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stituenti citoplasmatici dei granulociti neutrofili.
La loro elevata sensibilità (>90%) e specificità
(>90%) e, di conseguenza, l’alto valore predittivo
positivo sono strettamente legati alla selezione cli-
nica dei pazienti sottoposti all’indagine ed in par-
ticolare alla presenza in questi di manifestazioni
cliniche che suggeriscono una diagnosi di vasculi-
te sistemica ANCA-associata. L’identificazione de-
gli specifici antigeni bersaglio in gioco in queste
patologie autoimmuni (PR3 e MPO), ne ha ulterior-
mente accresciuto il loro valore diagnostico, fatto
che a tutt’oggi ne giustifica ampiamente l’uso nel-
la fase di diagnosi e di monitoraggio delle vascu-
liti sistemiche primitive (4, 5). Diversi sono i me-
todi disponibili per l’identificazione di tali anticor-
pi e il risultato fornito è quindi “metodologia” di-
pendente. L’uso di tecniche in immunofluorescen-
za indiretta su granulociti neutrofili fissati in eta-
nolo (IFI) (ritenuta il gold standard) consente la
valutazione morfologica e la classificazione di pat-
terns di positività c- p- o ANCA atipici che, a tut-

INTRODUZIONE

Dal 1985, quando van der Woude descrisse per la
prima volta la associazione tra la granulomato-

si di Wegener e la positività per gli ANCA, (1) que-
sti sono considerati un utile marker sierologico per
la diagnostica delle vasculiti primarie sistemiche,
quali appunto la granulomatosi di Wegener (GW)
e la poliangioite microscopica (PAM), inclusa la
sua variante limitata al rene (la glomerulonefrite
necrotizzante extracapillare “pauci-immune”) e, in
misura minore, la sindrome di Churg-Strauss (SCS)
(2, 3). Con il termine ANCA convenzionalmente si
intende identificare autoanticorpi diretti verso co-
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SUMMARY

Objective: ANCA (p-ANCA and x-ANCA) have been documented to occur in many inflammatory disorders. The spe-
cific ANCA antigens and the clinical correlation of a positive ANCA test in these disorders are still for the most part
obscure. The aim of the present study was to investigate the prevalence of and the target antigens for ANCA in pa-
tients with IBD.
Methods: 104 patients (67 age between 3-18 years, mean age 8+3 and 37 age between 25-70 years, mean age 48+15)
clinically and hystopathologically diagnosed as: 67 ulcerative colitis, 16 Crohn’ disease, 21 other colitis (7 indeter-
minate colitis) were enrolled in our study. ANCA were determined by ELISA and IIF methods.
Results: We observed a good performance in terms of sensibility and specificity of ANCA, and a good correlation be-
tween the two methods used; as regard ELISA determination the antigen frequently found in our cases was lactofer-
rin (60%).
Conclusions: Is still unclear the role of these “minor antigens” in the diagnosis and pathogenesis of IBD, but is clear
that only morphologic evaluation is no more sufficient.

 



