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• Automatisatie indirecte immuunfluorescentie (IIF) voor bepaling van ANA

• Uit een eerste korte validatie bleek dat huidige systeem niet voldeed
 vraag 1: Zijn de geautomatiseerde alternatieven voor IIF 

bij ANCA voldoende performant om de 
huidige, manuele methode te vervangen?

• Tijdens validatie werd ook manier van ANCA-bepaling in vraag gesteld

 vraag 2 : Wat zijn de huidige richtlijnen rond de bepaling 
van ANCA?

Clinical/Diagnostic scenario



ANA of ANF (antinucleaire antistoffen)
– Antistoffen gericht tegen onderdelen van de eigen celkern
– Bij patiënten met bepaalde auto-immuunziektes (lupus, Sjögren…)
– Veel verschillende patronen (homogeen, gespikkeld, centromeer…)

ANCA (antineutrofiele cytoplasmatische antistoffen)
– Antistoffen gericht tegen neutrofielen
– Bij patiënten met vasculitis
– 2 patronen: cytoplasmatisch en perinucleair
– 2 antigenen: MPO en PR3

ANA en ANCA



1) Wat zijn de huidige richtlijnen rond de bepaling van 
ANCA?
 Luik 1: literatuurstudie

2) Zijn de geautomatiseerde alternatieven voor IIF bij 
ANCA voldoende performant om de huidige, 
manuele methode te vervangen?
 Luik 2: methodevergelijking

Vraagstelling



A. Antineutrofiele cytoplasmatische antistoffen (ANCA)

B. ANCA geassocieerde ziektebeelden
– Vasculitis
– Inflammatoire darmziekten
– Andere

C. ANCA bepaling
– Indirecte immuunfluorescentie (IIF)
– ELISA/FEIA/immunodot

D. Richtlijnen
– Screening/confirmatie
– Rapportering
– Follow-up

E. Terugbetaling

Luik 1: literatuurstudie
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1ste beschrijving • Perinucleair patroon
• Associatie met vasculitis
• Associatie met MPO
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Jenne et al.

Bosch et al. Lancet 2006; 368(9533):404-18.
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ANCA
– Voornamelijk IgG antistoffen
– Gericht tegen bestanddelen van de primaire granules in lysosomen van neutrofielen

Associatie met vasculitis

– Ook causaal verband aangetoond 
(via muizenexperimenten)

Ontstaan ANCA’s: 2 hypothesen

– “Autoantigen complementarity”
– Dysfunctionele apoptose

Voorbeschikkende factoren

– Genen 
• PR3: HLA-DP, SERPINA1 en PRTN3
• MPO: HLA-DQ

– Silica
– Medicatie (propylthiouracil en hydralazine)

Antineutrofiele cytoplasmatische 
antistoffen (ANCA)

Bosch et al. Lancet 2006; 368(9533):404-18.
Kallenberg. J Autoimmun 2014;48-49:90-3.
Khan et al. Curr Rheumatol Rep 2013;15(12):383.
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Presentation Notes
Figuur 1 De aanwezigheid van ANCA’s stimuleren neutrofielen tot een respiratoire burst en tot het vrijzetten van de inhoud van primaire granules ter hoogte van het vasculair endotheel. Dit resulteert in schade van de (kleine) bloedvaten en bijgevolg tot vasculitis. (2)

1) Een theorie opgeworpen door Pendergraft et al. suggereert dat PR3 ANCA ontstaat door een “autoantigen complementarity”. Volgens deze theorie zou voor elke peptide, gecodeerd door een bepaald sense DNA, een complementair peptide bestaan dat gecodeerd wordt door het antisense DNA. Bij een auto-immuun ziekte zouden de auto-antistoffen niet gericht tegen het auto-antigen, maar tegen het complementaire peptide. Dit complementair peptide kan afkomstig zijn van ofwel endogeen antisense DNA ofwel van identiek genetisch materiaal van een infectieus agens, zoals Staphylococcus aureus en Entamoeba histolytica. Dit peptide leidt dan tot de productie van antistoffen die vervolgens een anti-idiotypisch respons opwekken en de antistoffen die gevormd worden bij dit respons interageren tenslotte met het origineel auto-antigen (figuur 2). (1)

2) Volgens een andere theorie van Gilligan et al. en Yang et al. ligt een dysfunctionele apoptose van neutrofielen aan de basis van het ontstaan van ANCA. Bij neutrofielen-apoptose verplaatsen de primaire granules naar de cel-oppervlakte. Normaal worden apoptotische cellen opgeruimd door macrofagen, maar in bepaalde omstandigheden kunnen dendritische cellen ook apoptotische neutrofielen opnemen. Dit leidt tot kruis-presentatie van eigen antigenen, de activatie van specifieke T-lymfocyten en uiteindelijk tot auto-immuniteit. (1)





Vasculitis
= heterogene groep van systeemziekten die gekenmerkt wordt door inflammatie van bloedvaten 
resulterend in eindorgaanschade.

Classificatie

– 1990 American College of Rheumatology (ACR)
– 1994 Chapel Hill Consensus Conference (CHCC)
– 2007 European Medicines Agency (EMA) 
– 2012 CHCC update: ANCA-geassocieerde vasculitis (AAV)

Vasculitis

Khan et al. Curr Rheumatol Rep 2013;15(12):383.



Granulomatose met polyangiitis (GPA) 
– Granulomatose van Wegener (oude naam)
– Granulomateuze en necrotiserende inflammatoire letsels 
– Eindorganen: luchtwegen, NKO, nieren, ogen, hart, darmen…
– Voornamelijk ANCA gericht tegen PR3

Microscopische polyangiitis (MPA)
– Pauci-immune necrotiserende vasculitis,  zonder granuloma
– Nier-aantasting (90%)
– 60% MPO positief;  30% PR3 positief

Eosinofiele granulomatose met polyangiitis (EGPA) 
– Churg-Strauss syndroom (oude naam)
– Astma, hypereosinofilie (>1500/µL of >10%) en transiënte pulmonaire infiltraties
– Typische histologische kenmerken: extravasculaire granuloma’s en eosinofiel-rijke infiltraten in de 

luchtwegen, samen met necrotiserende vasculitis
– 60% ANCA positief, waarvan 30% MPO en 30% PR3

ANCA geassocieerde vasculitis

Comarmond et al. Autoimmun Rev 2014;13(11):1121-5.
Greco et al. Autoimmun Rev 2015;14(4):341-8.
Kallenberg. J Autoimmun 2014;48-49:90-3.



Inflammatoire darmziekten (IBD)
– M. Crohn: 5-25% ANCA positief
– Colitis ulcerosa: 60-80% ANCA positief
– IIF: meestal perinucleair patroon (zonder nucleaire extensie)
– Altijd MPO/PR3 negatief! (doelwitantigen niet gekend)
– ANCA geen nut bij diagnostiek van IBD
– Eventueel voor “indeterminate colitis”, samen met ASCA

Andere
– primaire scleroserende cholangitis: 87% ANCA positief
– auto-immune hepatitis type I: 90% ANCA positief
– Felty syndroom: 90% ANCA positief
– Altijd MPO/PR3 negatief!

ANCA – niet-vasculitis

Bosch et al. Lancet 2006; 368(9533):404-18.
Bossuyt.  Clin Chem 2006;52(2):171-81. 
Joossens et al. Gastroenterology 2002;122(5):1242-7.



