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Streszczenie

Cel: Przeciwciata przeciwjgdrowe (ANA; ang. antinuclear antibodies) odgrywajg kluczowg role w diagnostyce réznych choréb
autoimmunizacyjnych. Zazwyczaj wykrywa sie je za pomocg testu opartego na metodzie immunofluorescencji posredniej (IFA;
ang. indirect immunofluorescence assay) z uzyciem komérek HEp-2 (HEp-2 IFA). Istnieje wiele zmiennych wptywajacych na wyniki
testu HEp-2 IFA, takich jak subiektywna ocena wynikéw, rozcienczenie surowicy, sposéb produkcji substratu, parametry mikroskopu
i zastosowany koniugat. W niektérych laboratoriach klinicznych stosowane sg nowsze metody badania ANA, ktére obejmujg
nowatorskie podejscie i obejmujg zautomatyzowane systemy diagnostyki wspomaganej komputerowo (CAD; ang. computer-assisted
diagnosis) oraz testy fazy statej (SPA; ang. solid phase assays).

Metody: Grupa ekspertéw przeanalizowata dostepne publikacje i opracowata rekomendacje dotyczace aspektéw metodologicznych
oznaczania ANA. Proces ten zostat poparty dwuetapowg oceng rekomendacji, z zastosowaniem metody delfickiej. Miedzynarodowa
grupa ekspertow, ktdrzy wzieli udziat w tej inicjatywie, obejmowata: (I) grupe roboczg ,Autoimmunity Testing" Europejskiej Federac;ji
Chemii Klinicznej i Medycyny Laboratoryjnej (EFLM; ang. European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine);
(1) Europejska Inicjatywe Standaryzacyjng na rzecz Autoimmunizacji (EASI; ang. European Autoimmunity Standardization Initiative);
i (1) Miedzynarodowy Konsensus w sprawie Typéw Swiecen ANA (ICAP; ang. International Consensus on ANA Patterns).

Wyniki: Sformutowano tacznie 35 rekomendacji/wytycznych dotyczacych: (1) badania i wydawania wynikéw badan w kierunku
ANA przy uzyciu HEp-2 IFA; (Il) aspektéw metodologicznych HEp-2 IFA, w tym wyboru substratu/koniugatu i zastosowania
systemow CAD; (I11) kontroli jakosci; (IV) sposobéw walidacji HEp-2 IFA i (V) SPA. Ogétem 95% wszystkich zgtoszonych wnioskow
w konicowej rundzie oceny z zastosowaniem metody delfickiej otrzymato powyzej 6 punktéw (umiarkowana zgoda, zgoda lub
catkowita zgoda), a 85% powyzej 7 punktow (zgoda i catkowita zgoda), co wskazuje na silne miedzynarodowe poparcie dla
zaproponowanych rekomendac;ji.

Whioski: Rekomendacje te stanowig wazny krok w kierunku osiggniecia wysokiej jakosci badan stuzacych ocenie ANA.

Stowa kluczowe: immunofluorescencja posrednia HEp-2, przeciwciata przeciwjgdrowe, rekomendacje

Abstract

Aim: Antinuclear antibodies (ANA) are important for the diagnosis of various autoimmune diseases. ANA are usually detected
by indirect immunofluorescence assay (IFA) using HEp-2 cells (HEp-2 IFA). There are many variables influencing HEp-2
IFA results, such as subjective visual reading, serum screening dilution, substrate manufacturing, microscope components
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and conjugate. Newer developments on ANA testing that offer novel features adopted by some clinical laboratories include
automated computer-assisted diagnosis (CAD) systems and solid phase assays (SPA).

Methods: A group of experts reviewed current literature and established recommendations on methodological aspects of ANA
testing. This process was supported by a two round Delphi exercise. International expert groups that participated in this initiative
included (1) the European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM) Working Group “Autoimmunity Testing”;
(1) the European Autoimmune Standardization Initiative (EASI); and (lIl) the International Consensus on ANA Patterns (ICAP).

Results: In total, 35 recommendations/statements related to (I) ANA testing and reporting by HEp-2 IFA; (Il) HEp-2 IFA
methodological aspects including substrate/conjugate selection and the application of CAD systems; (lll) quality assurance;
(IV) HEp-2 IFA validation/verification approaches and (V) SPA were formulated. Globally, 95% of all submitted scores in the final
Delphi round were above 6 (moderately agree, agree or strongly agree) and 85% above 7 (agree and strongly agree), indicating
strong international support for the proposed recommendations.

