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L'interpretazione del dato autoanticorpale
nella sindrome da anti-fosfolipidi

N. Bizzaro

Laboratorio di Patologia Clinica, Ospedale Civile, Tolmezzo (UD)

Riassunto

La misurazione degli anticorpi anti-cardiolipina,
anti-B, glicoproteina I e del lupus anticoagulant
ha consentito negli ultimi 15 anni di migliorare
sostanzialmente Papproccio diagnostico e tera-
peutico dei pazienti con evento tromboembolico
su base autoimmune. Tuttavia, nonostante la loro
importanza clinica, questi test rimangono ancora
poco riproducibili a causa della carente standar-
dizzazione dei metodi. A complicare il quadro,
intervengono I’elevato numero di richieste in pa-
zienti con bassa probabilita pre-test di malattia,
la approssimativa definizione dei livelli decisio-
nali, la non uniforme modalita di refertazione e la
difficile interpretazione clinica dei risultati. Que-
sta rassegna prende in esame i numerosi aspetti
controversi che sono alla base della variabilita pre
e post-analitica dei test per la determinazione
degli anticorpi anti-fosfolipidi, la cui conoscenza
€ necessaria per una corretta interpretazione dei
risultati e per la compilazione del referto.
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Summary
Interpretation of antibody results in the anti-pho-
spholipid syndrome.

In the last 15 years the evaluation of anti-cardiolipin
antibodies, anti-B, glicoprotein I and lupus anticoagu-
lant has substantially improved the diagnostic and the-
rapeutic approach in patients with an autoimmune ba-
sed thromboembolic event. However, in spite of their
clinical value, these tests are poortly reproducible due
to the poor level of method standardization. Matters
are complicated further by the high number of reque-
sts from patients with low pre-test probability of di-
sease, the approximate definition of decisional levels,
the lack of uniformity in report modalities, and the
difficult clinical interpretation of the results. This re-
view analyzes the various controversial aspects of tests
used to determine the anti-phospholipid antibodies and
their fundamental role in the pre- and post-analytical
variability, the knowledge of which is necessary in or-
der to correctly interpret results and compile the me-
dical report.

Key words: Anti-phospholipid antibodies; anti-cardioli-
pin antibodies; anti-B,GPI antibodies; lupus anticoa-
gulant; pre-analytical variables.

Introduzione

La diagnosi della sindrome da anti-fosfolipidi (APS)
costituisce in ambito reumatologico un caso particola-
re. Mentre infatti per la diagnosi e la classificazione di
tutte le altre malattie autoimmuni sistemiche sono ne-
cessari piu criteri clinici e di laboratorio, per la APS
sono sufficienti un solo segno clinico, la trombosi, e un
solo parametro immunosierologico, la positivita degli
anticorpi anti-fosfolipidi (aPL). Entrambi questi para-
metri dovrebbero percio, almeno in teoria, essere do-
tati di specificita assoluta, ma cosi non ¢. Un evento
tromboembolico puo essere infatti dovuto a numero-
se cause diverse da quella autoimmune, e la specificita
diagnostica degli aPL ¢ tutt’altro che assoluta. 1l pro-
blema maggiore in questa diagnostica ¢ dunque il con-

sistente numero di casi falsi positivi, con evident rica-
dute sul piano terapeutico dal momento che una cor-
retta profilassi del paziente con APS prevede la som-
ministrazione di una terapia anticoagulante a lungo ter-
mine se non per tutta la vita'.

Appare percio chiaro come una corretta e accurata
misurazione degli aPL sia della massima importanza.
Va poi tenuto conto che quando il test viene richiesto
in soggetti che hanno avuto un evento trombotico, es-
sendo gia soddisfatto a priori il criterio clinico, il peso
nella formulazione diagnostica di APS ricade esclusi-
vamente sul test di laboratorio. Inoltre, poiché gli aPL
costituiscono uno dei criteri per la diagnosi di lupus
eritematoso sistemico (LES) e, nei pazienti affetti da
LES, conferiscono un aumentato rischio di sviluppare
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trombosi, ¢ altrettanto evidente che il risultato del test
condiziona sia la diagnosi che la decisione di instaurare
una terapia profilattica anticoagulante.

