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Determinazioni anticorpali nella diagnosi di patologie infettive

Diagnosi di laboratorio della sifilide: patologia antica, tecnologie moderne
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La sifilide (o lue) & una malattia venerea cronica che
evolve a stadi, coinvolgendo numerosi organi e sistemi. |l
periodo di incubazione varia da 10 a 90 giorni, con una
media di circa 3 settimane. L'agente eziologico & rappre-
sentato da Treponema pallidum subsp. pallidum, un batte-
rio Gram negativo, appartenente allordine Spirochaetales,
mobile, microaerofilo, non coltivabile in vitro. Le fonti possibili
di infezione sono varie: il sifiloma primario, le lesioni papu-
lo-erosive, il sangue (contagio per trasfusione), lo sperma
(in caso di epididimite), la saliva e le secrezioni vaginali. La
trasmissione per via orizzontale pilt comune & mediante il
rapporto sessuale (95% dei casi) e la penetrazione del bat-
terio nellorganismo ospite avviene per via trans-
cutanea/mucosale o per via parenterale. E’ possibile anche
la trasmissione verticale, ovvero dalla madre al feto, duran-
te la gravidanza o, piu raramente, al momento del parto.

MANIFESTAZIONI CLINICHE

L’evoluzione della sifilide si divide in due stadi: sifilide
precoce (che comprende le forme di sifilide primaria,
secondaria e latente precoce) e sifilide tardiva (che com-
prende le forme di sifilide latente tardiva e sifilide terziaria,
distinta a sua volta in cardiovascolare e neurolue)!.

La lue primaria & caratterizzata dalla presenza di una
papula non dolente nella sede di inoculo (sifiloma), la quale
puo successivamente trasformarsi in nodulo ed andare
incontro ad una lesione ulcerativa e ad una adenopatia
loco-regionale non dolente e non suppurativa. Il sifloma
tipicamente si autorisolve, anche in assenza di terapia, in
3-12 settimane. La sifilide primaria non trattata evolve nella
forma secondaria in 4-10 settimane per disseminazione
ematogena e linfatica dei treponemi. Le manifestazioni cli-
niche possono essere aspecifiche e simil-influenzali (feb-
bre, malessere, artralgie, linfoadenopatia generalizzata
non dolente, anemia, astenia), cutanee (rash maculo-
papulare, condyloma lata e placche mucose) o sistemiche
(meningite, epatite, infiammazione faringo-tonsillare, ecc.).
Alla sifilide secondaria fa seguito un periodo di latenza, in
cui la sierologia del paziente resta positiva, ma non sono
presenti manifestazioni cliniche. Si parla di sifilide latente
precoce, se l'infezione dura da meno di un anno, e di sifili-
de latente tardiva, se la durata dell'infezione & superiore ad
un anno.

La sifilide terziaria si sviluppa dopo 10-30 anni dall’infe-
zione, nel 25% circa dei soggetti non trattati, dando origine
ad endoarteriti obliteranti dei piccoli vasi con localizzazione
cutanea (lesioni gommose) o vascolare. La sifilide cardio-
vascolare si manifesta piu frequentemente con aortiti, insuf-
ficienza aortica, aneurisma aortico, angina, stenosi corona-
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ria. La neurosifilide € data dall’infezione da parte dei trepo-
nemi del liquido cerobrospinale e pud presentarsi con qua-
dri alquanto diversi: si va da forme quiescienti, a forme di
meningite asettiche, fino ad arrivare a forme meningovasco-
lari, paresi, tabe dorsale e demielinizzazione delle vie ner-
vose. La sifilide congenita viene trasmessa dalla madre per
via transplacentare e perinatale durante la gravidanza o al
momento del parto per contatto del neonato con lesioni
genitali materne. Lo stadio della malattia materna e I'epo-
ca di gestazione in cui si verifica la trasmissione del batte-
rio sono i due fattori piu importanti nel determinare il quadro
clinico neonatale?.

