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2.0 INTRODUZIONE

2.1 Parte generale. Il laboratorio di Neuroimmunologia Clinica per la diagnostica delle Neuropatie Disimmuni appartiene alla categoria dei laboratori specializzati nei quali si eseguono indagini specialistiche richiedenti competenze di elevato livello professionale e tecnologico. La presenza degli anticorpi anti-glicolipidi (solfo-glucuronil-paragloboside e solfo-glucuronil-lactosaminil-paragloboside) fu descritta per la prima volta circa 20 anni fa nelle neuropatie paraproteinemiche di tipo IgM. Da allora autoanticorpi diretti contro più di 20 differenti glicolipidi sono stati descritti in un ampio spettro di neuropatie acute e croniche. Lo studio delle relazioni tra anticorpi anti-glicolipidi e neuropatie ha sviluppato un ambito di ricerca basato principalmente su osservazioni cliniche e sierologiche piuttosto che su studi sperimentali. L’identificazione di una relazione tra particolari fenotipi clinici e anticorpi anti-glicolipidi ha prodotto studi su un loro possibile ruolo patogenetico, fornendo un razionale per lo sviluppo della ricerca in questo ambito. In parallelo con gli studi clinici, vi è stato un grosso incremento nell’uso dei tests per la determinazione di anticorpi anti-gangliosidi nel siero di pazienti con neuropatie disimmuni sia a scopi di ricerca clinica, sia diagnostici. I gangliosidi fanno parte di una ampia famiglia di glico(sfingo)lipidi che contengono acido sialico legato ad un core oligosaccaridico e sono ampiamente distribuiti su tutte le membrane bimolecolari lipidiche.
Nel corso degli utlimi anni, sono stati identificati alcuni meccanismi molecolari mediante i quali gli anticorpi anti-gangliosidi, legandosi ai cosiddetti lipid raft nello spazio pre-sinaptico, mediano l’effetto patogenetico (review di H.J. Willison [1]). La ricerca sul Campylobacter, il battere coinvolto nella patogenesi della Guillain-Barrè syndrome (GBS) per il mimetismo molecolare tra suoi componenti la parete cellulare e gangliosidi umani, ha mostrato che le caratteristiche dei ceppi del battere associati alla malattia e quelli non associati sono simili, e non è chiaro perché solo alcuni manifestino la GBS dopo l’infezione e perché, tra questi, alcuni manifestino forme severe (review di P.A. van Doorn [2]). E’ stato inoltre mostrato come il tipo, l’esposizione e l’orientamento dei gangliosidi sulle membrane ne possano influenzare il riconoscimento e, in alcuni casi, il fenotipo clinico; in particolare, alcuni pazienti possono sviluppare anticorpi diretti solo contro gangliosidi complessati (antigeni conformazionali) che non legano i singoli gangliosidi che formano il complesso ([1-2]; vedi anche parte speciale).
2.2 Parte speciale. La determinazione degli anticorpi anti-gangliosidi nel siero presenta difficoltà tecniche con numerose variabili legate all’estrazione dell’antigene e alla sua purificazione, ai dettagli tecnici legati alla metodica e alla definizione dei valori di riferimento. Il metodo di screening più usato è l’ELISA e molti di questi fattori ne influenzano i risultati, contribuendo quindi a innalzare la variabilità inter- e intra-laboratorio. Infatti, da più di 200 lavori pubblicati sulla associazione di anticorpi anti-gangliosidi e neuropatie disimmuni, coinvolgenti un’ampia serie di pazienti, emerge un’estrema variabilità della frequenza di associazione: per esempio, la reattività IgM diretta contro GM1 e altri glicolipidi contenenti l’epitopo Gal(1-3 GalNAc è stata descritta nel 20-80% delle neuropatie motorie croniche. Al contrario, l’associazione tra reattività IgG anti-GM1 e pazienti con neuropatie acute è riportata, con buon accordo tra le serie, nel 20-30% dei casi. I fattori alla base della variabilità della frequenza di associazione degli anticorpi anti-GM1 IgM e neuropatie croniche è probabilmente legata all’uso di metodiche differenti per la determinazione degli autoanticorpi e all’applicazione dei test a casistiche comprendenti pazienti non sempre omogenei dal punto di vista clinico. Numerosi sono stati i tentativi di standardizzazione della metodica ELISA basati sul confronto: a) di ciascuna metodica locale verso metodiche precedentemente pubblicate [3-5]; b) tra ciascuna metodica locale in studi multicentrici [6-7]; c) di ciascuna metodica locale verso una metodica standard proposta dall’Inflammatory Neuropathy Cause and Treatment (INCAT), un consorzio europeo di centri neurologici dedicato allo studio di pazienti con neuropatie disimmuni [8]. La conclusione generale è che tutti i laboratori sono in grado di identificare i sieri chiaramente positivi e negativi, mentre i risultati discordanti riguardano sieri con titoli intermedi, ponendo quindi problemi clinico-diagnostici nell’identificazione dei veri positivi e dei veri negativi. Per ridurre le variazioni inter- e intra-laboratorio, lo studio INCAT ha raccomandato, quindi, l’uso di controlli standardizzati. Ciò potrebbe aiutare a ridurre la presenza di falsi positivi e falsi negativi e quindi, in ultima analisi, ad ottimizzare l’approccio clinico-diagnostico dei pazienti con titoli anticorpali borderline.

