SKML-HIM nabespreking 04-02-205

UMCG laboratoriumgeneeskunde

Annechien Lambeck (UMCG), coordinator ANCA-GBM RZ
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Frequentie: 2 rondes per jaar Consensus 2017

Vraagstelling:

Aantal monsters: 9 monsters per ronde et

2 soorten ANCA aanvragen:
- Vraagstelling Vasculitis
- Vraagstelling MDL

Immunoassays®

\

Rapportage:;
ANCA-specificiteit**

- Dus ook 2 soort monsters:

- Monster A: (verdund) serum van MDL patiént waarbij ANCA is aangevraagd

UMCG Iaboratoriumgeneeskunde%’

- Monster B t/m I: Plasmaferese materiaal van patiénten met ANCA-
geassocieerde vasculitis of anti-GBM ziekte
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UMCG Iaboratoriumgeneeskundeg

Antigeen-specifieke testen (anti-PR3, anti-MPO, anti-GBM)
- ELISA (Alegria, handmatige ELISA's)
- FEIA (Phadia250)
- CLIA (Bioflash)
- Sneltesten, bv dotblot/lijnblot

(ANCA indirecte immuunfluorescentie (ITIF))

\

m FEIA (Phadia) m CLIA (Bioflash) = ELISA (Alegria)
® ELISA (manueel) ® Blot

Consensus 2017

Vraagstelling:
ANCA-vasculitis?

Immunoassays®

v

Rapportage:
ANCA-specificiteit**
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* Onderdeel van diagnostiek bij onderstaande darm- en leverziekten:

« ATH (naast o.a. ANA, gladspier antistoffen (SMA), antistoffen tegen SLA/LP, LKM-1 of LC-1)
« Primaire scleroserende cholangitis
- IBD:

« Crohn: 5-25% (ASCA+)

« Colitis Ulcerosa: 60-80% (ASCA-)

« ANCA-TTF:
« Alleen ANCA-IIF (ethanol en ev. formaline) en ANA inzetten (geen
specificiteitstesten)
« P-ANCA patroon gericht tegen ander enzym dan anti-MPO (of anti-PR3)

Consensus 2017

Vraagstelling:

UMCG Iaboratoriumgeneeskundeg’

proteinase 3 myeoloperoxidase ANCA-vasculitis?
lysozyme
BPI
cathespin G -
Immunoassays
%y D elastase lactoferrin
e
W Rapportage:
4’://? b ANCA-specficiteit**
ok Fig. 8 - Neutrophil
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Over het algemeen wordt er door alle deelnemers goed gescoord!

antistoffen tegen GBM
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Legenda

D FEIA-ELIA |:| CLIA . ELISA commercieel |:| Immunoblot |:| Dotblot

. IIF software ondersteund

UMCG Iaboratoriumgeneeskundeg

Monster 2024.2D (ANCAHIIF negatief, ant-GBM)

Het betreft plasmaferesemateriaal van een patiént met een anti-GBM glomerulonefritis. Patiént is hiervoor behandeld
met immunosuppressie en plasmaferese, maar dit heeft helaas niet geleid tot herstel van de nierfunctie waarop
gestart met is dialyse. De ethanol en formaline gefixeerde ANCA-IIF wordt door de bijna alle deelnemers als negatief
gerapporteerd. Alle deelnemers rapporteren dit monster als positief voor anti-GBM.
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Te verwachten afwijking: monsters met een lage concentratie antistoffen

ANCA IIF anti-MPO anti-GBM
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: Vals-negatieve uitslag door hele techniek-
‘j groep:
' \ Deel van de FETA gebruikers en alle CLTA gebruikers
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S Verschil in gebruikt antigeen en binding van het antigeen
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ANCA IIF (ethanol) anti-PR3  anti-MPO

Vals-negatieve uitslag door
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b 2017 consensus

