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Dopis:25/2023

Predmet: Nova metoda dolo¢anja aCL in anti-B2GPI ter uvedba nove preiskave s-anti-D1 B2GPI v diagnostiki APS in
nova metoda doloéanja anti-HMGCR v diagnostiki imunsko posredovane nekrotizirajo¢e miopatije!

Spostovani naroéniki laboratorijskih preiskav Laboratorija za imunologijo revmatizma, UKCL!

Ker uredba EU 2017/746 vsem izvajalcem laboratorijske dejavnosti odreja, da je potrebno vse tako imenovane hisne
metode, za katere na trzis¢u obstajajo VDR analizni kompleti, zamenjati z njimi do konca maja 2027, smo v Laboratoriju za
imunologijo revmatizma (LIR) vpeljali in verificirali novo metodo doloCanja protiteles proti kardiolipinu (aCL IgG, IgM, IgA),
proti beta-2 glikoproteimu | (anti-B2GPI IgG, IgM, IgA) in proti 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA reduktazi (anti-HMGCR) na
osnovi kemiluminiscence. Uvedli smo tudi novo preiskavo s-anti-D1 B2GPI IgG s katero dolo€amo prisotnost protiteles proti
domeni 1 proteina 2GPI.

A. Verifikacija nove kemiluminiscenéne metode dologanja protiteles aCL 1gG, IgM, IgA in anti-B2GPI I9G, IgM, IgA

V okviru verifikacije smo testirali 98 vzorcev bolnikov z diagnozo antifosfolipidnega sindroma (APS), 51 vzorcev bolnikov z
nepotrjenim APS, 28 vzorcev bolnikov z drugimi sistemskimi avtoimunskimi boleznimi (RA, SLE, SjS, SSc) in 139 vzorcev
zdravih preiskovancev:

e Med negativnimi, nizko, srednje in visoko pozitivnimi rezultati obeh metod (hiSna ELISA in CLIA) za dolo¢anje aCL
IgG in IlgM smo doloCili 75,7 % in 85,3 % ujemanje na skupini bolnikov z APS in drugimi sistemskimi avtoimunskimi
boleznimi. Ujemanje med negativnimi in pozitivnimi rezultati za aCL IgA je bilo 88,6 %.
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o Med negativnimi, nizko, srednje in visoko pozitivnimi rezultati obeh metod (hiSna ELISA in CLIA) za dolo¢anje anti-
B2GPI 1gG in IgM smo dolocili 89,8 % in 91,5 % ujemanje na skupini bolnikov z APS in drugimi sistemskimi
avtoimunskimi boleznimi. Ujemanje med negativnimi in pozitivnimi rezultati za anti-B2GPI IgA je bilo 88,6 %.

o Diagnosticna ob¢utljivost in diagnosticna specifitnost je izraGunana na kliniéno pomembno prazno vrednost 40 CU
za aCL IgG, IgM in anti-B2GPI IgG, IgM ter 20 CU za aCL IgA in anti-B2GPI IgA:

Diagnosticna Diagnosticna
obéutljivost (%) specifiénost (%)
aCL lgG 284 97,5
aCL IgM 214 100
aCL IgA 28,6 96,1
anti-B2GPI IgG 34,7 94,9
anti-B2GPI IgM 15,7 98,7
anti-B2GPI IgA 224 98,0

o Rezultati so podani v novih kemiluminiscenénih enotah — CU.

¢ Negativen rezultat predstavljajo vse vrednosti, ki so manj$e od 20 CU, pozitiven rezultat predstavljajo vse vrednosti
enake ali vedje od 20 CU. Kliniéno pomembna vrednost rezultata glede na nove klasifikacijske kriterije (2023
ACR/EULAR antiphospholipid syndrome classification criteria. Ann Rheum Dis. 2023 Oct;82(10):1258-1270. doi: 10.1136/ard-
2023-224609. Epub 2023 Aug 28) je srednje in/ali visoko pozitivna vrednost (aCL IgG, IgM in anti-B2GPI IgG, IgM).

POZ (CU)

NEG (CU) nizko srednje visoko
aCL IgG, IgM <20 20-39 40-79 >80
aCL IgA <20 >20
anti-B2GPI IgG, IgM <20 20-39 40-79 >80
anti-B2GPI IgA <20 > 20

Meje za srednje in visoko pozitivne aCL IgG, IgM in anti-B2GPI IgG, IgM, glede na nove klasifikacijske kriterije v
primerjavi z mejami hiSnih metod ELISA, smo postavili ob upoStevanju enake diagnosti¢ne obcutljivosti in
diagnosti¢ne specifiénosti hiSnih metod ELISA. Ker aCL IgA in anti-B2GPI IgA niso del klasifikacijskih kriterijev,
nismo posebej opredeljevali srednje in visoko pozitivnega nivoja protiteles.

