilizzo del
substrato HEp-2 aumenta la sensibilita analitica del test,
si concorda con IAHG per ’attribuzione di un punteggio
dimezzato nello score dei criteri diagnostici per AIH: 1
punto per valori ANA di 1:80 e 2 punti per valori >1:16012
(Tabella II), anche se questo possibile suggerimento del
fattore di correzione non ¢ mai stato convalidato da studi
comparativi.3¢

Va sottolineato, infine, che la titolazione del campione
andrebbe effettuata almeno fino a 1:320, non solo perché
fondamentale per ottenere uno score corretto per la dia-
gnosi, ma anche per ridurre il rischio di un fenomeno di
inibizione in presenza di concentrazione molto elevata di
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autoanticorpi (effetto prozona) ed evitare cosi risultati fal-
samente negativi.

Raccomandazione. Nel sospetto di epatopatia au-
toimmune, nella determinazione degli ANA in IFI su
cellule HEp-2 si raccomanda di utilizzare la diluizione
iniziale di 1:80. In caso di riscontro di negativita ma di
forte sospetto diagnostico, va comunque eseguita una
titolazione almeno fino a 1:320 per ridurre il rischio
di falsi negativi dovuti ad un possibile effetto prozo-
na. Un titolo <1:80 va considerato negativo; un titolo di
1:80 va considerato basso positivo; un titolo >1/160 va
considerato positivo. Per la popolazione pediatrica, in
attesa di ulteriori studi su casistiche piu ampie, si rac-
comanda ’utilizzo della stessa diluizione di screening
proposta per la popolazione adulta e ’applicazione dei
medesimi criteri di valutazione.

Qualita globale delle evidenze: moderata.

Forza della raccomandazione: forte.

1.3 Nei soggetti con sospetta epatopatia autoimmune,
in caso di risultato positivo del test ANA in IFl su HEp-2,
e utile riportare nel referto anche il pattern di fluore-
scenza?

Numerosi sono gli antigeni verso cui sono rivolti gli ANA
nella AIH e i relativi pattern fluoroscopici (Tabella III),
anche se ¢ prevalente (~70% dei casi) il pattern omoge-
neo. Tuttavia, né il titolo n¢ il pattern sembrano correlare
con il decorso, la prognosi e la progressione della malat-
tia37 o con un particolare fenotipo di malattia.38

SORRENTINO

Ad oggi, sempre piu laboratori clinici aderiscono alla
nomenclatura International Consensus on ANA patterns
(ICAP) per la refertazione dei pattern ANA in IFI su
cellule HEp-2.39 Per la classificazione dei pattern ANA
nelle AIH i pattern nucleari omogeneo (AC-1) e quello
speckled sia fine (AC-4) che coarse (AC-5) mostrano un
potenziale di rilevanza diagnostica. Il riscontro di un pat-
tern citoplasmatico verso microfilamenti citoscheletrici
definito fibrillare lineare actin-like (AC-15) (Figura 1),
suggestivo di una positivita anti F-actina ¢ uno dei criteri

Figura 1.—Pattern actin-like su cellule HEp-2 (IFI, 400x).

TABELLA |ll.—Autoanticorpi da ricercare nella diagnosi differenziale di epatite autoimmune.

Autoanticorpo Autoantigene Valore in AIH Metodi di rilevamento
ANA Molteplici target (DNA a singola e a doppia Definisce AlH-1; frequente associazione con ASMA; se  IFI, ELISA, IB, LIA, FEIA,
elica, cromatina, ribonucleoproteine, la specificita degli ANA e contro la glicoproteina 210 CLIA
istoni) 0 contro autoantigene nucleare Sp100, la diagnosi &
probabilmente PBC, non AlH
ASMA Microfilamenti (F-actina) Suggerisce la diagnosi di AIH-1 soprattutto se IFI, ELISA
Filamenti intermedi (vimentina, desmina) combinato con ANA e a titoli elevati
Anti-LKM1 Citocromo P4502D6 (CYP2D6) Diagnostico per AIH-2 dopo esclusione di epatite C IFI, ELISA, IB, LIA, FEIA,
CLIA
Anti-LC1 Formiminotransferasi ciclodeaminasi Diagnostico per AlH-2 IFI, ELISA, 1B, LIA
Anti-SLA O-fosfoseril-tRNA(Sec) selenio transferasi  Diagnostico per AlH, prognostico di severita di malattia ELISA, IB
PANCA (atipico)  B-Tubulina isotipo 5 Diagnostico per AlH; potrebbe essere l'unico IFI
autoanticorpo nell’AlH-1 dopo diagnosi differenziale
per PSC e malattie inflammatorie intestinali
Anti-ASGPR Recettore della asialoglicoproteina Diagnostico per AlH, utile nel classificare le AIH ELISA, IB
sieronegative per anticorpi standard
AMA Subunita E2 del complesso ossiacido- Diagnostico per probabile PBC contro AlH; raramente  IFI, ELISA, IB, FEIA, CLIA

deidrogenasi (PDC-E2, OGDC-E2,
BCOADC-E2)

osservato nell’lAlH-1 dove potrebbe essere indicativo
di sindrome da sovrapposizione con PBC

ANA: anticorpi antinucleo; ASMA: anticorpi anti-muscolo liscio; anti-LKM1: anticorpi anti-microsomi epatici e renali tipo 1; anti-LC1: anti-citosol epatico di tipo 1;
anti-SLA: anticorpi anti-antigene solubile epatico; p-ANCA atipico: anti-citoplasma dei neutrofili a morfologia perinucleare atipica; anti-ASGPR: anti-recettore della
asialoglicoproteina; AMA: anticorpi anti mitocondrio; IFIl: immunofluorescenza indiretta; ELISA: immunoenzymatic assay; IB: immunoblot; LIA: line-immunoassay;
FEIA: fluoroenzymatic immunoassay; CLIA: chemiluminescence immunoassay.
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diagnostici delle AIH di tipo 1 e, se non correttamente re-
fertato, potrebbe condurre a errate interpretazioni di posi-
tivita citoplasmatiche e richieste di test di conferma inap-
propriate. Inoltre, la segnalazione di un pattern citopla-
smatico refertato soltanto come ANA positivo puo portare
a un punteggio errato all’interno dei sistemi diagnostici
IAHG. 11 GdS-AI ritiene che una terminologia univoca
per definire i pattern fluoroscopici ANA costituisca un
prerequisito indispensabile per garantire 1’armonizzazio-
ne dei risultati e che all’acronimo ANA venga associata
la dicitura “anticorpi anti-antigeni intracellulari” in modo
da esplicitare chiaramente che la ricerca comprende gli
autoanticorpi diretti verso tutti i costituenti cellulari e non
solo quelli a sede nucleare.40

Raccomandazione. Nel sospetto di epatopatia au-
toimmune, la refertazione del test ANA eseguito con
metodo IFI su cellule HEp-2, deve riportare il risulta-
to qualitativo (positivo o negativo), il titolo e il pattern
di fluorescenza (omogeneo, granulare, ecc.) secondo la
nomenclatura ICAP.

Qualita globale delle evidenze: alta.

Forza della raccomandazione: forte.

1.4 Nei pazienti con sospetto di epatite autoimmune é
preferibile eseguire inizialmente la ricerca degli ASMA
in IFl su triplo tessuto (fegato, rene e stomaco) di rodi-
tore e, in caso di positivita, eseguire test di conferma
con metodi immunometrici in fase solida? In caso di
positivita per ASMA in IFI & utile riportare nel referto il
pattern fluoroscopico?

Gli ASMA rappresentano una categoria eterogenea di au-
toanticorpi rivolti contro diversi autoantigeni e si riscon-
trano nel 70-85% dei pazienti con AIH di tipo 1 e in circa
il 70% dei casi in associazione con gli ANA4! ma, analoga-
mente a quest’ultimi, non sono specifici per AIH.42 In IFI
su sezioni di tessuto di roditore (fegato, rene e stomaco) si
evidenziano per la positivita dei vasi (ASMA-V) e/o posi-
tivita glomerulare (ASMA-G) e/o positivita peritubulare
(ASMA-T). Gli ASMA con pattern G o T rivolti verso la
forma filamentosa dell’actina (F-actina) sono piu specifi-
ci per AIH di tipol rispetto a quelli con pattern di tipo
V17,43, 44

La conferma della positivita per F-actina con metodi
in IFI, su cellule embrionali di aorta di ratto (VSM47)
(Figura 2) e/o su cellule epiteliali di intestino di ratto,
aumenta il valore predittivo positivo per AIH-1.45 La ri-
cerca della specificita per F-actina con metodi ELISA,
invece, ha mostrato risultati negativi nel 20% dei sieri
gia positivi in IFI con pattern T, indicando la possibilita
che questa reattivita sia rivolta contro autoantigeni anco-
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Figura 2.—Pattern actina su cellule VSM-47 (IF1, 400x).

ra sconosciuti ¢/o che I’epitopo antigenico abbia subito
modificazioni durante la purificazione della proteina o il
coating al supporto della fase solida.44 Pertanto, il metodo
in IFI, rimane a tutt’oggi il metodo di elezione sia per lo
screening di questi autoanticorpil4 che per la conferma
diagnostica.45-47

In caso di positivita per ASMA, non c¢’¢ unanimita
sull’utilita di descrivere il pattern fluoroscopico nel refer-
to. Di recente, ¢ stato evidenziato che il riscontro di positi-
vita ASMA-T, supportato da positivita suggestiva per mi-
crofilamenti su cellule HEp-2, sia espressione di anticorpi
ad alto titolo con specificita per F-actina, mentre i pattern
ASMA-G ¢ ASMA-V siano correlati ad anticorpi a basso
titolo sia per F-actina che per altri epitopi del citoschele-
tro.24 Tuttavia ulteriori studi sono necessari per conferma-
re questi dati preliminari.