Indirecte immuunfluorescentie (IIF)
– Ethanol-gefixeerde neutrofielen
– Formaline-gefixeerde neutrofielen
– (Methanol-gefixeerde neutrofielen)

– Cytoplasmatisch patroon (cANCA)
• Granulaire fluorescentie van cytoplasma, vaak met interlobulaire accentuatie
• Meestal PR3+
• Formaline: identiek als ethanol(grovere fluorescentie)
• Methanol: identiek als ethanol

– Perinucleair patroon (pANCA)
• Fluorescentie rond de kernlobben, waarbij centrum van de kern meestal gespaard blijft
• Meestal MPO+
• Formaline: c-patroon
• Methanol: negatief

– Atypisch patroon (aANCA)
• Zowel pANCA en cANCA kenmerken, vooral een sterke perinucleaire fluorescentie
• MPO/PR3-
• Formaline: negatief
• Methanol: identiek als ethanol

– Atypisch cytoplasmatisch patroon
• Cytoplasmatische fluorescentie, maar eerder diffuus en homogeen
• MPO/PR3-
• BPI+ (chronische infecties)

ANCA bepaling

Beauvillain et al. 2008;35(1-2):47-58.
Bosch et al. Lancet 2006; 368(9533):404-18.

cANCA

pANCA

aANCA

Atypische 
cANCA
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cANCA is gedefinieerd als het diffuus, granulair aankleuren van het cytoplasma van de neutrofielen, vaak met centrale of interlobulaire fluorescentie-accentuatie. 
Atypisch cANCA:  een homogeen, diffuus cytoplasmatisch patroon beschreven. Antistoffen gericht tegen BPI, die voornamelijk voorkomen bij chronische infecties zoals Pseudomonas aeruginosa-infecties bij patiënten met mucoviscidose en bij inflammatoire darmziekten. 
pANCA presenteert zich als een zone van hogere fluorescentie-intensiteit die kernlobben omgeeft waarbij het centrum van de kern grotendeels gespaard blijft. 
aANCA omvat de patronen die zowel kenmerken van cANCA en pANCA vertonen, namelijk een zwak diffuse cytoplasmatische fluorescentie met sterke lineaire perinucleaire aankleuring. Op formaline is er ofwel geen fluorescentie te zien, ofwel een cytoplasmatisch patroon, afhankelijk van het doelwit-antigen. Op methanol is het patroon hetzelfde als op ethanol. (1, 17)

Op ethanol ontstaat er bij ANCA-antigenen zoals MPO een perinucleair patroon omdat deze antigenen kationen zijn die bij het fixeren met ethanol kunnen vrijkomen uit de cytoplasmatische granules en vervolgens migreren naar de positief geladen kernmembraan. Formaline zorgt voor een veel sterkere fixatie, waardoor de antigenen in de granules blijven en zo een cytoplasmatisch patroon tonen. Het sterkere fixeren van formaline zorgt ook voor de grovere korreling. 



Vaste fase assays voor MPO en PR3
– FEIA (fluorescence enzyme immunoassay)

– ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

– Immunodots

ANCA bepaling
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Vaste fase assays zoals enyme linked immunosorbent assay (ELISA) of immunodot worden gebruikt om de specifieke antigenen aan te tonen waartegen ANCA gericht zijn. In het kader van AAV zijn MPO en PR3 de belangrijkste doelwit-antigenen. Andere antigenen waartegen ANCA kan gericht zijn (bijvoorbeeld BPI) zijn zeer laag prevalent en zeer talrijk. Daarbij is er niet altijd een duidelijke associatie met een bepaalde pathologie, waardoor het eerder irrelevant is om deze antigenen op te sporen. (17)
Er zijn verschillende manieren om de antigenen MPO en PR3 te bepalen en te kwantificeren, maar er is geen internationale consensus rond de te gebruiken eenheid en cutoff. Daarom wordt er idealiter een semi-kwantitatief resultaat gerapporteerd, in plaats van het gemeten, kwantitatieve resultaat. (16)




Richtlijnen

International Consensus Statement (ICS) 1999 en 2003

Presenter
Presentation Notes
In 1999 en 2003 werd in American Journal of Clinical Patholgy richtlijnen voor ANCA-meting en -rapportering gepubliceerd door een internationale groep van experten, namelijk de International Consensus Statement (ICS). (16) Het doel was om technische moeilijkheden te minimaliseren en homogeniteit van resultaten te verhogen. 




Screening/confirmatie
– Screening: IIF op ethanol-gefixeerde neutrofielen
– Confirmatie: PR3/MPO

– Geen screening met ELISA: te weinig evidentie
– IIF niet op formaline-gefixeerde neutrofielen

• Soms vals-negatief bij MPO-ANCA

Rapportering
– Standaardantwoorden
– Geen IIF-titers, wel MPO/PR3 concentratie (semi-kwantitatief!)
– Atypisch cytoplasmatisch patroon apart vermelden
– Alle perinucleaire patronen (met of zonder nucleaire extensie) samen
– Bij ANA-interferentie mag er geen specifiek patroon gerapporteerd worden

Richtlijnen
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Screenen met ELISA en confirmeren met IIF wordt niet aangeraden omdat hierrond te weinig evidentie bestaat. Verder wordt opgemerkt dat IIF-negatieve stalen idealiter ook gecontroleerd worden met ELISA aangezien 5% van de serumstalen enkel positief zijn met ELISA. (16)
In de richtlijnen wordt voor IIF niet aangeraden om resultaten te confirmeren met formaline-gefixeerde neutrofielen omdat deze vals-negatief kunnen zijn in het geval van MPO-ANCA. Een recente studie van Lin et al. toont echter aan dat bij 129 serumstalen die met IIF positief waren op ethanol-gefixeerde neutrofielen en negatief op formaline-gefixeerde neutrofielen, er slechts 1 staal was dat MPO of PR3 positief was. Hieruit zou kunnen afgeleid worden dat IIF op formaline wel degelijk een meerwaarde kan hebben om het aantal MPO/PR3 bepalingen te reduceren. Deze studie had echter wel één grote tekortkoming, namelijk het ontbreken van de klinische achtergrond bij de stalen. (18)
Wanneer resultaten wijzen op ANCA-geassocieerde vasculitis moet op het verslag vermeld worden dat deze resultaten best histologisch geconfirmeerd worden. ICS heeft standaard-antwoorden geformuleerd die gerapporteerd kunnen worden bij de voorlopige resultaten van IIF en bij de gecombineerde resultaten van IIF en ELISA, volgens een bepaald schema (figuur 6) (16)
De ICS richtlijnen raden verder aan om geen IIF-titers te rapporteren, maar wel de hoeveelheid antigenen via ELISA omdat deze meer nut hebben in ziekte-monitoring. Dit kwantitatief ELISA-resultaat wordt het best semi-kwantitatief uitgedrukt aangezien er geen consensus is rond gestandaardiseerde meeteenheden. (16)
De ICS richtlijnen raden verder aan om de atypische, diffuse cANCA als een aparte categorie te rapporteren, omdat deze niet gericht zijn tegen PR3 (zoals bij typische cANCA bij GPA), maar meestal tegen BPI. Verder wordt in de ICS richtlijnen alle perinucleaire patronen bij pANCA gerekend, ondanks er al dan niet nucleaire extentie is van fluorescentie. Veel klinische laboratoria gebruiken namelijk de term “atypische (p-)ANCA” bij het perinucleair patroon, waarbij de kern gespaard blijft. Volgens ICS is er te veel variatie tussen verschillende laboratoria of zelfs binnen eenzelfde laboratorium om het onderscheid binnen het perinucleair patroon te maken doordat er veel variatie zit op de ervaring van aflezen, op de fluorescentie-intensiteit en op het neutrofielen substraat. Best worden deze allemaal als pANCA beschouwd en geconfirmeerd met MPO-ELISA. Hierbij is het wel nodig dat de clinicus begrijpt dat pANCA niet altijd noodzakelijk wijst op vasculitis. (16)
In het geval van ANA-interferentie, mag er geen patroon beoordeeld worden, wordt de interferentie gerapporteerd en wordt MPO/PR3 gemeten. (16) 
AAV is een zeer zeldzame aandoening. Als je daarom ANCA zou bepalen bij de algemene populatie, dus bij een lage pre-test probabiliteit, zou er veel vals-positieve resultaten bekomen worden, ondanks de hoge specificiteit. Indien ANCA enkel bepaald wordt bij patiënten met een hoge verdenking voor AAV (hogere pre-test probabiliteit), zouden er heel wat minder vals-positieve resultaten zijn. Daarom wordt geadviseerd om ANCA enkel aan te vragen indien er een sterk vermoeden is van ANCA-geassocieerde vasculitis. (1)