Conclusions: These recommendations are an important step to achieve high quality ANA testing.

antinuclear antibodies, HEp-2 indirect immunofluorescence, recommendations
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AARD (ang. ANA-associated rheumatic diseases) — choroby reumatyczne zwigzane z ANA

AlH (ang. autoimmune hepatitis) — autoimmunologiczne zapalenie watroby

ALP - fosfataza alkaliczna

AMA (ang. anti-mitochondrial antibodies) — przeciwciata przeciwmitochondrialne

ANA (ang. antinuclear antibodies) — przeciwciata przeciwjgdrowe

anti-dsDNA (ang. anti-double stranded DNA) — przeciwciata przeciwko dwuniciowemu DNA
anti-Rib-P (ang. anti-rybosomal P protein) — przeciwciata przeciwko rybosomalnemu biatku P
anty-LKM-1 (ang. anti-liver-kidney microsomes-1) — przeciwciata przeciwko mikrosomom watrobowo-
-nerkowym typu 1

CAD (ang. computer-assisted diagnosis) — diagnostyka wspomagana komputerowo

CAP (ang. College of American Pathologists) — Kolegium Amerykariskich Patologéw

CLSI (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute) — Instytut Norm Klinicznych i Laboratoryjnych
EASI (ang. European Autoimmunity Standardization Initiative) — Europejska Inicjatywa Standaryzacyjna
na rzecz Autoimmunizacji

EASL (ang. European Association for the Study of the Liver) — Europejskie Stowarzyszenie Badan Watroby
EFLM (ang. European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) — Europejska Federacja
Chemii Klinicznej i Medycyny Laboratoryjne]

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) — test immunoenzymatyczny

EQA (ang. external quality assessment) — zewnetrzny program zapewnienia jakosci

ESPGHAN (ang. The European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition) —
Europejskie Towarzystwo Gastroenterologii, Hepatologii i Zywienia Dzieci

FDA (ang. Food and Drug Administration) — Federalny Urzad Zywnosci i Lekow

FlI (ang. fluorescence intensity measure) — ocena intensywnosci fluorescencji

GGTP — gamma-glutamylotranspeptydaza

IAIHG (ang. International Autoimmune Hepatitis Group) — Miedzynarodowa Grupa Autoimmunologicznego
Zapalenia Watroby

ICAP (ang. International Consensus on ANA Patterns) — Miedzynarodowy Konsensus w sprawie Typow
Swieceri ANA

IFA (ang. indirect immunofluorescence assay) — test immunofluorescencji posredniej

IIM (ang. idiopathic inflammatory myopathies) — idiopatyczne miopatie zapalne

1QC (ang. internal quality control) — wewnetrzna kontrola jakosci

IUIS (ang. International Union of Immunological Societies) — Miedzynarodowa Unia Towarzystw
Immunologicznych

IVDR (ang. In Vitro Diagnostic Requlation) — Rozporzgdzenie dotyczgce wyrobdw medycznych do
diagnostyki in vitro

LC1 (ang. liver cytosol type 1) — przeciwciata przeciwko cytozolowi hepatocytéw typu 1

LIU (ang. light intensity unit) — jednostka intensywnosci $wiatta

LR (ang. likelihood ratio) — wspétczynnik prawdopodobienstwa

MCTD (ang. mixed connective tissue disease) — mieszana choroba tkanki tgcznej

MIZS — mtodziericze idiopatyczne zapalenie stawow

PBC (ang. primary biliary cholangitis) — pierwotne zapalenie drég zétciowych

QA (ang. quality assurance) — zapewnienie jakosci

RF (ang. rheumatoid factor) — czynnik reumatoidalny

Scl-70 - topoizomeraza |

SjS (ang. Sjogren’s syndrome) — zespét Sjogrena
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SLA/LP (ang. soluble liver antigen/liver-pancreas) — przeciwciata przeciw rozpuszczalnym antygenom
watrobowym lub watrobowo-trzustkowym

SLE (ang. systemic lupus erythematosus) — toczen rumieniowaty uktadowy

SMA (ang. smooth muscle antibodies) — przeciwciata przeciwko miesniom gtadkim

SPA (ang. solid phase assays) — testy fazy statej

WHO (ang. World Health Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia
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1. WSTEP