Raccomandazione. Nel sospetto di epatite autoim-
mune si raccomanda di eseguire la ricerca degli ASMA
in IFI su sezioni di triplo tessuto di roditore (fegato,
rene e stomaco) per evidenziare una eventuale positi-
vita a livello dei vasi (V), dei glomeruli (G) e/o peri-
tubulare (T). Il riscontro di positivita G e/o T in gene-
re & correlato alla presenza di anticorpi anti-F-actina
che sono piu specifici per epatite autoimmune tipo 1.
I test immunometrici e di immunoblot per F-actina
sono sconsigliati in fase di screening perché non ancora
dotati di sufficiente sensibilita analitica. E sufficiente
refertare la positivita per ASMA senza descrivere il
pattern riscontrato.

Qualita globale delle evidenze: moderata.

Forza della raccomandazione: forte.
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1.5 Nei soggetti con sospetto di epatite autoimmune,
quale diluizione di screening & consigliata per la ricer-
ca degli ASMA in IFl su sezioni di triplo tessuto murino?

Per la ricerca degli ASMA in IFI, il documento di consen-
so dell’IAHG suggerisce una diluizione di partenza di 1:40
per gli adulti e 1:20 per i bambini/adolescenti.!4 Villalta et
al, nel corso di una valutazione con diversi metodi del pro-
filo autoanticorpale in una coorte di pazienti adulti e pe-
diatrici affetti da AIH, per I’analisi in IFI hanno applicato
una diluizione di partenza del siero di 1:40 su vari substrati
(cellule HEp-2, sezioni di triplo tessuto di ratto e anche due
linee cellulari proposte per la rilevazione degli anticorpi
anti-F-actina) riscontrando che gli ASMA, determinati su
triplo tessuto, presentavano a tale diluizione una sensibi-
lita maggiore sia negli adulti che nei bambini rispetto agli
altri test.#8 Recentemente Galaski e al. sempre utilizzando
una diluizione iniziale di 1:40, hanno dimostrato anche una
elevata specificita degli ASMA con pattern VGT (93.1%),
anche se con una bassa sensibilita (52.5%).24 Gli stessi
autori, pero, hanno riportato che se si considerano tutti i
pattern ASMA (V e/o G e/o T) e non solo il triplo pattern
VGT, alla diluizione di 1:40 la sensibilita ¢ di 86.9%, ma
la specificita scende al 37.5%. Cid comporta che se il test
viene eseguito in un soggetto con una bassa probabilita
pre-test di AIH, come spesso ¢ il caso delle richieste che
arrivano nei laboratori generali, il valore predittivo positi-
vo (VPP) del test ¢ bassissimo. Ad un titolo di 1:80, inve-
ce, cala di poco la sensibilita (80.3%), mentre la specificita
sale a 69.4% e di conseguenza anche il VPP. Anche se nel
documento di consenso dell’TAHG viene consigliata la
diluizione di partenza a 1:40, per quanto sopra riportato,
soprattutto a livello dei laboratori generali, la diluizione di
partenza piu idonea sembra essere 1:80.

E importante inoltre considerare che i microscopi attua-
li a LED che hanno sostituito quelli a lampada di mercu-
rio, sono dotati di elevata sensibilita (maggiore lumino-
sita dei preparati) e aumentata nitidezza delle immagini,
anche grazie all’impiego di nuovi coniugati, e che esiste
un elevato background dovuto alla fissazione dei tessuti.
Per questi motivi, gli esperti del GdS-AI ritengono che per
la ricerca degli ASMA su sezione di tessuto murino nei
soggetti adulti sia ancora valida la raccomandazione della
diluizione di screening di 1:40 se & presente un’alta pro-
babilita pre-test di AIH (laboratori specialistici associati
a cliniche epatologiche), mentre suggeriscono che venga
adottata una diluizione di 1:80 quando vi ¢ bassa probabi-
lita pre-test (laboratori generali).

Abbiamo gia accennato al dibattito su quale diluizione
di screening possa essere ottimale per la popolazione pe-
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diatrica. Anche per gli ASMA, tenendo conto che la positi-
vita autoanticorpale ¢ estremamente rara nei bambini sani,
alcuni autori hanno proposto di utilizzare cut-off differenti
per 1 pazienti adulti e pediatrici.4% 50 Nei pazienti pedia-
trici, come gia detto I'’lAHG considera gia clinicamente
rilevanti titoli di 1:20 (suggerendo di adottare la stessa
diluizione anche per anti-LKM e anti-LC1) mentre altri
autori propongono diluizioni ancora inferiori (1:10).5! In
considerazione della difficolta pratica ad utilizzare due
differenti diluizioni di screening a seconda dell’eta e della
bassa specificita degli ASMA quando ricercati alla dilui-
zione di 1:20, dove puod diventare ancor piu evidente un
effetto prozona, il GdS-AI non ritiene opportuno che que-
sta diluizione venga adottata dai laboratori clinici nei qua-
li, peraltro, la prevalenza di soggetti pediatrici affetti da
AIH di tipo 1 ¢ trascurabile. Per la popolazione pediatrica
si raccomanda pertanto 1’utilizzo della stessa diluizione di
screening proposta per la popolazione adulta.

Raccomandazione. Nel sospetto di epatite autoim-
mune, per la ricerca degli ASMA in IFI su sezioni di
triplo tessuto murino é suggerita la diluizione di scre-
ening di 1:40 nei laboratori a cui afferiscono soggetti
con alta probabilita pre-test di AIH e di 1:80 nei la-
boratori dove la probabilita pre-test ¢ molto inferiore.
Per la popolazione pediatrica si raccomanda I’utilizzo
della stessa diluizione di screening proposta per la po-
polazione adulta.

Qualita globale delle evidenze: moderata.

Forza della raccomandazione: debole.

1.6 Nel sospetto di epatite autoimmune, i metodi im-
munometrici in fase solida, per le loro caratteristiche
di sensibilita e specificita possono essere usati per la
ricerca degli anticorpi anti-LKM al posto del metodo
IFI che utilizza come substrato il triplo tessuto di ro-
ditore?

Con il termine autoanticorpi anti-LKM si identifica una
famiglia eterogenea di anticorpi rivolti contro antige-
ni microsomiali epatici e renali che, in base all’antigene
bersaglio, vengono classificati in tre tipi dominanti noti
come anti-LKM tipo 1, tipo 2 e tipo 3. L’autoantigene de-
gli anti-LKM-1 ¢ il citocromo P4502D6 (CYP2D6).52.53 1
bersagli antigenici degli anti-LKM-2 e anti-LKM-3 sono
stati identificati rispettivamente nel citocromo P4502C9
(CYP2C9)34 55 e nel’UDP-glucoronisiltransferasi (UGT-
1).56 Gli anti-LKM-1 rappresentano il marcatore caratteri-
stico dell’ AIH tipo 2, che si distingue cosi dall’AIH tipo 1
sia dal punto di vista del profilo autoanticorpale sia per le
caratteristiche cliniche. Tuttavia, questi anticorpi non sono
specifici per AIH in quanto possono essere presenti anche
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nel 5-10% dei pazienti con epatite cronica da HCV a causa
di parziale overlap tra gli epitopi target del CYP2D6 e del
virus HCV.57. 38 | pazienti affetti da AIH tipo 2 sono piu
giovani e presentano una forma piu aggressiva di epatite,
spesso associata ad altre patologie autoimmuni.® Dal pun-
to di vista epidemiologico, I’AIH tipo 2 ¢ piu frequente in
Europa dove rappresenta il 20% delle AIH e il 3-40% della
AIH pediatriche.42. 45

Gli anti-LKM-2 sono stati identificati nel siero di pa-
zienti con epatite farmaco indotta,55 mentre gli anti-
LKM-3, correlati inizialmente all’epatite D (delta), sono
presenti nel 10-20% dei soggetti con AIH tipo 2 e, nella
maggior parte dei casi, in associazione con LKM-1.60

Viste le diverse specificita antigeniche coinvolte, 1 qua-
dri fluoroscopici visibili su sezioni di tessuti murini di fe-
gato, rene e stomaco e prodotti dai rispettivi autoanticorpi
appaiono differenti all’osservazione microscopica: a) gli
anti LKM-1 producono una fluorescenza diffusa nel tes-
suto epatico che appare invece disomogenea sul tessuto
renale, in quanto viene colorato soltanto il terzo distale dei
tubuli prossimali dove 1’antigene ¢ maggiormente rappre-
sentato;38 b) gli anti-LKM-2 producono una fluorescenza
del tessuto epatico non omogenea, concentrandosi mag-
giormente a livello degli epatociti centrolobulari, mentre
nel tessuto renale colorano principalmente la prima e la se-
conda porzione dei tubuli prossimali;®! ¢) gli anti-LKM-3
possono determinare una fluorescenza su tessuti non mu-
rini, quali substrati umani o di primate, dove colorano il
citoplasma degli epatociti e i tubuli contorti prossimali;
possono inoltre determinare fluorescenza in altri tessuti
quali quello pancreatico, surrenale, tiroideo e gastrico e,
pertanto, per la loro rilevazione non ¢ consigliato il triplo
tessuto murino.o: 62

Il riconoscimento in IFI di anticorpi anti-LKM necessita
di operatori esperti per non essere confusa per positivita
anti-mitocondrio, viste le sottili differenze tra i due pattern
su substrati epatici e renali. Nel dubbio puo essere d’aiu-
to 1’osservazione dello stomaco murino: in questo tessuto,
infatti, gli anti-LKM non producono alcuna fluorescenza,
mentre gli AMA colorano le cellule parietali gastriche,
anch’esse ricche di mitocondri.®3

Positivita anti-LKM, non distinguibili fluoroscopica-
mente dagli anti-LKM-1, possono essere dovute a reat-
tivita verso I’isoforma 1A2 del citocromo P450, diverse
da 2D6, e riscontrato in quasi il 20% dei pazienti affetti
da APECED (Autoimmune polyendocrinopathy-candi-
diasis-ectodermal dystrophy), raro disordine autoimmune
associato a mutazione del gene regolatore autoimmune
AIRE.64-66
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La diluizione del campione di siero, per la ricerca de-
gli anti-LKM sui substrati precedentemente descritti, ¢ di
1:80, come gia indicato nella raccomandazione 1.5.