Follow-up
– ICS: opvolging met MPO/PR3, niet met titer
– Verstockt et al (2015): 

in follow-up GPA, PR3 enkel bepalen indien klinisch suggestief voor herval (niet bv jaarlijks)
– meta-analyse van Schmidt en van der Woude (2004):

• Geen herval bij 42% van de patiënten met ANCA-stijging op IIF
• Geen herval bij 25% van de patiënten met MPO/PR3-stijging

– Een groot deel hervalt niet
– Geen statistisch krachtige benefit-risk trials enkel behandelen bij ANCA-stijging als 
– Toxiciteit bij immunosuppressieve therapie klinisch suggestief is

Richtlijnen

Schmidt et al. Curr Opin Rheumatol 2004;16(1):9-17.
Verstockt et al. Clin Exp Rheumatol 2015;33(2 Suppl 89):S-72-6.
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Een recentere studie van Verstockt et al. gaat nog een stap verder en geeft aan dat het zelfs niet nodig is om PR3 routinematig te bepalen bij de opvolging van een patiënt die in GPA-remissie is. Gezien de lage pre-test probabiliteit bij routine opvolging is de positieve predictieve waarde van een PR3-toename te laag (15.0%-22.5%). Enkel wanneer er klinisch vermoeden van herval is (i.e. een hoge pre-test probabiliteit) heeft een 75% stijging of het positief worden van PR3 een voldoende hoge positief predictieve waarde (77.5%-81.6%). (19)
Uit een meta-analyse van Schmidt en van der Woude is gebleken dat er geen klinische herval was bij 42% van de patiënten die een stijging van ANCA zagen bij IIF en bij 25% van de patiënten die een stijging van ANCA zagen op ELISA. (20) Gezien een aanzienlijk aandeel van de patiënten niet hervallen bij een MPO/PR3-stijging, gezien het ontbreken van statistisch krachtige benefit-risk trials en gezien de niet te verwaarlozen toxiciteit van immuunsupressieve behandelingen wordt er niet aangeraden om patiënten te behandelen bij een toename van ANCA zonder duidelijke klinische symptomen. Patiënten in remissie moeten wel van dichtbij opgevolgd worden in geval van ANCA-toename. (1)




Terugbetaling België
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De terugbetalingsregels zijn dus niet helemaal conform de ICS richtlijnen. Enerzijds is er terugbetaling voorzien voor IIF-titratie (indien de screening positief is), terwijl ICS vooropstelt dat titratie overbodig is en beter kan vervangen worden door (semi-)kwantificatie van MPO/PR3. (16)
Anderzijds wordt de bepaling van PR3 en MPO enkel terugbetaald indien er eerst een screening gebeurd is, terwijl in follow-up best gebeurt aan de hand van MPO/PR3 bepaling, zonder IIF. (16)




A. Opzet

B. Resultaat
– Overeenkomst/agreement
– Sensitiviteit, specificiteit en LR
– Patroonherkenning
– Titraties
– Precisie
– Varia

Luik 2: methodevergelijking



Huidige situatie:
1) Screening: IIF op ethanol- en formaline-gefixeerde neutrofielen (1/20)
2) Indien positief:

• Titratie: IIF op ethanol-gefixeerde neutrofielen (tot 1/1280)
• Confirmatie: PR3/MPO

– IIF: pipetteerautomaat (Beeline 220s, HTZ), slides (Accusay ANCA, Launch Diagnostics) en LED 
fluorescentiemicroscoop (Lab A.1 Axio, Zeiss), 2 aflezers

– MPO/PR3: ELIA (ImmunoCAP, Phadia)

4 geautomatiseerde IIF-systemen voor ANCA:
– Aesku: Helios
– Euroimmun: EUROPattern en IF Sprinter
– Inova Diagnostics/Werfen: NOVA View, QUANTA-Lyser en QUANTA Link
– Menarini: Zenit G-Sight en Zenit Up

Opzet

Presenter
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ANCA-diagnostiek wordt in het klinisch laboratorium van AZ Sint-Jan Brugge in twee stappen uitgevoerd, zoals beschreven in internationale richtlijnen. (16) Eerst worden stalen gescreend met IIF op ethanol- en formaline-gefixeerde neutrofielen (Accusay ANCA, Launch Diagnostics) met een verdunning van 1/20. Hiervoor worden de stalen ingezet met behulp van een pipetteerautomaat (Beeline 220s, HTZ), vervolgens worden de stalen visueel geïnterpreteerd onder een LED fluorescentiemicroscoop (Lab A.1 Axio, Zeiss) door twee aflezers. Positieve stalen worden in tweede tijd getitreerd en getest op MPO/PR3 via een ELISA-techniek (ImmunoCAP, Thermo Scientific). De laatste jaren is er een trend in het automatiseren van IIF, voornamelijk wat betreft ANA. De bedoeling van deze CAT is het vergelijken van vier verschillende automatische systemen die in staat zijn ANCA IIF uit te voeren. 



Aesku (BMD)

Helios
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Helios (figuur 7) van de Duitse firma Aesku is een volledig geautomatiseerd IIF-systeem dat in staat is om de stalen in te zitten, alsook de ingezette slides af te lezen en te discrimineren tussen positieve en negatieve stalen. Het toestel bevat twee ingebouwde barcodelezers voor stalen en slides om een volledige traceerbaarheid te garanderen, drie naalden wat zorgt voor een hoge snelheid en het drogen van de slides overbodig maakt en een auto-focus epifluorescentie microscoop. Een unieke eigenschap is het automatisch dispenseren van mounting medium op de slides die zonder dekglaasjes kunnen afgelezen worden. Hierdoor kunnen de slides meteen na incuberen afgelezen worden zonder menselijke tussenkomst. 
De Helios software analyseert de beelden volgens een wiskundig algoritme dat elk IIF-patroon analyseert en een pre-classificatie resultaat (positief/negatief) suggereert op basis van verschillende variabelen (structuuranalyse, fluorescentie-intensiteit, achtergrond/cel ratio…). Het systeem herkent dus geen patronen, maar kan wel een onderscheid maken tussen positief/negatief. Om de aflezer echter bij te staan in het bepalen van het fluorescentiepatroon, is er een patroon-bibliotheek geïntegreerd om de beelden te vergelijken. Verder kan het systeem voor ANA een eindtiter inschatten. Voor ANCA is dit echter (nog) niet mogelijk.
Per well worden er verschillende beelden genomen. Het aantal is gebruiker-afhankelijk en kan varieëren van 1 tot 10 (standaard 3). Beelden worden genomen met een 20x lens, maar kunnen op het scherm tot 650x vergroot worden.
Helios werkt met standard FITC fluorochroom (excitatie tussen 465 en 499 nm) en er is geen bijkomstige kleuring nodig om het beeld te kunnen focussen. Hierdoor kunnen de slides ook eenvoudig manueel herbekeken worden onder een traditionele microscoop. De cutoff-settings (positief/negatief) kunnen eenvoudig afgesteld worden per gebruiker. 
In het systeem is geen patiëntenhistoriek aanwezig. Beelden worden weliswaar per run bewaard, maar niet per patiënt. Het is dus niet mogelijk om van een bepaalde patiënt beelden uit het verleden op te roepen.
Om het volledig geautomatiseerde systeem te kunnen gebruiken, dienen de ANCA-slides van Aesku gebruikt te worden (Aeskuslides ANCA ethanol en Aeskulides ANCA formalin).
Helios wordt in België verdeeld door de firma BMD.