Od momentu ich pierwszego opisu w 1958 roku
wykrywanie przeciwciat przeciwjadrowych (ANA;
ang. antinuclear antibodies) odgrywa kluczowag role
w diagnostyce uktadowych autoimmunizacyjnych
choréb reumatycznych, tzw. choréb reumatycz-
nych zwigzanych z ANA (AARD; ang. ANA-asso-
ciated rheumatic diseases) (przeglad w [1]). ANA
sg rowniez wazne w diagnostyce mtodzienczego
idiopatycznego zapalenia stawdw [2], autoimmu-
nologicznego zapalenia watroby [3] oraz pierwot-
nego zapalenia drég zétciowych [4]. Tradycyjnie
wykrywa sie je za pomocg testu immunofluore-
scencji posredniej (IFA; ang. indirect immunofluore-
scence assay) z zastosowaniem, jako substratéw,
watroby szczura lub komérek HEp-2 (stosowane
zazwyczaj). Ze wzgledu na subiektywnosc¢ oceny
I wynikajgce z tego réznice w odczytach wynikow
pomiedzy osobami oceniajgcymi preparaty (ocena
mikroskopowa i rozpoznawanie wzoru Swiecenia,
aspekty nomenklaturowe) oraz duzg liczbe zmien-
nych technicznych wptywajgcych na wyniki (np.
rozcienczenie surowicy, zastosowany substrat, ko-
niugat) harmonizacja IFA jest problematyczna [5].

Obecnie analiza HEp-2 IFA jest coraz czesciej wspie-
rana przez automatyczne rozwigzania obejmujgce
wydajne procesory oraz oprogramowanie do analizy
preparatéw mikroskopowych, zautomatyzowane
systemy diagnostyki wspomaganej komputerowo
(CAD; ang. automated computer-assisted diagnosis)
IFA oraz testy fazy statej (SPA; ang. solid phase as-
says). Wszystkie te nowatorskie metody stanowig
znaczacy postep w zakresie diagnostyki ANA i otwie-
rajg nowe mozliwosci, zwtaszcza w kontekscie za-
pewnienia jakosci.

W ramach niniejszej pracy przeanalizowano aktual-
ne publikacje i wytyczne w dziedzinie testow w kie-
runku ANA, skupiajac sie na obszarach, takich jak
preferowana metodyka (IFA vs. SPA), optymalne roz-
cienczenie surowicy i okreslanie miana, raportowa-
nie typu $wiecenia IFA HEp-2, wybdr substratu i ko-
niugatu, wykorzystanie platform CAD, zapewnienie
jakosci oraz walidacja/weryfikacja. Na podstawie
analizy pismiennictwa sformutowano zestaw reko-
mendacji dotyczgcych tych zagadnien, ktére zostaty

I diagnostyka laboratoryjna Journal of Laboratory Diagnostics

przekazane do powtdrnej oceny ekspertom przy uzy-
ciu metody Delphi w celu doprecyzowania i przygo-
towania miedzynarodowego konsensusu.

2. METODY

2.1. Przeglad pi$miennictwa
| komitety ekspertow

Przeprowadzono przeglad pismiennictwa, ktdry zo-
stat zrealizowany przez XB, CB i MV. Wyszukiwania-
mi objeto bazy PubMed oraz limo libis KU Leuven.
Przeanalizowano odnosniki do prac naukowych i wy-
korzystano te, ktére uznano za istotne, a takze do-
datkowe Zrodta, takie jak publikacje Instytutu Norm
Klinicznych i Laboratoryjnych (CLSI; ang. Clinical and
Laboratory Standards Institute), Kolegium Amerykan-
skich Patologéw (CAP; ang. College of American Pa-
thologists), 1ISO 15189, ISO 17025, Bureau Interna-
tional des Poids et Mesures (https://www.bipm.org),
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO; ang. World
Health Organization) i Rozporzadzenie dotyczgce
wyrobéw medycznych do diagnostyki in vitro (EU)
2017/746 (IVDR). Ponadto skonsultowano réwniez
krajowe wytyczne/zalecenia z Francji (COFRAC;
fr. Comité Francais d’Accréditation), Holandii (NVKC;
holend. Nederlandse Vereniging voor Klinische Che-
mie en Laboratoriumgeneeskunde i CMI, ang. College
of Medical Immunologists) oraz Belgii.

