Immunolodgiai laboratériumi vizsgalatok

NAGY ESZTER

SEMMELWEIS EGYETEM
LABORATORIUMI MEDICINA INTEZET




Immunoloégiai betegségek diagnozisa

= Anamnézis, fizikalis vizsgalat

= Képalkoto eljarasok
rontgen, ultrahang, MR, CT, EKG stb.

=  Szovettani vizsgalatok

= Rutin laboratoriumi vizsgalatok:

verkep, gyulladasos aktivitas (ESR, CRP)
kémiai és vizeletvizsgalat, stb.

= Immunoldgiai laboratériumi vizsgalatok




Immunologiai laboratoriumi vizsgalatok:

= Autoantitest vizsgalatok

= Komplementrendszer vizsgalata
= Immunglobulinok vizsgalata

= Kryoglobulinok vizsgalata

= Quantiferon teszt

= Allergia vizsgalatok




Autoantitest vizsgalatok fontossaga

= Diagnozis felallitasa, megerfsitése — marker autoantitestek (ACPA,
anti-dsDNS , anti-CL , anti-TPO)

= Prognoézis felallitAsa — prognosztikus autoantitestek (pl. ACPA,
anti-dsDNS, anti-Ribosoma)

= Alcsoportok, rizikocsoportok elkulonitése
= Betegség sulyossaganak megitélése

= Terapia eredményességének megitélése — terapias hatast méro
autoantitestek (pl. anti-dsDNS at., ANCA, anti-GBM)

= Atfedd (overlap) korképek fennallasanak megallapitasa

A betegseg egy adott idépontjaban jelen levé autoantitestek a betegseg
folyamatanak ,biologiai ujjlenyomata”




Autoantitest vizsgalatok
Napjainkban

1950-1960 0 Alaboratériumok tobbsege onalléan
muakodik

o0 Kevesebb modszer o
(némelyik még mindig 0 Sok az uj vizsgalati médszer
,arany standard’) o Nagy vizsgalatszam

o0 Kevesebb vizsgalat Reumatolégus

o Laboratériumok a Klinikai Immunolégus
klinikakon, klinikusok Dermatolégus
fellUgyeletével: Belgy6gyasz
Reumatolégus Nefrolégus

o Gyakori Informacio Hematolégus
csere NSgyogyasz

o Az informaciécsere joval ritkabb




Autoantitestek kimutatasanak laboratéoriumi modszerei

l. Klasszikus modszerek:

Il. Uj moédszerek:

Immunfluoreszcencia (IFA)

Szirés
Megerosités (Konfirmacio) /
FEIA Autoantitest specificitas

CLIA

Immunoblot (Line/Dot Blot)
Antigen Mikroarray-k
Fehérje chipek

Fontos: az egyes modszerek szenzitivitasa és specificitasa elterd! — a tajékoztatas
a laboratorium feladata




Antinuklearis antitest (ANA)

Az egyik leggyakrabban kért antitest vizsgalat

Sziiréteszt: ANA - sejtmag antigének elleni antitestek

Valéjaban sejt elleni antitesteket vizsgalunk (anti-Cell antibody)

Az ANA vizsgalat célja:

o Kilinikai tunetek megléte esetén a diagnozis megerositése

0 Nem specifikus klinikai tunetek fennallasa esetén a feltételezett
diagnézis alatamasztasa

o Egyes alcsoportok elkulonitése (pl. JIA esetében)




ANA gyakorisaga kulonbozo betegségekben

%

SLE 80-100

Gyoégyszer-indukalt LE 70

MCTD 100

Sjogren szindréma 70

Felty szindroma 70-100 Nem célzott vizsgalat esetén
PSS 75-85 az ANA PPV értéke alacsony!
PM/DM 30

RA 15-30

CAH 40-60

Tudoéfibrosis 20

Tuberculosis 50

Tumorok 10

Egészséges kontroll <5




Mikor kérjunk ANA vizsgalatot?

« Szisztémas autoimmun betegségek
(SLE és rokon kérképek) gyanuja

 Autoimmun hepatitis gyanuja

« PBC gyanuja
« JIA (prognosztikai célbdl)

DE monitorozasra nem alkalmas




Antinuklearis antitestek (ANA) kimutatasa IFA moédszerrel

IFA eldnye:

» Nem csak sejtmag elleni antitestek
,mini-array” (tobb mint 100 Ag):

(0]

(0]

(0]

(0]

(0]

= Bizonyos antitestek tovabbi megerésitd
teszt nélkul is azonosithatok (pl. anti-

Sejtmag (Nukleoplazma)
Sejtmag membran
Sejtmagvacska (Nukleolusz)
Citoplazma

Citoszkeleton

centromer)

= Alnegativ eredmény valdsziniisége

nagyon Kkicsi

IFA hatranyai:

Szubjektiv

Kiértékelés gyakorlatot igényel
(digitalis mikroszkopok)

Nem standardizalt

Alacsony specificitas

Bizonyos antitestek esetén alacsony
szenzitivitas (SSA, Jo-1, P-Ribosoma
— IFA-val nem mindig detektalhatd!)




