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Riassunto

Queste linee guida per la diagnosi immunologica
di artrite reumatoide sono state prodotte dal grup-
po di studio interdisciplinare FIRMA sulla base
delle piu recenti evidenze della letteratura scien-
tifica e con il metodo del consenso tra esperti. Lo
scopo ¢ quello di mettere a disposizione dei reu-
matologi, dei medici di medicina generale e dei
patologi clinici, delle linee di indirizzo sul signifi-
cato e sullutilizzo pit appropriato dei marcatori
anticorpali per la diagnosi, la prognosi e il moni-
toraggio dell’artrite reumatoide.

Summary

Guidelines for the immunological diagnosis of
rheumatoid arthritis

Key recommendations for the immunological diagnosis
of rheumatoid arthritis were developed, based on evi-
dence in the literature and expert consensus, by a panel
of rtheumatologists, immunologists and clinical patho-
logists of the Italian FIRMA group. Recommendations
were made to adopt a diagnostic strategy that is consi-
stent with current evidence and facilitate appropriate
laboratory test use and interpretation. These recom-
mendations are directed to rheumatologists, general
practitioners and laboratory physicians and scientists
who are involved in the diagnosis and care of patients
with rheumatoid arthritis.

Key words: guidelines, anti-citrullinated peptide antibo-
dy, rtheumatoid arthritis, theumatoid factor.

L’artrite reumatoide (AR) ¢ una malattia infiamma-
toria cronica a patogenesi autoimmune che colpisce
prevalentemente le articolazioni diartrodiali (o artico-
lazioni mobili) dotate di membrana sinoviale. I segni
principali sono il dolore, la rigidita ¢ una marcata limi-
tazione della funzione articolare. La sua prevalenza nella
popolazione italiana ¢ dello 0.4%, predilige il sesso fem-
minile con un rapporto di 4:1 e presenta un picco di
insorgenza nella 5* decade di vita'.

I’impatto economico della malattia ¢ amplificato
dall’elevato grado di impotenza funzionale che essa pud
causare. Infatti, se non trattato, circa il 30% dei pazienti
con AR puo raggiungere un certo grado di disabilita

permanente entro i primi 3 anni dalla diagnosi®.

La diagnosi clinica di AR ¢ difficile all’esordio allor-
che 'interessamento sistemico ¢ generalmente assente
e 1 sintomi si possono manifestare in maniera fugace e
sfumata. Per questo motivo, benché i criteri classificati-
vi adottati dall’American College of Rheumatology
(ACR)? siano utili per I'inquadramento diagnostico, essi
mancano tuttavia di sufficiente sensibilita negli stadi
precoci della malattia®’.

La disponibilita di test di laboratorio in grado di di-
scriminare tra AR e altre forme artritiche ¢ percio clini-
camente molto importante, soprattutto nelle fasi ini-
ziali della malattia quando non si sono ancora svilup-
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pate lesioni articolari tali da rendere il danno irreversi-
bile e la terapia immunosoppressiva ¢ particolarmente
efficace nel ridurre o addirittura arrestare la progres-
sione del danno articolare®’.

Marcatori immunologici

Anche nel’AR come nel lupus eritematoso sistemico
(LES) la risposta autoanticorpale ¢ molto eterogenea,
e numerosi sono gli anticorpi che sono stati descritti in
associazione con la malattia. Il fattore reumatoide (FR),
gli anticorpi anti-proteine/peptidi citrullinati (ACPA),
gli anticorpi anti-RA33 (anti-hnRNP-A2) e gli anticor-
pi anti-Sa, sono marcatori dotati di buona sensibilita e
specificita. Nei pazienti con AR ¢ possibile ritrovare in
percentuale variabile la presenza di molti altri anticor-
pi, quali gli anti-nucleo (ANA), anti-citoplasma dei neu-
trofili (ANCA) per lo piu con specificita anti-lattofer-
tina, anti-collageno tipo II, anti-fibronectina, anti-p68/
BPI, anti-calpastatina, anti-glucosio 6-fosfato isomera-
si, anti-Ro e anti-La. Tuttavia, per quasi tutti questi an-
ticorpi, la sensibilita diagnostica ¢ in genere bassa o
molto bassa, cosi come la loro specificita, per cui la
loro utilita pratica ¢ scarsa.