Recommended approach

Gating
strategy
Suspected | Non AAV
* PR3-ANCA and

MPO-ANCA
* [mmunoassays

laboratoriumgeneeskunde

Second  Second
assay*  assay*

Indien laag-positief

Bij sterke -

verdenking

. UMCG
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Jongeman 26 jaar meldt zich op SEH in Nijmegen

- Algemene malaise, hoofdpijn, oedeem sinds 1 week
- Koorts, donkere urine
- Oplopend kreatinine

Verdenking anti-GBM (anti-Globulaire Basaal Membraan, Syndroom van
Goodpasture):

Anti-GBM bepalingen:
- Phadia: 4,8 U/ml (negatief < 7,0 U/ml)
- Bioflash: 12 U/ml (negatief < 20 U/ml)
- Blot: dubieus

Nierbiopt:
- Aanwijzingen voor glomeronefritis, maar beeld niet typisch voor anti-
GBM

- Immunofluorescentie: lineaire IgG aankleuring, de IgG-subtypering toont
IgG4 dominantie

UMCG laboratoriumgeneeskunde
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Autoimmuun Phadia250 Allergie Phadia250

(EliA) (Immunocap)
IgG: o.a. anti-GBM + Specifiek IgE
IgA: o.a. anti-tTg . __;OTG:' IgE

: ryptase
IgM: o.a. Reumafactor ST

Specifiek IgG4 > follow-up van

immunotherapie (timotheegras, berk,
huisstofmijt, kat, bij en wesp)

1§, UMCG laboratoriumgeneeskunde &=
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Capture Antibody

GBM \\

IlgG Subclasses: 1gG1, 1gG2, IgG3 and 1gG4
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Combineren van autoimmuun en allergie Phadia

Oplossing: anti-GBM IgG op autoimmuun Phadia meten maar dan
conjugaat vervangen door IgG4 conjugaat van allergie Phadia

Probleem: ijklijn en CC controles zullen problemen geven door
“onbekend" conjugaat

Daarom: ijklijn niet te gebruiken en resultaat uitdrukken in
responswaarde van immunofluorescentie

Negatieve controles meenemen ter vergelijking met patient:
- Patientensera negatief voor anti-GBM
- Sera van gezonde controles

UMCG laboratoriumgeneeskunde =
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Uj Casus (monster 2024.26)
&)
3
(x:,: Negatieve controle 1 75
§ Negatieve controle 2 52
8, Negatieve controle 3 81
% Gezonde controle 1 85
% Gezonde controle 2 71
E Patient (diagnose monster) 3521
. Patient (na behandeling) 761
8 Patient (na behandeling) 136
=
D Patient (na behandeling) 63
3 Patient (follow-up; 3 mnd na diagnose) 69
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Atypische anti-GBM ziekte

=== Antigen- Goodpasteur antigen: NC1
domain of alpha3 chain of type IV
collagen

Antibody: IgG1 and IgG4/1gG3
codominant, polyclonal universally

Y
% | |Serology (IgG antibodies):
Q“O positive

N7

( classic anti-GBM disease )

N

~90% of all cases of anti-GBM disease

Kidney presentation: RPGN, abrupt onset,
monophasic

Lung hemorrhage in 40-60%
LM- diffuse crescentic and necrotizing

Poor outcome

Linear IgG deposition
along GBM

=) Antigen- variable, NC1 domain of
alpha1/2/4/5/6 chains, (iv). NC1 domain of
alpha345 hexamer, (v). other GBM antigens
like entactin, fibronectin,

Antibody: IgG1 and IgG4 codominant, IgG4
dominant, monoclonal IgG in some cases

Serology (IgG antibodies).
negative

\ 4

( atypical anti-GBM disease )

~10% of all cases of anti-GBM disease

Kidney presentation usually: mild kidney dysfunction
and proteinuria, slow onset, chronic,

Few reports describe presentation similar to classic
anti-GBM disease

Lung hemorrhage rare, except IgG4-dominant type

LM- heterogenous, rarely diffuse crescentic and
necrotizing

Short-term outcome is usually better
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Anti-GBM-IgG4 is aantoonbaar in deze
patient met atypische anti-GBM ziekte

