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Doelstellingen

® Verbetering communicatie tussen
clinici en laboratoriumspecialisten

® Standaardisatie van methodologie,
testen en interpretatie van resultaten

® Harmonisatie van testalgoritmen

EASI

European Autoimmunity
Standardisation Initiative

Shoenfeld et al.
ANYAS 1109: 138-144 (2007)

Damoiseaux et al.
ANYAS 1173: 10-14 (2009)
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Respons

Vragenlijst rondgestuurd aan alle deelnemers van de SKML
“ANCA-GBM” rondzending (53 laboratoria)

® Nederlandse diagnostische laboratoria (n=50)
® Buitenlandse laboratoria (n=1)
® Bedrijven (n=2)

Respons:
43 vragenlijsten terug gestuurd van de Nederlandse
diagnostische laboratoria (=86%)
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Vragenlijst

® Categorieén:

Organisatie (n=5)

ANCA immuunfluorescentie (n=16)
ANCA specificiteits testen (n=6)
ANCA aanvraag/algorithme (n=16)
ANCA cito aanvraag (n=6)

ARl A
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Focus

® ANCA-geassocieerde vasculitiden
» Granulomatose met polyangiitis (Wegener Granulomatose)
»Microscopische Polyangiitis
» Churg-Strauss syndroom

ANCA diagnostiek kan ook toegepast worden in de diagnostiek van
NB— inflammatoire darmziekten en andere niet-vasculitis
ANCA geassocieerde Autoimmuunziekten

*Colitis Ulcerosa (50-70%)

«Autoimmune hepatitis type | (90%)
*Reuma (30%)
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Organisatie

Organisation

9% 19%

mUMC (8)
OGeneral Hospital (31)

B Other (4)

Laboratory specialist

7% 5%

EImmunologist (18)

O0Chemist (20)
46% m Microbiologist (3)

oCombinations (2)

Laboratory type

16%

9%

Eimmunology (11)

OChemistry (21)

mMicrobiology (4)

oDifferent combinations (7)

Number of ANCA requests (weekly)
5%

7%

16% '

m<5 (2)
05-15 (15)
m 15-30 (16)
@30-50 (7)
m>50 (3)
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Antwoorden van de vragenlijst zijn getoetst aan de
internationale consensus en de CBO richtlijn

® Savige et al. (1999) Am J Clin Pathol 111: 507-13
® CBO Richtlijn Diagnostiek Kleinevatenvasculitis, Juli 2010

FOKKE & SUKKE

A E MRS wwildE TR rraacE R

De richtlijn zegt
dat we het zo
zouden moeten
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ANCA consensus
Immuunfluorescentie

® IFT bij voorkeur voor alle nieuwe patiénten uitgevoerd (1,2)

® In-house gemaakte glaasjes zouden moeten bestaan uit
cellen geisoleerd van een buffycoat omdat deze zowel
neutrofielen als lymfocyten bevatten, commerciéle glaasjes
mogen ook gebruikt worden (1)

1 Savige et al. (1999)
Am J Clin Pathol 111: 507-13

2 CBO Richtlijn Diagnostiek
Kleinevatenvasculitis, Juli
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ANCA immuunfluorescentie

ANCA IIF Source of ANCA IIF substrate
9%
BYes (34) mIn house (3) =—> neutrophils
ONo (9) Ocommercial (31)

Reading ANCA IIF
9%

B2 persons in
discussion if
discrepancies (31)

Oother (3)
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ANCA consensus
Titreren

® Titreren is niet nodig als neutrofielen en monocyten

de enige fluorescerende cellen zijn; titreren kan

nuttig zijn als een interferende ANA of andere
cytoplasmatische fluorescentie aanwezig is

® De IFT titer wordt bepaald bij patienten die alleen
positief zijn middels IFT en niet voor PR3 en/of MPO

® De fluorescentie intensiteit wordt gegradeerd van
negatief, zwak positief of sterk positief op basis van
de screenings verdunning

Savige et al. (1999)

L ST Am Gl Pelhol T 50713



number of laboratories
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ANCA Titratie

Screenings dilution

EEEE

1/10 1/16 1/20 1/40

ANCA titration

@

End dilution

_1.,|,|,|,.,IE

1/320 1/400 1/512 1/640 1/1024 1/1280 1/2048 1/2560

number of laboratories

SR R W o

/7 Alle labs rapporteren de titer naar de kliniek

4 labs rapporteren alleen de fluorescentie intensiteit
naar de kliniek
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ANCA consensus
Nomenclature van ANCA patronen

® C-ANCA: Klassieke granulaire cytoplasmatische
fluorescentie met accent tussen de kernlobben

® C-ANCA (atypisch): diffuse vlakke cytoplasmatische
fluorescentie zonder accent tussen de kernlobben