Euroimmun (Biognost)

EUROPattern IF Sprinter
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EUROPattern is een volledig geautomatiseerd systeem van de Duitse firma Euroimmun voor het nemen en archiveren van beelden bij IIF. Daarnaast kan het systeem ook nucleaire en cytoplasmatische patronen herkennen. Nadat de slides in het magazijn van de EUROPattern microscoop zijn geplaatst, wordt er automatisch een foto genomen van de slides met een kleurencamera. Het systeem klasseert de beelden als negatief en positief en identificeert het patroon. Patroonherkenning gebeurt aan de hand van een rode contrastkleuring (propidium iodide), wat mogelijk maakt om de celkernen te identificeren. De classificatie is gebaseerd op het k-nearest neighbor algoritme met een training database van meer dan 5000 beelden.  Per patiënt worden de beelden en resultaten bewaard die, bij een volgend staal van dezelfde patiënt, eenvoudig kunnen opgeroepen worden ter vergelijking.
In combinatie met EUROPattern biedt Euroimmun een pipetteerstation aan, namelijk de IF Sprinter. De IF Sprinter zorgt voor een volledig geautomatiseerde verwerking van de IIF slides voor ANA of ANCA. Om het volledig geautomatiseerde systeem te kunnen gebruiken, moeten de ANCA-slides van Euroimmun gebruikt worden (EUROPLUS Granulocyte Mosaic). Deze slides bestaan uit 10 biochips. Zo’n biochip bestaat vervolgens uit verschillende velden met verschillende substraten. Voor deze CAT werd gebruik gemaakt van slides waarop een biochip bestond uit vijf velden met de volgende substraten: ethanol-gefixeerde neutrofielen, formaline-gefixeerde neutrofielen, Hep2-cellen in combinatie met neutrofielen, MPO- en PR3-dots. Een voordeel hiervan is dat op één well het patroon meteen volledig kan worden geïnterpreteerd.
EUROPattern en IF Sprinter worden in België verdeeld door de firma Biognost.



NOVA View

Inova Diagnostics / Werfen

QUANTA-Lyser QUANTA Link
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NOVA View is een systeem van de firma Inova Diagnostics, een dochterbedrijf van de Spaanse firma Werfen. NOVA View bestaat uit een geautomatiseerde geïnverteerde LED fluorescentiemicroscoop met een krachtige interpretatie-software. De geautomatiseerde digitale microscoop creëert gekleurde digitale beelden met een hoge resolutie van welbepaalde gebieden op een well van een slide. Tijdens het scannen, plaatst de slide-houder de slide boven het objectief waarna deze kan focussen. Bij het focussen worden er reeds beelden genomen om na te gaan of aan bepaalde beeldkwaliteiten wordt voldaan, zoals de lichtintensiteit. Het conjugaat dat gebruikt wordt bij de slides van Inova Diagnostics, bevat het fluorescente DAPI. DAPI bindt sterk aan het A-T rijke gebieden in het DNA, waardoor het sterk de celkernen aankleurt. Vervolgens gebruikt de software de DAPI-fluorescentie om zich te focussen op zoveel mogelijk celkernen. Er worden per well drie tot vijf beelden genomen met zowel de DAPI-, als de FITC-filter, op een vergroting van 40x. Kern en cytoplasma intensiteit worden afzonderlijk gemeten. Per well moeten minstens 25 cellen geïdentificeerd kunnen worden. Samen met het nemen van de beelden, rapporteert NOVA View ook de gemiddelde, gemeten lichtintensiteit in light intensity untis (LIU). Tenslotte doet het toestel aan patroonherkenning op basis van een software-algoritme. Daarbij wordt bij een positief staal met een bepaald patroon ook een geschatte eindtiter meegegeven, de zogenaamde autotiter. Per patiënt worden de beelden en resultaten bewaard die, bij een volgend staal van dezelfde patiënt, eenvoudig kunnen opgeroepen worden ter vergelijking.
In combinatie met NOVA View biedt Inova Diagnostics een pipetteerstation aan, namelijk de QUANTA-Lyser. De QUANTA-Lyser zorgt voor een volledig geautomatiseerde verwerking van de IIF slides voor ANA of ANCA. Om het volledig geautomatiseerde systeem te kunnen gebruiken, moeten de ANCA-slides van Inova Diagnostics gebruikt worden (NOVA Lite ANCA (Ethanol) Kit with DAPI en NOVA Lite ANCA (Formalin) Kit with DAPI).
Daarnaast is er ook een middleware, QUANTA Link, die de NOVA View en de QUANTA-Lyser verbindt. Hier worden de patroon-interpretaties uitgevoerd en beelden gearchiveerd.




Zenit Up

Menarini

Zenit G-Sight

Presenter
Presentation Notes
De Zenit G-Sight is een systeem van de Italiaanse firma Menarini.  Zenit G-Sight bestaat uit een microscoop die voorzien is van een gemotoriseerde slide-houder, een LED-licht emitterende bron, een kleurencamera en software die ontwikkeld is om automatisch slides in te lezen en te interpreteren. Per well worden met een 40x objectief verschillende beelden genomen en deze worden softwarematig als een mozaïek terug aan elkaar gezet, zodat er beeld van de volledige well wordt bekomen. Om elke beeld van de mozaïek even scherp te krijgen wordt er gewerkt met vaste punten waarop telkens opnieuw wordt gefocust. Tijdens dit focussen wordt de versterking en belichtingstijd gemeten, waaruit de fluorescentietijd kan berekend worden. Kortweg gebruikt de software de tijd die nodig is om scherp te stellen als een maat voor de intensiteit. Deze intensiteit wordt uitgedrukt in een procentuele waarde. De software kan naast een positief/negatief discriminatie, ook verschillende fluorescentiepatronen herkennen. Per patiënt worden de beelden en resultaten bewaard die, bij een volgend staal van dezelfde patiënt, eenvoudig kunnen opgeroepen worden ter vergelijking.
In combinatie met Zenit G-Sight biedt Menarini een pipetteerstation aan, namelijk de Zenit Up. De Zenit Up zorgt voor een volledig geautomatiseerde verwerking van de IIF slides voor ANA of ANCA, naast andere ELISA-toepassingen. Om het volledig geautomatiseerde systeem te kunnen gebruiken, moeten de ANCA-slides van Menarini gebruikt worden (ANCA ethanol en ANCA formalin). 