Behandeling d.m.v. plasmaferese zorgt
voor daling van anti-GBM IGg4

Phadia Ken & Barbie kunnen prima
samenwerken

De anti-GBM IgG assays zijn niet in
staat IgG4 antilichamen tegen GBM te
detecteren

Materiaal meenemen in ANCA-GBM
rondzending om dit in een grote groep en
voor meerdere testsystemen te
bevestigen
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Casus (monster 2024.26)
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ThermoFisher
SCIENTIFIC

The world leader in serving scence

FSN Ref: QA2023-05

Date: 19-05-2023

Urgent Field Safety Notice

For Attention to customers using EliA GBM Well

Description of the problem

Several customer complaints have been reported where specific samples produced false
positive ENIIA GBM results. An investigation confirmed that a positive signal was present
when these samples were tested for coating-solution reactivity using ENA wells without
antigen.

The probable root cause is an unspecific reaction towards a BSA component in the coating
solution used in the EIIA GBM Well. There has been no change in design or component of
BSA used in the EIIA GBM Well.
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There is indication of a malfunction on ENIIA GBM Well due to a reaction towards BSA
component in the coating solution as evidenced by increase in the number of relevant
complaints and reports of affected samples. This malfunction occurs on the EIIA GBM Well
regardless of the Phadia Laboratory System™ used for testing.
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] Other
1.

The recommended action is a review of previously reported EIIA GBM results
produced on a Phadia Laboratory System. If required, instrument record logs can
be reviewed to determine if any positive test results for EIIA GBM may be affected
by this issue. Customers/users should establish if further action is required

according to their intemal procedure.

2. Use of the ElIIA GBM Well can continue as detailed in the user manual and the DfU
with the following recommendations:

For ElIA GBM positive test results (=10 ELA U/mil):
a) Verify positive EIIA GBM results (=10 ENA U/ml) using an alternative

method.
b) If you do not have direct access to an alternative GBM method, please

contact your local Thermo Fisher Scientific representative for further

advice.
EliA GBM results <10 W/mL are not impacted by this issue and therefore these

values can be reported according to the Interpretation of Test Results section
on the EIA GBM DfU.
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ThermoFisher
SCIENTIFIC
The world leader in serving scence

FSN Ref: QA2023-05_2

Date: 10-06-2024

Updated information regarding Field Safety Notice

For Attention to customers using EliA GBM Well

In summary, he investigation confimee thatthe EIi GBM Wel performs as clame,withthe ncidence of false postive results bing withinthe expected range. No changes have
Deen made tothe product,and no new proceduralsteps are equired for it use.

No IVD test is 100% accurate and therefore a small number of false positives
results will occur. This is indicated in our claimed performance characteristics,
sensitivity (93,5%) and specificity (100% (95% CI: 95.4% - 100%)).

2. The ENIA GBEM DfU will be updated. The following information will be added to the
"Limitations" chapter within the EIA GEM DfU:
“When assessing the clinical significance of a positive test result, it should be
considered that anti-GBM disease is a very rare condition, which impacts the
positive predictive value of the test. Falsely elevated test results can occur due to
specific binding of serum antibodies to blocking reagents, such as BSA”
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Wie heeft er een vals-positieve anti-GBM uitslag gehad in de
afgelopen paar jaar? i .\
\\ \ ‘.\

Bij een positieve anti-GBM uitslag m.b.v. Phadia250:

1. Wordt dit bevestigd m.b.v. een 2¢ anti-GBM bepaling

2. Wordt dit NIET bevestigd

UMCG laboratoriumgeneeskunde =
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Aantal rondes per jaar, X aantal monsters per

ronde
Rondzending Huidig schema Toekomstig schema | ingangsdatum | Prijs 2025
ANCA-GEM 2x9 2x6 2025 € 263,18
Reuma 2x6 2x4 2026 € 241 12*
Coeliakie 2x5 2x3 2025 € 231,09
M-proteine 4x3 2x5 2026 €433 02*

laboratoriumgeneeskunde
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