Melyik modszer alkalmasabb az ANA sziirésére?

Az Immunfluoreszcens (IFA) és Szilard fazisu tesztek (SPA) diagnosztikai
pontossagat és osszteljesitményét 6sszehasonlité tanulmanyok (7)

= Az ANA asszocialt reumatoldégiai korképeket (AARD) egyitt vizsgalva

sea ©
A m Az SPA médszer teljesitménye az IFA-val

' egyenértéki, vagy jobb annal

= DE kérképenként a 2 médszer teljesitménye kérképenként valtézo:

SLE IEA Kulon - kulon egy_!k modszer
sem alkalmas az osszes

Szisztemas Sclerosis IFA AARD diagnosztizalasara!
Sjogren szindroma SPA
Myosi tis SPA Bizzaro N et al, Ann Rheum Dis,

doi:10.1136/annrheumdis-2018-214805




Kereskedelmi forgalomban elérhetd ANA tesztek — jelentos
kulonbség az antigének osszetételében

Antigen Automated screening assays Multiplex assays Line immunoassays/dot blots
AtheNA Multi-
QUANTA Flash . . Lyte Anti- ImmcoStripe . .
. . QUANTA Flash Alegria ANA | Bio-Plex 2200 FIDIS , ANA12 IgG ANA-12 Pro recomLine ANA Lia
EBIACTD  EliA Symphony =g\ 57 CTDPIS"““ Detect ANA ALBIA Nuclear o 1 octive 10| ANA Profile ANA BlueDot (BLOT)  ANA/ENA IgG MAX
us Antibodies Advanced
(ANA)
Thermo Thermo INOVA INOVA i . i IMMCO AESKU MIKROGEN HUMAN
Scientific Scientific Diagnostics  Diagnostics Orgentec Bio-Rad Zeus Theradiag Euroimmun Diagnostics D-Tek Diagnostics  Diagnostics  Diagnostics
U1-RNP X X X X X X X X X X
U1-RNP/Sm X X X X X X
U1-RNP
|8 kDa X X X
FONTOS!!!
U1-RNP C EEm
|sS-A/R060 - - . ., ., .
e | NEHANY (10-15) antigént tartalmazé teszt NEM FEDI LE a teljes ANA-t
|ss-BiLa
ICentromere 2 P 2 1 2 1A '
Eredménykozlés, Lelet interpretacio!
I[Scl-70/topol |
Uo-1 X X X X X X X X X X X X X X
Fibrillarin/U3R X
NP
RNA-Pol Ill X X
Ribosomal P X X X X X X X X X X
PM/Scl X X X X
PM/Scl-75 X
PM/Scl-100 X X
PCNA X X X X X X X
Mi-2 X X X X X
Ism X X X X X X X X X X X
dsDNA X X X X X X X X X X
Nucleosome X X X X X
Histone X X X X X X X
Ku X X X X X
RP54 X
MA-M2 X X X

Mahler M et al. J Immunol Res, 2014,2014:315179. doi: 10.1155/2014/315179.




Esetismertetés:

= 49 éves nébeteg
= 2016 januarjaban kezd6d6 panaszok fels6 léguti infekciét kovetéen

= Mellkas CT-n nem friss jellegii pneumonias elvaltozas,
bronchoscopiaval horgérendszer hamjan mérsékelt, idult gyulladas

= Emelkedett Chlamydia IgM titer miatt AB kezelés

= Tovabbra is szubfebrilis, kohogés

= Visszatéro lazas allapotok miatt szteroid kezelés indult
= QF teszt negativ

= 2016 augusztus ujabb vizsgalat, pulmonalis fibrézis, szteriod kezelés
folyatasa

= 2016 november gyogyintézeti kezelés, mellkas RTG mindkét als6
lebenyben kotegezettség, halvany homaly, szteroid dézis emelése laz,
fulladas miatt — allapot javulas

= 2017 fogyas (30 kq), visszatérd lazas allapotok — goéckutatas

» Mellkas RTG, CT progressziét mutatott
* Immunszerolégia: dsDNS +, SSA +++ és Mi-2 + antitest (immunoblot)




= 2018 oktober els6 vizsgalat intézetunkben
= Kért immunszerolégia: ANA-IFA, ENA-, dsDNS-, CL-, B2-GPI-AT

ANA VIZSGALATI ALGORITMUS!