Staalverzameling (n = 86):
– 27 stalen waren van patiënten met een bewezen AAV (15x GPA, 9x MPA, 3x EGPA)
– 17 stalen van patiënten met een andere aandoening zoals IBD, auto-immune hepatitis, niet-

ANCA geassocieerde vasculitis, andere reumatologische aandoeningen en fibromyalgie/CVS 
(diseased controls)

– 15 stalen van gezonde vrijwilligers (healthy volunteers)
– 27 opeenvolgende stalen uit de routine

Aflezing:
– Toestel: interpretatie door toestel-software met eventuele patroonherkenning
– Digitaal: interpretatie door 2 aflezers op het scherm van digitale microscoop
– Manueel: interpretatie door 2 aflezers onder standaard LED fluorescentiemicroscoop

Patronen:
– “cANCA”: cytoplasmatisch patroon op ethanol en positief op formaline
– “pANCA”: perinucleair patroon op ethanol en positief op formaline
– “Atypische ANCA/ANA interferentie”: positief op ethanol en negatief op formaline
– “Negatief”: negatief op ethanol

Opzet



Helios

Overeenkomst/agreement

Presenter
Presentation Notes
Helios toont een goede overeenkomst tussen de huidige methode en digitale interpretatie (i.e. de interpretatie door twee aflezers op het scherm). De interpretatie door het toestel zelf en de manuele aflezing (i.e. de interpretatie door de twee aflezers onder de manuele LED fluorescentiemicroscoop) komen ook goed overeen. De andere overeenkomsten zijn overwegend matig.




EUROPattern

Overeenkomst/agreement

Presenter
Presentation Notes
EUROPattern vertoont een goede overeenkomst voor alle combinaties, vooral voor de combinatie digitale aflezing/interpretatie door het toestel. Hier moet echter opgemerkt worden dat bij de slides van Euroimmun meer informatie verkregen wordt in vergelijking met de andere firma’s. Op de biochips van Euroimmun staat er namelijk naast de ethanol- en formaline-gefixeerde neutrofielen, ook Hep2-cellen en dots van PR3 en MPO. Vooral deze dots kunnen de digitale en manuele aflezing beïnvloeden, terwijl bij de andere toestellen enkel ethanol- en formaline-gefixeerde slides werden gebruikt.




NOVA View

Overeenkomst/agreement

Presenter
Presentation Notes
NOVA View vertoont een goede overeenkomst voor alle combinaties, vooral bij de combinatie digitale aflezing/interpretatie door het toestel is de overeenkomst bijna perfect.




Zenit G-Sight

Overeenkomst/agreement

Presenter
Presentation Notes
Zenit G-Sight toont een matige tot goede overeenkomst tussen de meeste interpretaties. Enkel de interpretaties tussen de twee digitale aflezers komen sterk overeen.




Inter-observer agreement

Overeenkomst/agreement

COHEN KAPPA Helios 
(Aesku)

EUROPattern 
(EuroImmun)

NovaView 
(Inova/Werfen)

G-Sight 
(Menarini)

Inter-observer 
(digitale aflezing) 0,76 0,86 0,87 0,87

Presenter
Presentation Notes
Belangrijk bij de digitale aflezing is het de gemakkelijkheid waarmee kan afgelezen worden. Idealiter kan op het scherm meteen gezegd worden wanneer een staal positief of negatief is. De gemakkelijkheid van aflezen komt deels tot uiting in de overeenkomst tussen twee aparte aflezers. Indien de overeenkomst laag is, kan dit wijzen op een moeilijke aflezing.
Bij alle toestellen wordt een hoge overeenkomst gezien, al is deze bij Helios iets lager. De resultaten van beide aflezers komen dus telkens goed tot zeer goed overeen.




Sensitiviteit, specificiteit en LR
Sensitiviteit

(%)
Specificiteit

(%)
+LR -LR

88,9 87,5 7,11 0,13

55,6 96,9 17,78 0,46

88,9 93,8 14,22 0,12

59,3 93,8 9,48 0,43

88,0 100 +∞ 0,12

70,4 100 +∞ 0,30

77,8 96,9 24,89 0,23

75,0 93,1 10,88 0,27

74,1 93,3 11,11 0,28

81,5 96,7 24,44 0,19

63,0 96,9 20,15 0,38

77,8 100 +∞ 0,22

81,5 93,8 13,04 0,20
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Presenter
Presentation Notes
De drie patientengroepen met duidelijk afgelijnde kliniek. Klinisch beeld als referentie.
In bovenstaande tabel worden alle kenmerken van de vier systemen samengevat per interpretatie-wijze. Indien specificiteit 100% is, is de positieve likelihood ratio onmeetbaar hoog. Dit wordt aangegeven met “N/A”.
Sensitiviteit en specificiteit worden berekend ten opzichte van het ziektebeeld. Aangezien IIF in de eerste plaats fungeert als screening, is het belangrijk dat de sensitiviteit voldoende hoog is en de negatieve likelihood ratio (LR) voldoende laag is. De hoogste sensitiviteitswaarden worden bekomen bij de huidige methode (88.9%), de digitale interpretatie bij Helios (88.9%), de toestel-interpretatie bij EUROPattern (88.0%) en de digitale interpretatie bij EUROPattern (85.2%). Deze vier vertonen ook de laagste negatieve LR, namelijk 0.13, 0.12, 0.12 en 0.15 respectievelijk. 
Als alleen wordt gekeken naar de interpretaties door de software van de toestellen is de software van EUROPattern het meest performant, gevolgd door NOVA View, Zenit G-Sight en Helios.
Als per toestel de toestel-interpretaties worden vergeleken met de digitale aflezing, valt op te merken dat deze dicht bij elkaar liggen voor EUROPattern en NOVA View en is een digitale controle-aflezing quasi overbodig. Voor Helios en Zenit G-Sight is de toestel-interpretatie richinggevend, maar scoort de digitale aflezing toch beter. Hier is een digitale aflezing dus wel nodig.
De digitale aflezing doet het overwegend beter dan de manuele aflezing, behalve bij de NOVA View en in mindere mate bij de Zenit G-Sight. Dit impliceert dat de digitale microscopie een voordeel biedt ten opzichte van de traditionele LED fluorescentiemicroscoop. Enerzijds kan dit te wijten zijn aan de goede digitale technieken, maar eveneens een het verschil in gebruikte substraten en slides.

Bij de cijfers moeten echter ook enkele kanttekeningen gemaakt worden:
	Bij de manuele aflezing van de Menarini-slides is gebleken dat de patronen snel degraderen (voornamelijk het perinucleair patroon), waardoor deze manuele interpretatie niet helemaal correct is. Bij de slides van de andere firma’s was dit niet het geval.
	Zoals eerder vermeld wordt er bij EUROPattern extra informatie bekomen onder de vorm van MPO- en PR3-dots. Deze dots kunnen voornamelijk bij de digitale en manuele aflezing voor een positieve bias zorgen.
Bij een nieuwe aflezing wordt geprobeerd om geen rekening te houden met de resultaten van de dots. Daarbij werd een (lagere) sensitiveit van 70,4% bekomen (-LR 0.30) en dezelfde specificiteit van 100%
	De patiëntengroepen in deze studie zijn relatief klein.
	De serumstalen zijn opgedeeld per klinische achtergrond. Bij de AAV-groep zijn dit echter vooral follow-up, en verkeren deze patiënten dus in verschillende fasen van de ziekte. Het bepalen van sensitiviteit en specificiteit op dergelijk populatie is dus niet sluitend, maar is wel richtinggevend.