Data la grande varietà di anticorpi anti-gangliosidi descritti in letteratura, si ritiene necessario restringere il campo della standardizzazione alle determinazioni anticorpali che più frequentemente si associano a quadri clinici definiti e che possano avere utilità nella diagnostica differenziale. A favore di questa scelta sono anche da considerare la fattibilità di tali indagini in strutture più periferiche, che  hanno minore accesso a strumentazioni diagnostiche iperspecialistiche, e un’analisi dei costi/benefici, dato l’alto costo di tali esami. Partendo quindi da tutte queste considerazioni, si è focalizzata l’attenzione sul dosaggio degli anticorpi anti-GM1 IgM e IgG e degli anticorpi anti-GQ1b IgG. La determinazione degli anticorpi anti-GM1 IgM è utile nella diagnostica differenziale delle neuropatie/neuronopatie motorie croniche/malattia del motoneurone e quindi nell’individuazione di pazienti trattabili rispetto ai non trattabili. A tal fine, il traguardo analitico dell’accuratezza delle determinazioni è di primaria importanza. Gli anticorpi anti-GM1 IgG e anti-GQ1b IgG, oltre a presentare minori problemi analitici, si associano a quadri clinici definiti di neuropatie acute (Sindrome di Guillain-Barré) e varianti (sindrome di Miller Fisher), motivo per il quale la diagnostica differenziale è meno critica rispetto all’associazione tra anticorpi anti-GM1 IgM e neuropatie croniche. Da una meta-analisi riguardante i lavori pubblicati fino al 1994 sul dosaggio degli anticorpi anti-GM1 IgM nella malattia del motoneurone e nelle neuropatie, è emersa una sensibilità del test molto variabile, probabilmente in relazione alle differenti metodiche ELISA usate. Poiché il dosaggio degli anti-GM1 IgM serve per confermare il sospetto clinico di neuropatia motoria multifocale (forma trattabile) più che per escluderlo, è molto più importante che il test abbia una buona specificità, anche a scapito della sensibilità. Il dosaggio degli anti-GM1 IgM ha una specificità del 100% e una sensibilità del 38% per la neuropatia motoria multifocale vs la malattia del secondo motoneurone [9], e una specificità del 100% e una sensibilità del 50% nelle neuropatie motorie [10].

In questo documento è presentata una metodica “home made” per la determinazione degli anticorpi anti-GM1 IgM e IgG e degli anticorpi anti-GQ1b IgG, che è correntemente utilizzata in Italia e all’estero. In mancanza di studi comparati con metodiche commerciali, queste ultime sono ammesse pro tempore, in attesa di indicazioni che scaturiranno dai controlli esterni di qualità.