Nonostante gli evidenti progressi compiuti nella fase
analitica del dosaggio degli aPL, molto resta ancora da
fare per il corretto impiego dei test e nella interpreta-
zione dei risultati.

L'appropriatezza della richiesta

Lappropriatezza della richiesta ¢ considerata a ra-
gione una componente essenziale della fase preanaliti-
ca, con importanti effetti sulla specificita diagnostica e
sul valore predittivo dei test di laboratorio. Il che signi-
fica che per una efficace diagnosi ¢ necessario richiede-
re 1 test utili nei pazienti con la maggior probabilita
pretest di essere affetti dalla malattia.

Inaccordo con le linee guida internazionali, 1 pazienti
da sottoporre al test aPL sono quelli affetti da trom-
bosi venosa o arteriosa, aborto ricorrente, pre-eclam-
psia, piastrinopenia non altrimenti spiegata, ulcere alle
gambe, livedo reticularis, anemia emolitica, sintomi
neurologici’ e da LES’.

B’ ritenuto inutile e svantaggioso nell’ottica del rap-
porto costo/beneficio, richiedere il test a scopo pre-
ventivo nelle donne che assumono estroprogestinici,
data la bassissima probabilita che donne sane siano
positive per aPL".

Quali sono i test che vanno richiesti ed eseguiti nel
sospetto di APS? I criteri classificativi preliminari pro-
posti nel 1999 dal gruppo internazionale che da anni si
occupa della APS sono rappresentati dalla positivita
degli anticorpi anti-cardiolipina (aCL) B, glicoproteina
I (B,GPI)-dipendenti e del lupus anticoagulant (LAC)*.
B’ sempre necessario eseguire ambedue i test in paral-
lelo perché ¢ sufficiente che uno solo dei due sia posi-
tivo per configurare la diagnosi di APS. In occasione
del congresso internazionale sui fosfolipidi tenutosi a
Sidney alla fine del 2004, il gruppo di studio interna-
zionale che si occupa di questa patologia ha stabilito di
inserire tra gli esami diagnostici anche il dosaggio degli
anticorpi anti-3, GPT. I nuovi criteri di laboratorio e le
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modalita di classificazione sono elencati in Tabella 1.
A margine, ¢ importante sottolineare che i criteri clas-
sificativi adottati dagli organismi internazionali si pro-
pongono sostanzialmente la confrontabilita degli studi
e percio privilegiano la specificita dei test. Questo ¢ il
motivo per cui i criteri hanno bassa sensibilita diagno-
stica e tendono a sottostimare la diagnosi in pazienti
con bassi livelli anticorpali o con altri anticorpi della
famiglia dei fosfolipidi, quali gli anti-protrombina, gli
anti-fosfatidil serina, gli anti-annexina, ecc.

Accettabilita del campione e variabilita preanalitica

I test ELISA per aCL e anti-B,GPI vanno eseguiti su
campioni di siero. Se si utilizza plasma citratato si pos-
sono ottenere valori inferiori a quelli ottenuti nei cam-
pioni di siero per la diluizione dovuta alla presenza
dell’anticoagulante®.

Come quasi tutti gli anticorpi, anche gli aCL e gli
anti-B,GPI sono molto robusti e non presentano pro-
blemi particolari nella fase pre-analitica. B’ esperienza
comune ed ¢ comunque anche stato dimostrato che la
conservazione tra -20 e -80 °C mantiene inalterata la
reattivita e la concentrazione anticorpale per almeno
10 anni’. Ripetuti scongelamenti e ricongelamenti del
siero non costituiscono un aspetto critico, cosi come
non vi ¢ necessita di un rapido stoccaggio in congela-
tore dopo il prelievo e la sierazione.

Un discorso diverso deve invece essere fatto per il
LAC. I test che pit comunemente vengono utilizzati
sono il tempo di coagulazione al caolino (KCT) e il
test al veleno di vipera Russel diluito (dRVVT). I1 KCT
¢ un test globale (esplora l'intera cascata coagulativa),
molto sensibile (per I'assenza di fosfolipidi nella sua
formulazione), capace di rivelare la presenza di LAC
anche a basso titolo, ma ¢ meno specifico del dRVVT
che esplora invece la cascata coagulativa a valle del fat-
tore X attivato ed essendo di semplice esecuzione oltre
che automatizzabile, ¢ di fatto il test piu diffuso nei
laboratori clinici.