Gli ANA possono essere riscontrati in circa il 50%
dei pazienti con AR®. Nella maggior parte dei casi sono
presenti a titolo non elevato, non sono associati ad un
particolare subset clinico e non correlano con I'evolu-
zione della malattia. La loro determinazione puo esse-
re utile nella diagnostica differenziale, come test di pri-
ma istanza, per distinguere I’AR da altre malattie au-
toimmuni sistemiche che si presentano con un quadro
clinico simil-reumatoide, mentre non riveste alcuna uti-
lita per il monitoraggio della malattia’.

| fattori reumatoidi

I FR sono un gruppo eterogeneo di autoanticorpi
diretti contro determinanti antigenici presenti nella re-
gione costante (frammento Fc) delle catene pesanti delle
IgG. Possono appartenere a tutte le classi anticorpali,
anche se la piu rappresentata ¢ la classe IgM. I FR pre-
senti nell’AR riconoscono le IgG umane, sono dotati
di affinita elevata e possono essere di isotipi differenti.
Al contrario, i FR associati ad altre malattie sono in
genere polispecifici, a bassa affinita e di isotipo IgM.

Metodi di dosaggio del FR

I metodi di dosaggio del FR sono numerosi. 1l pri-
mo test ad essere impiegato e ancora parzialmente in
uso, ¢ la classica reazione di Waaler-Rose, non molto
sensibile ma dotata di elevata specificita, che nella sua
formulazione originale utilizzava emazie di montone
sensibilizzate con immunoglobuline di coniglio. Oggi
¢ stata sostituita da una variante in cui al posto delle
emazie di montone si utilizzano particelle di latice. Ul-
teriori varianti del test sono state messe a punto suc-
cessivamente, utilizzando carrier diversi, quali particelle
di bentonite, eritrociti di specie diverse dalla pecora,
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ete. Tutti questi metodi si basano sul principio della
agglutinazione e sono semiquantitativi.

Nella maggior parte dei laboratori, perd, tali meto-
diche sono state ampiamente sostituite da metodi ne-
felometrici, che usano particelle di latice sensibilizzate
con IgG umane, oppure nefelometrici o turbidimetri-
ci basati sulla precipitazione di aggregati solubili di IgG
umane'"!". Tali sistemi sono quantitativi, standardizzati
sulla prepatazione internazionale di riferimento'?, tipro-
ducibili e automatizzabili. Va comunque segnalato che
il principale limite delle procedure sopra descritte ¢
rappresentato dal fatto che sono in grado di rilevare
preferenzialmente FR di tipo IgM. La scoperta del
coinvolgimento di FR di altre classi immunoglobulini-
che, il fatto che queste a volte sono presenti in assenza
di FR IgM e che sono associate ad alcune manifesta-
zioni cliniche della AR, hanno portato alla messa a punto
di metodi radioimmunologici e immunometrici che
consentono di differenziare FR di diverse classi immu-
noglobuliniche. In particolare, la determinazione del
IR IgA potrebbe risultare utile essendo risultata mag-
glormente specifica e predittiva dell’isotipo IgM"™!* e
maggiormente correlata a malattia severa e refrattaria
al trattamento'. La standardizzazione di questi metodi
¢ tuttavia insufficiente e non scevra da false positivita e
false negativita'; il loro impiego ¢ percio limitato a
laboratori clinici di comprovata esperienza e a scopo
di ricerca.

Valore diagnostico del FR

La sensibilita diagnostica del FR per AR ¢ abba-
stanza elevata (tra il 75 e I’80%) e comunque ¢ forte-
mente influenzata dalla selezione clinica dei pazienti e
dalla durata della malattia, dal momento che la percen-
tuale di positivita aumenta in genere col passare del
tempo. Nella pratica clinica si ricerca usualmente il FR
IgM. Qualora il sospetto clinico di AR sia elevato la
determinazione di IR di isotipo differente puo avere
una certa importanza nei casi di negativita del FR
IgM.