Sensitiviteit, specificiteit en LR
Sensitiviteit

(%)
Specificiteit

(%)
+LR -LR

88,9 87,5 7,11 0,13

55,6 96,9 17,78 0,46

88,9 93,8 14,22 0,12

59,3 93,8 9,48 0,43

88,0 100 +∞ 0,12

70,4 100 +∞ 0,30

77,8 96,9 24,89 0,23

75,0 93,1 10,88 0,27

74,1 93,3 11,11 0,28

81,5 96,7 24,44 0,19

63,0 96,9 20,15 0,38

77,8 100 +∞ 0,22

81,5 93,8 13,04 0,20
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Presentation Notes
Sensitiviteit en specificiteit worden berekend ten opzichte van het ziektebeeld. Aangezien IIF in de eerste plaats fungeert als screening, is het belangrijk dat de sensitiviteit voldoende hoog is en de negatieve likelihood ratio (LR) voldoende laag is. De hoogste sensitiviteitswaarden worden bekomen bij de huidige methode (88.9%), de digitale interpretatie bij Helios (88.9%), de toestel-interpretatie bij EUROPattern (88.0%) en de digitale interpretatie bij EUROPattern (85.2%). Deze vier vertonen ook de laagste negatieve LR, namelijk 0.13, 0.12, 0.12 en 0.15 respectievelijk. 



Sensitiviteit, specificiteit en LR

Sensitiviteit
(%)

Specificiteit
(%)

+LR -LR

55,6 96,9 17,78 0,46

88,0 100 N/A 0,12

75,0 93,1 10,88 0,27

63,0 96,9 20,15 0,38Zenit G-Sight

EUROPattern

NOVA View

toestel-interpretatie

Helios

Presenter
Presentation Notes
Als alleen wordt gekeken naar de interpretaties door de software van de toestellen is de software van EUROPattern het meest performant, gevolgd door NOVA View, Zenit G-Sight en Helios.
Als per toestel de toestel-interpretaties worden vergeleken met de digitale aflezing, valt op te merken dat deze dicht bij elkaar liggen voor EUROPattern en NOVA View en is een digitale controle-aflezing quasi overbodig. Voor Helios en Zenit G-Sight is de toestel-interpretatie richinggevend, maar scoort de digitale aflezing toch beter. Hier is een digitale aflezing dus wel nodig.
De digitale aflezing doet het overwegend beter dan de manuele aflezing, behalve bij de NOVA View en in mindere mate bij de Zenit G-Sight. Dit impliceert dat de digitale microscopie een voordeel biedt ten opzichte van de traditionele LED fluorescentiemicroscoop. Enerzijds kan dit te wijten zijn aan de goede digitale technieken, maar eveneens een het verschil in gebruikte substraten en slides.

Bij de cijfers moeten echter ook enkele kanttekeningen gemaakt worden:
	Bij de manuele aflezing van de Menarini-slides is gebleken dat de patronen snel degraderen (voornamelijk het perinucleair patroon), waardoor deze manuele interpretatie niet helemaal correct is. Bij de slides van de andere firma’s was dit niet het geval.
	Zoals eerder vermeld wordt er bij EUROPattern extra informatie bekomen onder de vorm van MPO- en PR3-dots. Deze dots kunnen voornamelijk bij de digitale en manuele aflezing voor een positieve bias zorgen.
Bij een nieuwe aflezing wordt geprobeerd om geen rekening te houden met de resultaten van de dots. Daarbij werd een (lagere) sensitiveit van 70,4% bekomen (-LR 0.30) en dezelfde specificiteit van 100%
	De patiëntengroepen in deze studie zijn relatief klein.
	De serumstalen zijn opgedeeld per klinische achtergrond. Bij de AAV-groep zijn dit echter vooral follow-up, en verkeren deze patiënten dus in verschillende fasen van de ziekte. Het bepalen van sensitiviteit en specificiteit op dergelijk populatie is dus niet sluitend, maar is wel richtinggevend.




Sensitiviteit, specificiteit en LR
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Presentation Notes
Als per toestel de toestel-interpretaties worden vergeleken met de digitale aflezing, valt op te merken dat deze dicht bij elkaar liggen voor EUROPattern en NOVA View en is een digitale controle-aflezing quasi overbodig. Voor Helios en Zenit G-Sight is de toestel-interpretatie richinggevend, maar scoort de digitale aflezing toch beter. Hier is een digitale aflezing dus wel nodig.




Sensitiviteit
(%)

Specificiteit
(%)

+LR -LR

88,9 87,5 7,11 0,13

55,6 96,9 17,78 0,46

88,9 93,8 14,22 0,12

59,3 93,8 9,48 0,43

88,0 100 +∞ 0,12

70,4 100 +∞ 0,30

77,8 96,9 24,89 0,23

75,0 93,1 10,88 0,27

74,1 93,3 11,11 0,28

81,5 96,7 24,44 0,19

63,0 96,9 20,15 0,38

77,8 100 +∞ 0,22
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Sensitiviteit, specificiteit en LR

Presenter
Presentation Notes
De digitale aflezing doet het overwegend beter dan de manuele aflezing, behalve bij de NOVA View en in mindere mate bij de Zenit G-Sight. Dit impliceert dat de digitale microscopie een voordeel biedt ten opzichte van de traditionele LED fluorescentiemicroscoop. Enerzijds kan dit te wijten zijn aan de goede digitale technieken, maar eveneens een het verschil in gebruikte substraten en slides.




Opmerkingen:

– Fluorescentie-patronen degraderen snel op slides van Menarini
– EUROPattern: extra informatie met MPO- en PR3-dots

– De patiëntengroepen zijn klein in deze vergelijking
– AAV-stalen voornamelijk follow-up (3 diagnose-stalen)

Sensitiviteit, specificiteit en LR

Pos Neg TOTAAL Pos Neg TOTAAL

Pos 23 4 27 Pos 19 8 27

Neg 0 32 32 Neg 0 32 32

TOTAAL 23 36 59 TOTAAL 19 40 59

85,2 N/A 70,4 N/A

100,0 0,15 100,0 0,30

Mét dots

EUROPattern Digitaal
Zónder dots

EUROPattern Digitaal

Zi
ek

te
be
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Sensitiviteit (%) +LR
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Specificiteit (%) -LR

Sensitiviteit (%) +LR

Specificiteit (%) -LR
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Presentation Notes
Bij de cijfers moeten echter ook enkele kanttekeningen gemaakt worden:
	Bij de manuele aflezing van de Menarini-slides is gebleken dat de patronen snel degraderen (voornamelijk het perinucleair patroon), waardoor deze manuele interpretatie niet helemaal correct is. Bij de slides van de andere firma’s was dit niet het geval.
	Zoals eerder vermeld wordt er bij EUROPattern extra informatie bekomen onder de vorm van MPO- en PR3-dots. Deze dots kunnen voornamelijk bij de digitale en manuele aflezing voor een positieve bias zorgen.
Bij een nieuwe aflezing wordt geprobeerd om geen rekening te houden met de resultaten van de dots. Daarbij werd een (lagere) sensitiveit van 70,4% bekomen (-LR 0.30) en dezelfde specificiteit van 100%
	De patiëntengroepen in deze studie zijn relatief klein.
	De serumstalen zijn opgedeeld per klinische achtergrond. Bij de AAV-groep zijn dit echter vooral follow-up, en verkeren deze patiënten dus in verschillende fasen van de ziekte. Het bepalen van sensitiviteit en specificiteit op dergelijk populatie is dus niet sluitend, maar is wel richtinggevend.




