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Riassunto
Il laboratorio di immunologia esegue test diagno-
stici per la identificazione di marcatori autoanti-
corpali necessari all’inquadramento di patologie
complesse, spesso rare e di non facile definizio-
ne. La recente introduzione di nuovi markers e
l’impiego di metodiche complesse possono crea-
re difficoltà nell’interpretazione dei risultati dei
test. Alcune procedure diagnostiche possono inol-
tre rilevare autoanticorpi non richiesti e quindi non
attesi. E’opportuno che tali positività siano se-
gnalate solo quando presentano elevato valore
predittivo e quindi strettamente associate a pato-
logie autoimmuni. Il commento interpretativo del
risultato dei test autoanticorpali è fondamentale
in particolari situazioni: quando vengono rilevati
autoanticorpi con rilevante correlazione clinica
(elevata specificità); in presenza di risultati non
concordanti qualora si siano usati due o più me-
todi per determinare lo stesso autoanticorpo; in
presenza di una positività autoanticorpale inatte-
sa; quando vengono forniti risultati relativi ad
esami di approfondimento diagnostico effettuati
autonomamente dal laboratorio. Il commento in-
terpretativo deve essere strutturato prendendo in
considerazione le caratteristiche anagrafiche del
paziente (sesso, età) e gli altri parametri di labo-
ratorio a disposizione; deve specificare il livello
di accuratezza diagnostica dei metodi impiegati
nell’esecuzione dei test; deve indicare le correla-
zioni clinico-diagnostiche degli anticorpi risulta-
ti positivi; deve inoltre indicare le ulteriori inda-
gini necessarie per completare l’iter diagnostico.

Summary
The interpretative comment of autoantibody re-
sults.
The autoimmune laboratory has become an essential
part of  modern medicine in terms of  organizational,
interdisciplinary and competency models. The clinical
pathologist involved in this diagnostic discipline must
possess the necessary competencies in order to choose
the most appropriate tests and methods, and to inter-
pret the results in view of the complexity of the dia-
gnostic issues. In autoimmunology, the interpretive
comment of the results is an essential tool that provi-
des useful information for both correct data interpre-
tation and diagnostic developments. The value of  the
interpretive comment is clear in the case of  methodo-
logies capable of showing autoantibody plurispecifici-
ties evidencing unexpected and non-pertinent markers.
An unexpected autoantibody result must always be flag-
ged in case of markers with high specificity and posi-
tive predictive value. The interpretive comment is also
fundamental in other situations: in the presence of an
autoantibodies pattern with scarce diagnostic value or
with relevant clinical correlation; in the presence of di-
scordant results when multiple methods are used to
determine the same antibody; and in the case of  fur-
ther diagnostic studies conducted independently by the
laboratory. The interpretive comment must take into
consideration the patient’s sex and age in addition to
the available laboratory parameters, it must indicate the
clinical and diagnostic correlation of positive antibo-
dies and, finally, it must indicate the appropriate fol-
low up procedures needed to complete the diagnostic
process.
Key words: Autoantibodies, interpretative comment,
unexpected autoantibody finding.
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Introduzione
La Medicina di Laboratorio si è proposta in questi

ultimi anni come disciplina orientata ad affrontare non
solo le problematiche strettamente analitiche ma anche
quelle che precedono e seguono l’esecuzione dell’esa-
me, tra cui l’appropriatezza della richiesta e la corretta
interpretazione dei risultati forniti dal laboratorio1. Le
evidenze a supporto di questa impostazione sono sem-
pre più numerose e lo Standard Internazionale ISO
15189:2003 riporta testualmente: “vengono definiti la-
boratori clinici quei laboratori che forniscono infor-
mazioni per la diagnosi, prevenzione o terapia … e
che possono fornire un servizio di consulenza che co-
pra tutti gli aspetti delle indagini di laboratorio inclusa
l’interpretazione dei risultati e suggerimenti su ulteriori
indagini appropriate”2. Il grande sviluppo di settori
specialistici nei laboratori clinici ha creato, in particola-
re tra i medici di medicina generale, difficoltà nel cor-
retto uso di algoritmi diagnostici e nella interpretazio-
ne dei test. Per questi motivi, l’attività di consulenza del
patologo clinico che si estrinseca attraverso l’inserimento
nel referto di un commento interpretativo sul signifi-
cato diagnostico e prognostico dei risultati ottenuti, ri-
sulta in tutti i campi della diagnostica di laboratorio
uno strumento che può essere molto utile al medico
che ha richiesto l’esame3.