pici che, a tutt’oggi, limitatamente all’ambito di
vasculiti ANCA associate, è ritenuta indagine dia-
gnostica dotata di buona specificità e sensibilità (c-
ANCA positivi per PR3 nel 90-95% dei pazienti
con granulomatosi di Wegener; p-ANCA positivi
per MPO nel 70-80% dei pazienti con poliangioi-
te microscopica (PAM) o glomerulonefrite extra-
capillare necrotizzante pauci-immune) (6). Queste
procedure in IFI hanno però alcuni limiti: sono ope-
ratore dipendente, non forniscono risultati quanti-
tativi, non consentono l’identificazione degli anti-
geni coinvolti e risentono della qualità dei prepa-
rati. Al fine di ottenere informazioni in merito agli
specifici antigeni verso cui sono rivolti gli ANCA
si utilizzano procedure analitiche in ELISA (enzy-
me linked immuno sorbent assay). Queste nei kit
diagnostici più diffusi mettono a disposizione pan-
nelli operativi in grado di identificare PR3 ed MPO
(specificità antigeniche “maggiori”), ma anche lat-
toferrina, elastasi, catepsina G ecc. (specificità an-
tigeniche “minori“) nei kit di ultima generazione.
Sono tecniche analitiche facilmente automatizza-
bili e offrono la possibilità di esprimere una valu-
tazione quantitativa, ma sono gravate da costi ele-
vati (il numero di antigeni risulta fattore di molti-
plicazione del costo). 
Recentemente in letteratura sono comparse nume-
rose segnalazioni a riguardo delle positività degli
ANCA in patologie “non vasculitiche” (7, 8). In
particolare la positività degli ANCA segnalata in
soggetti con colite ulcerosa, ha suscitato l’interes-
se dei gastroenterologi che hanno visto in tale mar-
catore un possibile utile supporto nella fase dia-
gnostica delle IBD (diagnosi differenziale tra UC
e Crohn) (9, 10). Nei pazienti affetti da IBD, ed in
particolare da RCU, sono stati descritti tutti e tre i
pattern fluoroscopici (atipico, c- p-ANCA) osser-
vabili con l’indagine in IFI: di conseguenza la va-
lutazione morfologica non può essere criterio suf-
ficiente ad orientare verso la diagnosi di IBD piut-
tosto che verso quella di “vasculite”. Anche la ri-
cerca in ELISA delle sole specificità antigeniche
MPO e PR3 (che rimangono maggiormente accre-
ditate di un ruolo diagnostico a favore delle vascu-
liti) risulta altresì insufficiente, in quanto tra gli an-
tigeni proposti come possibili target e conseguen-
temente potenziali marker sierologici di IBD ri-
sultano prevalenti la catepsina G, la lattoferrina, il
lisozima, la BPI, le proteine cromosomiche non
istoniche HMG1 e 2 ed altre ancora. Per le protei-
ne non istoniche pare importante sottolineare co-
me in realtà siano un antigene non citoplasmatico,
ma nucleare o nucleo-associato in quanto localiz-

zato a livello dell’eterocromatina disposta nella pe-
riferia del nucleo, per cui in questo caso il termine
“ANCA” pare perlomeno inaccurato e dovrebbe
forse più correttamente essere sostituito da quello
di anticorpi anti-nucleo granulocita specifici (GS-
ANA) o NANA (nuclear antigen neutrophil anti-
bodies).
Scopo del presente lavoro è quello di esprimere
mediante la ricerca in cieco dei marcatori sierolo-
gici ANCA in una casistica di pazienti con IBD una
valutazione sulle performance diagnostiche delle
diverse procedure di laboratorio e conseguente-
mente di realizzare un protocollo di indagine “ot-
timizzato” che possa essere un valido supporto agli
accertamenti diagnostici invasivi quali la rettoco-
lonscopia con indagine bioptica.

MATERIALI E METODI

Abbiamo analizzato in cieco il siero di 104 pazienti
(49 maschi, 55 femmine) sui quali era stata posta
diagnosi di: RCU (67) età media 26±22, Crohn
(16) età media 8±2 e altre coliti (21 di cui 7 coliti
indeterminate, età media 10±4). La diagnosi era
stata formulata sulla scorta di criteri clinici, radio-
logici, endoscopici e istopatologici.
Gli ANCA sono stati ricercati seguendo un proto-
collo diagnostico che prevede l’applicazione di due
diverse metodologie di indagine; una indagine mi-
croscopica in immunofluorescenza indiretta (IFI)
su neutrofili fissati in etanolo e in formalina (Kit
ANCA (EG), Euroimmun) e una indagine in ELI-
SA (ANCA-Combi, Chematil) per la ricerca e iden-
tificazione delle specificità antigeniche (PR3,
MPO, Lattoferrina, Elsastasi, Catepsina G, BPI,
Lisozima).
Gli ASCA sono stati determinati con metodo ELI-
SA (QUANTA Lite ASCA IgA, IgG INOVA, Me-
narini).