W inicjatywie wziety udziat trzy grupy ekspertéw:
(i) grupa robocza ,Autoimmunity Testing” Europejskiej
Federacji Chemii Klinicznej i Medycyny Laboratoryjnej
(EFLM; ang. European Federation of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine), (i) Europejskiej Inicjatywy
Standaryzacyjnej na rzecz Autoimmunizacji (EASI;
ang. European Autoimmunity Standardization Initiative)
i (iii) Miedzynarodowy Konsensus w sprawie Typow
Swiecen ANA (ICAP; ang. International Consensus on
ANA Patterns), w tym cztonkowie jego macierzystego
Podkomitetu Miedzynarodowej Unii Towarzystw
Immunologicznych (IUIS; ang. International Union
of Immunological Societies) w celu Standaryzacji
Autoprzeciwciat w Chorobach Reumatycznych
i Pokrewnych (znany jako Komitet ds. Standaryzacji
Autoprzeciwciat).

W pracy uczestniczyli eksperci z EASI z 18 krajow
(Austria, Belgia, Chorwacja, Estonia, Finlandia, Francja,
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Niemcy, Grecja, Wegry, Izrael, Wtochy, Holandia,
Norwegia, Polska, Portugalia, Hiszpania, Szwecja
i Szwajcaria) oraz z Rosji. Z ramienia ICAP wzieli
udziat eksperci z 10 krajow (USA, Meksyk, Kanada,
Brazylia, Argentyna, Chile, Urugwaj, Japonia, Korea,
Chiny i Hongkong).

2.2. Opracowanie
rekomendacji/wnioskow

W 3-etapowym procesie (przeglad procesu z zasto-
sowaniem metody Delphi na rycinie 1, Supplementary)
opracowano zalecenia dotyczace wykrywania ANA.
Pierwszy etap polegat na przygotowaniu szkicu ma-
nuskryptu na podstawie przeglgdu pismiennictwa
oraz sformutowaniu 36 wstepnych rekomendac;ji/
wnioskéw przez grupe roboczg ,Autoimmunity Te-
sting” EFLM, zatwierdzonych nastepnie przez EFLM.
Whnioski zostaty sklasyfikowane jako A (dostepne
dane eksperymentalne/pismiennictwo Zrédtowe) lub
B (opinia eksperta). Nastepnie manuskrypt i wnioski
zostaty poddane otwartym komentarzom/sugestiom
i klasyfikacji przez EASI (EASI Europe) i ICAP w skali

14

Score Country

9 1 Argentina/Uruguay/Chili 8 Croatia

: 2 Austria 9 Estonia

6 3  Belgium 10 Finland

5 4 Brazil 11 France

4 5 Canada 12 Germany
3 6 China 13 Greece

2 7 Hong Kong. China 14 Hungary
1

15

punktowej od 1 do 5 (tj. T — brak zgody do 5 — petna
zgoda) (przeprowadzone przez jednego przedsta-
wiciela na kraj [EASI] / obszar geograficzny [ICAP)).
Na koniec przeprowadzono analize z zamknietym
gtosowaniem z uzyciem metody delfickiej. Na tym
ostatnim etapie gtosowano w skali punktowej od 1 do
9 (0 — absolutny brak zgody dla zalecenia, 9 — mak-
symalne poparcie dla zalecenia) z opcjg pominiecia
pytania na podstawie braku doswiadczenia (= 15).
Gtosowanie zostato przeprowadzone w grupie
149 ekspertéw sktadajgcej sie z 98 uczestnikow
zaangazowanych przez EASI (mediana szesciu
cztonkow/kraj [zakres 1-7]) i 51 uczestnikéw zaan-
gazowanych przez ICAP (mediana szesciu czton-
kéw/obszar geograficzny [zakres 3-7]), zwigzanych
z 133 osrodkami (przeglad geograficznego rozmiesz-
czenia uczestnikow jest uwzgledniony w tabeli |, Sup-
plementary). Mediana i procent wskaZznikéw wysokich
przy dwdéch réznych punktach odciecia (ang. cut-off)
(wynik =8 lub =7 w skali 9-stopniowej) wszystkich
uczestnikow zostaty wyliczone w odniesieniu do
kazdej rekomendacji.

