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I ntroduzione

Questa proposta di linee guida per la determinazio-
ne degli anticorpi anti-fosfolipidi & stata messa a
punto dal Forum Interdisciplinare per la Ricerca
nelle Malattie Autoimmuni (FIRMA), un gruppo
italiano costituito da specialisti di diverse discipline
cliniche (immunologi clinici, internisti, reumatol ogi,
patologi clinici, nefrologi e dermatologi) esperti nel
campo della diagnostica clinica e di laboratorio del-
le malattie autoimmuni. Le raccomandazioni conte-
nute in queste linee guida sono derivate dalla piu re-
cente letteratura scientifica e dalle indicazioni forni-
te dal gruppo di esperti in una Consensus
Conference tenutasi a Monteriggioni (Siena) dal 18
a 20 gennaio 2001.

Indicazioni cliniche

In base alla significativita della associazione'?, i sin-
tomi clinici che giustificano la ricerca di anticorpi
anti-fosfolipidi (aPL) sono:

* Perdite fetali ricorrenti

» Trombosi venose

» Trombos arteriose

« Trombocitopenia

 Ulcere agli arti inferiori

e Livedo reticularis

* Anemia emolitica

Altre condizioni, la cui associazione con aPL é stata
riportata in acuni studi ma che necessita pero di ul-
teriori conferme, sono la malattia valvolare cardiaca
(nodulazioni sui lembi vavolari mitralici e/o aortici)
e un certo numero di manifestazioni neurologiche
quali I’ischemia cerebrale transitoria, la mielite tra-
sversa, lacorea, laemicrania

Lapresenza di aPL e anche uno dei criteri di classi-
ficazione del Lupus Eritematoso Sistemico?®, ragione
per cui laloro ricercarientra nella routine di inqua
dramento di questa malattia.

A fronte delle numerose condizioni cliniche associa-
te agli aPL, i criteri di classificazione della sindro-
me da antifosfolipidi, recentemente introdotti e con-
divisi alivello internazionale* (Tab. ), restringono
le manifestazioni cliniche della sindrome alla pato-
logiatrombotica e abortiva, pur incoraggiando ricer-
che sperimentali e cliniche che definiscano la asso-
ciazione fra aPL e le altre manifestazioni cliniche
soprael encate.

| primi dati epidemiologici oggi disponibili® (Tab.
I1), evidenzianti una significativa frequenza della
sindrome da antifosfolipidi (APS), sia primaria che
secondaria, giustificano pienamente I'attuale diffu-
sione dei tests per la determinazione di aPL.

Test disponibili

Malgrado siano sempre pit numerosi i tests ELISA
per larilevazione di aPL [anti-cardiolipina (aCL),
anti-miscela di differenti fosfolipidi a carica elettri-
ca negativa, anti-fosfatidilserina, anti-fosfatidileta-
nolamina, etc.] o di anticorpi verso proteine in gra-
do di legare i fosfolipidi [anti-B,-glicoproteina |
(BoGP1), anti-protrombina, etc.], con la possibilita
di evidenziare anticorpi di classe 1gG, IgM e IgA,
gli attuali criteri di classificazione della APS consi-
derano, per ora, significativi solo la positivita a test
del Lupus Anticoagulant e la dimostrazione di anti-
corpi a medio o alto titolo anti-cardiolipina [32-di-
pendenti, di classe IgG e/o IgM (Tab. I).

Laattribuzione di un preciso significato ad anticorpi
anti-cardiolipina a basso titolo, ad anticorpi di clas-
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Tabella |. Criteri classificativi della sindrome da antifosfolipidi (4).

Criteri clinici

1. Trombosi vascolari: uno o piu episodi di trombosi arteriose, venose o dei piccoli vasi, in qualsiasi organo o tessuto,
confermate da tecniche di imaging, doppler o dall’istopatologia.

2. Patologia ostetrica:
a. Una o piu morti fetali oltre la 10? settimana;

b. Uno o piu parti prima della 34* settimana, accompagnati da preeclampsia o severa insufficienza placentare;

c. Tre o piu aborti prima della 102 settimana.