Il laboratorio di autoimmunologia, in particolare, ha
visto in questi ultimi anni una forte crescita dovuta alle
nuove conoscenze nel campo della fisiopatologia, alla
identificazione di nuovi antigeni target e alla conseguente
introduzione di nuovi test diagnostici (per es., gli anti-
corpi anti-transglutaminasi nella diagnosi di malattia
celiaca, gli anticorpi anti-peptidi citrullinati nella diagnosi
di artrite reumatoide, etc.). Allo stesso tempo, si è veri-
ficato un enorme sviluppo di tecnologie innovative che
richiede competenze specialistiche e necessita di perso-
nale preparato a gestire ambiti clinico-diagnostici pe-
culiari per interdisciplinarietà e modelli organizzativi.

I test per la determinazione di autoanticorpi com-
prendono infatti un insieme di procedure molto di-
verse tra loro in termini di metodo, sensibilità e speci-
ficità diagnostica, e correlazione clinica. I test autoanti-
corpali vengono utilizzati per la diagnosi o il monito-
raggio di patologie complesse, in molti casi rare e di
difficile definizione. In aggiunta, numerosi marcatori
autoanticorpali rientrano nei criteri classificativi di di-
verse patologie autoimmuni4-6 e hanno perciò un im-
portante peso nella formulazione della diagnosi. Un
aspetto peculiare del laboratorio di autoimmunologia
è l’utilizzo di metodiche in grado di identificare pluris-
pecificità autoanticorpali come l’immunofluorescenza
indiretta (IFI), le metodiche di blot, i sistemi multiplex.
Ciò comporta anche la possibilità, non rara, di rilevare
anticorpi non richiesti e di conseguenza non attesi, con
la necessità di gestire il dato casualmente riscontrato.
Questo aspetto avrà in futuro rilievo e frequenza sem-
pre maggiori allorchè verranno introdotti nella diagno-
stica autoimmune metodi di microarray in grado di
determinare un gran numero di autoanticorpi in una
stessa analisi7,8. In questi casi la presenza nel referto di

un commento interpretativo è di grande importanza
in quanto può fornire indicazioni utili per l’interpreta-
zione dei risultati e può avere significative ricadute sul
percorso diagnostico e terapeutico. La formulazione
di un commento interpretativo richiede una approfon-
dita conoscenza dei meccanismi fisiopatologici del si-
stema immunitario, delle caratteristiche dei metodi uti-
lizzati, degli aspetti clinici delle malattie autoimmuni e
delle modificazioni dei parametri di laboratorio ad esse
associate. Qualora venga riscontrato un marcatore au-
toanticorpale inatteso, il patologo deve valutare l’op-
portunità di segnalarlo considerandone l’impatto clini-
co-diagnostico, il valore predittivo, le ricadute in ter-
mini di qualità di vita e vantaggi per il paziente.

Rimane tuttavia da definire a quali test e in quali si-
tuazioni è opportuno che venga aggiunto un commento
interpretativo e che tipo di referto va consegnato al
paziente. Cercheremo di rispondere a queste doman-
de affrontando i problemi secondo uno schema che
ripercorre modelli organizzativi e diagnostici consoli-
dati nei laboratori di autoimmunologia.

Il commento interpretativo dei test
autoanticorpali

Le situazioni in cui è opportuno che il referto sia
accompagnato da un commento interpretativo pos-
sono essere schematizzate come segue:
- Riscontro di positività autoanticorpali con scarsa o

con rilevante correlazione clinica.
- Riscontro di risultati non concordanti qualora si siano

usati due o più metodi per determinare lo stesso an-
ticorpo.

- Esecuzione autonoma da parte del laboratorio di test
di approfondimento in base al risultato dei test di
screening o in risposta ad un quesito clinico.

- Riscontro casuale di un anticorpo non richiesto.

Il commento interpretativo in presenza di un risultato
con rilevante (o scarsa) correlazione clinica