16 17 18

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

FEFd
a2

DDD
©®N

15 lIsrael 22 Portugal

16 [taly 23 Russia

17 Japan 24 Spain

18 Korea 25 Sweden

19 Mexico 26 Switzerland

20 Norway 27 The Netherlands
21 Poland 28 USA

Rycina 1. Mapa cieplna wynikéw punktacji Delphi uporzadkowana wedtug rekomendaciji (R) i kraju/
regionu. Punktacja Delphi w skali 1-9 [0 — catkowity brak zgody z zaleceniem; 9 — petna zgoda
z zaleceniem; 5 — bezstronno$¢/niepewnosc]. Zétte obszary reprezentujg brak odpowiedzi/
niejasne wyniki lub wyniki wynoszgce 15 (brak odpowiedzi ze wzgledu na brak do$wiadczenia).
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Rycina 2. Wykresy rozktadu wynikéw punktacji Delphi dla poszczegélnych rekomendac;ji (R).
Punktacja Delphi w skali 1-9 [0 — catkowity brak zgody z zaleceniem; 9 — petna zgoda
z zaleceniem; 5 — bezstronnos$é/niepewnosc]. Zliczenia (0$ Y) reprezentuja liczbe
odpowiedzi z okreslong punktacja (stupki) dla danej rekomendacji.
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Tabela |. Przeglad zalecen/wytycznych dotyczacych aspektéw metodologicznych.

ANA oceniane przy uzyciu HEp-2 IFA powinny by¢
1  raportowane wraz z oznaczeniem miana przeciwciat A [8, 45, 46] 9 96 97
oraz wzoru $wiecenia

Dla wielu wzoréw $wiecer miano przeciwciat ro$nie wraz
z prawdopodobieristwem wystapienia AARD

Dla wiekszosci wzoréw nie ma jednego optymalnego
3 punktu odciecia w HEp-2 IFA, ktdry jest zwigzany zaréwno A/B [10,12] 8 89 92
z optymalng czutoscig, jak i swoistoscig dla AARD

Uwzglednienie poziomu przeciwciat pomaga
zinterpretowac wyniki testu ANA
Podawanie wskaznikow wiarygodnosci (LR) specyficznych

5  dlamiana lub wyniku zwieksza trafno$¢ klinicznej B 8 60 82
interpretaciji wynikow testu HEp-2 IFA w kierunku AARD

A [14-17, 48, 55-58] 8 83 92

ANA moga wystepowac u znacznego odsetka zdrowych
o0s6b (w tym dzieci, dorostych i oséb starszych), aich
czestosé wystepowania wzrasta wraz z wiekiem. Nalezy
ten fakt uwzgledni¢ przy interpretacji wynikéw testow

A/B [16, 32-41] 9 95 99

Nie ma dowoddw na to, ze w przypadku dzieci nalezy
7  stosowac nizsze poczatkowe rozcieficzenie w badaniu A [38,40-42,62,63] 8 78 91
HEp-2 IFA w celu przesiewowego wykrywania AARD

Wz6r HEp-2 IFA moze dostarczy¢ przydatnych informacji
8  dotyczacych znaczenia klinicznego i wskazowek dla A [1, 45, 64, 65] 9 93 97
dalszych badan

Kliniczna istotno$¢ wyniku testu HEp-2 IFA zalezy od
obserwowanego wzoru $wiecenia

Korelacja wzoru $wiecenia HEp-2 IFA z wynikami testow
antygenowoswoistych zwieksza znaczenie obu wynikow

Gtowne wzory ANA (o najwyzszym znaczeniu klinicznym)

obejmuja:

+ jadrowy: centromerowy (AC-3), homogenny (AC-1), gesty
drobnoziarnisty (AC-2), ziarnisty (AC-4, 5), jaderkowy

11 (AC-8,9, 10), multiple nuclear dots (AC-6), btona A/B

jadrowa (AC-11, 12);

« cytoplazmatyczny: siateczkowaty/podobny do AMA
(AC-21), (gesty) drobnoziarnisty (AC-19, 20),
liniowy aktynowy (AC-15).

[45, 64, 65,
68-74, 76]

10 A [1,64,65, 78, 83] 9 94 99

[45, 46, 64, 65,
67-76, 80, 81, 84]

HEp-2, HEp-2000 i HEp-20-10 moga by¢ uzywane jako

[ substraty do przesiewowego badania ANA w IFA

A [48, 86-97] 8 81 92

Uzycie koniugatu specyficznego dla IgG jest wystarcza-

L jace do wykrycia wiekszosci istotnych klinicznie ANA

A/B [48,99-106] 9 93 97
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Specyficznos¢ izotypowa stosowanego koniugatu
(poliwalentny/specyficzny dla gG) przyczynia sie do
zmiennosci wynikéw badania

Mikroskopia automatyczna

System komputerowego wspomagania diagnozy (CAD)
moze wspierac testowanie HEp-2 IFA, ale nadal zalecane
jest przeprowadzanie rewizji klasyfikacji wynikow
dodatnich/ujemnych przez ekspertow

CAD moze wspiera¢ HEp-2 IFA, ale wymagane jest
sprawdzenie oceny rozpoznanych wzoréw przez
ekspertow

Kilka sposrod dostepnych systeméw CAD dla HEp-2 IFA
dostarcza informacji o intensywnosci fluorescencji
(pomiar Fl), ktéry zawiera:

« informacje 0 oszacowanym mianie;

* informacje na temat prawdopodobienstwa AARD.