ANA szirés, IFA:
= ANA (IFA): pozitiv, citoplazma antitest!!! (mintazat)
= ENA ELISA: pozitiv, SSA AT (87 U/mL, CO: 20 U/mL)
= Anti-dsDNS (ELISA): negativ
= Anti-CL, anti-B2GPI (ELISA): negativ

ANA képe Hep-2 sejteken Myositis panel, immunoblot: SSA/Ro-52
Higitas 1:80, nagyitas 400x és PL-12 AT

2017 - ANA panel, immunoblot: dsDNA, Nucleosoma, Histon, SmD1, PCNA, PO, SS-A/Ro
60, SS-A/Ro 52, SS-B/La, CENP-B, Scl70, U1-snRNP, AMA M2, Jo-1, PM-Scl100, Mi-2, Ku
70/80

2018 - ANA IFA sziir6éteszt alapjan célzott myositis panel, immunoblot: SSA/Ro-52, OJ,
EJ, PL-12, PL-7, SRP, Jo-1, PM75, PM100, Ku, SAE1, NXP2, MDAS5, TIF-y, Mi-2p, Mi-2a




Nemzetkozi ajanlasok, harmonizacio

EASI — European Autoimmunity Standardisation Initiative (2002): szisztémas
autoimmun reumatologiai betegségek (SARD) diagndzisanak javitasa céljabol:

o Vizsgalati mdédszerek, tesztek standardizalasa

o Vizsgalati algoritmusok felallitasa

(0]

Vizsgalatok ertékelésének harmonizalasa

Helyi EASI csoport tobb orszagban (Magyarorszag, 2018)

Az ANA mintazatok nemzetkozi konszenzusa (ICAP): tobb nyelven online
hozzaférhetd (www.anapatterns.org)

Nemzetkozi ajanlasok az ANA vizsgalatara (2014): 25 ajanlas (EASI / IUIS /
WHO / Arthritis Foundation / CDC autoantibody standardising committee):

0)

)
)
0]

ANA vizsgalat : 13 ajanlas

dsDNS antitest vizsgalat: 5 ajanlas

Anti-ENA antitestek: 5 ajanlas

Az egyes modszerek helyi szinten torténo validalasa: 2 ajanlas

Agmon-Levin N et al. Ann Rheum Dis. 2014 Jan;73(1):17-23. doi: 10.1136/annrheumdis-2013-

203863. Epub 2013 Oct 14. PMID: 24126457.


http://www.anapatterns.org/

International Consensus on ANA patterns (ICAP)
— egységes nevezéktan

A mintazat a tovabbi vizsgalatok
iranyat dontheti el, NEM diagnézis!




ICAP — mintazatok, klinikai asszociacio




Szisztémas autoimmun kérképek laboratériumi vizsgalata

SLE DIAGNOZIS, klasszifikacios kritériumok:

Classification Criteria

Autoantibody

1982 ACR

1997 ACR

2012 SLICC

2019 EULAR/ACR

antibody to native DNA at
abnormal titer

antibody to native DNA at
abnormal titer

anti-dsDNA above laboratory
reference range

anti-dsDNA antibodies (highly
specific antibodies)

anti-dsDNA (except ELISA: twice above (in an immunoassay with
laboratory reference range) demonstrated 290% specificity for
SLE against relevant disease
controls)
abnormal titer of ANA by abnormal titer of ANA by ANA above laboratory reference entry criterion
immunofluorescence or an immunofluorescence or an range
ANA equivalent assay at any point  equivalent assay at any point ANA at a titer 21:80 on Hep-2 cells
in time in time or an equivalent positive test at

least once

anti-phospholipid (aPL)

abnormal serum level of IgG
or IgM anti-CL antibody

lupus anticoagulant (LA)

anti-CL (IgG, IgA or IgM) at medium
or high titer OR

anti-B2-GPI antibody (IgG, IgA or
IgM) OR
lupus anticoagulant (LA)

anti-CL (IgG, IgA or IgM) at medium
or high titer OR

(>40 APL, GPL or MPL units, or >the
99th percentile)

positive anti-$2-GPI antibody (IgG,
IgA or IgM) OR

positive lupus anticoagulant (LA)

anti-Sm

antibody to Sm nuclear
antigen

antibody to Sm nuclear
antigen

presence of anti-Sm antibodies

presence of anti-Sm antibodies
(highly specific antibodies)

Relative weight

2/11

2/11

4/17*

8/51

*at least 1 immunological criterion required




SLE DIAGNOZIS:

Immunoldgiai vizsgalatok

* Antinuklearis antitest (ANA)
* Anti-dsDNS, anti-Nucleosoma (anti-Kromatin) antitest
« ENA antitest (anti-SSA, anti-SSB, Sm, RNP)

« aPL antitest (anti-CL, anti-beta2-GPI (G/A/M), LA

« komplement (C3, C4, CH50)
* Direkt Coombs

* RF, Immunglobulinok

Kémiai, hematoloégiai vizsgalatok

« CRP, ESR
 Veérkép

* Vizelet

Kiegészito vizsgalatok

P Ribosoma antitest
(negativ anti-dsDNS és anti-Sm) ANA mintazatok SLE-ben Hep-2 sejteken
 PCNA antitest (vese és kbzonti idegrendszeri érintettség)




SLE KOVETES:
Immunoldgiai vizsgalatok

« anti-C1q antitest (e/lsGsorban veseérintettseg esetén)

 anti-dsDNA antitest, Nucleosoma
(szintje az aktivitas, lupus nephritis jelzéje)
« komplement (C3, C4)