B. Uvedba nove preiskave za dolo¢anie protiteles proti domeni 1 anti-B2GPI IgG (s-anti-D1 B2GPI I1gG)

V okviru verifikacije smo testirali 98 vzorcev bolnikov z diagnozo antifosfolipidnega sindroma (APS), 51 vzorcev bolnikov z
nepotrjenim APS, 28 vzorcev bolnikov z drugimi sistemskimi avtoimunskimi boleznimi (RA, SLE, SjS, SSc), 139 vzorcev
zdravih preiskovancev.

e Diagnosticna obcutljivost anti-D1 B2GPI IgG 51,1 % (45,0-57,2 %)

e Diagnosticna specifitnost: anti-D1 B2GPI IgG 99,6 % (98,9-99,9 %)

e Rezultati so podani v novih kemiluminiscencnih enotah — CU.
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¢ Negativen rezultat predstavljajo vse vrednosti, ki so manj$e od 20 CU, pozitiven rezultat predstavijajo vse vrednosti
enake ali vecje od 20 CU.

e Dolocitev protiteles anti-D1 B2GPI 1gG naj bi bila neke vrste potrditveni test za aPL, ki so povezana z APS.
Protitelesa anti-D1 B2GPI IgG se namre€ obi¢ajno ne pojavljajo v Easu okuzbe, pri otrocih z atopiénim dermatitisom
ali pri otrocih rojenih materam z avtoimunskim obolenjem, ki ni APS.

Priporoéen algoritem dolo¢anja aPL v LIR:

Lupusni antikoagulanti (LA) + CLIA aCL (IgG/IgM) + CLIA anti-B.GP!I (IgG/IgM)

aCL, anti-B,GPI aCL, antiB,GPI aCL, anti-B,GPI

N&Q nizko poz 20-39 CU LAPOZ  rednjepoz40-79CU  visoko poz > 80 CU
aCL IgA,
anti-B.GPI IgA : o 5 ;
anti-D1 B.GPI IgG Stevilo pozitivnih rezultatov poveéa verjetnost APS!

aPS/PT IgG, IgM, IgA (ELISA)

NEG Pozitivne rezultate je potrebno potrditi ¢ez = 12 tednov

Vsi rezultati neg ali nizko poz Potrditev poz rezultata

APS ni verjeten APS verjeten

Laboratorijski testi, ki niso namenjeni razvr§¢anju, kot so s-anti-D1 B2GPI IgG (CLIA) ali s-aPS/PT (ELISA), bi lahko pomagali
pri izkljucitvi ali potrditvi diagnoze APS. Na primer, pomanjkanje reaktivnosti proti D1 B2GPI pri bolniku, kiima dolo¢ena samo
pozitivna protitelesa anti-2GP!I IgG ali npr. negativen rezultat na aPS/PT ob edino pozitivnem rezultatu LA, vzbuja dvom v
dejansko prisotnost APS. Strategija uporabe panela biolodkih oznaCevalcev (npr. razli¢nih avtoprotiteles) prihaja vse bolj v
ospredje pri diagnosti¢ni obravnavi bolnikov z APS. V LIR tako od 01.01.2024 so¢asno dolo¢amo aCL IgG, IgM in IgA in ne
veC posebej kot dve loceni preiskavi (s-aCL IgG, IgM in s-aCL IgA) in uvajamo novo preiskavo s-anti-D1 B2GPI IgG.

C. Zamenjava metode ELISA ter verifikacija nove kemiluminiscenéne metode za dolodanije protiteles proti 3-hidroksi-3-
metilglutaril-CoA reduktazi (anti-HMGCR).

V okviru verifikacije smo testirali 79 vzorcev zaporednih bolnikov poslanih v LIR z naroeno preiskavo s-anti-HMGCR:
o Med pozitivnimi in negativnimi rezultati obeh metod za dolo¢anje anti-HMGCR smo dologili 96,2 % ujemanje.

e Diagnosticna ob¢utljivost anti-HMGCR: 82,1 % (71,3-89,4 %)
e Diagnosticna specificnost: anti-HMGCR: 99,7 % (98,4-99,9 %)
e Rezultati so podani v novih kemiluminiscencnih enotah — CU.

e Negativen rezultat predstavljajo vse vrednosti, ki so manjSe od 20 CU, pozitiven rezultat predstavljajo vse vrednosti
enake ali vecje od 20 CU.



Z izvedbo preiskav za dolo€anje aPL in anti-HMGCR po novem postopku bomo priceli 03.01.2024.

Zaradi avtomatizacije doloCenih preiskav v Laboratoriju za imunologijo revmatizma, potrebujemo za izvedbo
narocenih preiskav 1 veliko 7 mL ali 2 majhni 4 mL biokemiéni epruveti krvi brez dodatkov ali 2 mL seruma.

Vodja Laboratorija za imunologijo revmatizma
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