Gdy uzywany jest system CAD dla HEp-2 IFA, ktory dostar-
cza oditwarzalne pomiary Fl, $ledzenie Fl moze przyczyni¢
sie do monitorowania jakosci badania (np. jako czes¢ pro-
gramu 1QC) (nie dotyczy to wszystkich systemow na rynku)

Sposoby zapewnienia jakosci w badaniach HEp-2 IFA

Wykonanie testu HEp-2 IFA powinno byé monitorowane
poprzez wewnetrzne kontrole jakosci (IQC przy kazdora-
zowym nastawieniu testu ANA oraz okresowa zaslepiong
ocene reprezentatywnych przypadkéw przez réznych ,ob-
serwatorow”), a takze zewnetrzne programy kontroli jakosci

Czynniki minimalizujgce zmienno$¢ odczytow wynikéw
przez réznych ,obserwatoréw" testu HEp-2 IFA to programy
edukacyjne, podwadjna ocena, stosowanie nomenklatury
ICAP oraz odczytywanie obrazéw cyfrowych z monitora CAD

W kazdej serii badanej powinny by¢ uwzglednione co
najmniej 2 probki 1QC (jedna ujemna i jedna stabo do-
datnia [z mianem docelowym odpowiadajgcym LR wy-
noszacym 2-5 dla AARD]), ktdre sg oceniane potiloscio-
Wo (za pomoca m.in. ustalania miana koricowego lub
automatycznego pomiaru intensywnosci fluorescencji)

Dodatkowo, oprécz kontroli zawartych w zestawach
testowych, zaleca sie stosowanie w celach kontrolnych
probek 1QC uzyskanych od pacjentow, ktore traktuje sie
jak rutynowe probki (umozliwiaja one monitorowanie
catej procedury badawczej). Probki te moga pochodzié
od pojedynczych os6b lub by¢ uprzednio pulowane

Preferowany wzor swiecenia dla probki kontrolnej dodat-
niej cechuje sie wysoka odtwarzalnoscig (np. izolowany
wzor homogenny lub ziarnisty w systemach CAD)

Monitorowanie % wynikéw dodatnich (niskich, Srednich, wyso-
kich) na wykresach Leveya-Jenningsa umozliwia ocene stabil-
nosci testu w czasie (np. do udokumentowania wptywu zmian
wprowadzanych przez producenta miedzy partiami LOT)

Kiedy stosowany jest system CAD dla HEp-2 IFA, ktory
zapewnia odtwarzalny pomiar Fl (nie dotyczy to wszystkich
systemow komercyjnych na rynku), monitorowanie probki
IQC oraz mediany Fl pacjenta na wykresach Leveya-Jen-
ningsa jest czuta metoda do wykrywania stabilnosci testu
w czasie (np. do udokumentowania wptywu zmian LOT)

A/B

A/B

A/B

A/B

A/B

A/B

[48,99-106]

[107-122], meta-
-analiza [124]

[109-111, 116,
119], meta-
-analiza [124]

[107-109, 116,
119,122,127,
128]

[109,110, 126,
130-132]

[48,134,135,
139]

[134, 135, 140,
141]

[8, 48,134, 135]

[130,134,135]

[109,110, 125,

126,130, 135]

[48,130,131]

[130,132]
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Przeglad zalecen/wytycznych dotyczacych aspektéw metodologicznych.

Monitorowanie serii odczynnikow w obrebie LOT
i pomiedzy partiami LOT

Zmienno$¢ miedzyseryjna dla koniugatow i/lub substratow

powinna by¢ oceniona przed wprowadzeniem nowej serii.
26

wych (jadra i cytoplazmy) oraz réznych wartosci miana
ANA w testach typu SPA

Przydatnos¢ kliniczna SPA w celu przesiewu/diagnozy

A AARD zalezy od jednostki chorobowej i rodzaju testu

& czutosc i swoistosc dla testow w kierunku AARD

Podawanie specyficznych wskaznikow LR na wynikach
29 testow SPA w kierunku AARD moze ufatwia¢ kliniczng
interpretacje tych wynikow