Kémiai, hematologiai vizsgalatok
« CRP/ESR

« Vérkép

* Vizelet

NEONATALIS LUPUS (NLE):

=

S—

Aktiv SLE-ben 3 -6
havonta

« ANA, anti-SSA (Ro-52, Ro-60), anti-SS-B, anti-U1sn-RNP

GYOGYSZER INDUKALT LUPUS (DLE):

- anti-Histon antitest — DLE diagnosztikai markere
(de sok szisztémas autoimmun betegsegben elbfordul (SLE, DLE, RA, JIA,

SSc)




Laboratoriumi vizsgalatok Sjogren szindromaban (SjS)

Immunoldgiai vizsgalatok

« ANA
 ENA antitestek: anti-SSA, anti-SSB, anti-Sm, anti-RNP
* RF

Tovabbi kiegészitd vizsgalatok:

* Pajzsmirigy antitestek (anti-TPO, anti-TG)

+ Szervpescifikus antitestek (anti-PCA, AMA, anti-SMA)

« Komplement (C3, C4, CH50), Kryoglobulin (vasculitis miatt)

« Szérum immunglobulin szintek (Ig G, IgA, IgM) / immunfixacioé
(monoklonalis gammopatia miatt)

Kémiai, hematologiai vizsgalatok:

- TSH

« Szérum elektroforézis (monoklonalis gammopatia miatt)

« Vérkep (esetleges leukopénia miatt)




2010 ACR/EULAR RA Klasszifikacios kritérium

Joint involvement (0-5) Score
1 large joint 0

2-10 large joints 1

1-3 small joints 2

4-10 small joints 3

> 10 joints 5 RF/ACPA:

Serology (0-3) Negative < ULN (upper limit of normal)
Negative RF AND negative ACPA 0 Low positive: 1 =3 x ULN

Low positive RF OR low positive ACPA 2 High positive: 2 3x ULN

High positive RF OR high positive ACPA 3

Acute-phase reactants (0-1)

Normal CRP and normal ESR 0 .
Abnormal CRP OR abnormal ESR 1 EARLY PHASE of the disease

Duration of symptoms (0-1)

Classification of symptoms as RA in

< 6 weeks 0
> 6 weeks 1

Patients with = 6 points are classified as RA (3/6)




Laboratdriumi vizsgalatok RA-ban:

= Gyulladasos paraméterek: CRP, We (diagndzis, betegség aktivitas —
monitorozas)

= Autoantitestek:
O RF (IgM izotipus)
O ACPA (IgG)
11 RF és ACPA meghatdrozds szinovidlis folyadékbdl is (korai RA-ban)
11 Szeronegativ RA (RF, ACPA negativ)

» Differencidl diagnosztikai vizsgalatok (kiilonésen a korai stadiumban)




Rheumatoid Faktor (RF):

= |gG immunglobulin Fc része ellen termelt autoantitest (e/lsésorban IgM, de lehet
IgG és IgA, ritkabban IgE és IgD is)

= Rutin diagnosztikaban els6sorban RF IgM meghatarozasat végezzuk
= RA-s betegek 70-90 %-ban pozitiv, de korai stadiumban gyakran negativ!

=  Szintje nem korrelal a betegség aktivitasaval, de a magas titer agresszivebb
betegseégre utal

» RF igen gyakori esszencialis kevert kriglobulinémiaban (II. tipusban 100 %)

» Pozitiv lehet sok mas autoimmun betegségben, infekciot kovetéen, de akar
egészsegesekben is - alacsonyabb specificitas

= REF IgM, IgA és IgG egyluttes el6fordulasa:
v" RA-s betegek 52%-ban
v Egyéb kotészoveti betegségekben: <5%

= RF IgM és IgA egyitt: magasabb diagnosztikai specificitas




RF el6forduldsa kiilonb6z6 betegségekben (%-ban)

El6fordulas % El6fordulas %
Arthritis Fert6z0 betegségek
RA 70-90 Endocarditis 25-50
JIA 5 TBC 15
PsA <15 Virus infekciok 10-20
Reaktiv arthritis <5 HCV 40-76
Egyéb kotGszoveti betegségek Egyéb betegségek
Sjogren szindroma 75-95 Krioglobulinémia 40-100
MCTD 50-60 Majcirrhosis 25
SLE 15-35 PBC 45-70
Szisztémas sclerosis 20-30 Sarcoidosis 5-30
DM/PM 20 Tumorok 5-25
Szisztémas vasculitis 5-20 Egészségesek (50 éves) <5

Egészségesek (70 éves) 10-25

Ingegnoli £, Castelli R, Gualtierotti R. Dis Markers. 2013;35(6):727-34.