EPIDEMIOLOGIA

Nei paesi in via di sviluppo la sifilide & un vero e pro-
prio problema di salute pubblica: in Africa si registrano 4
milioni di casi/anno. Piu in generale, nel 1999 le stime
del WHO riportavano 12 milioni di nuovi casi I'anno di
sifilide di cui il 90% circa a carico di paesi in via di svi-
luppo3. Nonostante i tassi di infezione siano piuttosto
bassi nei paesi industrializzati, vari focolai epidemici si
sono registrati in diverse citta europee e statunitensi,
principalmente a carico di omosessuali maschi4. L'ltalia
€ un paese a bassa endemia con focolai epidemici
(I'Istituto Superiore di Sanita,ISS ha contato 150 casi di
sifilide precoce nel 1995; la sifilide rappresenta il 12% di
tutte le malattie a trasmissione sessuale notificate). E’
da considerare comunque che in questi ultimi anni c’é
stato un aumento del numero di infezioni notificate
all’'lSS, da mettere in relazione a vari fattori, tra cui I'im-
migrazione di persone provenienti da paesi con focolai
epidemici di sifilide. Basti pensare, ad esempio, al foco-
laio epidemico che si é registrato nel 1996 nei paesi del-
I’ex-URSS, con un tasso d’incidenza di lue di 263 casi
ogni 100.000 abitanti, ben piu elevato di quello dell’epo-
ca pre-penicillina, con valori variabili attorno ai 70 casi
ogni 100.000 abitanti!. Come conseguenza di cio, & utile
ricordare che in Russia I'incidenza della sifilide congeni-
ta @ aumentata di 26 volte dal 1991 al 19995.

ESAMI MICROBIOLOGICI

A partire dalla scoperta da parte di Schaudinn e
Hoffmann nel 1905 di T. pallidum come agente eziologico
della lue, le metodiche diagnostiche per questa infezione si
sono costantemente evolute, se pur con alcuni limiti, dovu-
ti alla sua difficile propagazione (non € coltivabile in vitro,
ma ¢ possibile mantenerlo in vita solo tramite passaggi nei
testicoli del coniglio).
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Gli esami microbiologici possibili sono lindividuazione
diretta del patogeno e le indagini sierologiche®.

Il metodo diretto piu utilizzato per mettere in evidenza
i treponemi nei materiali biologici € I'indagine al microsco-
pio a campo oscuro, data la velocita dell’esecuzione e il
costo ridotto. Una positivita al test microscopico € indice
certo di infezione; la sensibilita di questo metodo pero,
anche nei centri di riferimento, non va oltre il 70-80%.
Questo a causa della difficolta di evidenziare i batteri nel
preparato microscopico per la rapida perdita di motilita dei
treponemi dovuta alla loro scarsa resistenza all’aria e/o
all’esposizione a sostanze applicate sulla lesione (disinfet-
tanti o pomate) e del possibile mascheramento dei trepone-
mi da parte di detriti cellulari o emazie®. Inoltre, la carica
minima che si riesce ad identificare con questa metodica
& di circa 105 batteri /mL. Il test che riesce ad identificare
il minor numero di batteri possibile & il RIT (Rabbit
Infectivity Test), che prevede l'inoculo nel coniglio del
materiale proveniente dalle lesioni sospette. Tale metodica
raggiunge un livello massimo di sensibilita (100% di sensi-
bilita con solo 25 batteri inoculati), ma richiede tempi molto
lunghi per la risposta e costi elevatif. Infatti, il coniglio
viene inoculato con il materiale in cui si sospetta la pre-
senza dei batteri e viene monitorato, tramite esami siero-
logici, settimanalmente per un tempo massimo di 90 gior-
ni. Appena si evidenzia una sieroconversione, I'animale
viene sacrificato e viene prelevato tessuto linfonodale da
inoculare in un nuovo animale per avere la conferma di
positivita e anche a questo nuovo animale verra fatto un
prelievo di sangue settimanalmente al fine di verificare un
movimento anticorpale specifico. Viceversa, se il coniglio
di partenza non mostra sieroconversione, alla scadenza
dei 90 giorni. verra catalogato come non-reattivo ed sara
quindi esclusa la presenza di treponemi nel materiale ino-
culato nell’animale. Nonostante I'elevata sensibilita e spe-
cificita il RIT per questa sua estrema complessita di ese-
cuzione viene dunque utilizzato solo in laboratori di ricer-
ca come esame di riferimento per confrontare i risultati
ottenuti con altre metodiche oggetto di studio, come, ad
esempio, la PCR. Il test di PCR richiede una presenza
minima variabile dai 10 ai 50 batteri, a seconda del mate-
riale in cui vengono ricercati e a seconda del target geni-
co che si vuole amplificare”. E’ una metodica quindi sen-
sibile, con costi pero elevati e deve venire affidata esclu-
sivamente a laboratori abituati ad eseguire esami diagno-
stici su DNA, al fine di evitare false positivita.