Kombinacja HEp-2 IFA z testami SPA w celu skriningu

el AARD zwieksza wartos¢ kliniczng

Mozna to przeprowadzi¢ przy uzyciu prébek 1QC pochodza-
cych od pacjentéw, uzupetnionych o probki wybrane w celu
minimalnego pokrycia réznych kompartmentow komdrko-

Nie ma jednego progu SPA, ktory zapewnithy optymalng

[5, 48, 66, 133,

A 135, 145, 146] & moE
A Przeglad w [1, 148] 9 91 100
A Przeglad w [1] 9 93 98

A/B [13-17, 57] 8 66 92
A Przeglad w[1, 11, 9 88 98

12,17,18]

Klasyfikacja: A [dostepne dane eksperymentalne/pi$miennictwo Zrodtowe], B [opinia eksperta]. Wynik Delphi w skali 1-9 [0 — catkowity brak
zgody z zaleceniem; 9 — petna zgoda z zaleceniem; 5 — bezstronno$¢/niepewnos¢], z mozliwosciag pominiecia pytania na podstawie braku
doswiadczenia; uczestnicy bez odpowiedzi lub z niejasng odpowiedzia, lub wskazujacy, ze nie mieli doswiadczenia w danym zakresie, byli
wykluczeni z analizy; wyniki wynoszace co najmniej osiem lub siedem na skali dziewieciopunktowej uznawane byty za wysokie.

ANA sg waznymi biomarkerami laboratoryjnymi,
ktore pomagajg w diagnozie i, w niektérych przy-
padkach, w prognozie tocznia rumieniowatego ukta-
dowego (SLE; ang. systemic lupus erythematosus),
zespotu Sjogrena (SjS; ang. Sjdgren’s syndrome),
twardziny uktadowej (SSc; ang. systemic sclerosis),
mieszanej choroby tkanki tgcznej (MCTD; ang. mixed
connective tissue disease) i idiopatycznych miopatii
zapalnych (IIM; ang. idiopathic inflammatory myopa-
thies). Choroby te sg powszechnie okreslane jako
choroby reumatyczne zwigzane z ANA (AARD; ang.
ANA associated rheumatic diseases). ANA mogg by¢
wykryte metodg IFA z zastosowaniem linii komor-
kowej HEp-2 jako substratu lub alternatywnie linii
komadrkowej HEp-2000 transfekowanych biatkiem
SSA/R060. Zostato zidentyfikowanych wiele anty-
gendéw docelowych dla autoprzeciwciat w AARD,
a monoswoiste testy fazy statej do ich wykrywania
sg powszechnie dostepne (np. przeciwciata prze-
ciwko dwuniciowemu DNA [dsDNA; and. anti-double
stranded DNA], Sm, rybosomalnemu biatku P [Rib-P;
ang. anti-rybosomal P protein) w SLE; SSA/Ro60 i/lub
Ro52/TRIM21 oraz SSB/Law SjS; UT-RNP w MCTD;

DIAGN LAB. 2024; 60(2): 39-84, DOI: 10.5604/01.3001.0054.6716

centromerowe biatko B [CENP-B], topoizomeraza-|
[Scl-70], polimeraza RNA 111, fibrylaryna, PM-Scl w SSc
oraz Jo1,PL7,PL12, EJ, OJ, Mi2, MDAS, TIFTy, NXP2,
SAE, SRP i HMGCR w [IM).

Niektdre swoiste autoprzeciwciata sg uwzglednione
w kryteriach klasyfikacyjnych dla SLE (anty-dsDNA,
anty-Sm), §S (anty-SSA/Ro), SSc (anty-topoizomeraza-
-1/Scl70, anty-CENP-B, anty-polimeraza RNA 1),
MCTD (anty-UT-BNP) i [IM (anty-Jo1) (przeglad w [1]).
Dostepne s3 testy (SPA), ktére wykrywajg przeciwciata
przeciwko mieszaninie autoantygendw istotnych
dla AARD, a takze testy wieloparametrowe, ktore
jednoczesnie wykrywajg i identyfikujg rézne ANA.