ACPA:

ACPA, gyljtonév: anti-CCP, -citrullinalt vimentin (Sa, Savoie és MCV), -
citrullinalt fillagrin antitestek (, citrullinome”, 53); izotipusok: 1gG, IgA, IgM,
IgE

Szoros asszociacio: genetikai (HLA-DRB1 shared epitop, PTPN22) és
kdrnyezeti tényez6k (dohanyzas)

Az RA korai stadiumaban gyakran pozitiv, diagnosztikai specificitasa
meghaladja az RF-ét (RA-s betegek 70 %-ban pozitiv, RF szeronegativ
betegek 20 — 30 %-ban pozitiv

Eroziv arthritis prognosztikai markere
A betegség kezdete el6tt akar tobb ével is kimutathato

ACPA izotipus repertoar a betegség progressziojaval nem valtozik, de tobb
izotipus rosszabb progndzisra utal (1,4x odds ratio izotipusonként)

Korai RA-ban a szerokonverzié aranya alacsony (ismételt tesztelés
jelent6sége?)




ACPA el6fordulasa kiilonb6z6 betegségekben (%-ban)

El6fordulas
Arthritis psoriatica
SLE
Sjogren szindroma
Spondylarthropathia
Scleroderma/CREST
Hepatitis C/Cryoglobulinemia
Hepatitis B

Osteoarthritis

Magasabb specificitas

X

N P BN NN OO 0 O

El6fordulas %
Juvenilis idiopathias arthritis 8

Polymyalgia rheumatica

Vasculitis 5
Tuberculosis 34
Polymyositis/Dermatomyositis
Fybromyalgia 3

Koszvény, alkoszvény




Kiegészits laboratériumi vizsgalatok RA-ban:

= Tovabbi gyulladasos paraméterek: fibrinogén, a,,,y-globulinok (emelkedett
lehet), szérum calprotectin

= Teljes vérkép: thrombocytosis, normokrom, normociter vagy mikrociter
anémia

= Komplement (C3, C4): normal vagy enyhén emelkedett

"  Genetikai vizsgalatok:
HLA-DRB1

HLA-B27 (differencial diagnozis: SPA, PsA, Reaktiv arthritis, IBD asszocialt
arthritis)




RA Differencial diagnazis:

Tovabbi autoantitestek vizsgalata, egyéb kot8szoveti betegség kizarasa:
ANA: pozitivitas esetén differencidl diagndzis (mintazat segithet):

anti-SSA, anti-SSB antitest (Sjogren szindroma)

anti-Sm, anti-dsDNS antitest (SLE)

anti-centromer, anti-Scl-70 (Szisztémas sclerosis)
Antifoszfolipid antitestek: anti-CL , anti-Beta2 GPI antitest 1gG/IgM, LA (APS)

= Szinovialis folyadék vizsgalata:
sejtszam, tenyésztés, kristaly vizsgalatok (MSU, CPPD)

= Virus szeroloégiai vizsgalatok:

Borrelia, Chlamydia HCV, HBV, Parvovirus B19, (bakterialis, virusindukalt arthritis)
=  Kémiai vizsgalatok:

maj-, vesefunkcid, szérum hugysav (komorbiditasok, koszvény)
= Vizelet vizsgalatok:

mikroszképos hematuria, proteinuria el6fordul kotészoveti betegségekben




Szinovialis folyadék (SF) vizsgalatok

Paraméter Normal Gyulladasos Szeptikus Hemorrhagias
Térfogat (mL) <3.5 >3.5 >3.5 >3.5 >3.5
. . e e atlatszé/ . .
Tisztasag atlatszo atlatszo i opalos véres
opalos
Tenyésztés negativ negativ negativ pozitiv negativ
WBC (uL SF) <200 200-2000 2000-10* >10° 200-2000
PMN % <10 <25 250 2 75 (90) 50-75

Normdl SF sejtosszetétele: Ly 24 %, Mo 48 %, PMN 7 %

SF: Festett kenet
Gr./Mf./Ly Pol.
Mikr.

MSU kristaly képe
(kompenzalt polarizacios
mikroszkop, negativ kettds
tores)




Laboratériumi vizsgalatok szisztémas Sclerosisban (SSc)

¥

Pozitiv (mintazat fuggvényében) — Konfirmalas: ENA-ELISA / Line/Dot Blot

CENP RNS Polim 1.
Fibrillarin PM/Scl
| ThiTo
T 1+
/
Scleroderma Scleroderma Sleroderma féként Sleroderma
limitalt forma vagy PM diffiz forma iziileti, izom manif.
(Crest sy.) Scleroderma vagy MCTD
overlap sy




Kiegészité laboratériumi vizsgalatok SSc-ben

Differencial diagnézis, prognozis, szervi érintettség :

« Komplement (C3, C4)

* Kryoglobulin

* RF, AMA-M2 (CREST szindroma 25%-ban)

« ANA, anti-ENA antitest (SSA,SSB)

 Gyulladasos markerek (CRP, ESR)

» Teljes vérkép

 lzom- és majenzimek (CK, Aldolaz, GPT, GOT)

» Vizelet- és vesefunkcios vizsgalatok (szérum kreatinin, karbamid)
* Fehérje elektroforézis

* Pajzsmirigy funkcio vizsgalat (TSH, fT3, fT4)