RISULTATI

Le performance diagnostiche dei marcatori siero-
logici derivanti dalla combinazione di tecniche
IFI ed ELISA sono riportate in tabella I. Abbia-
mo osservato una buona concordanza tra i risul-
tati ottenuti con le due metodiche; solo 1 caso ha
presentato risultati discordanti (IFI positiva: pat-
tern p-ANCA ed ELISA negativa, classificato co-
me colite indeterminata e che verrà monitorato
nel tempo). 

128 E. Mainardi, A. Montanelli

1295_REUMA2_09_LavoroOri  25-05-2006  17:56  Pagina 128



Ricerca di anticorpi contro gli antigeni granulocitari nelle IBD 129

I pattern fluoroscopici osservati, in accordo con i
dati della letteratura, sono stati principalmente qua-
dri p-(32%) e atipici-ANCA (56%), in percentua-
le inferiore quadri c-ANCA (12%). 
La frequenza di positività anticorpale per gli anti-
geni granulocito specifici è rappresentata in tabel-
la II. L’antigene bersaglio maggiormente interes-
sato è risultato essere la lattoferrina coinvolto nel
60% dei casi. Nei casi classificati come morbo di
Crohn e altre coliti, la frequenza delle specificità
ELISA per gli ANCA è stata la seguente: 3 positi-
vi per BPI (8%), 1 positivo per PR3 (2%) ed 1 po-
sitivo per lattoferrina (2%).
La positività anticorpale rivolta verso l’antigene
PR3 (31%) è sempre stata osservata in associazio-
ne a quella di altri antigeni (principalmente latto-
ferrina e BPI).

DISCUSSIONE

Se nell’ambito delle vasculiti la determinazione de-
gli ANCA ha una provata utilità diagnostica e la lo-
ro ricerca è suggerita da linee guida internaziona-

li, altrettanto non si può dire a tutt’oggi del loro
ruolo e significato in altre patologie, dove peraltro
sono ampiamente descritti. I dati contenuti nelle
numerose segnalazioni comparse recentemente in
letteratura sono spesso non confrontabili sia per le
diverse modalità di selezione dei pazienti che per
la diversità dell’approccio metodologico analitico
(solo IFI, IFI + ELISA, solo ELISA PR3, MPO
ecc.). Inoltre la ricerca degli ANCA, nel caso di so-
spetto clinico di IBD, viene spesso eseguita in com-
binazione con la ricerca degli anticorpi anti-Sac-
charomyces Cerevisiae (ASCA), in quanto tale as-
sociazione ha dimostrato di migliorare le perfor-
mance diagnostiche degli accertamenti sierologici.
Rispetto alla ricerca dei singoli marcatori, questa
combinazione, che anche nella nostra casistica ha
portato ad un miglioramento della specificità (91%)
nella diagnosi di rettocolite ulcerosa, rende peral-
tro ancor più difficile un raffronto tra i dati prove-
nienti dalle diverse casistiche e ne impedisce una
valutazione conclusiva. Nell’ambito dei sieri risul-
tati ANCA positivi, l’anticorpo ritrovato con mag-
giore frequenza (60%) è stato quello diretto contro
l’antigene lattoferrina. La lattoferrina (LF) é una
glicoproteina monomerica del peso di circa 80 kDa
con una singola catena polipeptidica di 691 ammi-
noacidi chelante il ferro che appartiene alla fami-
glia delle transferrine. La LF è stata isolata nel lat-
te umano nel 1960 e successivamente nel latte bo-
vino (11), è rilevabile nel latte, nella saliva, nelle
lacrime, nel liquido seminale e in molte altre se-
crezioni; inoltre è presente nei granuli neutrofili
dei leucociti. Possiede spiccate proprietà antibat-
teriche soprattutto contro Gram-negativi e presen-
ta un ampio spettro di attività biologiche: é attiva
nella risposta immunitaria promuovendo la matu-
razione e lo sviluppo funzionale delle cellule T e
B, modulando le attività di diverse citochine come
l’IL-1, TNF-α, GM-CSF e IL-6 e quella delle cel-
lule natural killer (12, 13). La presenza di lattofer-
rina nell’intestino di soggetti con IBD è stata re-
centemente descritta da un gruppo americano che
ha visto nella ricerca di tale proteina su preparati
istologici un utile marcatore altamente specifico e
sensibile, in grado di consentire di differenziare
soggetti con IBD da quelli con sindrome da inte-
stino irritabile. (14). Tale osservazione pare in li-
nea con l’alta frequenza di anticorpi contro di es-
sa rilevata nel siero dei nostri pazienti. La presen-
za di tali anticorpi inoltre supporta una delle teorie
eziopatogenetiche proposte per le IBD, ovvero
quella che chiama in causa infezioni ricorrenti a ca-
rico di questo apparato ad opera di diversi batteri