Patroonherkenning

Helios
Correcte 

patroonherkenning 
(cANCA/pANCA)

Toestel 100,0

Digitaal 95,8

Manueel 100,0

EUROPattern
Correcte 

patroonherkenning 
(cANCA/pANCA)

Toestel 83,3

Digitaal 100,0

Manueel 90,5

NOVA View
Correcte 

patroonherkenning 
(cANCA/pANCA)

Toestel 100,0

Digitaal 100,0

Manueel 100,0

Zenit G-Sight
Correcte 

patroonherkenning 
(cANCA/pANCA)

Toestel 76,5

Digitaal 95,2

Manueel 86,4



Helios

Titraties

Digitale 
aflezing

Toestel 
interpretatie

0,71 0,82

53% 27%

overwegend 
hoger

eerder hoger

Huidige methode

Spearman rho coëfficiënt

>1 titer verschil

Titer hoger/lager

Presenter
Presentation Notes
15 titers
Spearman rank test (om categorische resultaten te vergelijken)
% titers dat > dan 1 titratiestap verschillen
In welke richting de titers liggen



EUROPattern

Titraties

Digitale 
aflezing

0,80

0

/

Huidige methode

Spearman rho coëfficiënt

>1 titer verschil

Titer hoger/lager

Digitale 
aflezing

Huidige 
methode

0,12 0,4

29% 46%

/ /

AUTOTITER

Spearman rho coëfficiënt

>1 titer verschil

Titer hoger/lager

Presenter
Presentation Notes
15 titers
Spearman rank test (om categorische resultaten te vergelijken)
% titers dat > dan 1 titratiestap verschillen
In welke richting de titers liggen



NOVA View

Titraties

Digitale 
aflezing

Toestel 
interpretatie

0,76 0,84

36% 15%

/ /

Huidige methode

Spearman rho coëfficiënt

>1 titer verschil

Titer hoger/lager

Digitale 
aflezing

Toestel 
interpretatie

Huidige 
methode

0,88 0,90 0,75

23% 8% 37%

hoger hoger hoger

AUTOTITER

Spearman rho coëfficiënt

>1 titer verschil

Titer hoger/lager

Digitale 
aflezing

Toestel 
interpretatie

Huidige 
methode

0,90 0,89 0,86

INTENSITEIT (LIU)

Spearman rho coëfficiënt

Presenter
Presentation Notes
15 titers
Spearman rank test (om categorische resultaten te vergelijken)
% titers dat > dan 1 titratiestap verschillen
In welke richting de titers liggen



Zenit G-Sight

Titraties

Digitale 
aflezing

Toestel 
interpretatie

0,86 0,84

14% 42%

overwegend 
lager

overwegend 
lager

Huidige methode

Spearman rho coëfficiënt

>1 titer verschil

Titer hoger/lager

Digitale 
aflezing

Toestel 
interpretatie

Huidige 
methode

0,77 0,86 0,33

INTENSITEIT (%)

Spearman rho coëfficiënt

Presenter
Presentation Notes
15 titers
Spearman rank test (om categorische resultaten te vergelijken)
% titers dat > dan 1 titratiestap verschillen
In welke richting de titers liggen



NOVA View

Precisie

Presenter
Presentation Notes
Bij elke run: controles + 2 patientenstalen
Enkel systemen met intensiteit

Zowel op ethanol- als formaline-gefixeerde neutrofielen worden hoge CV% bekomen, voor alle controles.
Slechts bij twee controles wordt het criterium van <20% behaald.

Opm autiter wel goed
Opm2: niet gevaarlijk voor andere toepassingen (LR bv)





Zenit G-Sight

Precisie

Presenter
Presentation Notes
De negatieve controle buiten beschouwing gelaten, toont de Zenit G-Sight een goede herhaalbaarheid (CV <20%), op 1 controle na. 



Varia
Helios EUROPattern NOVA View Zenit G-Sight

Inzetten stalen
Alles in 1

Eenvoudig in te zetten (wizard)

Pipetteerautomaat: IF Sprinter

Mogelijkheid om 50 slides te laden op 

microscoop

Pipetteerautomaat: QUANTA-Lyser

Barcode slides

Mogelijkheid om slechts 4 slides te laden 

op microscoop

Pipetteerautomaat: Zenit Up

(groot en lawaai)

Mogelijkheid om 8 slides te laden op 

microscoop

Trage scanning door microscoop

Software

Duidelijk en eenvoudig

Geen patroonherkenning, wel pos/neg

Geen autotiter 

Geen intensiteit

Geen patiëntendatabank

Complex

Veel mogelijkheden

Patroonherkenning

Autotiter

Geen intensiteit

Patiëntendatabank

Middleware: QUANTA Link

Duidelijk en eenvoudig

Patroonherkenning

Autotiter

Intensiteit (LIU)

Patiëntendatabank

Eenvoudig en duidelijk

Patroonherkenning

Geen autotiter

Intensiteit (%)

Patiëntendatabank

Aflezen

Vlotte patroonherkenning

Soms moeilijke pos/neg discriminatie

Soms wazige foto

Soms aspecifieke spikkel

Biochips: alles in 1 beeld

Goede patroonherkenning

Soms twijfel bij zwak positieve

Zeer goede patroonherkenning

(kwaliteitsvolle slides)

Snel en vlot af te lezen, weinig twijfel

Soms moeilijke patroonherkenning

(kwaliteit slides?)

Kostprijs
Toestel: €89.500

Per test: €8,9

Toestel: /

Per test: €6,4 (mét dots)

Toestel: €102.775

Per test: €10,8

Toestel: €132.338

Per test: tussen €5,6 en €5,0

Presenter
Presentation Notes
De negatieve controle buiten beschouwing gelaten, toont de Zenit G-Sight een goede herhaalbaarheid (CV <20%), op 1 controle na. 



Richtlijnen ICS 2003
– Screening: IIF op ethanol-gefixeerde neutrofielen (niet formaline)
– Confirmatie: PR3/MPO
– Follow-up: PR3/MPO; ideaal bij hoge pre-test probalititeit

Belgische RIZIV-nomenclatuur hieraan nog niet aangepast

Besluit

Presenter
Presentation Notes
Voor het screenen naar ANCA blijft de indirecte immuunfluorescentie (IIF) de referentiemethode. Volgens internationale richtlijnen is het voldoende om deze screening uit te voeren op ethanol-gefixeerde neutrofielen, en is de bepaling op formaline-gefixeerde neutrofielen niet nodig. Daarnaast zijn titraties op IIF overbodig en kunnen vervangen worden door de (semi-)kwantitatieve bepaling van MPO/PR3. Ook in opvolging wordt IIF best vervangen door de bepaling van MPO/PR3. De Belgische RIZIV-nomenclatuur is echter niet aangepast aan deze richtlijnen, waardoor de meeste klinische laboratoria nog steeds titraties uitvoeren op IIF en ook IIF uitvoeren bij opvolging van patiënten met ANCA-geassocieerde vasculitis.
In de methodevergelijking van vier automatische systemen is gebleken dat de digitale microscopie minstens evenwaardig is aan de manuele aflezing onder de LED fluorescentiemicroscoop. De interpretaties door de software van de digitale microscopen blijken voor twee van de vier systemen een zeer hoge positieve likelihood ratio en een zeer lage likelihood ratio voor ANCA-geassocieerde vasculitis te hebben. Dergelijke expertsystemen zijn echter niet sluitend en zijn eerder een aanvulling op de menselijke aflezing op het scherm. Voor de digitale aflezing liggen de vier systemen zeer dicht bij elkaar wat betreft sensitiviteit, specificiteit en overeenkomst. Om een keuze te maken tussen deze systemen moet daarom gekeken worden naar andere eigenschappen waarin ze verschillen. Het gebruiksgemak voor het inzetten, het gebruiksgemak van de software, de aanwezigheid van een patiëntendatabank, de autotiter-optie, de snelheid, de capaciteit, de kwaliteit van de beelden, de gemakkelijkheid van het aflezen, de service van de firma en uiteraard ook de kostprijs zullen de doorslag moeten geven. Welke eigenschap doorweegt is subjectief en hangt van laboratorium tot laboratorium.