Due sono gli aspetti principali che questa versione aggiornata del documento affronta. Il primo è l’introduzione nel mercato di test tipo ‘dot blot’ che permettono di determinare contemporaneamente, e a un costo ‘ragionevole’, fino a 8 autoanticorpi anti-gangliosidi. Il secondo aspetto discende dalle nuove conoscenze fisio-patologiche che, partendo dall’evidenza che i gangliosidi tendono a raggrupparsi in cluster sulle membrane [11], mostrano come in pazienti con GBS siano presenti anticorpi diretti contro due gangliosidi complessati tra loro [12].
Il primo aspetto mette in discussione l’impostazione ‘operativa’ della precedente versione di questo documento, che prevede l’uso di test ELISA ‘home made’ per la determinazione di due autoanticorpi, anti-GM1 IgM e anti-GQ1b IgG, per i quali era stata individuata una reale utilità diagnostica. Questa impostazione ‘operativa’ rimane valida, dato che aderisce a protocolli INCAT derivanti da consensus internazionali. Tuttavia, seppure ancora in assenza di solidi dati pubblicati, sono da tenere in considerazione, ai fini di un utilizzo routinario dei test in ‘dot blot’ le seguenti considerazioni; a) i test sono affidabili per quanto riguarda le performance analitiche; b) la disponibilità di 8 antigeni differenti permette una valutazione a più ampio spettro delle patologie studiate; ad esempio, nel sospetto di GBS, possono essere ricercate reattività contro: GM1 IgG  (in forma demielinizzante, acute inflammatory demyelinating polyneuropathy, AIDP motoria pura, e in forma assonale, acute motor axonal neuropathy AMAN); GQ1b IgG (in GBS con oftalmoplegia); GD1b IgG (in AIDP) (il 60% dei pazienti con GBS in fase acuta ha anticorpi contro almeno un gangliosidi [1]); GD1a IgG (AMAN); c) ci sono degli evidenti vantaggi rispetto ai test ‘home made’ in termini di tempo-uomo e di riproducibilità di risultati (è inoltre diventato difficile reperire in commercio i gangliosidi da usare come antigene). Questo documento, sulla base delle esperienze maturate negli ultimi anni da gruppi leader italiani in questo settore, consente l’utilizzo dei test ‘dot blot’ per la determinazione degli anticorpi anti-ganglioside, segnalando l’opportunità di selezionare test commerciali che danno maggiori garanzie di affidabilità in termini di sensibilità e specificità diagnostiche (i centri leader sono disponibili a fornire opera di orientamento).

Il secondo aspetto è relativo all’opportunità di allestire test ELISA per anticorpi anti-gangliosidi complessi nella diagnostica della GBS. A tutt’oggi, c’è un solo grosso lavoro (234 casi di GBS) effettuato con combinazioni di due dei 4 maggiori gangliosidi (GM1, GD1a, GD1b e GT1b) [13]. I gangliosidi sono ‘semplicemente’ lasciati aggregare per 30 min prima dell’ELISA. La positività per il complesso di ciascuna coppia di gangliosidi è attribuita se le OD del complesso superanno la somma delle OD del siero per ciascun ganglioside testato in singolo. Gli Autori riportano 39 pazienti (17%) positivi ad almeno un complesso, dei quali solo 5 (2%) positivi al complesso e negativi ai singoli gangliosidi. Gli anticorpi anti complessi GD1a/GD1b e GD1b/GT1b si associavano a una prognosi severa. Anticorpi anti-complessi contenenti GQ1b o GT1a si associano alla oftalmoplegia nella sindrome di Fisher e nella GBS [14]. Sebbene, cumulativamente, questi risultati abbiano valore dal punto di vista fisio-patologico, non si ritiene ci siano elementi sufficienti, allo stato attuale delle conoscenze, per sostenere l’introduzione di test ELISA per gangliosidi complessi nella routine diagnostica, ma se ne raccomanda lo studio a scopo di ricerca.

3.0 PROCEDIMENTI PREANALITICI 

3.1 Il prelievo ematico deve essere effettuato, non a digiuno, in provetta con separatore, o comunque in provetta senza anticoagulante. Non sono necessarie restrizioni alimentari.