Trattandosi di test coagulativi, vanno eseguiti in tem-
pi brevi o il plasma deve essere subito congelato per

Tabella I. Nuovi criteri di laboratotio per la sindrome da anti-fosfolipidi e categorie per la classificazione anticorpale, proposti dal

gruppo di studio internazionale alla fine del 2004 a Sidney.

Criteri

- Positivita del lupus anticoagulant rilevato secondo le raccomandazioni del Sottocomitato sul lupus anticoagulant/anticorpi anti-

fosfolipidi della Societa Internazionale di Trombosi ed Emostasi.

- Positivita ad alto-medio titolo degli anticorpi anti-cardiolipina di classe IgG e/o IgM, ottenuta con metodo ELISA standardizzato.

- Positivita degli anticorpi anti-B,GPI di classe IgG e¢/o0 IgM, ottenuta con metodo ELISA standardizzato.

Per essere considerato positivo, un paziente deve risultare positivo ad uno dei tre test in due successive occasioni a distanza di almeno 12

settimane.

Classificazione delle categorie anticorpali

Ia: Presenza di soli anticorpi anti-cardiolipina (IgG ¢/o IgM).
Ib: Presenza del solo lupus anticoagulant.

Ic: Presenza di soli anticorpi anti-B,GPT (IgG e/o IgM).

I1. Presenza di piu anticorpi (qualsiasi combinazione).
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essere rapidamente scongelato al momento dell’esecu-
zione dell’esame. Ripetuti scongelamenti e ricongela-
menti sono da evitarsi nel modo piu assoluto. La fragi-
lita del dosaggio non ¢ tanto legata agli anticorpi ad
attivita LAC, quanto ai cofattori labili della coagulazio-
ne (FV e FVIII) che incominciano a perdere attivita
dopo 4-5 ore dal prelievo se non immediatamente
congelati. E” intuitivo che una carenza di fattori labili
puo fornire risultati alterati del test anche in assenza di
anticorpi LAC. Per tale motivo, il test non andrebbe
eseguito in pazienti in terapia anticoagulante, evento che
si verifica invece frequentemente dal momento che
molto spesso il test viene richiesto a scopo diagnostico
in pazienti con trombosi recente, quando ¢ gia stata
instaurata una terapia anticoagulante. In questi casi, per
evitare di fornire risultati inaccurati, se il paziente ¢ in
terapia eparinica, ¢ sufficiente eseguire il tempo di trom-
bina per valutare la possibile interferenza dovuta alla
presenza di eparina non-frazionata. Se invece il pazien-
te ¢ in terapia anticoagulante orale, ¢ possibile ottenere
dati accurati solo se 'INR ¢ <3.5, diluendo il plasma
1:2 con plasma normale. Il test non ¢ invece accurato
per valori di INR >3.5°%,

Una volta centrifugato ad elevato numero di giri per
20 minuti per eliminare le piastrine, il plasma va filtrato
su membrana da 0.22 Jm per eliminare anche gli even-
tuali frammenti residui delle membrane piastriniche che,
essendo costituite da fosfolipidi, potrebbero adsorbi-
re gli anticorpi e produrre risultati falsi negativi.

Intervalli di riferimento e livelli decisionali

Gli aPL sono autoanticorpi naturali e come tali sono
presenti a bassissime concentrazioni in tutti gli indivi-
dui. In generale, secondo quanto proposto da Harris’,
quast tutti i produttori di kit diagnostici ELISA tarano
i loro sistemi analitici in modo che il cut-off sia posi-
zionato attorno alle 10 unita sia per gli aCL IgG e IgM
che per gli anti-B,GPI IgG ¢ IgM e questo valore so-
glia trova in genere conferma quando nei singoli labo-
ratori clinici si determina I'intervallo di riferimento in
una popolazione di soggetti sani. Tuttavia, stimolazio-
ni policlonali che si possono avere in seguito a malattie
infettive o linfoproliferative croniche o quando ¢ pre-
sente una malattia autoimmune, possono dar luogo a
un aumento dei livelli anticorpali di qualche unita. Per
tale motivo ¢ bene che ciascun laboratorio determini i
propri intervalli di riferimento su casistiche che com-
prendano anche sieri di pazienti con malattie infam-
matorie croniche e malattie infettive. Uno studio con-
dotto dal gruppo di studio europeo sui fosfolipidi ha
evidenziato che gli intervalli di riferimento degli aCL
vengono determinati nei modi piu vari e disomogenei,
con risultati ovviamente molto diversi negli esami ese-
guiti sugli stessi sieri'’. Viene pertanto suggetito che,
poiché la distribuzione dei valori non ha andamento
gaussiano, I'intervallo di riferimento venga definito
applicando il 99° percentile. I risultati andrebbero
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espressi in unita internazionali (GPL o MPL ovvero
Mg/ml di anticorpo), introducendo in ogni setie anali-
tica una curva di calibrazione di almeno 5 punti, utiliz-
zando gli standard primari di Harris o standard secon-
dari*!.