Solo dopo aver effettuato lo screening in IFI, in caso di
dubbio e/o per conferma, si pud procedere con un metodo
ELISA, CLIA o immunoblot, dotati di maggiore specificita
per la ricerca degli anticorpi anti-LKM.

Tuttavia, dal punto di vista del contesto clinico in cui
opera il laboratorio, un aspetto da non sottovalutare ¢ se
sia preferibile utilizzare metodi piu sensibili o piu speci-
fici. Per definizione nella valutazione delle caratteristiche
analitiche di un test di screening ¢ sempre privilegiata la
sensibilita diagnostica, ma va comunque considerato che,
in situazioni di bassa probabilita pre-test, i metodi im-
munometrici mostrano performance analitiche migliori
dell’IFI.

Il laboratorio ha, quindi, la possibilita di scegliere se
eseguire, gia in fase di screening, un test piu specifico in
fase solida per consentire il piu precocemente possibile
una diagnosi differenziale, come nel caso di alcune forme
fulminanti di epatopatia.¢’

Raccomandazione. Nel sospetto di epatite autoim-
mune, per la ricerca degli anticorpi anti-LKM in IFI su
sezioni di triplo tessuto murino é suggerita la diluizione
di screening di 1:40 nei laboratori a cui afferiscono sog-
getti con alta probabilita pre-test di AIH e di 1:80 nei
laboratori generali. In presenza di un quadro di fluo-
rescenza suggestivo per anticorpi anti-LKM ¢ racco-
mandata la conferma della specificita anticorpale con
metodi immunometrici in fase solida o di immunoblot.

Qualita globale delle evidenze: moderata.

Forza della raccomandazione: forte.

1.7 Nei pazienti con forte sospetto di epatite autoim-
mune, oltre ai test per ANA, ASMA, anti-LKM ¢ utile il
ricorso a ulteriori test autoanticorpali per aumentare
I'accuratezza del percorso diagnostico?

Abbiamo gia accennato, nella parte introduttiva di questo
documento agli autoanticorpi anti-antigene epatico solu-
bile (anti-SLA) correlati con AIH. Per una diagnosi di la-
boratorio delle epatopatie autoimmuni completa, efficace
e appropriata, in caso di negativita dei test gia discussi €
consigliabile procedere anche con la ricerca di questi au-
toanticorpi.

Gli anticorpi anti-SLA, inizialmente distinti dagli auto-
anticorpi anti-fegato e pancreas (anti-LP), sono oggi de-
finiti come anti-SLA/LP in quanto riconoscono lo stesso
bersaglio antigenico,% cio¢ un enzima intracellulare re-
centemente rinominato con I’acronimo SEPSECS (Sep/O-
phosphoserin]-tRNA synthase) Selenocysteine Synthase.®
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Questi autoanticorpi non sono rilevabili in IFL,38 ma solo
con metodo ELISA o immunoblot. L’importanza della ri-
cerca degli anti-SLA/LP nella diagnostica delle AIH deri-
va dal fatto che rappresentano marcatori specifici di AIH
tipo 1 negli adulti, con una prevalenza variabile tra il 7 e
il 22% dei casi, in base al gruppo etnico e al metodo usato
per la loro determinazione.” Il riscontro di questi auto-
anticorpi in entrambe le forme di AIH unitamente al fatto
che gli anti-SLA/LP sono associati ad una forma piu grave
di malattia e a una maggiore frequenza di recidive,’!. 72
suggerisce un loro ruolo patogenetico. Non vi ¢ tuttavia
pieno accordo sulla specificita di questi autoanticorpi e sul
loro ruolo prognostico, sia nel loro riscontro isolato che
in associazione con gli anti-R052.73-77 Considerando che
la maggior parte dei pazienti positivi agli anti-SLA/LP ¢
contemporaneamente positiva agli anti-Ro52, non ¢ esclu-
so che possano essere questi ultimi 1 veri responsabili delle
implicazioni prognostiche.”3. 78

Raccomandazione. Nel sospetto di epatite autoim-
mune si raccomanda di ricercare con metodica immu-
nometrica in fase solida o in immunoblot anche gli au-
toanticorpi anti-SLA/LP, in quanto marcatori specifici
di epatite autoimmune.

Qualita globale delle evidenze: alta.

Forza della raccomandazione: forte.

1.8 Nei soggetti con forte sospetto di epatite autoim-
mune, soprattutto in presenza di negativita per ANA,
ASMA, anti-LKM e anti-SLA, & consigliato proseguire la
diagnostica di laboratorio con la ricerca degli autoanti-
corpi anti-citosol epatico (anti-LC1) con metodiche im-
munometriche in fase solida?

Risale alla fine degli anni ‘80 la scoperta degli autoanti-
corpi anti-LC1 come unico marcatore presente in un terzo
dei soggetti adolescenti affetti da AIH tipo 2.7 1l target
antigenico degli anti-LC1 ¢ stato identificato nell’enzima
intracellulare formiminotransferasi-ciclodeaminasi.8® Le
caratteristiche cliniche dei pazienti affetti da AIH tipo 2
positivi per anti-LC1 non differiscono da quelle dei pazien-
ti anti-LC1 negativi.” Sono identificabili con metodo IFI
su substrato di tessuto murino in quanto colorano princi-
palmente il citoplasma degli epatociti risparmiando la zona
adiacente la vena centro lobulare (Figura 3); tuttavia, la
loro presenza puo essere mascherata dalla contemporanea
positivita per anti-LKM.8! Per questo motivo, per la loro
corretta identificazione ¢ preferibile usare un metodo ELI-
SA o immunoblot.#8 Gli anti-LC1 si riscontrano in circa il
50% dei pazienti affetti da AIH tipo 2 e in circa il 35%
dei casi pediatrici. Possono rappresentare il solo marcatore
sierologico nel 10% delle AIH tipo 2 41. Raramente gli anti-
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Figura 3.—Pattern Lcl su tessuto epatico murino (IFI, 200x).

LC1 si trovano in associazione con ANA e/o ASMA nei pa-
zienti con AIH tipo 1 o ancora, in associazione con gli anti-
LKM-1, in pazienti affetti da epatite cronica da HCV.82

Raccomandazione. Nei soggetti con forte sospetto di
epatite autoimmune, in caso di negativita dei test ANA,
ASMA, anti-LKM e anti-SLA, si raccomanda la ricer-
ca degli anticorpi anti-LC1 con metodiche immunome-
triche in fase solida o di immunoblot che assicurano
una maggiore accuratezza diagnostica rispetto all’IFI.

Qualita globale delle evidenze: moderata.

Forza della raccomandazione: forte.

1.9 | campioni con pattern AMA-like (AC-21) e F-actina
(AC-16) in IFl su HEp-2 vanno refertati come ANA posi-
tivi o ANA negativi?

Le LG del GdS-Al sulla diagnosi delle malattie reumatiche
autoimmuni indicano chiaramente che i pattern citopla-
smatici debbano essere definiti ANA positivi4? secondo la
nomenclatura ICAP.83 Ne consegue che i pattern citopla-
smatico granulare AMA-/ike (AC-21) e citoplasmatico fi-
brillare filamentoso actina-/ike (AC-16) inclusi nella clas-
sificazione ICAP tra i pattern ANA debbano essere refer-
tati come ANA positivi. Tuttavia, la positivita ANA AMA-
like va segnalata nel referto indicando se ¢ stata eseguita la
ricerca della specificita M2 con metodi in fase solida e se
questa ¢ risultata negativa o positiva. Il motivo principale
di questo atteggiamento ¢ che nei criteri diagnostici IAHG
la positivita degli ANA prevede un punteggio positivo che,
a seconda del titolo, arriva fino a 3 punti, a prescindere
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dall’individuazione della specificita anticorpale, mentre la
positivita degli AMA prevede uno score negativo di 4 pun-
ti.84 Ovviamente il sistema di attribuzione del punteggio
IAHG puo funzionare solo se il pattern AMA-like confer-
mato da metodi specifici per M2, viene considerato come
ANA negativo ai soli fini della classificazione IAHG.85

Raccomandazione. 1l pattern AMA-like (AC-21) ri-
scontrato in IFI su HEp-2 va segnalato nel referto
come ANA positivo, indicando contestualmente se &
stata eseguita la ricerca della specificita M2 con meto-
di immunometrici in fase solida e se questa ¢é risultata
negativa o positiva.