Uno dei maggiori problemi del FR ¢ che, pur essen-
do uno dei criteri classificativi di malattia proposti dal-
I’ACR?, non ¢ del tutto specifico potendosi riscontrare,
anche ad alto titolo, in numerose malattie del connetti-
vo come la sindrome di Sjégren, dove puo essere pre-
sente fino al 70% dei casi, ma anche nel LES e nella
sclerodermia, cosi come nella crioglobulinemia, in al-
cune malattie linfoproliferative e in numerose malattie
infettive, sia batteriche che virali. Inoltre, il FR puo es-
sere presente, senza significato clinico, anche nel 4-5 %
dei soggetti sani, percentuale che puo arrivare al 15%
nei soggetti al di sopra dei 60 anni'’. La specificita del
IR si colloca dunque attorno al 80% e, in linea generale
il suo valore predittivo positivo, ovvero la probabilita
che il paziente sia affetto da AR, ¢ aumentato seil FR ¢
presente ad alto titolo o ¢ presente in pit dosaggi con-
secutivi.
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Tabella I. Sensibilita e specificita degli anticorpi anti-proteine citrullinate e del FR-IgM in diverse patologie e in individui sani.

ACPA % FR-IgM %
Sensibilita
Artrite reumatoide 75-80 75-80
Specificita
Artrosi 1-5 10
Artriti croniche giovanili 5 15-20
Artrite psoriasica 4-10 10
Psoriasi 0.5-1 1
Sindrome di Sjégren 3 70
Altre connettiviti 5-10 20-30
Epatopatie autoimmuni 8 25
Crioglobulinemia 7 70
Infezioni virali 1-2 25
Infezioni batteriche 5-10 10-15
Infezioni parassitatie 2 20
Soggetti sani 0.5-1 5-10
Valore medio 97 80

Valore prognostico del FR

E’ noto che i pazienti sieropositivi hanno forme cli-
niche piu severe rispetto ai sieronegativi e che titoli pit
elevati si associano a una prognosi peggiore a lungo
termine'®". Per quanto riguarda le classi immunoglo-
buliniche, il FR IgA ¢ associato con un decorso piu
severo ¢ rapidamente progressivo dell’AR, caratteriz-
zato da erosioni ossee e manifestazioni sistemiche!*?,
Analogamente, anche il FR di isotipo IgG sarebbe as-
sociato a forme piu severe di malattia. Il riscontro di
piu di un isotipo di FR, in particolare a livello sinoviale,
¢ altamente suggestivo di AR'**'*,

Alcuni studi hanno anche dimostrato una correla-
zione tra Iefficacia del trattamento farmacologico e la
diminuzione del livello di FR sia con le terapie di fon-
do tradizionali, quali il methotrexate, che piu recente-

mente con i nuovi farmaci biologici* .

Gli anticorpi anti-ra33

Gli anti-RA33, diretti contro proteine del comples-
so ribonucleoproteico “heterogeneous nuclear” (hnR-
NP), sono autoanticorpi associati al’AR, con una sen-
sibilita diagnostica attorno al 20%. Pur non essendo
anticorpi AR-specifici, potendosi riscontrare nel 25%
dei soggetti con LES e altre connettiviti, sono tuttavia
presenti nel 30% dei soggetti con AR negativi per il FR
e compaiono in fase molto precoce di malattia. Rile-
vati classicamente solo con metodi di immunoblot, di
recente si sono resi disponibili metodi immunoenzi-
matici (ELISA) che ne consentono la misurazione quan-
titativa in casistiche piu ampie. Alcuni studi hanno di-
mostrato che un 15-20% dei pazienti con AR sono
positivi solo per questo anticorpo e negativi per ACPA
e I'R, indicando che esiste un sottogruppo di pazienti
che puo essere individuato solo con questo test”. Tut-
tavia, la scarsa specificita di questi anticorpi ne limita

fortemente 'impiego nella diagnosi dell’AR.

Gli anticorpi anti-fattori perinucleari, anti-
cheratina e anti-filaggrina

Gli anticorpi anti-fattori perinucleari (APF) sono an-
ticorpi di classe IgG, che reagiscono con i granuli che-
ratojalini che si trovano nelle cellule della mucosa buc-
cale®, mentre gli anticorpi anti-cheratina (AKA), an-
ch’essi prevalentemente di classe IgG, producono una
fluorescenza di aspetto laminare, localizzata sullo stra-
to corneo delle porzioni media e superiore di esofago
di ratto®.