3.2 Il prelievo ematico è centrifugato, dopo la formazione del coagulo, appena possibile (3500 rpm per 10 minuti).

3.3 Il campione di siero è utilizzato dopo la centrifugazione, oppure congelato a –20°C fino al momento dell’analisi. 

3.4 Per periodi lunghi, il campione di siero è da conservare a –80°C.

3.5 Il campione di siero congelato non è da sottoporre a scongelamenti/congelamenti ripetuti.

3.6 Il campione fortemente emolizzato o lipemico non deve essere utilizzato.  

4.0 PROCEDIMENTI ANALITICI 

4.1 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) per anticorpi anti-GM1 IgG/IgM e anti-GQ1b IgG.
4.1.1 Materiale e reagenti

4.1.1.1 Micropiastre per ELISA.

4.1.1.2 Antigeni per il coating delle micropiastre: Monosialoganglioside GM1 (Sigma) e Tetrasialoganglioside GQ1b (Calbiochem).

4.1.1.3 Tamponi e antisieri: Albumina Bovina (BSA), NaCl, NaH2PO4, Na2HPO4, H2O2 al 3%, Acido citrico, o-phenylendiamine (OPD) in pastiglie monouso da 10 mg, H2SO4, H2O distillata, Anti-IgG/IgM umane da coniglio coniugato alla perossidasi (anticorpo secondario) (Dako), Metanolo, Etanolo assoluto.

4.1.2 Preparazione dei reagenti
4.1.2.1 Antigeni per il coating delle micropiastre. Ricostituire i liofilizzati in metanolo: il GM1 alla concentrazione di 1mg/mL e il GQ1b alla concentrazione di 0.1 mg/mL. Gli antigeni ricostituiti possono essere conservati a -20°C per 6 mesi.

4.1.2.2 Soluzione saturante i siti aspecifici. Per 200 mL di soluzione, sciogliere in H2O distillata: gr 4 di BSA, gr 1.2 di NaH2PO4, 2.4 gr di NaCl. Portare a pH 7.4.
4.1.2.3 Soluzione di lavaggio. Per 500 mL di soluzione, sciogliere in H2O distillata: gr 1.0 di BSA, gr 3.0 di NaH2PO4, 6.0 gr di NaCl. Portare a pH 7.4.
4.1.2.4 Soluzioni stock. Na2HPO4 0.2M: sciogliere 2.85g di Na2HPO4 in 100ml di H2O (scaldare blandamente per favorire lo scioglimento del sale). Acido Citrico 0.1M: sciogliere 2.1g di Acido Citrico in 100 ml di H2O. Soluzioni stabili per 1 mese a 4°C.

4.1.2.5 Soluzione colorante. Utilizzare le soluzioni stock. Per 25 mL di soluzione colorante, mescolare: 6.4 mL di Na2HPO4 0.2M, 12.5 mL di H2O, 6.1 mL di Acido Citrico 0.1M. Portare a pH 5.0. Aggiungere la pastiglia di OPD 10 minuti prima dell’uso e tenere al buio. Attenzione! L’OPD è una sostanza cancerogena da utilizzare sotto cappa con guanti e da eliminare in appositi contenitori aggiungendo candeggina. Aggiungere 100 μL di H2O2 al 3% immediatamente prima di pipettare la soluzione.

4.1.2.6 Soluzione bloccante la colorazione. Utilizzare H2SO4 0.1M: diluire 556 (L di H2SO4 18M in 100 mL di H2O.

4.1.3 Controlli e campioni
4.1.3.1 Diluire i campioni e i controlli positivo e negativo 1/640 (per anti-GM1) o 1/1280 (per anti-GQ1b) con soluzione saturante.

4.1.3.2 I controlli e i campioni da analizzare sono trattati nello stesso modo.

4.1.4 Procedimento

4.1.4.1 Seminare l’antigene alla concentrazione di 1(g/100(L in etanolo, per pozzetto e in metà piastra (48 pozzetti) e lasciare senza antigene i pozzetti dell’altra metà.

4.1.4.2 Mantenere le micropiastre a 4°C per una notte, o fino alla completa evaporazione dell’etanolo.

4.1.4.3 Pipettare 200 (L di soluzione saturante per pozzetto e incubare a 4°C per 4 ore.

4.1.4.4 Rimuovere la soluzione saturante per aspirazione.

4.1.4.5 Pipettare 100 (L dei sieri di controllo e dei campioni per pozzetto, in quadruplicato, in doppio nei pozzetti con antigene e in doppio in pozzetti senza antigene, e incubare a 4°C overnight.