Qualita globale delle evidenze: bassa.

Forza della raccomandazione: debole.

1.10 Nel caso di epatite acuta e/o fulminante, nel corso
del percorso diagnostico differenziale per la definizione
di una possibile eziologia autoimmune, sono applicabili
le stesse strategie diagnostiche gia raccomandate?

E ormai noto come 1’epatite autoimmune possa avere diver-
si fenotipi clinici definiti “non classici” nella loro presen-
tazione che ne rendono la diagnosi e la gestione piu com-
plessa. Alcuni pazienti possono avere sintomi acuti anche
con esordio fulminante, in assenza dei marcatori sierologi-
ci convenzionali.8¢ Per il corretto e rapido inquadramento
diagnostico nelle forme acute, potrebbe essere necessario
sovvertire alcuni algoritmi gia indicati nelle precedenti rac-
comandazioni e applicare strategie diagnostiche diverse.

Una presentazione acuta si puo verificare nel 25%-75%
dei pazienti con epatite autoimmune, mentre nel 3-6% si
puo avere una epatite a esordio fulminante, caratterizzata
dallo sviluppo di encefalopatia epatica.8? In queste forme,
1 criteri diagnostici per AIH non sono sempre presenti: gli
ANA non vengono rilevati o risultano debolmente positivi,
cosi come possono risultare normali i livelli di IgG. Nei
casi in cui € possibile effettuare una biopsia epatica, ¢ stato
dimostrato che I’istologia supporta la natura autoimmune
dell’epatite, mostrando la tipica epatite da interfaccia.’0
In questi casi € necessario effettuare velocemente la dia-
gnosi differenziale per confermare o escludere la natura
autoimmune, eseguendo contemporaneamente la ricerca
degli ANA in IFI su cellule HEp-2, la ricerca degli autoan-
ticorpi coinvolti in IFI su triplo tessuto di ratto e i test per
la ricerca degli anticorpi anti-LC1 e anti-SLA con metodi
immunometrici in fase solida.

Raccomandazione. Nel caso di epatite acuta e/o
fulminante, per confermare o escludere la natura au-
toimmune ¢ raccomandato eseguire la ricerca degli
autoanticorpi piu frequentemente associati a AIH in
IFI su cellule HEp-2 e su triplo tessuto murino e con-
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testualmente procedere alla ricerca degli autoanticorpi
anti-LC1 e anti-SLA con metodiche immunometriche
in fase solida.

Qualita globale delle evidenze: moderata.

Forza della raccomandazione: forte.

1.11 Nel caso di disfunzione del graft dopo trapianto di
fegato, & raccomandato considerare sempre la possibi-
lita di recidiva della epatopatia autoimmune o di epati-
te de novo? Sono applicabili le stesse strategie diagno-
stiche gia raccomandate per l'identificazione di AIH?

Benché il trapianto di fegato sia un’efficace strategia te-
rapeutica, in alcuni pazienti ¢ possibile una ripresa della
malattia epatica che si manifesta spesso quando si riduce
la terapia immunosoppressiva. Molto ampia ¢ la frequenza
di recidiva (8% - 68%) che puod presentarsi con un range
temporale che va da due mesi fino a 12 anni dopo il tra-
pianto.”0 La disfunzione tardiva del graft si puo presentare,
piu spesso in soggetti pediatrici e in pazienti trapiantati
per patologie diverse da AIH, che possono sviluppare una
forma di epatite autoimmune definita de novo.88 Non esi-
stono criteri diagnostici specifici per 1’epatite autoimmune
ricorrente o de novo: la diagnosi viene posta in presen-
za di aumento delle transaminasi, ipergammaglobuline-
mia, autoanticorpi convenzionali e riscontro istologico di
un’epatite da interfaccia. Va sottolineato che i soggetti che
sviluppano epatite de novo risultano positivi, oltre che per
1 classici autoanticorpi marcatori di AIH (ANA, ASMA,
LKM), per un anticorpo definito LKM-1 atipico (LKMA)
che al test IFI, su triplo tessuto, mostra una fluorescenza
piu marcata attorno alla vena centrolobulare nel tessuto
epatico e una fluorescenza sfumata dei tubuli in quello
renale. Il bersaglio antigenico degli anti-LKMA ¢ stato
identificato nell’enzima drug metabolizing glutatione-S-
transferase T1 (GSTT1), espresso in abbondanza proprio
a livello degli epatociti e delle cellule dei tubuli renali.8®

Raccomandazione. Nel sospetto di epatite autoim-
mune in pazienti trapiantati di fegato con disfunzione
del graft, sia nel caso di recidiva della malattia epatica
sia nel caso di epatite autoimmune de novo, vanno in-
dagati i marcatori specifici di AIH e restano valide le
raccomandazioni gia formulate per il work-up diagno-
stico dell’epatite autoimmune.

Qualita globale delle evidenze: moderata.

Forza della raccomandazione: forte.

1.12 Nei pazienti con diagnosi di AlH & utile il monito-
raggio periodico dei livelli degli autoanticorpi?

Nelle epatiti autoimmuni, la determinazione seriale del ti-
tolo autoanticorpale di ANA ¢ ASMA non ¢ utile. Anche
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quando presenti ad alto titolo questi anticorpi non hanno
sicuramente significato patogenetico, dal momento che il
titolo anticorpale non correla con la severita della malattia
e il riscontro di una loro riduzione e/o assenza durante il
trattamento non correla con I’efficacia del trattamento e
con 1’esito clinico del paziente.

Raccomandazione. Nei pazienti con diagnosi di epa-
tite autoimmune non ¢ indicato il monitoraggio degli
autoanticorpi nel follow-up. La ripetizione puo trovare
indicazione solo in caso di variazioni del quadro clini-
co.

Qualita globale delle evidenze: moderata.

Forza della raccomandazione: debole.

Sezione 2. Colangite biliare primitiva

La colangite biliare primitiva (PBC), in precedenza nota
come cirrosi biliare primitiva, ¢ una malattia colestatica
cronica del fegato nella quale i colangiociti, cio¢ le cellu-
le epiteliali che rivestono i dotti biliari intraepatici, sono
danneggiati con meccanismo immunomediato. Il decorso
della malattia ¢ spesso progressivo e potrebbe estendersi
nel tempo anche per decenni, conducendo a fibrosi, cir-
rosi epatica e, in alcuni casi, a necessita di trapianto del
fegato. Poiché con diagnosi e trattamento precoci molti
pazienti non progrediscono verso la cirrosi, negli ultimi
anni I’EASL (European Association for the Study of the
Liver) e 'AGA (American College of Gastroenterology)
hanno deciso di sostituire il termine “cirrosi” con il termi-
ne di “colangite”, che meglio descrive il segno istologico
dell’inflammazione densa che si infiltra intorno ai dotti
biliari intralobulari danneggiati, pur mantenendo 1’acroni-
mo “PBC” per indicare la malattia.”0 Dal punto di vista
epidemiologico, la PBC ha una prevalenza di 400 casi per
milioned! e interessa prevalentemente le donne (ratio F/M
9:1), con eta media di insorgenza tra i 40 e i 50 anni, ma
puod manifestarsi dai 20 fino ai 90 anni.%2 La PBC ha una
patogenesi multifattoriale: I’interazione tra fattori genetici
e ambientali ne caratterizza certamente 1’insorgenza e il
decorso, causando la rottura della tolleranza e una risposta
immunologica diretta verso la subunita E2 del complesso
della piruvato-deidrogenasi (PDC-E2) presente sui mito-
condri dei colangiociti.?3-95 Dopo diagnosi differenziale
per escludere eventuali cause diverse da quella autoim-
mune, la PBC dovrebbe essere sospettata nei pazienti con
persistenti anomalie degli indici di colestasi nel siero e/o
con prurito sine causa.*® Un livello sierico anormale di fo-
sfatasi alcalina (ALP), con livelli superiori a 1,5 volte il
limite superiore dell’intervallo di riferimento, supportato
talora dall’aumento simultaneo della gamma-glutamiltran-
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TaBELLA IV.—Criteri diagnostici per la colangite biliare primitiva.
La diagnosi di PBC puo essere stabilita quando siano soddisfatti due
dei tre criteri seguenti:

1.ALP >2 x LSN o yGT >5 x LSN
2. AMA > 1:40
3. Biopsia epatica compatibile con lesioni duttali biliari floride

ALP: fostatasi alcalina; LSN: limite superiore di normalita; yGT: gamma-
glutamiltranspeptidasi; AMA: anticorpi anti-mitocondrio.

speptidasi (YGT) e/o della bilirubina coniugata, ¢ tipico nei
pazienti con PBC ed ¢ associato a duttopenia e progressio-
ne di malattia.97

Tra i criteri diagnostici per PBC, oltre all’aumento per-
sistente (>6 mesi) della ALP e a una biopsia epatica con
istologia suggestiva di colangite cronica dei dotti biliari
interlobulari, il riscontro di AMA a titolo >1:40 ¢é conside-
rato criterio altamente predittivo di malattia. La presenza
di tutti e tre i criteri pone diagnosi di PBC definita, men-
tre, se presenti solo due criteri, la diagnosi di PBC resta
probabile (Tabella 1V).97 Le piu recenti raccomandazioni
del’EASL,% comunque, prevedono che possa essere po-
sta diagnosi di PBC in presenza di persistenti livelli elevati
di ALP e/0 yGT con positivita AMA o anti-sp100 e/o anti-
gp210, senza necessita della biopsia epatica. Nonostante
diversi studi abbiano dimostrato che gli AMA possono
comparire durante la fase asintomatica di malattia anche
anni prima di segni biochimici di danno epatico,?- 100 ¢
ormai chiaro che la concentrazione degli AMA non si as-
socia alla gravita e al decorso della malattia,!0! rendendo
quindi non utile il loro monitoraggio.!02