La sensibilita diagnostica degli APF per AR varia
tra il 33 e il 91% e la specificita tra I'80 e il 98%; la
sensibilita degli AKA tra il 26 e il 60% e la specificita
tra il 90 e il 1009772,

Lutilizzo di anticorpi monoclonali con specificita per
la (pro)filaggrina, che colocalizzavano sia nei granuli
perinucleari che nello strato corneo dell’esofago, ha
consentito di identificare la filaggrina come la proteina
bersaglio di entrambi gli anticorpi e di confermare che
gli APF e gli AKA costituiscono in realta lo stesso an-
ticorpo evidenziato con tecniche di immunofluorescen-
za indiretta su substrati diversi®.

La successiva dimostrazione che I’epitopo ticono-
sciuto da tutte due gli anticorpi era costituito da residui
di citrullina®* ha portato al loro progressivo abban-
dono ai fini diagnostici e alla sostituzione con la ricerca

degli ACPA.

Gli anticorpi anti-Sa

Un altro sistema anticorpale specifico per AR ¢ quel-
lo degli anticorpi anti-Sa, descritto nel 1994 da De-
spres™. Questi anticorpi, evidenziati in immunoblot-
ting su estratti di placenta o su tessuto sinoviale di sog-
getti con AR, hanno una sensibilita attorno al 40% e
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una specificita del 97%, sovrapponibile a quella degli
anticorpi anti-filaggrina®’. I.’analisi molecolare ha di-
mostrato che antigene Sa ¢ in realta vimentina citrulli-
nata’”. E” dunque verosimile che proprio la vimenti-
na citrullinata costituisca il neoantigene verso il quale
vengono prodotti gli anticorpi anti-citrullina nelle arti-
colazioni ove ¢ presente una reazione flogistica.

Anticorpi anti-proteine o peptidi citrullinati

Gli ACPA sono tra gli autoanticorpi piu interessanti
degli ultimi anni per la diagnostica del’AR in quanto
sono in grado di coniugare una buona sensibilita con
una elevata specificita (Tab. 1). Essi riconoscono come
target antigenico epitopi citrullinati presenti in diverse
proteine, generati per digestione enzimatica ad opera
della peptidilarginin-deiminasi (PAD), in grado di tra-
sformare residui di arginina in citrullina®*.

Metodi di dosaggio

Gli ACPA sono anticorpi di classe IgG e possono
essere evidenziati con metodiche ELISA di tipo quan-
titativo, la cui specificita e sensibilita dipende dal tipo di
antigene utilizzato.

Infatti diverse proteine naturali o di origine ricombi-
nante possono essere utilizzate come substrato antige-
nico; la diversa provenienza presenta pero degli incon-
venienti. Le proteine di origine naturale, quali la filag-
grina, la mielina e il fibrinogeno, seppur ricche di ar-
ginina, presentano un numero limitato di epitopi ci-
trullinati; inoltre antigeni naturali, con un grado di pu-
rezza adeguato e costante non sono facilmente dispo-
nibili in grandi quantita. L’insufficiente purezza dell’an-
tigene, sia esso naturale o ricombinante, puo esser cau-
sa di ridotta specificita dei test per la presenza di reat-
tivita aspecifiche nei confronti di altre componenti, parti
non citrullinate dell’antigene stesso o anche contami-
nanti presenti in natura; la variabilita dei preparati anti-
genici tra lotti diversi puo invece compromettere la
standardizzazione del test*'.

L’uso di peptidi citrullinati sintetici (CCP) nei test
destinati ad identificare gli ACPA sembrerebbe ovvia-
re ad alcuni degli inconvenienti legati all’'uso di antigeni
di natura estrattiva. La produzione e la purificazione di
peptidi sintetici ¢ economica e facilmente standardiz-
zabile e consente la produzione di grandi quantita di
antigeni. Inoltre, piu residui citrullinati possono essere
incorporati durante la sintesi peptidica, con una pro-
duzione omogenea di molecole citrullinate. La cicliz-
zazione degli antigeni infine rappresenta un ulteriore
miglioramento nel riconoscimento di epitopi confor-
mazionali con aumento della sensibilita del test**.

I kit di seconda e terza generazione per la misurazio-
ne degli anticorpi anti-CCP attualmente in commercio
utilizzano tutti lo stesso substrato antigenico, ma diffe-
riscono per il tipo di coniugato, 1 tamponi di diluizione
e dilavaggio e la concentrazione dei calibratori. In ogni
caso la loro sensibilita e specificita diagnostica ¢ larga-
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mente sovrapponibile*.