Criteri di laboratorio

1. Anticorpi anticardiolipina (aCL) 2 dipendenti di classe IgG e/o IgM a titolo medio-alto, misurati con metodiche ELI-
SA standardizzate, presenti in due o piu occasioni ad almeno 8 settimane di distanza;

2. Lupus Anticoagulant positivo in due determinazioni a 8 o piu settimane di distanza, rilevato secondo il metodo rac-
comandato dal Sottocomitato Lupus Anticoagulant/Phospholipid Dependent Antibodies del ISTH.

Per la diagnosi sono necessari almeno 1 criterio clinico e 1 di laboratorio.

Tabella Il. Epidemiologia della sindrome da antifosfolipidi (5).

FREQUENZA DELLA SINDROME DA ANTIFOSFOLIPIDI

Condizione clinica

Frequenza (%)

Trombosi venosa

Ictus cerebrale

Malattia coronarica
Poliabortivita idiopatica
Lupus Eritematoso Sistemico

24
6-29
3-80
10-20
22 -54

se IgA o ad anticorpi diretti verso la B,GPI) o la
protrombina, necessita di ulteriori studi e di standar-
dizzazione delle metodiche.

Requisiti minimi dei test di piu comune utilizzo

a) LupusAnticoagulant

Le linee guida per la esecuzione del lupus anticoa-
gulant sono state delineate dal un apposito sottoco-
mitato internazionale (International Society on
Thrombosis and Haemostasis Scientific
Subcommittee on Lupus Anticoagulants
/Phospholipids Dependent Antibodies’).
Praticamente il test, eseguito su plasma, s articolain:
« valutazione del tempo di coagulazione con un test
fosfolipidi-dipendente (KCT, aPTT, DRVVT, etc.);

* mancata correzione dell'eventuale prolungamento
con mixing di plasmanormale;

* correzione ottenuta con aggiunta di fosfolipidi;

* esclusione di altre coagulopatie.

b) TestaCL - ELISA

La standardizzazione di questo test, eseguibile su
siero o su plasma, € stata ed e oggetto di numerosi

studi (rivisti in 7); essa € comungue ancora non
completata e solo scarsamente condivisaalivello in-
ternazionale.

Ci s limita quindi ad esporre taluni punti ritenuti di
rilevante importanza:

* i campioni si debbono testare in duplicato;

* in accordo con i criteri di classificazione, giacitati,
il test ELISA degli anticorpi anticardiolipina deve
rilevare anticorpi 3oGPI-dipendenti di classe IgG o
IgM. Per avere nel sistema la quantita idonea di
BoGPI, & opportuno che il tampone di bloccaggio, di
diluizione dei sieri e di lavaggio contengano 10% di
siero bovino (fetale o adulto). L'introduzione di sie-
ro bovino nei tamponi di lavaggio garantisce che il
livello di BoGPI si mantenga costante nel sistema
durante tutta la procedura;

« il cut-off deve essere determinato in ogni laborato-
rio testando un numero adeguato (100 o piu) di sieri
da soggetti normali, distribuiti per eta e sesso. La
distribuzione del valori non risultadi solito normale,
per cui il calcolo del cut-off deve utilizzare il siste-
ma dei percentili. Dal momento che il metodo ELI-
SA é molto sensibile, € consigliabile utilizzare il 99°
percentile;

* per necessita di confronto, i risultati devono essere
espressi in unita GPL o MPL (mg/ml di anticorpo),
introducendo in ogni test una curva di calibrazione
di ameno 5 punti, creata usualmente con gli stan-
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dard di Harris o con standard secondari, calibrati su
questi. Sono attualmente in valutazione come stan-
dard internazionali presso |le organizzazioni preposte
anticorpi monoclonali umani;

« consigliabile infine una valutazione semi-quan-
titativa dei risultati, cioé in range, secondo lo
schema: negativo, se inferiore al cut-off; basso
positivo, se <30 GPL/MPL; medio positivo, se >
30 e < 80 GPL/MPL; alto positivo, se > 80
GPL/MPL.

Allo stato attuale e raccomandato ai laboratori che te-
stano routinariamente gli aCL di controllare periodica
mente, almeno ogni 6 mesi, |’ accuratezza e la riprodu-
cibilita della metodica mediante programmi accrediteti
di valutazione esterna di qudita o tramite scambio di
seri con altri laboratori impegnati nel settore.
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