E’importante sottolineare che circa il 5-10% dei sogget-
ti con PBC ¢ AMA negativo, il che pud portare a una dia-
gnosi ritardata o mancata.!03-105 Nel tentativo di colmare
questo gap diagnostico e aumentare cosi la sensibilita dei
test sierologici, altre specificita autoanticorpali sono state
identificate e correlate con la PBC: ANA rivolti contro le
proteine gp210 e nucleoporina p62 (anti-gp210), la pro-
teina sp100 (anti-sp100), la promyelocitic leukemia pro-
tein (anti-PML),106 e altri marcatori di piu recente scoperta
quali anti-kelch-like 12 and anti-hexokinase 1.197 Inoltre,
in un sottogruppo di pazienti, possono essere riscontrati
altri ANA non specifici per PBC, in particolare autoanti-
corpi anti-centromero (anti-CENP) che determinano su
cellule HEp-2 un pattern fluoroscopico puntiforme, uni-
formemente distribuito nelle cellule in interfase e allineato
a livello della cromatina nelle cellule mitotiche (AC-3). Il
riscontro di anticorpi anti-CENP puo suggerire la presenza
di una concomitante sclerosi sistemica.!08

La Tabella V descrive i vari autoanticorpi, i rispettivi
autoantigeni e la loro localizzazione.
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TABELLA V.—Anticorpi nella diagnosi di PBC.
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Anticorpo Antigene

Note

AMA Subunita E2 del complesso della piruvato-
deidrogenasi (PDC-E2)

ANA/anti-gp210 Proteine gp210 e nucleoporina p62

ANA/anti-sp100 Proteine sp100

ANA/anti-centromero Proteina CENP-B del centromero

Presente nei criteri diagnostici per PBC

Pattern in IFl specifico puntiforme della membrana nucleare
(HEp-2)

Pattern in IFl specifico per multipli dot nucleari (HEp-2)

Pattern in IFl specifico per fluorescenza puntiforme (40-80/cellula)
allineata a livello della cromatina nelle cellule mitotiche (HEp-2)

AMA: anticorpi anti-mitocondrio; ANA: anticorpi anti-nucleo.

I criteri richiesti per stabilire la diagnosi di PBC riesco-
no a identificare la maggior parte dei pazienti con PBC,
ma non tutti.!® La diversita della loro presentazione cli-
nica e sierologica puo, infatti, suscitare alcune ambiguita
e condurre ad un ritardo nella diagnosi. Sono possibili di-
versi scenari che, se adeguatamente osservati ¢ monitorati,
possono essere di supporto per un precoce inquadramento
della malattia gia in fase di diagnostica di laboratorio.!!0
La PBC puo¢ essere diagnosticata se:

* scenario 1:

* aumento persistente (>6 mesi) di ALP con AMA
positivi (titolo IFI >1:40 o superiore al cutoff per i meto-
di immunometrici) in assenza di altre malattie epatiche e
sistemiche;

* scenario 2:

* aumento persistente (>6 mesi) di ALP con AMA
negativi e test specifici ANA negativi e biopsia epatica che
mostra colangite cronica non suppurativa dei dotti biliari
di piccolo e medio calibro;

* scenario 3:

e aumento persistente (>6 mesi) di ALP con AMA
negativi ma positivi per ANA con specificita per spl100
(AC-6) 0 gp210 (AC-11).

Inoltre, tenendo conto dei tre possibili scenari descrit-
ti e, quindi, dei tre sottogruppi sierologici di pazienti (a)
AMA positivi, ALP elevata; b) AMA negativi, ALP eleva-
ta; c) AMA negativi, anti-gp210 e/o anti-sp100 positivi e
ALP elevata) ¢ necessario considerare che, in realta, pos-
sono presentarsi un numero di scenari piu sfumati e anche
clinicamente rilevanti, come ad esempio pazienti AMA
negativi con ALP normale ma con yGT elevata o, ancora,
pazienti AMA positivi con enzimi di colestasi e funziona-
lita epatica normali. Ci sono dati molto limitati su questi
pazienti, ma dagli studi pubblicati sembra che la positivita
per AMA in pazienti con o senza alterazioni degli enzi-
mi epatici possa essere indicativa di PBC latente.9. 111 Per
questi pazienti ¢ raccomandato il monitoraggio della fun-
zionalita epatica (ogni 6-12 mesi) per essere certi che non
manifestino altri segni clinici e sierologici di PBC.
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Considerata la variabilita nel profilo immunologico, si
dimostra ancora una volta fondamentale la consulenza del
professionista di Laboratorio per la scelta dei test diagno-
stici piu appropriati, della metodologia analitica piu accu-
rata e dell’algoritmo da seguire nei vari approfondimenti
della diagnostica per PBC e nel follow-up dei pazienti con
le caratteristiche di malattia latente.

2.1 Nei soggetti con sospetto di PBC, la ricerca degli
AMA eseguita con metodi immunometrici monoplex
e/o multiplex & caratterizzata da performance parago-
nabili alla consolidata metodologia in IFl su triplo tes-
suto murino?

Punto di forza per la diagnosi di PBC ¢ la presenza nel
siero degli AMA: essendo riscontrabili ad elevato titolo in
circa il 90-95% dei pazienti, essi rappresentano il marca-
tore piu sensibile e piu specifico per la malattia.!4 In realta,
con il termine AMA si identifica un gruppo eterogeneo di
nove autoanticorpi (M1-M9) diretti contro vari antigeni
localizzati sulla membrana mitocondriale;!12 tra questi,
solo gli anti-M2 sono rilevanti per la diagnosi di PBC in
quanto presenti a titolo elevato nel siero di quasi tutti i
pazienti.!3 L’antigene M2 ¢ costituito da un complesso di
diversi autoantigeni e gli autoanticorpi presenti nella PBC
possono essere rivolti verso: a) la subunita E2 del com-
plesso della piruvato deidrogenasi (PDC-E2), rinvenibili
con maggiore frequenza; b) la subunita E2 del branched-
chain chetoacido deidrogenasi (BCOADC), presenti nella
meta dei pazienti con PBC; ¢) la subunita E2 del comples-
so ossiglutarico deidrogenasi (OGDC), riscontrati nei due
terzi dei soggetti affetti dalla malattia.l14-116

Il metodo IFI su sezioni di triplo tessuto ¢ considerato
il gold standard per il rilevamento degli AMA. Sul rene,
gli anticorpi anti-M2 determinano una fluorescenza cito-
plasmatica granulare che interessa tutte le cellule tubulari,
con una intensita maggiore a livello dell’epitelio dei tubuli
distali. L’esperienza dell’operatore ¢ determinante per eli-
minare la possibilita di confusione derivante dalla positi-
vita di anticorpi anti-LKM che reagiscono soltanto con il
terzo distale dei tubuli contorti prossimali, come gia de-
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scritto nella sezione di questo documento dedicato a questi
autoanticorpi (vedi raccomandazione 1.6). Sulle sezioni di
stomaco, la presenza di anticorpi anti-M2 puo essere rile-
vata da un quadro di fluorescenza diffusa che interessa sia
le cellule parietali che quelle principali, differenziandosi
cosi dalla positivita prodotta dagli anticorpi anti-cellule
parietali gastriche che reagiscono soltanto contro le cellule
parietali. Infine, nel fegato la presenza di AMA conferisce
una fluorescenza di aspetto granulare piu grossolano ri-
spetto a quella gia descritta per lo stesso tessuto dagli anti-
LKM, con fluorescenza piu fine e molto intensa. L analisi
contestuale in IFI di tutti i tre principali tessuti ¢ di ausilio
per una corretta interpretazione del quadro sierologico.

Tuttavia, la tecnica IFI per la ricerca degli AMA non ¢ in
grado di fornire informazioni per quanto riguarda la speci-
ficita antigenica e, in presenza di reattivita anticorpale con-
comitante, il pattern fluoroscopico puo essere difficile da
interpretare. Poiché il rilevamento accurato degli AMA ¢
importante per stabilire la diagnosi o predire I’insorgenza
di PBC,!17 risulta spesso necessaria 1’applicazione di me-
todi addizionali per aumentare I’accuratezza diagnostica,
come ELISA, FEIA, CLIA o immunoblot che utilizzano
I’antigene M2 o il complesso antigenico MIT3, ottenuto
dalla combinazione dei tre principali epitopi immunodo-
minanti riconosciuti dagli AMA (PDC-E2, BCOADC-E2
e OGDC-E2).118 Diversi studi indicano che, rimanendo
uguale la specificita, la sensibilita diagnostica degli anti-
corpi anti-M2/MIT3 riscontrati con questi metodi ¢ elevata
e, in alcuni casi, superiore a quella degli AMA rilevati in
IF1.105.119-121 Ulteriore vantaggio dell’utilizzo di questi me-
todi ¢ quello di essere scevri dalla soggettivita interpretati-
va dei metodi IFI e essere completamente automatizzabili.