L’incertezza di quale sia la miglior maniera di deter-
minare gli intervalli di riferimento ha suggerito agli
organismi internazionali di consigliare di adottare tre
fasce di positivita per gli aCL: a basso titolo quando i
valori sono compresi tra 10 e 30 unita, a titolo inter-
medio tra 30 e 80 unita e ad alto titolo quando il livello
anticorpale ¢ supetiore a 80 unita’. Questa divisione in
categorie ha ovviamente migliorato la comparabilita
dei dati ma non ha certamente risolto il problema.
Recenti studi di metanalisi hanno evidenziato perd che
solo livelli >40 unita hanno significato clinico sia dal
punto di vista diagnostico che come livello decisionale
terapeutico''%

A prescindere dal suo significato diagnostico, il livel-
lo anticorpale ha comunque un valore prognostico re-
lativo, nel senso che se ¢ piu probabile che una trom-
bosi si manifesti in presenza di valori elevati di aCL o
di anti-B,GPI piuttosto che in presenza di valori me-
dio-bassi, ¢ vero anche che vi sono pazienti con bassi
titoli (< 20 unita) che sviluppano tromboembolia.

Algoritmo diagnostico

Una volta selezionato correttamente il paziente, la
richiesta, come detto, deve comprendere sia il test aCL.
B,GPI-dipendente (isotipi IgG e IgM) che il LAC. TI
test per anti-B,GPI IgG e IgM che ha una sensibilita
inferiore a quella degli aCL ed ¢ raramente positivo
quando gli aCL sono assenti*"?, secondo le pit recenti
raccomandazioni internazionali, dovrebbe comunque
essere eseguito insieme al test aCL per confermarne la
specificita del riscontro e perché la sua positivita com-
porta un aumentato rischio trombotico’.

Per quanto riguarda il LAC, il test va eseguito secon-
do una precisa sequenza diagnostica su tre livelli indi-
cati come test di screening, di miscela e di conferma'.
Se lo screening ¢ positivo, si ripete il test ARV VT utiliz-
zando una miscela in parti uguali di plasma in esame e
plasma con tempo di tromboplastina normale per
evidenziare la eventuale presenza di deficit di fattori
della coagulazione. In assenza di LAC, una concentra-
zione normale di fattori coagulativi nel plasma nor-
male ¢ infatti in grado di normalizzare il test. Se il tem-
po di coagulazione non si normalizza e si suppone
quindi che siano presenti anticorpi ad attivita LAC, si
esegue un test dARVVT di conferma utilizzando un re-
agente ad elevato contenuto fosfolipidico, in grado di
adsorbire tutti gli anticorpi presenti nel plasma in esa-
me. Se cio avviene, il tempo di coagulazione si norma-
lizza e conferma la presenza di LAC; se cio non avvie-
ne, ¢ verosimile che siano presenti altri anticorpi (non
LAC) diretti verso fattori della coagulazione (nella
maggior parte dei casi, verso il fattore VIII). Uno sche-
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ma riassuntivo dell’algoritmo diagnostico ¢ rappresen-
tato in Figura 1.

E opportuno ricordare che il test di miscela com-
porta una diluizione 1:2 del plasma in esame e che per-
tanto anticorpi con debole attivita LAC potrebbero
risultare non rilevabili.