Per I'identificazione degli ACPA sono state proposte
anche metodiche di line-immunoassay, il cui antigene ¢
costituito da filaggrina citrullinata ricombinante muri-
na, dotate di una elevata specificita ma non di adeguata
sensibilita (circa il 60%). Recentemente ¢ stato messo a
punto da ricercatori italiani un test che impiega come
antigene un peptide di derivazione virale, da sequenze
dell’antigene EBNA-1 del virus di Epstein Bart*. Per
questi test pero non sono ancora disponibili studi su
vaste casistiche cliniche per cui, per il momento, non
sono ancora da considerare utilizzabili come unico test
per la determinazione degli APCA nella pratica clinica.

Valore diagnostico degli ACPA

Gli ACPA presentano le migliori performances dia-
gnostiche tra tutti gli anticorpi AR-associati**". Gli at-
tuali metodi di seconda e terza generazione per la mi-
surazione degli ACPA hanno dimostrato di avere una
sensibilita diagnostica attorno o superiore all’80% a
seconda delle caratteristiche della popolazione in esa-
me, comparabile o superiore a quella del FR, e una
specificita nettamente superiore a quella del FR (>97%).
Cio anche nei pazienti anziani, in cui maggiore ¢ la per-
centuale di false positivita del FR. Inoltre, titoli medio-
alti di ACPA sono da considerare altamente specifici e
quindi un livello anticorpale elevato ¢ fortemente asso-
ciato al’ AR**52,

A ragione della sua elevata specificita, il test ¢ parti-
colarmente utile nella diagnosi differenziale tra AR e
altre forme clinicamente simili al’AR e che possono
essere FR positive, come ad esempio, 'epatite cronica
da virus C che presenta spesso una poliartrite simme-
trica®’, la sindrome di Sjogren®™ e il LES™".

Inoltre gli ACPA si sono rivelati di grande utilita in
quanto possono essere presenti nel siero anche molti
anni prima della diagnosi clinica di AR**®. Che la pre-
senza di ACPA sia in grado di predire il successivo
sviluppo di AR ¢ stato dimostrato in numerosi studi
che hanno evidenziato come la contestuale positivita
per il FR IgM e per gli ACPA sia in grado di seleziona-
re quali pazienti con artrite precoce e non ancora defi-

nita svilupperanno AR*"%,

Valore prognostico degli ACPA

Gli ACPA sembrano correlare con 'andamento del-
la malattia; la loro presenza all’esordio viene conside-
rata un fattore prognostico sfavorevole e depone per
una forma di AR piu aggressiva'***1%

Gli ACPA hanno infatti dimostrato di possedere un
elevato valore predittivo per lo sviluppo di lesioni ar-
ticolati erosive™* " ¢ pertanto questo matcatore ha
una notevole potenzialita clinica nel selezionare i pa-
zienti con artrite precoce da sottoporre a trattamenti
terapeutici aggressivi.

11 fatto che gli ACPA risultino positivi in circa il 20%
delle AR FR-negative****® ¢ che esista un 15-20% di
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pazienti con AR che ¢ positivo solo per il FR e non per
gli ACPA comporta che 'uso combinato dei due test
aumenti significativamente la sensibilita diagnostica dei
test immunologici***. La contemporanea positivita
per il FR e per gli ACPA aumenta inoltre la specificita e
il valore predittivo positivo portandoli a valori prossi-
mi al 100%°%7".

Nonostante il loro elevato valore predittivo per I'ar-
trite erosiva, non ¢ ancora chiaro se gli ACPA siano un
parametro utile nel monitoraggio della terapia che, d’al-
tra parte, si ¢ dimostrata particolarmente efficace nel
limitare o ridurre la progressione delle lesioni erosive e
nel migliorare la qualita di vita dei pazient”".

Mentre, in generale, i livelli di FR diminuiscono con-
testualmente al trattamento e al miglioramento del qua-
dro clinico'>*%727 i livelli di ACPA sembrerebbero
ridursi di poco o rimanere immodificati suggerendo
che FR e ACPA rappresentino due sistemi anticorpali
diversi2637375.

Raccomandazioni per I'impiego clinico dei
marcatori immunologici nella diagnosi di
artrite reumatoide

1) La ricerca dei marcatori immunologici a scopo dia-
gnostico va effettuata solo in presenza di sintomi
clinici che suggeriscono I’AR.