Raccomandazione. Il metodo IFI su sezioni di triplo
tessuto rappresenta ancora oggi un approccio metodo-
logico affidabile e conveniente come test di primo livello
per la ricerca degli AMA. In caso di un quadro di fluo-
rescenza suggestivo per AMA, ¢é opportuno eseguire un
test di conferma per ’antigene M2/MIT3 con metodi
a piu elevata specificita come ELISA, CLIA, FEIA o
immunoblot. Tuttavia, la ricerca degli AMA puo essere
eseguita direttamente con metodi immunometrici o di
immunoblot.

Qualita globale delle evidenze: alta.

Forza della raccomandazione: forte.

2.2 Nei pazienti con sospetto di PBC, se la ricerca degli
AMA é eseguita in IFl, su quale substrato e a quale dilu-
izione di screening va eseguita?

Il metodo IFI ¢ stato a lungo considerato il gold standard
per laricerca degli AMA: essi sono cosi rilevabili su sezioni
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Figura 4.—Pattern AMA-like su cellule HEp-2 (IFI, 200x).

di triplo tessuto murino (fegato/rene/stomaco) a partire da
un titolo di 1:40 o di 1:80 in base alla probabilita pre-test,
in analogia con quanto previsto per gli altri autoanticorpi
ricercati su triplo tessuto (vedi sezioni 1.5 ¢ 1.6). E inoltre
possibile un riscontro, spesso anche occasionale nel corso
di ricerca di ANA, su linee cellulari HEp-2, con caratteri-
stiche suggestive di AMA:122 su questo substrato, sul quale
si raccomanda una diluizione iniziale di 1:80, ¢ possibile
rilevare un quadro fluoroscopico citoplasmatico a granuli
grossi e irregolari, definito quadro “AMA-like” (Figura 4).
In entrambi i casi ¢ fondamentale eseguire un test di confer-
ma per determinarne la specificita verso la subunita M2.123

Raccomandazione. La ricerca degli AMA con metodica
IFT va effettuata su triplo tessuto murino utilizzando una
diluizione di screening di 1:40 nei laboratori specialistici
a cui afferiscono soggetti con alta probabilita pre-test di
PBC e di 1:80 nei laboratori generali.

Qualita globale delle evidenze: moderata.

Forza della raccomandazione: debole.

2.3 Nei soggetti con sospetta PBC ma negativi per AMA,
e utile la ricerca degli ANA con metodo IFl su cellule
HEp-2?

Oltre agli AMA, circa il 30% dei pazienti affetti da PBC
presenta nel siero altri autoanticorpi dotati di elevata spe-
cificita e rivolti contro target antigenici nucleari eviden-
ziabili in IFI su cellule HEp-2: si tratta di anticorpi diretti
contro le proteine gp210 e nucleoporina p62 (evidenziabili
con pattern rim-like — AC-12) e due autoanticorpi — anti-
sp100 e anti-PML — che colocalizzano nel nucleo e deter-
minano un pattern definito multiple nuclear dots (AC-6)
(fluorescenza di 5-20 punti di variabili dimensioni all’in-
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terno del nucleo e non nel nucleolo).124. 125 Le specificita
coinvolte vengono confermate con metodo immunometri-
co in fase solida o con immunoblot, che utilizzano antige-
ni spl00 e gp210 purificati per la rilevazione dei relativi
anticorpi. La ricerca di questi autoanticorpi aumenta la
sensibilita diagnostica dei test immunologici per la dia-
gnosi di PBC permettendo di identificare i pazienti affetti
da colestasi AMA negativi ma positivi per anti-sp100 e/o
gp210.46, 123-125 [a determinazione dei test ANA specifici
per PBC ¢ raccomandata anche dalle linee guida formulate
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2.4 Nei soggetti con sospetto diagnostico di PBC, in
caso di positivita citoplasmatica AMA-like (AC-21) in IFI
su cellule HEp-2, & utile riportare nel referto il pattern
di fluorescenza?

Abbiamo gia descritto, nella sezione precedente di questo
documento, come sempre piu laboratori clinici riportino le
reattivita riscontrate in IFI su HEp-2 associando il codice
corrispondente al pattern, secondo nomenclatura ICAP.3°
La refertazione del pattern AMA-like, spesso rilevato in-
cidentalmente mentre si esegue il test ANA in IFI (case

dall’EASLS e dall’American Association for the Study of finding) ha un enorme potenziale diagnostico per PBC

the Liver Diseases (AASLD).126

Negli ultimi anni, 1’applicazione di tecniche proteo-
miche ha permesso di evidenziare la presenza di altri au-
toanticorpi dotati di elevata specificita per la diagnosi di
PBC.107. 127 §i tratta di due autoanticorpi rivolti verso il
complesso enzimatico kelch-like 12 e verso la esochinasi
1. Va detto che a fronte di una bassa sensibilita per entram-
bi i metodi, la specificita di questi due anticorpi ¢ di circa
il 95%. Pertanto la loro determinazione potra servire a ri-
durre ulteriormente il gap sierologico dei pazienti affetti
da PBC ma negativi per tutti gli altri marcatori autoanti-
corpali.l07

1 test multiplex rappresentano un metodo eccellente non
solo per confermare i risultati in IFI ma anche per valutare
1 casi in cui la presentazione clinica ¢ ambigua e il quadro
sierologico non ¢ chiaro.

Nei laboratori di riferimento specializzati, dove la pre-
valenza di autoanticorpi associati alla PBC ¢ maggiore, la
possibilita di testare contemporaneamente tutti gli anticor-
pi specifici rilevanti per PBC e definire meglio le sotto-
specificita AMA, identifica i multiplex come test di prima
linea piu vantaggiosi e senz’altro piu rapidi.!28 Come gia
accennato, in un sottogruppo di pazienti con overlap PBC/
sclerosi sistemica possono essere presenti anticorpi anti-
centromero. 108

Raccomandazione. Nei pazienti con sospetta PBC
che siano risultati negativi per AMA, ¢ utile ricerca-
re autoanticorpi anti-gp210 e/o anti-sp100, associati
a pattern fluoroscopici membrana nucleare (rim-like,
AC-12) e multiple nuclear dots (AC-6). E sempre uti-
le confermare le suddette positivita utilizzando metodi
dotati di maggiore specificita analitica rispetto all’IFI,
quali immunoblot, ELISA, FEIA o CLIA. Nel caso di
sospetta sindrome da overlap con sclerosi sistemica li-
mitata cutanea, si raccomanda anche la ricerca di anti-
corpi anti-centromero (CENP).

Qualita globale delle evidenze: alta.

Forza della raccomandazione: forte.
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soprattutto se confermato con metodi specifici per AMA-
M2,122 in quanto la presenza di AMA costituisce uno dei
criteri di malattia e pud essere presente gia molti anni
prima dell’esordio clinico. In questi casi ¢ obbligatorio
confermare il riscontro con metodi analitici piu specifici,
perché se il pattern citoplasmatico suggestivo per la pre-
senza di AMA non venisse confermato e correttamente re-
fertato, potrebbe condurre a errate interpretazioni circa le
positivita citoplasmatiche e/o anti-nucleari e alla richiesta
inappropriata di test di conferma.

Raccomandazione. Nel sospetto di PBC, nella refer-
tazione del pattern citoplasmatico/reticolare/AMA-like
(AC-21) riscontrato con metodo IFI su cellule HEp-2,
si raccomanda che il laboratorio confermi la presenza
di AMA con metodi analitici specifici per AMA-M2, ri-
portando il pattern IFI secondo nomenclatura ICAP.

Qualita globale delle evidenze: alta.

Forza della raccomandazione: forte.

2.5 Nei pazienti affetti da PBC o a rischio di sviluppare
la malattia, una caratterizzazione completa del profilo
sierologico coinvolto puo dare indicazioni per una stra-
tificazione del rischio e/o permettere una correlazione
tra fenotipo clinico e sierologico?

Se da tempo ¢ noto che la concentrazione degli AMA non
correla con la severita della malattia,!0! sembra invece
che in alcuni pazienti la presenza di anticorpi anti-gp210
correli con una prognosi piu sfavorevole.!07 Inoltre, uno
studio preliminare ha evidenziato come i pazienti con po-
sitivita per anti-esochinasi I presentino livelli piu elevati di
vGT e IgM e una sopravvivenza post-trapianto piu bassa,
palesando quindi un possibile ruolo prognostico di questo
nuovo marcatore.!2 Anche la presenza di anticorpi anti-
centromero ¢ stata correlata allo sviluppo di un fenotipo
ipertensivo portale.!06, 130, 131

Raccomandazione. Nei pazienti affetti da PBC si rac-
comanda la ricerca di un profilo autoanticorpale im-
munosierologico completo, importante sia dal punto di
vista diagnostico che prognostico. Anticorpi anti-gp210
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sono stati piu frequentemente osservati nei pazienti con
forme cliniche di PBC piu severe e la presenza di anti-
corpi anti-centromero ¢ stata correlata allo sviluppo di
un fenotipo ipertensivo portale.

Qualita globale delle evidenze: bassa.

Forza della raccomandazione: debole.

2.6 Nei pazienti con diagnosi di PBC é utile il monito-
raggio periodico dei livelli degli autoanticorpi?

Non vi sono chiare evidenze che il titolo degli AMA possa
correlare con lo stadio della PBC e che la sua fluttuazione
nel tempo possa avere significato clinico: gli AMA vengo-
no testati solo a scopo diagnostico e la loro ripetizione ¢&
indicata solo nei casi sieronegativi ma con forte sospetto
clinico di PBC.8!. 132 Tuttavia, in uno studio cinese molto
recente ¢ stato tuttavia riscontrato come la concentrazione
degli AMA-M2 misurata con metodo CLIA in pazienti con
PBC sia risultata significativamente associata alla compar-
sa di cirrosi epatica.!33 E” dunque possibile che quando gli
AMA vengono misurati con metodi quantitativi e piu og-
gettivi dell’IFL, il livello anticorpale possa dare indicazioni
prognostiche. Ovviamente, ulteriori studi sono necessari
per confermare questa associazione.