In caso di positivita dei test (aCL, anti-B,GPI e LAC)
¢ necessario ripeterli a distanza di 12 settimane per ve-
rificarne la persistenza e, qualora il paziente abbia avu-
to un evento trombotico, porre diagnosi di APS’. Si
ritiene invece che, pur in presenza di un test positivo,
un evento trombotico accaduto piu di 5 anni prima
del rilievo di laboratorio non possa soddisfare i criteri
per la diagnosi di APS?, anche se evidentemente non
puo escluderla qualora i test non siano mai stati eseguiti
in precedenza. In quest’intervallo invece il simultaneo
riscontro di almeno un criterio clinico ed uno di labo-
ratorio consente di porre diagnosi.

Poiché tra gli esami diagnostici che vengono richiesti
in presenza di un evento trombotico, oltre ai test im-
munologici vengono spesso inclusi anche test coagula-
tivi alla ricerca di una possibile diatesi trombofilica con-
genita, ¢ necessario conoscere che la presenza di LAC
interferisce con il test per la ricerca della resistenza alla
proteina C attivata (APC-R) che puo risultare falsa-
mente positivo. Quindi, nel caso di doppia positivita
per LAC e APC-R, il risultato di quest’ultima ¢ verosi-
milmente da considerarsi un falso positivo'.

Differenza critica

Se dal punto di vista diagnostico 1 livelli anticorpali
hanno un significato relativo e possono oscillare tra le
40 e le 80 unita senza spostare la categoria di positivita
e modificare l'interpretazione del risultato, una diffe-
renza critica ¢ stata invece dimostrata quando si utiliz-
zino le concentrazioni anticorpali nel monitoraggio dei
pazienti con APS. Una consistente diminuzione del li-
vello anticorpale o il loro rientro al di sotto del valore
soglia, si accompagna in genere ad un minor rischio
trombotico e in alcuni casi cio induce, qualora non sia-
no presenti altri fattori di rischio, ad interrompere la
terapia anticoagulante. Il che sposta il problema dal
significato clinico della differenza tra valori elevati e
valori medio-bassi, a quello analitico: in laboratorio sia-
mo cio¢ in grado di misurare accuratamente 1 livelli
anticorpali? Per gli aCL non esistono studi specifici
sull’argomento ma possono essere utilizzati i dati rica-
vati da verifiche esterne di qualita (VEQ) che dimo-
strano quanto poco riproducibili siano i test eseguiti in
diversi laboratori con kit diversi'®. In un recente studio
condotto dal gruppo di studio in autoimmunologia
della SIMeL."” abbiamo bene evidenziato questo pro-
blema nel dosaggio degli anticorpi anti-Scl70 e non vi
¢ ragione di ritenere che la situazione per gli aCL sia
molto diversa.

Per il LAC, nonostante le difficolta di standardizza-
zione della procedura analitica, un recente studio con-
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Sospetio clinico
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| LAC | | Ricerca anticorpi anti-fattori

Figura 1. Algoritmo diagnostico per la diagnosi di laboratorio
della sindrome da antifosfolipidi.

dotto a livello nazionale nell’ambito della Federazione
dei Centri per la Sorveglianza degli Anticoagulati
(FCSA) ha dimostrato invece che dal 84 al 99% dei 70
centri partecipanti erano in grado di differenziare livelli
bassi, medi ed elevati di attivita e di identificare corret-
tamente campioni contenenti eparina e con deficit di
fattori'®. Resta da vedere pero se questi risultati, otte-
nuti in centri specialistici, possono essere estesi a tutti i
laboratori che eseguono il test.

Specifiche di qualita

L’accuratezza analitica nel dosaggio degli aCL ¢ dit-
ficile da dimostrare, dato che non esistono metodi di
riferimento. L’imprecisione analitica non ¢ diversa da
quella che si osserva nel dosaggio di altri anticorpi e
oscilla tra il 10 e il 30% nella serie e tra il 20 e il 50% tra
le serie!™". Viene comunque raccomandato di utilizza-
re metodi che consentano di mantenere il coefficiente
di variazione (CV) nella serie al di sotto del 20%. Se il
CV ¢ < 20% ¢ accettabile eseguire 1 test in singolo,
altrimenti ¢ fortemente raccomandata 'esecuzione in
doppio®.