Laboratériumi vizsgalatok Myositisben

| ANA-IFA | CK, Aldolaz, GPT,
GOT, LDH

nuclearis
citoplazma CITOPLAZMA nucleolaris

negativ
SRP

/




Myositis antitestek klinikai asszociacidja

Z Betteridge, N Mc Hugh. 2015, DOI: 10.1111/joim. 12451



Laboratoriumi vizsgalatok MCTD-ben

Autoantitest vizsgalatok:
 ANA: durva szemcsés mintazat, altalaban magas titer
« ENA - U1-snRNP (Sm-RNP komplex része (target antigének: 68 kDa, A, C)
diagnosztikai marker (100% specificitas), hianya kizarja az MCTD-t
Tovabbi el6fordulas:
- SLE-ben (13-32 %) pozitivitasa bor és nyalkahartya léziokkal,
- SSc-ben (10 %) jelenléte tuddfibrozissal figg 6ssze

Kémiai, hematoloégia vizsgalatok:
« Verkep

* Vizelet

- CRP

Anti-U1-snRNP IIF képe




Laboratériumi vizsgalatok szisztémas vasculitisekben

Vasculitisek osztalyozasa — Chapel Hill-i Konszensus alapjan - 2012

ANCA

ANA lIF
C3/C4

C1q antitest
Kryoglobulin
RF

CRP

We

J.C. Jennette. Clin Exp Neprhrol 2013; Oct 17(5):603-606




ANCA antitestek vizsgalati algoritmusa AAV-ben
(réqgi és uj ajanlas)

Xavier Bossuyt et al. Nature Review Rheumatol (2017) doi:10.1038/nrrheum.2017.140




ANCA vizsgalata AAV-ben - az uj ajanlas fontos elemei

= Avizsgalat igénylése célzottan (a klinikai tunetek alapjan, 1999-es
ajanlasnak megfelel6en) - folosleges vizsgalatkérések elkerulése

= ANCA sziirése magas teljesitményl (magas szenzitivitas/specificitas)
antigén specifikus immunoassay-el (MPO/PR3)

= Erés klinikai gyanu esetén az MPO/PR3 negativitas ellendrzése
javasolt masik teszttel (modszerrel)

= ANCA (MPO/PR3) antitest hianya nem zarja ki az AAV diagnoézisat

= ANCA antitest jelenléte megerdsiti az AAV diagnozisat, de nem
diagnosztikai kritérium

Xavier Bossuyt et al. Nature Review Rheumatol (2017) doi:10.1038/nrrheum.2017.140




Laboratériumi vizsgalatok Antifoszfolipid szindromaban (APS)




2023 ACR/EULAR Klasszifikacios kritérium

Medha Barbhaiya et al. Ann Rheum Dis 2023;82:1258-1270
e




Anti-foszfolipid antitestek (aPL) vizsgalata ajanlott:

a. primer és szekunder antifoszfolipid szindromaban (APS, diagnosztikai
marker)

b. APS-ben a kezelés hatékonysaganak megitélésében

c. SLE gyanuja esetén (diagnosztikai kritérium)
anti-CL és anti-Béta-2-GPI IgA antitest is diagnosztikus éertéki (SLICC
kritéerium)

a. SLE és mas szisztémas autoimmun kérképekben a thrombdzis és spontan
vetelés rizikdjanak megitélése

d. ismeretlen eredeti thrombocytopeniaban
FONTOS: Anti-PL antitest vizsgalatok interpretaciéja az ajanlasnak megfelel6en!

Nagyobb a kockazat

« Egyszeres | kétszeres /| haromszoros antitest pozitivitas

« IgM vagy lgG izotipusu antitest

« Alacsony / magas antitest titer




Lupus Anticoagulans és az LA paradoxon:

Elnevezés félrevezeto:
- el6fordulas nem csak SLE-ben

- ,in vivo” thrombosist okoznak

Heterogén immunglobulinok

Alvadasi kaszkad inhibitoraiként viselkednek ,,in vitro”— megnyult aPTI, PT

Kimutatas funkcionalis teszttel: RVVT, Silica ,,clotting time”

Vandevelde A, Devreese KMJ. J Clin Med. 2022 Apr 13;11(8):2164.




aPL meghatarozasat befolyasold tényezok (interferencia)

anti-CL/anti-
B2GPI antitest

alpozitiv anti-CL Interpretacio, kontroll

Pozitiv RF 1gM /anti-B2GPI at. IgM masik teszttel
Emelkedett FVIII aktivitas (terhesség, Alnegatiy atmeneti pozitivitas Kontroll (terhesség
gyulladds, daganatos megbetegedések) g infekciok, gyulladds utan/12 hét)
Emelkedett CRP alpozitiv NEM Kontroll (12)
Bizonyos gyo_gyszerek.(a,nt/b/otlkumok, alnegativ NEM Kontroll
chlorpromazine, vakcindk)
Antikoaguldns terapia LMWH, mintavétel, mérés
= K-vitamin antagonistak = 3 hét mulva
= DOAC ®" min. 2 nap (48 h) mulva

Thrombin gatlé: dabigatran alpozitiv NEM Jovo:

Fxa gatlé: apixaban, edoxaban, = Thrombin generdcios

rivaroxaban assay (TGA)?