Tabella I - Performance diagnostiche dei marcatori sierologici in 67
casi con diagnosi istopatologica di Rettocolite ulcerosa.

ANCA+ ANCA+/ASCA-

Sensibilità 81% 68%
Specificità 89% 91%
VPP 86% 88%
VPN 84% 76%
Accuratezza 85% 80%

VPP: valore predittivo positivo
VNP: valore predittivo negativo

Tabella II - Frequenza di positività anticorpali contro antigeni gra-
nulocito-specifici in 67 Rettocolite ulcerosa.

Positività anticorpali Frequenza
(N° di riscontri) %

Proteinasi III 21 31 %
Mieloperossidasi 0 0 %
Lattoferrina 40 60 %
Catepsina G 4 6 %
Lisozima 1 1 %
Elastasi 5 7 %
BPI 15 22 %

BPI: Bactericidal permeabilizing – increasing protein

1295_REUMA2_09_LavoroOri  25-05-2006  17:56  Pagina 129



(Pseudomonas, anaerobi intestinali, Clostridium
difficile, Mycobacterium kansasii, Yersinia ente-
rocolitica) che, in condizioni di immunodepressio-
ne e/o in soggetti geneticamente predisposti, sti-
molano il rilascio dei mediatori dell’infiammazio-
ne (tra i quali la lattoferrina) ad opera dei neutro-
fili reclutati in sede; questa stimolazione cronica
avrebbe come conseguenza una alterazione della
barriera intestinale ed una sintesi di anticorpi spe-
cifici (15). 
Peraltro, se l’eziologia permane ancora da chiari-
re e non esiste un gold standard diagnostico uni-
versalmente accettato, la diagnosi di queste malat-
tie risulta spesso difficile e fonte di discussione; è
ormai accettato che si debba ricorrere a step mul-
tidisciplinari che prevedono il ricorso a metodiche
diagnostiche sia invasive che non invasive. A
tutt’oggi i marcatori sierologici proposti a com-
pletamento e a supporto della diagnostica non in-
vasiva mostrano certamente ancora problemi di
standardizzazione; proprio per questo si rendono
necessari protocolli di laboratorio che, dopo aver
raggiunto una corretta valutazione delle perfor-
mance analitiche, consentano di raccogliere dati
omogenei e facilmente confrontabili.
La proposta avanzata nel lavoro degli autori Se-
gelmark, Westman e Wieslander (16) è certamen-
te opportuna e sul piano diagnostico strategica-
mente vincente, ma a tutt’oggi pare difficilmente
praticabile in quanto la condizio posta a monte del-
la flow chart prevede una comunicazione al labo-
ratorio del sospetto diagnostico e da parte di
quest’ultimo l’allestimento di due distinte proce-
dure: una a favore delle vasculiti e l’altra a favore
delle IBD. A tutt’oggi al laboratorio di patologia
clinica pervengono campioni biologici corredati di
dati anagrafici e informazioni nosologiche ma ben
difficilmente, se non su casistiche selezionate, ac-
compagnati da specifica richiesta con formulazio-