Raccomandazione. Nei pazienti con diagnosi di PBC
non ¢ indicato il monitoraggio degli autoanticorpi nel
follow-up.

Qualita globale delle evidenze: moderata.

Forza della raccomandazione: debole.

Sezione 3. Colangite sclerosante
primitiva (PSC)

La colangite sclerosante primitiva (PSC) ¢ una malattia
epatica a impronta colestatica, caratterizzata da un pro-
cesso infiammatorio e fibrotico che interessa i dotti biliari
intra ed extraepatici.!34 135 La PSC ¢ un disordine che con-
duce progressivamente a cirrosi, insufficienza epatica fino
al trapianto e al possibile sviluppo di neoplasie. La sua
eziologia ¢ sconosciuta, ma ¢ verosimile che siano coin-
volti fattori di suscettibilita genetica.136: 137 [’eta media
alla diagnosi ¢ di circa 40 anni con un rapporto maschio/
femmina di circa 2:1, ma pud comparire a tutte le eta, sia
nei bambini che negli anziani. La PSC ¢ fortemente as-
sociata (fino all’80%)13¢ a un fenotipo unico di malattia
inflammatoria intestinale (IBD) che nella maggior parte
dei casi ¢ diagnosticata come colite ulcerosa. Il paziente
affetto da PSC ¢ quindi spesso un uomo giovane o di mez-
za eta, affetto da IBD e che presenta segni biochimici e/o
clinici di una malattia epatica colestatica.

La PSC ¢ solitamente caratterizzata da un tipico profilo
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colestatico degli enzimi epatici, con un’elevata concentra-
zione della fosfatasi alcalina e della yGT, non altrimenti
giustificata. La diagnosi ¢ oggi stabilita grazie a tecniche
di imaging, quali la risonanza magnetica colangio-pancre-
atografica o la colangio-pancreatografia retrograda endo-
scopica, quest’ultima dotata di una sensibilita leggermente
superiore per 1 piccoli dotti biliari e il dotto extraepatico,
ma associata a maggior frequenza di complicazioni.!38 La
biopsia epatica di solito non ¢ necessaria per stabilire la
diagnosi'3 a meno che non si sospetti una concomitante
AIH o PSC dei piccoli dotti.140

Sono stati anche osservati livelli elevati di IgG (circa
61% dei pazienti) fino a 1,5 volte il limite normale supe-
riore.!14! In una piccola quota di pazienti (9%) sono stati
riscontrati elevati livelli di [gG4. Non ¢ chiaro se alcuni di
questi soffrivano di una forma di colangite definita “asso-
ciata a [gG4” (IAC) piuttosto che PSC.142 La IAC entra in
diagnosi differenziale con la PSC in quanto puod mostra-
re un pattern colangiografico simile;!42 poiché i pazienti
con IAC di solito traggono beneficio dal trattamento con
corticosteroidi, in tutti i pazienti con sospetta PSC dovreb-
bero essere misurati i livelli sierici di 1gG4.143 Tuttavia,
anche il 10-12% dei pazienti con PSC classica potrebbe
avere aumentati i livelli di IgG4.142 Ad oggi non ¢ chiaro
se 1 pazienti affetti da IAC rappresentino un sottogruppo
di PSC con una diversa presentazione clinica o decorso di
malattia.

Sebbene siano stati descritti vari anticorpi sierici nei pa-
zienti con PSC, la sierologia immunitaria ¢ generalmente
considerata aspecifica e quindi di scarso valore per stabili-
re la diagnosi.d7. 143

Gli anticorpi piu diffusi nel siero dei pazienti con PSC
sono i P-ANCA, che possono essere riscontrati fino al 93%
dei pazienti, seguiti dagli ANA e dagli ASMA, ma nes-
suno di questi anticorpi pud essere considerato specifico
per PSC.144 Anche i P-ANCA si trovano, infatti, frequen-
temente nei pazienti con colite ulcerosa senza PSC, in pa-
zienti con AIH e, in misura minore, nella PBC.20, 145

Nella PSC il pattern P-ANCA ¢ definito “atipico” come
lo ¢ la localizzazione nucleare del suo antigene putativo,
rispetto alla localizzazione citoplasmatica della mielope-
rossidasi, antigene responsabile del P-ANCA “classico”
associato alle vasculiti.

3.1 Nei pazienti con sospetto clinico di PSC, & utile la
ricerca in IFl degli anticorpi anti-citoplasma dei neutro-
fili?

Gli ANCA sono ricercati in [FI utilizzando un substrato di
granulociti umani fissati in alcol; questa tecnica consente
di differenziare i P-ANCA (pattern fluoroscopico perinu-

LA RIVISTA ITALIANA DELLA MEDICINA DI LABORATORIO 47



SORRENTINO

Figura 5.—Pattern ANCA atipico (IFI, 200x).

cleare) correlati alla presenza di anticorpi anti-mielope-
rossidasi, dai C-ANCA con pattern fluoroscopico citopla-
smatico dovuto alla presenza di anticorpi anti-proteinasi 3.
Nella PSC il pattern ¢ caratteristicamente P-ANCA “ati-
pico” (Figura 5), con colorazione spessa e disomogenea
intorno alla periferia nucleare e possibili foci fluorescenti
intranucleari. Il P-ANCA “classico” presenta, invece, una
colorazione sottile sul bordo del citoplasma perinucleare
e questi anticorpi si trovano prevalentemente nei pazien-
ti con poliangioite microscopica.l4¢ Il principale antigene
bersaglio responsabile del pattern P-ANCA atipico ¢ pro-
babilmente costituito dall’isoforma 5 della beta-tubulina
(TBB-5)2! situata all’interno del nucleo cellulare e non nel
citoplasma.!47. 148 E interessante notare che gli anticorpi
responsabili di questo quadro P-ANCA atipico reagiscono
in modo incrociato con la FtsZ, una proteina strutturale
presente nelle cellule procariotiche e definita anche “simil-
tubulinica” a causa della somiglianza tridimensionale con
la tubulina. La FtsZ ¢ considerata un antenato evolutivo di
TBB-5 ed ¢ abbondante nei batteri dell’intestino umano.2!
Cio evidenzia non solo come le risposte immunitarie verso
1 batteri commensali potrebbero essere implicate nella pa-
togenesi della PSC ma suggerisce un /ink tra IBD e PSC.
Per la scarsa accuratezza diagnostica (bassa specificita),
la ricerca degli anticorpi P-ANCA non ¢ consigliata nella
diagnosi di PSC.

La presenza di P-ANCA ¢ stata recentemente associata
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ad un quadro clinico distinto di PSC in pazienti piu giovani
all’esordio della malattia e a minor rischio di colangiocar-
cinoma,!4% ma questi dati necessitano di ulteriori riscontri.

Raccomandazione. La ricerca di ANCA con pattern
fluoroscopico P-ANCA atipico non ¢ utile nella diagno-
si di PSC in quanto questi anticorpi non sono specifici
per PSC. La diagnosi a oggi resta basata sulla diagno-
stica per immagini.

Qualita globale delle evidenze: moderata.

Forza della raccomandazione: debole.

3.2 Nei pazienti con sospetto diagnostico per PSC, la ri-
cerca di altri anticorpi oltre agli ANCA puo aggiungere
indicazioni per un piu preciso inquadramento diagno-
stico?

Il riscontro di ANA e ASMA in alcuni pazienti affetti da
PSC non si ¢ dimostrato di ausilio diagnostico per la loro
bassa specificita.!44 Tuttavia, il riscontro di positivita per
questi anticorpi puo essere rilevante in un sottogruppo di
pazienti con PSC, sia adulti che bambini, per supportare
un sospetto di concomitanti malattie autoimmuni (sindro-
me da sovrapposizione PSC-AIH)!50. 151 con implicazioni
terapeutiche diverse.