La specificita diagnostica del test aCL ¢ strettamente
legata alla presenza di B,GPI nel mezzo di reazione, in
quantita saturanti il legame con i fosfolipidi. Esistono
infatti anticorpi aCL 3, GPI-indipendent (aspecifici) che
si possono ritrovare in numerose malattie infettive
(AIDS, tbe, sifilide, ecc.) e aCL BZGPI—dipendenti (spe-
cifici) che si associano invece a trombosi*. Oltre ad
essere un cofattore essenziale del test aCL., anche l'oti-
gine della B,GPI ¢ un aspetto importante per 'accura-
tezza del test. La B,GPI bovina, utilizzata per molti
anni nei test aCL ELISA, pur presentando un’analogia
strutturale del 80% con quella umana®, non consente
lidentificazione di tutti gli anticorpi aCL 3, GPI-dipen-
denti. Un 10% circa degli aCL sono infatti rivolti verso
la sola B,GPI umana e la sensibilita del test ¢ percio
maggiore quando si utilizza 3,GPI umana®. Attual-
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mente, la maggior parte dei kit aCL, ma non tutti, uti-
lizza la proteina umana purificata.

E’ stato recentemente suggerito che 'impiego di sie-
ri di riferimento costituiti dagli anticorpi monoclonali
umani o umanizzati HCAL (anticorpo monoclonale
chimerico di classe IgG derivante da un monoclonale
murino aCL)* ¢ EY2C9 (anticorpo monoclonale anti-
B,GPI umano di isotipo IgM ottenuto da un paziente
con APS)*, pur con i limiti dell’utilizzo di anticorpi
monoclonali nel valutare popolazioni policlonali, pos-
sa migliorare la performance del test®. Questi anticot-
pi, entrambi diretti verso la B,GPI, sono attualmente
distribuiti a pagamento dal CDC di Atlanta (Georgia,
USA) ai centri che ne fanno richiesta; alcune aziende di
diagnostici hanno questi monoclonali nel loro listino
commerciale.

Interferenze

Tra le possibili interferenze all’origine di risultati falsi
positivi nei test aCL e anti-B,GPIL, vi ¢ la presenza di
gammopatie monoclonali®* e, limitatamente all’isotipo
IgM, la presenza di fattore reumatoide o di crioglobu-
line?”. Queste condizioni andrebbero petcio escluse ed
eventualmente segnalate in caso di positivita dei test in
pazienti con queste patologie.

Il referto

Per quanto riguarda il tempo di risposta, ogni labo-
ratorio puo stabilire la frequenza di esecuzione del test
in rapporto alle richieste e alle esigenze locali. Anche
per gli aCL e gli anti-B,GPI come per tutti gli altri
dosaggi anticorpali, ¢ pit importante fornire un dato
accurato piuttosto che in breve tempo.

Nel referto, sia per il test aCL che per gli anti-B,GPI,
va sempre riportato il valore quantitativo degli anti-
corpi di classe IgG e IgM. Per ¢gli aCL, in accordo con
le linee guida internazionali, va indicato anche che valo-
ri <30 GPL o MPL sono da considerarsi bassi, intet-
medi tra 30 e 80, ¢ alti se >80. Per gli anti-B,GPI inve-
ce, data la maggiore specificita del test, qualsiasi valore
superiore al cut-off ¢ ritenuto gia di per sé significati-
vo.

Sostanzialmente, un commento ai risultati va inserito
solo in caso di positivita dei test, segnalando che bassi
livelli anticorpali possono essere presenti in individui
sani o in numerose patologie non APS correlate e che
livelli medio-alti che persistano per oltre 12 settimane,
costituiscono uno dei criteri per la diagnosi di APS. E’
percio sempre opportuno che venga anche segnalata
la necessita di ripetere 'esame a distanza di 3 mesi.

Inoltre, ¢ possibile che vi siano talora risultati discor-
danti tra i dati ottenuti nella misurazione degli aCL e
degli anti-B,GPI*. In queste situazioni, sara opportu-
no segnalare che se i primi sono dotati di maggiore
sensibilita diagnostica rispetto agli anti-B,GPI, quest’ul-
timi sono in genere considerati piu specifici e che co-
munque sara necessario ripetere 1 dosaggi a distanza di
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qualche mese per confermare o meno le positivita ri-
scontrate.
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