Methodevergelijking:
– Digitale microscopie (toestel en digitaal) evenwaardig aan manuele aflezing
– Toestel-interpretaties:

• 2/4 zeer hoge +LR en zeer lage –LR
• Aanvullend/richtinggevend

– Digitale aflezing:
• 4 systemen liggen zeer dicht bij elkaar

– Andere eigenschappen
• Gebruiksgemak van inzetten
• Gebruiksgemak van software
• Patiëntendatabank
• Autotiter-optie
• Snelheid
• Capaciteit
• Kwaliteit van de beelden  vlotheid van aflezen
• Service
• kostprijs

 Keuze is subjectief en kan variëren van labo tot labo
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Friedrich Wegener



Formaline achterwege laten?

Rapportering herzien?

To Do



Screening/confirmatie
– Screening: IIF op ethanol-gefixeerde neutrofielen
– Confirmatie: PR3/MPO

– Geen screening met ELISA: te weinig evidentie
– IIF niet op formaline-gefixeerde neutrofielen

• Soms vals-negatief bij MPO-ANCA

Rapportering
– Standaardantwoorden
– Geen IIF-titers, wel MPO/PR3 concentratie (semi-kwantitatief!)
– Atypisch cytoplasmatisch patroon apart vermelden
– Alle perinucleaire patronen (met of zonder nucleaire extentie)
– Bij ANA-interferentie mag er geen specifiek patroon gerapporteerd worden

Richtlijnen

Presenter
Presentation Notes
Screenen met ELISA en confirmeren met IIF wordt niet aangeraden omdat hierrond te weinig evidentie bestaat. Verder wordt opgemerkt dat IIF-negatieve stalen idealiter ook gecontroleerd worden met ELISA aangezien 5% van de serumstalen enkel positief zijn met ELISA. (16)
In de richtlijnen wordt voor IIF niet aangeraden om resultaten te confirmeren met formaline-gefixeerde neutrofielen omdat deze vals-negatief kunnen zijn in het geval van MPO-ANCA. Een recente studie van Lin et al. toont echter aan dat bij 129 serumstalen die met IIF positief waren op ethanol-gefixeerde neutrofielen en negatief op formaline-gefixeerde neutrofielen, er slechts 1 staal was dat MPO of PR3 positief was. Hieruit zou kunnen afgeleid worden dat IIF op formaline wel degelijk een meerwaarde kan hebben om het aantal MPO/PR3 bepalingen te reduceren. Deze studie had echter wel één grote tekortkoming, namelijk het ontbreken van de klinische achtergrond bij de stalen. (18)
Wanneer resultaten wijzen op ANCA-geassocieerde vasculitis moet op het verslag vermeld worden dat deze resultaten best histologisch geconfirmeerd worden. ICS heeft standaard-antwoorden geformuleerd die gerapporteerd kunnen worden bij de voorlopige resultaten van IIF en bij de gecombineerde resultaten van IIF en ELISA, volgens een bepaald schema (figuur 6) (16)
De ICS richtlijnen raden verder aan om geen IIF-titers te rapporteren, maar wel de hoeveelheid antigenen via ELISA omdat deze meer nut hebben in ziekte-monitoring. Dit kwantitatief ELISA-resultaat wordt het best semi-kwantitatief uitgedrukt aangezien er geen consensus is rond gestandaardiseerde meeteenheden. (16)
De ICS richtlijnen raden verder aan om de atypische, diffuse cANCA als een aparte categorie te rapporteren, omdat deze niet gericht zijn tegen PR3 (zoals bij typische cANCA bij GPA), maar meestal tegen BPI. Verder wordt in de ICS richtlijnen alle perinucleaire patronen bij pANCA gerekend, ondanks er al dan niet nucleaire extentie is van fluorescentie. Veel klinische laboratoria gebruiken namelijk de term “atypische (p-)ANCA” bij het perinucleair patroon, waarbij de kern gespaard blijft. Volgens ICS is er te veel variatie tussen verschillende laboratoria of zelfs binnen eenzelfde laboratorium om het onderscheid binnen het perinucleair patroon te maken doordat er veel variatie zit op de ervaring van aflezen, op de fluorescentie-intensiteit en op het neutrofielen substraat. Best worden deze allemaal als pANCA beschouwd en geconfirmeerd met MPO-ELISA. Hierbij is het wel nodig dat de clinicus begrijpt dat pANCA niet altijd noodzakelijk wijst op vasculitis. (16)
In het geval van ANA-interferentie, mag er geen patroon beoordeeld worden, wordt de interferentie gerapporteerd en wordt MPO/PR3 gemeten. (16) 
AAV is een zeer zeldzame aandoening. Als je daarom ANCA zou bepalen bij de algemene populatie, dus bij een lage pre-test probabiliteit, zou er veel vals-positieve resultaten bekomen worden, ondanks de hoge specificiteit. Indien ANCA enkel bepaald wordt bij patiënten met een hoge verdenking voor AAV (hogere pre-test probabiliteit), zouden er heel wat minder vals-positieve resultaten zijn. Daarom wordt geadviseerd om ANCA enkel aan te vragen indien er een sterk vermoeden is van ANCA-geassocieerde vasculitis. (1)





Follow-up
– ICS: opvolging met MPO/PR3, niet met titer
– Verstockt et al (2015): 

in follow-up GPA, PR3 enkel bepalen indien klinisch suggestief voor herval (niet bv jaarlijks)
– meta-analyse van Schmidt en van der Woude (2004):

• Geen herval bij 42% van de patiënten met ANCA-stijging op IIF
• Geen herval bij 25% van de patiënten met MPO/PR3-stijging

– Een groot deel hervalt niet
– Geen statistisch krachtige benefit-risk trials enkel behandelen bij ANCA-stijging als 
– Toxiciteit bij immunosuppressieve therapie klinisch suggestief is

Richtlijnen

Schmitt et al. Curr Opin Rheumatol 2004;16(1):9-17.
Verstockt et al. Clin Exp Rheumatol 2015;33(2 Suppl 89):S-72-6.
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Presentation Notes
Een recentere studie van Verstockt et al. gaat nog een stap verder en geeft aan dat het zelfs niet nodig is om PR3 routinematig te bepalen bij de opvolging van een patiënt die in GPA-remissie is. Gezien de lage pre-test probabiliteit bij routine opvolging is de positieve predictieve waarde van een PR3-toename te laag (15.0%-22.5%). Enkel wanneer er klinisch vermoeden van herval is (i.e. een hoge pre-test probabiliteit) heeft een 75% stijging of het positief worden van PR3 een voldoende hoge positief predictieve waarde (77.5%-81.6%). (19)
Uit een meta-analyse van Schmidt en van der Woude is gebleken dat er geen klinische herval was bij 42% van de patiënten die een stijging van ANCA zagen bij IIF en bij 25% van de patiënten die een stijging van ANCA zagen op ELISA. (20) Gezien een aanzienlijk aandeel van de patiënten niet hervallen bij een MPO/PR3-stijging, gezien het ontbreken van statistisch krachtige benefit-risk trials en gezien de niet te verwaarlozen toxiciteit van immuunsupressieve behandelingen wordt er niet aangeraden om patiënten te behandelen bij een toename van ANCA zonder duidelijke klinische symptomen. Patiënten in remissie moeten wel van dichtbij opgevolgd worden in geval van ANCA-toename. (1)
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