= Anti PS/PT antitest?

Heparin (UFH, LMWH) terapias Heparin neutralizald
koncentracioban!!! NEM NEM reagens hasznalata, aXa
szint meghatarozas

LA vizsgalat elofeltétele: tajékoztatas az antikoagulans terapia kezelésrdl !!!




Interferon-gamma release assay - IGRA

= Virus / Baktérium antigénekre specifikus memoria T-sejtek hosszutavu jelenléte
centralis és effektor memaria T-sejtek

Antigén expozicio: memoria T-sejtek aktivacioja - IFN-gamma termelés
» ELISA
» ELISPOT

= Rutin diagnosztikaban elérhet6 vizsgalatok mindkét mdédszerrel:

» Mycobacterium tuberculosis (ldtens TB szlirése, reaktivdcio riziko
immunszuppressziv terdpia sordn)

» CMV (virus reaktivacio progndzisa szerv transzplantacioban)
» SARS-CoV-2
= IGRA-t befolyasolo tényezék:

> Eletkor (id8sek-alacsony mitogén vdlasz, magasabb hattér; gyerekek < 2 év
alacsony mitogén valasz éretlen immunrendszer miatt)

» Terhesség (alacsony mitogén valasz - gyakran csak atmeneti)
FertG6zések (HIV, CD4+ T-sejt szam < 200 / L)

» Immunszuppressziv terdpia

A\




IGRA - ELISA, ELISPOT

Quantiferon TB Gold, t "/) . N | \Aj
SARS-CoV-2 (Qiagen) i‘"" 4~ v ‘ y |
i ’_ Incubation phase ] ’_ Detection phase ]
T-SPOT.TB N
I B — . f_j“_‘
T-SPOT CMV > M Top view plate
....... )
T-SPOT|COVID ‘ W | | A ‘
(Oxford Immunotec) |° "m™"
@ reens ELISPOT
Y Eapfurean bad
b Albert-Vega C et al. Front Immunol. 2018 Oct 16;9:2367. doi:
el 10.3389/fimmu.2018.02367. PMID: 30386334; PMCID: PMC6198655.

ELISPOT el6nye:

= Magas szenzitivitas: a szekretdlt analit a szekertalo sejt kozelében ,,csapdaba esik”
(antigén-specifikus T-sejtekre alacsony szam jellemz6 (1/100 000 — 1 000 000)

= Szekretalt bioaktiv molekulak mérésének lehetosége egyedi sejtek szintjén

= A tobbi mddszerhez képest kevéshé szenzitiv azimmunszuppressziv terapidra




Allergia vizsgalatok

1. Az IgE (0ssz-IgE, total-IgE) mennyiségi meghatarozasa:

Indikacioja:

(0]

Allergias bronchopulmonaris aspergillosisban: extrém magas IgE szint
diagnosztikai kritérium)

Job szindréma (hyper IgE szindroma) gyanuja esetén a magas IgE szint
diagnosztikai jelentdseqgu

IgE-myelomaban mennyisége szintén nagyon magas , de el6fordulasa ritka.

Gyermekkorban az atépias betegségek diagnézisaban fontos lehet: a korban
egyeztetett normal értéknél jelentésen magasabb IgE szint az atopias hajlamra
utalhat (id6vel igazi atopias betegseég léphet fel). De emelkedett szintje utalhat
bélfergessegre is!

Felnéttkori atépias betegek esetében a diagnosztikai értéke kérdéses (szintje a
betegek 50 %-ban normal értékl). A monoszenzibilizalt egyének kozott a normal
IgE szint gyakoribb a poliszenzibillizalt egyénekhez kepest.

IgE szint monitorozas Omalizumab terapia hatékonysaganak megitélése céljabol
(kulonbség a tesztek teljesitménye kozott - az IgE-anti-IgE zavarja a mérést!)

Az 0ssz-IgE szint emelkedése tapasztalhatd HIV-fert6zésben, bélférgesseégben,
candidiasisban és bizonyos daganatokban is.




o0 Az IgE szintjét egyedi jellemzbk és kornyezeti tényezdk is befolyasoljak. Normal
ertéke az életkorral valtozik (korfuggo), és foldrajzi teruletenként is elterd lehet.

o Mivel szérum koncentracioja a tobbi immunglobulinhoz képest alacsony (ng/ml),
meghatarozasa els6sorban immunoassay-el (ELISA) torténik, nemzetkozi
standardhoz (WHO) kalibralva: IU/ml vagy kU/I vagy ng/ml

o (11U/ml=1kU/I=24ng/ml)

2. Allergén specifikus IgE (slgE) meghatarozasa:
A teszt az allergén azonositasara, és nem az allergias betegség megallapitasara
szolgal - gyakran diagnosztikai tesztként értelmezik, DE valéjaban az allergénnel
valé szenzibilizaciot jelzi.
Az eredmények értékelése az anamnézis és a klinikai tunetekkel egyutt ajanlott!
A slgE meghatarozasa elsésorban olyan esetekben ajanlott, ha az ,,in vivo”
vizsgalatok nem értékelhetdek, vagy kulonb6z6 okok miatt nem végezhetéek

(magas kockazat - anafilaxias reakcid, gyogyszeres kezelés, pl. antihisztamin,
szteroid, bérbetegség, pl. kronikus urticaria).