Recentemente, nel siero di pazienti con PSC sono stati
rilevati anticorpi di classe IgA contro la glicoproteina 2
(IgA anti-GP2), precedentemente collegati a forme gravi di
malattia di Crohn, con una prevalenza del 46,7-71,5%.152
La presenza di IgA anti-GP2 risulta fortemente associata
al coinvolgimento del grande dotto biliare, allo sviluppo di
colangiocarcinoma e all’aumento della mortalita.!53 Per-
tanto, gli anticorpi anti-GP2 potrebbero rappresentare un
nuovo biomarcatore per la stratificazione del rischio nei
pazienti con PSC. Suggestivo appare il coinvolgimento
della GP2 nelle risposte immunitarie della mucosa intesti-
nale ai batteri intestinali:!54 155 tale evidenza fornirebbe un
ulteriore collegamento fisiopatologico al microbiota inte-
stinale recentemente indagato nei pazienti con PSC.156-158

Altri lavori hanno evidenziato un possibile ruolo della
proteinasi 3 (PR3) quale marker di PSC, sia nell’adulto che
nel bambino. Anticorpi anti-PR3 erano presenti in un nu-
mero significativamente piu elevato (p<0.0001) di pazienti
con PSC rispetto ai controlli.!5 In una coorte di pazienti
pediatrici con IBD, gli anticorpi anti-PR3 erano positivi
nel 68% di coloro a cui era stata diagnosticata PSC, contro
il 32% dei pazienti senza PSC (p<0.001); inoltre, i pazien-
ti anti-PR3 positivi mostravano livelli piu elevati di yGT,
ALT e AST (p<0.001, p<0.001 e p< 0.006, rispettivamen-
te), facendo ipotizzare un possibile ruolo degli anticorpi
anti-PR3 come marker prognostico negativo.l®® Questa
ipotesi ¢ stata confermata in un successivo lavoro, in cui
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gli anti-PR3 risultavano essere un marker indipendente di
malattia piu severa, di maggior frequenza di trapianto e di
ridotta sopravvivenza nei pazienti con PSC.1¢! Infine, un
recente lavoro ha evidenziato come, in un’ampia corte di
pazienti con PSC, entrambi i marcatori anti-GP2 e anti-
PR3 siano predittori indipendenti di severita di malattia,
capaci di identificare pazienti a rischio, con ridotta soprav-
vivenza e aumentata frequenza di colangiocarcinoma.!62

Raccomandazione. Un profilo sierologico autoimmu-
ne per patologie epatiche a genesi autoimmune (ricerca
di ANA e ASMA) non ¢ utile per la diagnosi o per la
stratificazione del rischio nei pazienti con sospetta PSC
ma puo essere utile per evidenziare eventuali sindromi
da sovrapposizione.

Qualita globale delle evidenze: bassa.

Forza della raccomandazione: debole.

Sindromi overlap

Nell’ambito delle patologie epatiche autoimmuni vanno
annoverate anche le sindromi da sovrapposizione o SO,
caratterizzate da contemporanea presenza delle caratte-
ristiche cliniche-laboratoristiche delle singole patologie
epatiche autoimmuni gia descritte. Dati presenti in lettera-
tura riportano sovrapposizione AIH/PBC in quasi il 7-13%
degli adulti con AIH o PBCI163. 164 mentre generalmente
si riscontra una sovrapposizione AIH/PSC nel 6-17% dei
bambini e dei giovani adulti affetti da AIH e PSC.163, 165, 166
Le SO epatiche si presentano generalmente con sintomi
aspecifici, come ad esempio affaticamento, artralgia e
mialgia, ma i pazienti presentano entrambi i profili bio-
chimici caratteristici di epatite e di colestasi, positivita au-
toanticorpale e caratteristiche istologiche compatibili.!¢7
Tuttavia, alcuni pazienti con AIH possono presentare segni
di colestasi in assenza delle caratteristiche di PBC o PSC:
sono state infatti segnalate forme di transizione come, ad
esempio, la overlap AIH con colangite autoimmune, in
assenza di anticorpi anti-mitocondrio e definita AIH/PBC
AMA-negativa.163, 168

Le maggiori sfide nella gestione delle SO restano la
corretta diagnosi e il trattamento terapeutico. Nella prati-
ca clinica ¢ infatti molto importante differenziare una SO
epatica dalle forme isolate delle malattie, perché 1’approc-
cio terapeutico ¢ diverso (corticosteroidi vs. acido ursode-
sossicolico). Ad oggi, tuttavia, non disponiamo di specifici
criteri diagnostici per le SO: ne sono stati proposti diversi,
soprattutto per AIH/PBC, tenendo conto che 1’applicazio-
ne dello scoring system approvato da IAHG per I’epatite
autoimmune risulta inappropriata nei pazienti con AIH/
PBC con AMA positivi, poiché la loro positivitd ha un
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peso rilevante negativo (-4 punti) nel calcolo dello score
per la definizione di una AIH.1®® L’applicazione dei Paris
criteria, per i quali era obbligatoria 1’evidenza istologica
di epatite da interfaccia per la diagnosi di SO AIH/PBC,
non ha trovato riscontro quando valutati su grandi coorti di
pazienti.l’0 Recentemente sono stati proposti nuovi criteri
nei quali il sistema di punteggio ¢ molto articolato, com-
prende tutti gli aspetti importanti della presentazione bio-
chimica, immunologica e istologica nei pazienti con SO e
mostra elevata sensibilita e specificita nella popolazione
arruolata, ma studi multicentrici saranno necessari per la
loro validazione.!7!

Muratori et al. hanno riscontrato la concomitante positi-
vita di anti-dsDNA e AMA nel 47% dei pazienti con overlap
AIH/PBC, suggerendo che la contemporanea presenza dei
due autoanticorpi possa essere il marcatore immunologico
della sindrome da sovrapposizione AIH/PBC.172 Si confer-
ma ancora una volta, come gia raccomandato nella sezione
dedicata alle epatiti autoimmuni, I’importanza di identifica-
re gli ANA nelle patologie epatiche autoimmuni mediante
IFI utilizzando cellule HEp-2 come substrato, poiché que-
sto € 'unico metodo per garantire la corretta identificazio-
ne di pattern fluoroscopici di rilevanza diagnostica come il
pattern omogeneo, fortemente suggestivo della presenza di
anticorpi anti-cromatina nelle cellule in fase mitotica.!73.174

Per la diagnosi della sindrome da sovrapposizione
ATH/PSC, non ci sono criteri definiti, se non la presen-
za di ANA, ASMA e un’istologia epatica compatibile con
PSC, caratteristica distintiva della sindrome.!7> Infine, la
coesistenza di PBC e PSC ¢ stata documentata in un unico
caso.163

Non ¢ possibile formulare raccomandazioni nel so-
spetto di SO tra malattie epatiche autoimmuni in quanto
non sono applicabili i criteri diagnostici in uso per I’in-
quadramento delle singole patologie. I risultati ottenuti
dagli scoring system non possono prescindere dal giudi-
zio clinico: va sconsigliata la loro errata applicazione o
la sovrainterpretazione dei loro risultati. Nel sospetto di
SO epatica andrebbero ricercati gli autoanticorpi specifici
delle patologie coinvolte e nel caso di AIH/PBC potrebbe
essere indagata la concomitante presenza di anticorpi anti-
dsDNA ¢ AMA.

Considerazioni conclusive

Come sintesi delle raccomandazioni inserite in queste li-
nee guida, il GdS-AI propone un approccio razionale da
applicare nel caso di epatopatia a eziologia sconosciuta e
nel sospetto della sua natura autoimmune, come descritto
nell’algoritmo diagnostico di Figura 6.
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Sospetta epatopatia autoimmune
IFI/HEp-2 IFl/triplo tessuto murino
T i on ™ ANA ASMA, LKM, AMA — Diluizione iniziale 1:80 i
: Diluizione iniziale 1:80 i (1:40 se alta probabilita pre-test di AlH)
I | I Test di screening negativi
ANA+ ASMA+ LKM+ AMA+ T

rewre | _____ . e l ________ o I _________ Ricerca anti-F actina, anti-SLA, anti-LC1,

! Conferma ! !  Conferma : ! Conferma : P-ANCA (atipico), PDC-E2

! quadro ! ! tramitemetodi ; ! tramite metodi :

! actinlike ! ' infasesolida ; | infasesolida I

........... ! e - - - L.
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Epatite cronica
----------------------- ' criptogenetica
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i AMA-like tramite metodi
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i 8Pl AMAMZ. F-actina + anti-SLA + anti-LC1 + P-ANCA (atipico) + PDC-E2 +
L Sepostvi_ P
PBC | AIH | AIH/PSC PBC

Figura 6.—Algoritmo diagnostico di Laboratorio in caso di sospetta epatopatia di origine autoimune.

Infine, concludiamo questa serie di raccomandazioni
sulla diagnostica delle epatopatie autoimmuni con alcune
puntualizzazioni di carattere generale che riteniamo di no-
tevole impatto per il laboratorio clinico.

La diagnostica delle malattie autoimmuni del fegato,
come la clinica di queste malattie, ¢ molto complessa e arti-
colata e la diagnosi ¢ sempre frutto della sinergia tra clinica
e laboratorio. La ricerca di autoanticorpi dovrebbe essere
effettuata in forma selettiva e solo quando vi sia un consi-
stente sospetto di malattia. Se il sospetto clinico € basso, la
gran parte dei risultati positivi a basso titolo ¢ probabilmen-
te un falso positivo e puo portare alla richiesta di inutili test
addizionali e a un trattamento inappropriato. Poich¢ nelle
malattie epatiche esistono numerose situazioni di sovrap-
posizione sintomatologica e sieroimmunologica che rendo-
no difficile I’interpretazione dei dati, le richieste di esami
di laboratorio dovrebbero sempre includere il sospetto dia-
gnostico e le notizie cliniche, per aumentare la specificita
dei risultati. Un’ottimale utilizzazione dei test per la dia-
gnostica autoanticorpale richiede che le procedure vengano
preliminarmente concordate tra medico clinico e autoim-
munologo di laboratorio, che venga sviluppato un algorit-
mo e che gli esami vengano effettuati secondo una corretta
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sequenza.!76. 177 Consapevoli degli attuali scenari di labora-
torio in cui spesso il test viene eseguito senza la conoscenza
del dato clinico (diagnosi/sospetto diagnostico), riteniamo
di suggerire fortemente che almeno per i campioni risultati
positivi vengano richieste informazioni cliniche in modo da
consentire una corretta interpretazione del risultato e poter
inserire nel referto un commento interpretativo, soprattutto
quando vi sia discordanza tra i diversi test eseguiti.
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