La ricerca degli anticorpi anti-nucleo (ANA) è senza
dubbio il test autoanticorpale più richiesto. Il test ANA
eseguito in IFI su linea cellulare HEp-2 è in grado di
rilevare un gran numero di pattern, alcuni con rilevante
correlazione clinico-diagnostica, altri di significato in-
certo, e altri ancora di scarsa utilità pratica. Inoltre, la
presenza di ANA ad alto titolo e la loro persistenza nel
tempo è caratteristica delle malattie reumatiche autoim-
muni mentre ANA a basso titolo (1:40 - 1:80) posso-
no essere pre-senti in pazienti affetti da diverse
pato-logie non autoimmuni (infezioni virali, neoplasie,
etc.) e in soggetti sani9. E’ perciò opportuno che nel
referto degli ANA, oltre ad indicare il metodo utilizza-
to, il pattern di fluorescenza e il titolo10, venga anche
inserito un commento che, in rapporto al pattern e al
titolo, fornisca indicazioni sulla possibile patologia cor-
relata o viceversa sulla scarsa possibilità di associazione
con una malattia autoimmune. Per esempio, un risulta-
to di un test ANA positivo con pattern centromerico a
titolo 1:1280 può orientare verso la diagnosi di pato-
logia sclerodermica, mentre un ANA positivo con
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pattern speckled a titolo 1:80 ha una bassa probabilità
di correlare con una malattia autoimmune sistemica
(MAIS). Il riscontro di pattern particolari dovrebbe
essere corredato da un commento più esteso: ad un
riscontro di un pattern PCNA (proliferative cell nucle-
ar antigen), la cui associazione con patologie autoim-
muni sistemiche è molto elevata11, il referto deve esse-
re integrato da un commento che specifichi che tali
anticorpi, anche a basso titolo, si riscontrano in pazienti
con MAIS e in particolare nel lupus eritematoso siste-
mico (LES)12. Tale nozione infatti, se è nota al reuma-
tologo, non lo è per il medico generico. D’altro canto
si possono osservare delle positività ANA, anche a ti-
tolo significativo, la cui associazione con MAIS non è
dimostrata, come nel caso degli anticorpi anti-DFS70,
caratterizzati da un pattern nucleare dense fine speck-
led e fluorescenza anche delle regioni cromosomiche
delle cellule in mitosi13. In questo caso è necessario che
il patologo indichi che tale riscontro non correla gene-
ralmente con malattie autoimmuni ma eventualmente
con patologie allergiche o neoplastiche.

Un’ulteriore indicazione per l’inserimento di un com-
mento esplicativo è l’esecuzione di un test per la ricerca
degli ANCA (anticorpi anti-citoplasma dei neutrofili)
in IFI in un soggetto che ha un titolo elevato di ANA
con pattern omogeneo. In questo caso infatti, la pre-
senza di ANA viene evidenziata anche sui granulociti e
può essere erroneamente confusa con un pattern P-
ANCA. Quando ciò si verifica, il referto deve indicare
che la presenza di ANA con pattern omogeneo non
consente la corretta interpretazione del risultato per cui
è necessaria l’esecuzione di test specifici per anticorpi
anti-mieloperossidasi (anti-MPO) e anti-proteinasi 3
(anti-PR3)14,15.

Il commento interpretativo in caso di discordanza
nel risultato tra più metodi analitici

L’accurata identificazione di un singolo marcatore
può talora richiedere l’esecuzione di più metodiche.
Quando i risultati ottenuti utilizzando metodiche di-
verse non sono concordanti, il referto deve essere ac-
compagnato da un commento in grado di spiegare i
risultati ottenuti con i diversi metodi e le possibili cause
analitiche e cliniche di discrepanza.

In molti laboratori, soprattutto in quelli con elevato
numero di esami, gli anticorpi anti-dsDNA vengono
identificati inizialmente con un test immunoenzimatico
(ELISA) automatizzato e quantitativo; i sieri risultati
positivi vengono successivamente confermati col più
specifico metodo IFI su Crithidiae luciliae10. Tutti i casi
che presentano un risultato non concordante tra i due
metodi (in genere, positivo in ELISA e negativo in IFI)
devono essere integrati da un commento con l’indica-
zione che il risultato può essere dovuto alla presenza di
anticorpi anti-dsDNA a bassa affinità di legame (di
dubbia rilevanza clinica) e che solo gli anticorpi anti-
dsDNA ad alta affinità correlano con il coinvolgimen-
to renale in corso di LES16.