La diagnosi microbiologica di sifilide, alla luce delle
considerazioni sopra riportate, si basa principalmente sul-
I'utilizzo di test sierologici. Questi si dividono in due catego-
rie: test non treponemici e test treponemici. Per una diagnosi
corretta, si consiglia di associare entrambe i tipi di indagini, al
fine di arrivare alla definizione di un quadro completo del
paziente.

| test non treponemici piu utilizzati sono: VDRL
(Venereal Disease Reference Laboratory) ed RPR (Rapid
Plasma Reagin). Questi test dimostrano la presenza di
anticorpi anti-cardiolipina; sono test poco costosi e di rapi-
da esecuzione, utilizzabili sia come screening che nel fol-
low-up della terapia, in quanto dopo il trattamento (gene-
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ralmente entro 6 mesi, ma questo tempo € variabile anche
a seconda dello stadio della lue e alla contemporanea pre-
senza di infezione da virus HIV) si ha una negativizzazio-
ne del siero del paziente o0 comunque una diminuzione del
titolo. | limiti dei test non treponemici sono una sensibilita
non elevata (70% circa) nella sifilide primaria precoce,
nella sifilide latente e nella sifilide congenita tardiva, ed
una mancanza di specificita in presenza di particolari con-
dizioni quali: infezioni virali (epatiti, mononucleosi), patolo-
gie neoplastiche, malattie autoimmuni (lupus eritematoso),
gravidanza, eta avanzata®. | risultati dei test non trepone-
mici devono essere dunque sempre confermati da un test
treponemico®. Pertanto nei laboratori si sta abbandonan-
do l'utilizzo di VDRL ed RPR come test di screening, pre-
ferendo mantenere queste indagini per il monitoraggio dei
pazienti.

| test treponemici piu utilizzati sono: TPHA
(Treponema Pallidum Hemagglutination Assay); EIA; WB
(Western Blot); FTA-ABS (Fluorescence Treponemal
Antibody Absorption Test).

Sono test sensibili, specifici, utilizzabili come scree-
ning, per I'elevata possibilita di automazione (EIA)8, o con-
ferma (TPHA, WB ed FTA-ABS). La positivita a questi test
si mantiene per molti anni (anche per tutta la vita): non sono
in grado dunque di indicare I'efficacia del trattamento tera-
peutico, né una possibile re-infezione. Si assiste negli ulti-
mi anni ad un continuo miglioramento delle metodiche
sopra citate, grazie anche all'uso di antigeni ricombinanti e
alla standardizzazione dei principi interpretativi del WB9-11.

Recentemente & stata sviluppata una metodica innovati-
va in chemiluminescenza (CLIA): si tratta di un metodo com-
pletamente automatizzato in cui un antigene ricombinante di
T. pallidum coniugato con isoluminolo viene fatto aderire a
particelle magnetiche: durante 'incubazione gli anticorpi anti
T. pallidum si legano alle particelle e, dopo I'aggiunta di un
reattivo per indurre la reazione chemiluminescente e cicli di
lavaggio, il segnale luminoso ottenuto viene analizzato da un
fotoluminometro. La metodica CLIA, in uno studio retrospet-
tivo ha dimostrato una specificita del 99% e in uno studio
prospettico una sensibilita del 98%.

Un discorso a parte merita la trattazione del significa-
to diagnostico della risposta anticorpale di classe M (IgM)
in corso di infezione luetica. Normalmente, nelle infezioni
batteriche e virali, durante la fase acuta, si mette in evi-
denza nel siero dei pazienti una risposta primaria IgM e,
solo in un secondo tempo, si trovano anticorpi di classe G
(IgG). In corso di sifilide, invece, gia nella fase primaria,
sono evidenziabili IgG e queste superano di gran lunga la
quantita di IgM circolanti’2. Pertanto, una diagnostica mira-
ta alla ricerca di IgM & di rilevante importanza principal-
mente nel caso di sifilide congenita. Come € noto, infatti,
gli anticorpi di classe M non sono in grado di attraversare la
placenta, e un neonato infetto in utero € in grado di produr-
re IgM a partire dal terzo mese di gestazione: un risultato
positivo per la ricerca specifica di IgM & dunque indice di
infezione congenita. | risultati migliori per un’indagine siero-
logica degli anticorpi di classe M si possono ottenere con
la metodica di WB, che & da preferirsi pertanto all'immu-
nofluorescenza FTA-ABS13, 14,
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