4.1.4.6 Lasciare due pozzetti, tra quelli con antigene, senza sieri, per l’azzeramento delle letture fotometriche.

4.1.4.7 Ripetere il punto 4.1.4.4.

4.1.4.8 Lavare i pozzetti pipettando 200 (L di soluzione di lavaggio per pozzetto (5 cicli).

4.1.4.9 Ripetere il punto 4.1.4.4.

4.1.4.10 Pipettare 100 (L per pozzetto di anticorpo secondario (anti-IgG o anti IgM) diluito 1/500 in soluzione saturante e incubare a 4°C per 1 ora.

4.1.4.11 Ripetere il punto 4.1.4.4.

4.1.4.12 Lavare come al punto 4.1.4.8.

4.1.4.13 Ripetere il punto 4.1.4.4.

4.1.4.14 Pipettare 100 (L per pozzetto di soluzione colorante e incubare a temperatura ambiente per 1 ora.

4.1.4.15 Bloccare la colorazione pipettando 50 (L soluzione bloccante.

4.1.4.16 Leggere immediatamente in spettrofotometria a 492 nm, azzerando contro i due pozzetti processati senza anticorpo primario.

4.1.5 Lettura e interpretazione dei risultati: a ciascun pozzetto corrisponde un valore di densità ottica (OD), espressione dell’assorbanza. Il risultato per ciascun controllo e per ciascun paziente viene espresso come sottrazione dell’OD media dei due corrispettivi pozzetti con antigene meno la media dei due senza antigene. Con OD < 0.05, il campione è negativo per la presenza dell’anticorpo testato; con OD compresa tra 0.05 e 0.10, il campione è positivo con titolo corrispondente alla diluizione usata; il campione con OD > 0.10, è  positivo e deve essere titolato.

4.2 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) per anticorpi anti-GM1 IgG/IgM e anti-GQ1b IgG. Sono disponibili in commercio kit per la determinazione di anticorpi nelle neuropatie periferiche disimmuni (Bülhmann, Allschwill, Switzerland; Grifols-SeraQuest). Le micropiastre sono pronte all’uso (non è necessario effettuare il coating degli antigeni) e i pannelli di anticorpi disponibili sono più ampi di quanto proposto per la standardizzazione in questo documento. È ammesso che questi kit siano utilizzati per la routine diagnostica.

4.2.1 Procedimento: Attenersi scrupolosamente alle istruzioni incluse in ciascun kit. I kit non devono essere utilizzati oltre la data di scadenza.

5.0 CONTROLLO DI QUALITA’ E CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

5.1 Controllo di qualità

5.1.1 In ogni seduta analitica si inseriscono un controllo interno positivo e un controllo interno negativo.

5.1.2 Deve essere previsto un controllo esterno di qualità a cadenza almeno annuale.

5.2 I campioni sono da conservare in aliquote a –20°C, preferibilmente a –80°C.

5.3 I campioni utilizzati come controlli positivi sono da stoccare a –80°C per garantire un livello costante di reattività.

5.4 Non conservare campioni di siero diluiti.

6.0 REFERTAZIONE

6.1 Il referto riporta la presenza o l’assenza di anticorpi nel campione biologico testato.

6.2 In caso di positività, deve essere riportato il titolo (viene segnalata l’ultima diluizione positiva prima di quella negativa).

6.3 Sieri con OD compresa tra 0.05 e 0.10 sono da considerare positivi a “titolo intermedio”. 

6.4 Il referto deve contenere le seguenti informazioni generali:

i) Tipo di metodica utilizzata (ELISA, con indicazione sulla provenienza dell’antigene, oppure sulla ditta produttrice del kit).

ii) I valori di riferimento: sono riportate le diluizioni alle quali sono testati i sieri: < 1/640 (per anti-GM1) oppure < 1/1280 (per anti-GQ1b).

iii) Commento (facoltativo).

6.5 Il referto può contenere l’indicazione: “Il laboratorio esegue procedure e metodiche standardizzate a cura dell’Associazione Italiana di Neuroimmunologia (revisione marzo 2004) e partecipa al controllo esterno di qualità promosso dalla medesima associazione”.
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