La ricerca degli ANCA viene generalmente eseguita
in prima battuta con il metodo IFI su granulociti fissati

in etanolo e i sieri che risultano positivi vengono suc-
cessivamente testati con metodo ELISA o di blot per
l’identificazione delle specificità anti-MPO o anti-PR3
17. Le vasculiti ANCA associate presentano dei pattern
di fluorescenza caratteristici (C-ANCA o P-ANCA) a
cui corrispondono titoli significativi di anticorpi anti-
PR3 o anti-MPO. Alcune patologie croniche (epatiti,
rettocolite ulcerosa, morbo di Crohn, linfomi, etc.)
presentano delle positività ANCA da anticorpi che
identificano strutture antigeniche diverse da MPO e
PR3 e in molti casi ancora non identificate17-20. Il risul-
tato del test ANCA positivo in IFI deve pertanto esse-
re refertato assieme al risultato ELISA (o blot) per anti-
MPO e anti-PR3; in caso di positività degli ANCA IFI
e di anti-MPO o anti-PR3, deve essere sottolineata la
stretta correlazione tra questo riscontro e la diagnosi
clinica di vasculiti ANCA associate. In caso di positivi-
tà per ANCA IFI e negatività dei test anti-MPO o anti-
PR3 deve invece essere indicato che tale riscontro non
è suggestivo di vasculite ANCA associata15.

Nel caso degli anticorpi anti-fosfolipidi, vi possono
talora essere risultati discordanti tra i dati ottenuti nella
misurazione degli anticorpi anti-cardiolipina e degli anti-
β2glicoproteina I21. In queste situazioni, sarà opportu-
no segnalare  la discordanza del dato, sottolineando la
maggiore sensibilità diagnostica degli anti-cardiolipina
e la maggior specificità  degli anti-β2glicoproteina I e
indicando la necessità di ripetere il test a distanza di
qualche mese.

Il commento interpretativo di esami di
approfondimento eseguiti autonomamente dal
laboratorio

Per la diagnosi di alcune patologie autoimmuni il ri-
sultato positivo di un test di primo livello richiede in
genere l’esecuzione di altri test autoanticorpali. In que-
sti casi, il laboratorio, anche attraverso un autonomo
percorso diagnostico che prevede la scelta dei test e
dei metodi più appropriati per proseguire l’indagine,
ha un ruolo fondamentale nella risposta al quesito cli-
nico9,22,23. E’ questo il caso ad esempio di un test ANA
in IFI positivo con pattern omogeneo o speckled, per
il quale si impone la ricerca degli anticorpi anti-
dsDNA e anti-antigeni nucleari specifici (ENA), il ri-
sultato dei quali può avere implicazioni diagnostiche e
rilevanza clinica.

Un altro esempio è quello relativo alla diagnosi di
malattia celiaca (MC). La MC è una patologia su base
autoimmune per la quale il Laboratorio può utilizzare
dei marcatori altamente sensibili e specifici in grado di
identificare la quasi totalità dei casi. Di norma viene
eseguita come test d’ingresso la ricerca degli anticorpi
anti-transglutaminasi (anti-tTG) IgA assieme alla de-
terminazione delle IgA totali (per la identificazione dei
soggetti con deficit di IgA). I sieri risultati anti-tTG
IgA positivi possono essere confermati con il test più
specifico per gli anticorpi anti-endomisio (EMA) IgA
(anti-tTG ed EMA identificano lo stesso antigene su
substrati e con metodiche diverse)24. Nella maggior
parte dei casi la positività per anti-tTG IgA è confer-
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mata anche dagli EMA IgA, ma non sono pochi i casi
in cui un siero positivo per anti-tTG IgA risulta negati-
vo per EMA IgA25. Se il test anti-tTG IgA è negativo
ma è presente anche un deficit di IgA sarà necessario
eseguire il test anti-tTG IgG. Inoltre sotto i 5 anni di
età è consigliata la determinazione anche degli anticor-
pi anti-gliadina (AGA) in relazione ai modelli di siero-
conversione in grado di dimostrare che la risposta
(auto)immune verso la tTG avviene generalmente tra i
4 e i 5 anni di età26. La refertazione di questi test, la cui
esecuzione viene decisa in laboratorio sulla base dei
risultati ottenuti nei test di ingresso, comporta la neces-
sità di un commento, in particolare in tutti i casi in cui i
risultati non siano univoci. Inoltre, il patologo deve
fornire indicazioni precise sui test supplementari da
eseguire (molto spesso nei casi dubbi si deve proporre
la determinazione dell’aplotipo HLA DQ2/DQ8),
sulla eventuale ripetizione dei test di laboratorio e, ove
necessario, deve porre l’indicazione per la esecuzione
della biopsia duodenale come test diagnostico definiti-
vo. Un interessante lavoro di Sinclair e collaboratori ha
recentemente dimostrato come la mancanza di un com-
mento interpretativo ai test per intolleranza al glutine
porta una percentuale molto elevata di casi ad una non-
diagnosi27.