®* P-ANCA: fluorescentie rondom de kern (perinuclear) en
waarbij ook de kern positief kan zijn; inclusief granulocyt-
specifieke ANA

¢ Atypische ANCA: alle andere neutrofiel-specifieke of
monocyt-specifieke reactiviteit, meestal een combinatie van
cytoplasmatische en perinucleare fluorescentie

Savige et al. (1999)
Am J Clin Pathol 111: 507-13
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ANCA patronen

c-ANCA:

ytoplasmatisch

Klassieke granulaire
cytoplasmatische fluorescentie met
accent tussen de kernlobben

Atypische C-ANCA: diffuse
vlakke cytoplasmatische
fluorescentie zonder accent
tussen de kernlobben




uuuuu

p-ANCA:

erinuclear

fluorescentie rondom de
kern en waarbij ook de
kern kan aankleuren;
inclusief granulocyt-
specifieke ANA

**moeilijkheid is het onderscheid met
de niet-granulocyt specieke ANA

SKML nabespreking 4 april 2012



Ethanol versus Formaline fixatie

Farmalin fixation

(7} Strong cationic
proteins {e.g. MPQ)

f:; Weakly cationic or
neutral protains

Antibodies to
{c) strong cations

Antibodies to neutral proteins
or weak cations {a.g. PH3)

UMC i@i& St Radboud

Ethanol fixatie heeft invloed op
spreiding van antigenen,
sommige migreren richting
kern en geven een p-ANCA
beeld

Gevolg mogelijke verwarring
met ANA

Formaline doet dit niet

(c-ANCA en p-ANCA geven op
formaline beide een
cytoplasmatsich beeld)

Met name in het kader van
niet-vasculitis ANCA kunnen
formaline glaasjes nuttig zijn
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ANCA patterns

ANCA patterns reported

6%

BC-ANCA and P-ANCA (11)

OC-ANCA, P-ANCA and
atypical (21)

Enot reported (2)

PR3 en MPO negatief (2)
Non-C en Non-P (5)
Non-C en Non-P, ANA neg en pos op formaline (1)

Non-C en non-P, C-ANCA op ethanol en neg op formaline
en p-ANCA op ethanol en neg of p-ANCA op formaline (1)

Non-C en Non-P, maar ook centromeren (1)
Cytoplasmische aankleuring, niet c-ANCA, met of zonder
kern aankleuring, niet ANA (1)

Cytoplasmatische aankleuring, zonder specifieke accent
tussen de kernlobben (2)

Patroon met ANA en cytoplasmatische aankleuring (2)
P-patroon op ethanol, formaline neg, ANA neg (5)
ANA (1)
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ANCA consensus
Storende ANA en anti-mitochondrién antistoffen

®Een storende ANA zou uitgesloten moeten worden (1)

*Monsters met positieve p-ANCA of atypische
ANCA, samen met een positieve ANA dienen getest te
worden voor PR3 en MPO middels ELISA (1)

® Voor mogelijk storende anti-mitochondrién antistoffen is
geen consensus aanwezig

Savige et al. (1999)
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ANCA consensus
Storende ANA en anti-mitochondrién antistoffen

Interfering ANA Interfering AMA

EANA on Hep2(000) or rat liver

(12) mFomalin (2)

OFormalin (4)

6%

OMitochondria (4)

EANA and formalin (6)

W OBiochip (3)

mRemark on report conserning

17% 12% ANA (4)

mNot tested (5) @0’[ tested (25)

mBiochip (2)

Olnfo via Hep2 (1)
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Formaline glaasjes
MDL?

Formalin slides
mYes (19) MDL| Ja | Nee | nvt
Formaline
Ao (19) Ja| 13 | 5 | 1
Nee | 11 4 0
Gastro-enterology requests - 8 labs gebruiken een andere strategie voor MDL
0 aanvragen*
° - 5 labs bieden een p-ANCA optie op het
& mYes (31) aanvraagformulier
oNo (10) —m—> -1 lab gebruikt een andere strategie voor MDL
aanvragen via de optie p-ANCA op het
mNot applicable (1) aanvraagformulier*

_ * ANCA IFT zonder ELISA of ANCA IFT + ASCA
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ANCA consensus
Antigeen specifieke testen

® Alle positieve IFT monsters zouden moeten worden

getest voor PR3- en MPO-ANCA middels ELISA; idealiter
zouden alle samples getest moeten worden (1,2)

® Resultaten worden berekend middels een standaard
curve, resultaten zijn kwantitatief (1)

®*Het gebruik van capture ELISA verdient de voorkeur
boven de directe ELISA (2)

1 Savige et al. (1999)
Am J Clin Pathol 111: 507-13

2 CBO Richtlijn Diagnostiek
Kleinevatenvasculitis, Juli



PR3- and MPO-ANCA

Test algorithm new patient

v

10%

m|IF positive — PR3 and MPO (23)