2) Tra i numerosi marcatori immunologici disponibili,
quelli che, allo stato attuale delle nostre conoscenze,
dimostrano una sufficiente accuratezza diagnostica
sono il FR-IgM e gli ACPA.

Per quanto riguarda gli altri autoanticorpi:

a) La ricerca degli APF e degli AKA in immunofluore-
scenza ¢ da considerarsi superata e completamente
sostituita dal test ACPA.

b) La ricerca di anticorpi anti-Sa puo essere sostituita
dalla ricerca degli ACPA, dal momento che gli epi-
topi riconosciuti dai due anticorpi sono gli stessi.

¢) La ricerca degli anticorpi anti-RA33 potrebbe essere
utile nell’individuare soggetti con AR sieronegativa
per FR e ACPA. Tuttavia, la scarsa specificita del test
ne consiglia per il momento l'utilizzo solo a scopi di
ricerca.

3) La ricerca dei PR va effettuata:

— a scopo diagnostico, anche se il test ¢ dotato di
bassa specificita, in quanto esistono casi di AR po-
sitivi solo per i FR.

— a scopo prognostico, in quanto elevati livelli di FR
sono predittivi di una maggior gravita del’AR.

— anche se alcuni studi suggeriscono che la concen-
trazione dei FR correla con Pattivita di malattia, e
che alcuni farmaci utili nella terapia dell’AR sono
in grado di ridurre ilivelli sierici dei FR, I'utilita del
test per monitorare P'attivita di malattia non ¢ uni-
versalmente condivisa. Per il monitoraggio della
AR, invece, i parametri ematochimici pit utili sono
la proteina C reattiva (PCR) e la velocita di eritro-
sedimentazione (VES).
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4) La ricerca di FR di isotipo differente dall’IgM va
effettuata in genere a scopo di ricerca.

5) La determinazione del FR dovrebbe essere eseguita
con un metodo quantitativo e i dati espressi in UI/
mL. Metodi qualitativi o semiquantitativi (Waaler-
Rose e sue varianti), che in passato venivano eseguiti
come secondo test per il FR allo scopo di aumen-
tarne la specificita e quindi il valore predittivo positi-
vo, sono attualmente di minore utilita da quando ¢
possibile associare la ricerca degli ACPA.

6) La ricerca degli APCA va effettuata:

— a scopo diagnostico perché gli ACPA risultano
positivi in circa il 60-80% dei pazient affetti da
AR e nel 20% delle AR FR-negative.

— nella diagnostica differenziale tra AR e altre for-
me cliniche con artrite. Inoltre, livelli anticorpali
elevati sono da considerare ancor piu specifici e
fortemente associati al’AR.

— a scopo prognostico perché la loro presenza al-
I'esordio depone per una forma di AR piu ag-
gressiva e per un piu rapido sviluppo di lesioni
articolari erosive.

7) Per una corretta determinazione degli ACPA ¢ op-
portuno utilizzare sieri di controllo positivi e nega-
tivi. I risultati, anche se ancora non ¢ disponibile un
siero internazionale di riferimento, ¢ opportuno che
vengano espressi in termini quantitativi (unita arbi-
trarie).

8) I metodi commerciali per la ricerca degli ACPA
presentano diversi livelli di accuratezza diagnostica,
per cui ¢ necessario che vengano impiegati metodi
che garantiscano le migliori caratteristiche di sensi-
bilita e specificita.

9) Per un corretto iter diagnostico dell’AR viene con-
sigliata la contemporanea esecuzione della ricerca
di ACPA e di FR, in quanto 'uso combinato dei
due test aumenta la sensibilita diagnostica e la con-
temporanea presenza di entrambi gli anticorpi au-
menta la specificita e il valore predittivo positivo
portandoli vicino al 100%.

10) Nel 10-15% circa dei soggetti affetti da AR non
sono rilevabili FR o ACPA (AR sieronegative). Tut-
tavia, in alcuni casi, questi marcatori possono non
essere presenti nelle fasi iniziali di malattia e compa-
rire solo successivamente. Nei soggetti che siano
risultati negativi a questi anticorpi e nei quali il so-
spetto clinico di AR rimanga elevato, puo essere
percio utile ripetere la ricerca dei due marcatori a
distanza di tempo.
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