Il commento interpretativo del dato autoanticorpale
inatteso

Un risultato inatteso può essere definito come il ca-
suale riscontro di una positività autoanticorpale duran-
te l’esecuzione di test a scopo diagnostico o in corso di
test di screening in soggetti asintomatici. Questo even-
to non è infrequente quando si utilizzano metodiche in
grado di evidenziare plurispecificità anticorpali. Il pa-
tologo deve in questi casi valutare il significato pro-
gnostico e predittivo di malattia di ciascun autoanti-
corpo occasionalmente riscontrato, in un contesto che
prenda in considerazione il quesito diagnostico, l’età e
il sesso del paziente, le altre patologie eventualmente
associate e i risultati di tutti gli altri parametri di labora-
torio disponibili.

Un tipico esempio è il riscontro di una fluorescenza
nucleare durante l’esecuzione di un test per la ricerca di
anticorpi organo-specifici su tessuto murino o di
ANCA su granulociti. Tale riscontro non giustifica di
per sé la segnalazione di positività per ANA; sarà a
discrezione del patologo effettuare un test su HEp-2
e, in presenza di pattern e titolo significativi, indicare
nel referto la positività degli ANA.

Il riscontro casuale di auto-anticorpi di elevato im-
patto diagnostico deve sempre essere segnalato. La
presenza di un pattern anti-mitocondriale (AMA) su
HEp-2 è un evento non infrequente; in questa situazio-
ne il dato deve necessariamente essere confermato con
un test in IFI su sezioni di fegato e rene murino ed
eseguendo quindi un test ELISA o blot in grado di
identificare la specificità AMA M2. La specificità AMA
M2 si associa infatti a cirrosi biliare primitiva con una
specificità molto elevata, e in alcuni pazienti il riscontro
di questo autoanticorpo può precedere di molti anni

l’esordio clinico della malattia28,29. Il referto in questo
caso dovrà indicare il dato occasionalmente riscontra-
to, i test eseguiti in laboratorio e la correlazione del
marcatore autoanticorpale con la patologia epatica.

Un ulteriore esempio è il riscontro di anticorpi anti-
reticolina R130, la cui ricerca per la diagnosi di MC è
stata abbandonata a favore del più accurato test anti-
tTG; questo marcatore può essere occasionalmente
evidenziato in IFI su tessuti murini utilizzati per l’iden-
tificazione di autoanticorpi anti-muscolo liscio, muco-
sa gastrica, anti-mitocondri, anti-LKM31. In questo caso
sarà necessaria l’esecuzione del test di conferma anti-
tTG IgA. Qualora gli anti-tTG IgA siano positivi e
siano stati confermati con il test per gli EMA IgA, deve
essere impostato un referto che sia esplicativo del dato
occasionalmente riscontrato e dei test eseguiti successi-
vamente; deve inoltre essere indicato che la positività
per anti-tTG e EMA IgA è suggestiva di intolleranza
al glutine per cui è indicata l’esecuzione della biopsia
duodenale.

Un esempio di quanto possa essere importante la
valutazione di tutti i dati di Laboratorio per una cor-
retta interpretazione di un risultato autoanticorpale è
costituito dal riscontro di un titolo elevato di anti-tTG
IgA (confermato da EMA IgA) e della contestuale
positività per anticorpi anti-Saccharomyces cerevisiae
(ASCA). E’ noto che nel 30%-50% dei casi di MC gli
ASCA IgA e/o IgG possono risultare positivi ad alto
titolo32-34. In questa situazione il patologo, valutando
anche i parametri di flogosi (in genere normali in cor-
so di celiachia), deve indicare nel referto che la positivi-
tà per ASCA deve essere considerata come un risulta-
to non specifico. Ciò suggerisce al medico curante di
richiedere in prima battuta una gastro-duodenoscopia
piuttosto che una colonscopia.

Conclusioni
Il commento interpretativo nel referto degli esami

autoanticorpali è l’atto conclusivo del percorso diagno-
stico di laboratorio. In molti casi, un referto accompa-
gnato da chiare indicazioni sul significato dei risultati
ottenuti e da suggerimenti sul migliore prosieguo del-
l’iter diagnostico può essere di grande aiuto per i me-
dici non specialisti e per i colleghi più giovani e meno
esperti. Per produrre un corretto ed efficace referto il
patologo deve conoscere non solo le caratteristiche dei
test utilizzati ma anche la clinica e la fisiopatologia delle
malattie autoimmuni. Da una stretta collaborazione tra
medici clinici e medici di laboratorio, in grado questi
ultimi di trasformare i risultati degli esami in informa-
zioni cliniche, il paziente trarrà il vantaggio maggiore.
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