Rovarméreg specifikus IgE kimutatasa - médszerek

Jelenleg elérheté moédszerek:

= ELISA

= ImmunoCAP (FEIA)

= Line immunesszé (LIA)

Allergén:

= Allergén kivonat, tisztitott, reckombinans

= Teljes allergén, allergén mixek, egyedi komponensek
Ertékelés:

= Szemikvantitativ - RAST egység

= Kvantitativ: kU/l vagy ng/ml

ELTERO szenzitivitas és specificitas - MODSZER megnevezése!




A specifikus IgE meghatarozasat befolyasolé tényezék

= Alacsony IgE koncentracié (ng/ml)

= Az allergén epitopok sokfélesége

= Az allergén mennyiségének valtozasa / stabilitasa

= Az epitép konformacidjanak megvaltozasa az eldallitas soran

= Keresztreakciok a klilonb6zé komponensek kozott - diagnosztikai nehézségek

EUROIMMUN Kettds szenzibilizacio

1. Szénhidrat determinansok (CCD) miatt - dupla
szenzibilizacio, de klinikailag irrelevans
(alpozitivitas)

2. Homoldg peptid szekvenciak jelenléte miatt -
dupla szenzibilizacid (elsédleges szenzibilizald)

3. Valos kettds szenzibilizacio




Marker és keresztreagal6 allergének

A komponensekre bontott diagnosztika (CRD) néhany gyakorlati haszna

*» Relevans allergének azonositasa - high risk / low risk allergének megkuldénbdztetése, hasznos
tanacsok a beteg szamara

» Keresztreagalo allergének kiszlirése - elkertlhetd a folosleges terapia / diéta

= Allergén specifikus immunterapia (SIT) tervezése

Matysiak et al. Biomedicines 2022, 10, 2170. Biomedicines. 2023 Blank S et al. Allergo J Int 30, 26-38 (2021).
Aug 8;11(8):2224. doi: 10.3390/biomedicines11082224. https://doi.org/10.1007/s40629-020-00151-5




3. Szérum triptaz szint meghatarozasa

» Hizésejtek altal termelt és szekretoros granulumaiban tarolt
szerin proteaz (bazofil sejtek szintén termelik, 500x kisebb
mennyiségben)

* Nagyon stabil (szobahdmérsekleten napokig)
+ Egészségesekben szintje 5 — 15 ng/ml (cut-off: 10 ng/ml)

 Emelkedés jellemz6:
a. Sulyos anafilaxias reakciokban
b. Masztocitdzisban
c. Mieloid betegségekben Modszer: FEIA, UniCap-Phadia

* Mérése ajanlott:
a. Anafilaxias reakciokban (gydgyszerek, rovarméreg,
élelmiszerek, latex, radiokontraszt anyagok)
b. Immunterapiaban a sulyos reakciok rizikdjanak megitélése
celjabol
c. Masztocitozisban
d. Mieloid betegségekben (AML, CML, MDS, CMML)

* Meghatarozas:
1. Az allergias reakciot kovetd 30 perc - 2 (3) 6ra

2. 24 (48) 6ra mulva
Atmeneti emelkedés > alap szint 20% -a + 2 ug/L - hizésejt aktivacio

https://doi.org/10.1016/j.resuscitation.2008.02.001




4. Bazofil aktivacios teszt (BAT)

A bazofil sejtek aktivaciojat méri az allergénnel valo stimulaciot kovetben (funkcionalis teszt)

Elvégzése az életet veszeélyetetd reakciok esetén és magas rizikdju betegeknél a brtesztet
megel6zben ajanlott

Aktivaciés markerek:

« CD203c: nyugvo allapotban is expresszalt alacsony koncentracidban

« CD63: csak aktivaciot kovetden jelenik meg a bazofil sejtek felszinén
Allergénenként eltéré a CD63 és CD203c szenzitivitasa

slgE koncentracidja idovel csokken - vizsgalat idozitése

Ajanlas: tiinetek és a vizsgélat ideje k6z6tt eltelt id6 < 1 EV (> 3 EV NEM ajaniott)

A populacié 5-10 %-a ,non-responder” (a vizsgalat nem értékelhetd)

Meghatarozas: aramlasi citometria

Szukséges minta: Na-heparin vagy EDTA-val alvadasgatolt vér
(a_minta NEM tarolhatd, 4 6ran beliilfel kell dolgozni!)

DG Ebo et al. Allergy 2006, 61:1028-1039




Koszonom a figyelmet!
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