ne del quesito diagnostico. Ne consegue che gran
parte dei laboratori processa i campioni con pro-
cedure “standard” che si propongono di conciliare
bassi costi e massime performance diagnostiche
“aspecifiche”: nel caso degli ANCA dopo lo step
di indagine in immunofluorescenza gran parte dei
laboratori ricerca in ELISA solo gli anticorpi anti-
MPO e PR3. 
L’esperienza da noi maturata sul campo con una
procedura per lo step in ELISA rivolta alla ricerca
di un pannello anticorpale più ampio (MPO, PR3,
lattoferrina, BPI, elastasi, catepsina G,lisozima) ci
ha suggerito alcune considerazioni: 
in casistiche non selezionate, ovvero che reclutano
pazienti senza informazioni circa il quesito dia-
gnostico, la descrizione morfologica in immuno-
fluorescenza indiretta risulta aspecifica; esprimere
un risultato in termini di c-p o atipico-ANCA non
può essere assolutamente indicativo nè di vasculi-
te nè tanto meno di RCU 
la valutazione morfologica deve peraltro necessa-
riamente prevedere l’uso di un secondo preparato
fissato in formalina ed eventualmente di un terzo
fissato in metanolo; risulta pertanto gravata da un
pesante impegno di materiali e di operatori a fron-
te di limitati vantaggi in termini di specificità dia-
gnostica.
i protocolli diagnostici proposti dalle società scien-
tifiche (es Gruppo FIRMA) si sono sino ad ora
espressi soprattutto in merito alla diagnostica del-
le vasculiti, per le quali è necessario uno step in im-
munofluorescenza indiretta ed uno in ELISA per la
ricerca delle sole specificità antigeniche PR3 e
MPO; nelle altre patologie, quali le IBD, tale pro-
cedura operativa è certamente insufficiente, e resta
pertanto in attesa di una puntuale ridefinizione. 
in attesa che si addivenga ad una consensus che si
esprima sulle linee guida della diagnostica sierolo-
gica delle IBD, nel nostro laboratorio applichiamo
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RIASSUNTO
Scopo del lavoro: focalizzare l’attenzione sul ruolo dei marcatori sierologici ANCA in 104 pazienti clinicamente e
istologicamente classificati come 67 RCU, 16 Crohn e 21 altre coliti.
Risultati: abbiamo osservato principalmente quadri fluoroscopici p-e x-ANCA e l’antigene maggiormente coinvolto
è risultato essere la lattoferrina (60%).
Conclusioni: la ricerca dei soli anticorpi anti PR3 e MPO nella diagnostica delle IBD è insufficiente; non è peraltro
ancora noto/i l’antigene/i bersaglio degli anticorpi ANCA in grado di assumere il ruolo di “marcatori” patognomoni-
ci di RCU; nella nostra casistica la positività degli anticorpi contro la lattoferrina e la BPI suggeriscono rinnovate ipo-
tesi sul ruolo dei batteri nell’eziopatogenesi di questa patologia.

Parole chiave - Autoanticorpi, artrite reumatoide, spondilite anchilosante, infliximab.
Key words - Autoantibodies, rheumatoid arthritis, ankylosing spondylitis, infliximab.
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un protocollo diagnostico che prevede in primis
l’acquisizione, qualora possibile, di uno specifico
quesito diagnostico che condiziona entrambi gli
step procedurali successivi (IFI ed ELISA) e che ci
consente di raggiungere buoni risultati in termini di
sensibilità, specificità ed appropriatezza diagnosti-
ca (qualora avessimo utilizzato kit per la ricerca dei
soli PR3 e MPO nella nostra casistica avremmo
scotomizzato sino al 47% delle positività anticorpali
in quanto rivolte verso antigeni “minori”).
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