OlIF positive — PR3 or MPO (4)

mllF and PR3 and MPO (5)

ONo IIF, only PR3 and MPO (9)

Method of PR3 detection
m Direct ELISA (7)
2% 2%
59 5%

2%

OCapture ELISA (5)

mFEIA (23)

12% OAnchor (1)
EImmunoblot (2)
m Biochip (1)

@ Capture + FEIA (2)

UMC \% St Radboud

anti-PR3 or anti-MPO Reported

2%

17% ‘

mQualitative (10)

OQuantitative (24)

m Qualitative and quantitative (7)

odifferent for PR3 and MPO(1)

Method of MPO detection

3%

2%
7%

2%

10%

mDirect ELISA (8)
OCapture ELISA (4)
BFEIA (24)
OCapture + FEIA (1)
mEImmunoblot (3)
mBiochip (1)

BFEIA + immunoblot (1)
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Follow-up van AAYV patienten

PR3-ANCA PR3 PR3 & MPO geen
PR3/MPO
Geen IFT 6 10 _
IFT, geen tritratie 2 3 1
IFT met titratie 5 8 )
MPO-ANCA MPO MPO & PR3 geen
PR3/MPO
Geen IFT 7 10 _
IFT, geen tritratie 1 7 2
IFT met titratie ) 6 4

— Kwantitatieve uitslag (IFT titer en/of specificiteit)
-PR3 41/43 labs
-MPO 39/43 labs
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Opties aanvraagformulier

Options labform

BANCA IFT (2)

OANCA IFT + PR3/MPO (5)

5%

mPR3, MPO (5)

OANCA IFT, if pos PR3,MPO (13)

BANCA (3)
2%

B Vasculitis diagnosis, Vasculitis Follow-
up (1)

@ Different combinations of the above
(14)

**6 labs hebben een extra optie P-ANCA op het aanvraagformulier

—Belangrijk is te benoemen wat je doet
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uuuuu

Doorbellen van een positieve uitslag?

Nieuwe patient

BYes (24)
ONo (18)
follow up?
12%
BYes (5)
88% ONo (37)

> 8 labs alleen c-ANCA/PR3

2 labs concentratie athankelijk

Wanneer advies:

* 4x titer stijging, >100% PR3/MPO (eigen studie resultaten)
* hoge concentratie, (niet bepaald)
* PR3 en MPO stijging (niet bepaald)
* IFT van negatief naar positief of 3 titerstappen (niet bepaald)
* Behoorlijke titer stijging of >20% PR3/MPO (20% is
meer dan de intra-assay variatie)

—In elk geval cito’s
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ANCA consensus
Cito ANCA aanvragen

® Cito ANCA testen zouden beschikbaar moeten zijn in elk
geval waarbij er verdenking is op snel progressief
nierfalen en pulmonale alveolaire hemorrhage

® Advies is dan ook te testen voor anti-GBM

® Cito testen zouden geconfirmeerd moeten worden met
de reguliere test (systemen)

CBO Richtlijn Diagnostiek
Kleinevatenvasculitis, Juli
2010
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ANCA consensus
Cito ANCA testen

cito ANCA

BYes 24/7 (23)
4% 5% OYes, during office hours also in weekends (4)
BYes, only office hours (6)
EOnly after consult (7)

Bother (2)

mNo (1)
9%

GBM testing with rapid ANCA?

7%

mYes (27)

oNo (12)

mother (3)

Rapid ANCA test system *

BSame as regular(21)

2%
OWithin office times same,
outside different (5)

mno, different test (15) *x

mother (1)

12%

* 1 lab confirmeerd de cito niet met een reguliere test

** meestal de ANCA-GBM dotblot/ELISA
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Conclusie deel |

® Internationale consensus en/of de CBO richtlijn
wordt niet door iedereen standaard toegepast

* IFT
* Nomenclature ANCA patronen
» Capture ELISA
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Conclusie deel Il

® In de huidige consensus en CBO richtlijn zijn
hiaten aanwezig die opheldering behoeven

» Gebruik van commerciéle glaasjes?

» Gebruik andere testen dan ELISA?

 Wat te doen bij follow up?

» Formaline glaasjes wel of niet?

» Doorbellen van positieve uitslagen?

« Hoe om te gaan met het aanvraagformulier?
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Conclusie deel Il

® Tijd voor nieuwe internationale consensus?
* Wat is de rol van IFT?
» Gebruik formaline gefixeerde granulocyten
* Nieuwe testen voor antigeen specificiteit
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Veel dank!!

Caroline Roozendaal " N
Jan Damoiseaux “mnn & " i
Alle Iabs_ die de vragenlijst Sl@ Sectie HIM
hebben ingevuld S

EASI

European Autoimmunity
Standardisation Initiative