W cytowanych tutaj najnowszych pozycjach pismien-
nictwa (gtéwnie pracach przegladowych) zawarte sg
szczegdtowe informacje na temat wykrywania ANA
w AARD za pomocg HEp-2 IFA i SPA[1, 6]. W skrécie,
wykrycie ANA metodg HEp-2 IFA przy rozciericzeniu
1:80 jest bardzo czute, ale ma niskg swoistos¢. Ze
wzgledu na swojg wysokg czutos¢ HEp-2 IFA uwa-
zany jest za ,ztoty standard wykrywania" ANA [7, 8]
I ostatnio zostat uwzgledniony jako kryterium wej-
$ciowe w kryteriach klasyfikacyjnych SLE [9]. Charak-
terystyka SPA jest zroznicowana dla réznych testéw

8
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komercyjnych. SPA, ktére wykrywajg panel przeciw-
ciat zwigzanych z AARD (zaréwno skrining mieszaniny
przeciwciat, jak i testowanie wieloparametrowe),
zwykle majg wyzszg swoistose, ale nizszg czutosé
niz HEp-2 IFA (przeglad w [1], ostatnia meta-analiza
w [10]). Przydatno$c¢ diagnostyczna HEp-2 IFA i SPA
zalezy od choroby (np. IFA wykazuje wyzszg czutose
niz SPA dla SSc, ale nie dla SjS) [11-13] (przeglad
w [1]). Wazng cechg oceny ANA jest wzrost ogol-
nego ryzyka (prawdopodobieristwa) choroby wraz
ze wzrostem miana przeciwciat wykrytych zarow-
no w HEp-2 IFA, jak i w SPA [14-17] (przeglad w [1]).
Poniewaz nie ma jednego testu HEp-2 IFA ani SPA,
ktory miatby zaréwno wysoka czutose, jak i swo-
istos¢, potgczenie IFA ze SPA zapewnia najwyzszg
wartos¢ kliniczng: podwdjny wynik pozytywny ma
najwyzszy wspoétczynnik prawdopodobienstwa (LR;
ang. likelihood ratio) dla AARD — za pomocg HEp-2
IFA mozna identyfikowac przeciwciata, ktdre nie sg
wykrywane przez SPA (np. w SSc), z drugiej strony
SPA moze ujawnic¢ przeciwciata, ktére nie sg iden-
tyfilkowane przez IFA (np. w SjS) (przeglad w [1]).

3.2. Miodziencze idiopatyczne zapalenie
stawow

W niedawno opublikowanym konsensusie Miedzyna-
rodowej Organizacji Badawcze] Reumatologow Dzie-
ciecych (ang. Pediatric Rheumatology International Trials
Organization) przedstawiono nowe kryteria klasyfika-
cyjne dla mtodzienczego idiopatycznego zapalenia
stawéw (MIZS) (ang. juvenile idiopathic arthritis) [2].
Wedtug tego konsensusu MIZS o wczesnym poczat-
ku z obecnoscig ANA mozna rozpoznac, gdy objawy
pojawity sie we wczesnym okresie zycia (do 6.1.2.)
i utrzymujg sie przez co najmniej 6 tygodni oraz otrzy-
mano dwa dodatnie wyniki testow w kierunku ANA
z mianem wykrytych przeciwciat > 1:160 (ocenianych
w tescie HEp-2 IFA) w odstepach co najmnigj 3 mie-
siecy [2]. Wytgczone sg przypadki uogolinionego MIZS,
zapalenia stawow z obecnoscig czynnika reuma-
toidalnego (RF; ang. rheumatoid factor) oraz MIZS
Z towarzyszacym zapaleniem przyczepodw Scie-
gnistych/spondyloartropatig [2]. Warto$¢ odciecia
> 1:160 zostata ustalona na podstawie wczesniej pro-
wadzonych badan [19, 20].

Mtody wiek w momencie wystgpienia zapalenia sta-
wow i dodatni wynik testu ANA w IFA (nie ELISA)
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sg znanymi czynnikami prognostycznymi zapale-
nia btony naczyniowej oka (powiktania okulistyczne)
w MIZS [21-24]. W niedawno przeprowadzonych po-
pulacyjnych badaniach na terenie krajow nordyc-
kich [21, 22] punkty odciecia dla ANA, jako markera
zapalenia btony naczyniowej oka w przebiegu MIZS,
roznity sie miedzy osrodkami badawczymi, wahajac sie
miedzy 1:80 a 1:320. Nordal i wsp. [24] wykazali,
ze wartosc predykcyjna ANA dla zapalenia btony naczy-
niowej oka wzrastata wraz ze zwiekszajgcym sie mia-
nem przeciwciat, ale czuto$¢ zmniejszata sie (np. 1:80
ma duzg czutosé, podczas gdy 1:320 ma duzg swo-
istos¢). Konieczne sg dalsze badania w celu doprecyzo-
wania protokotdéw badania ANA w przypadku MIZS [25].

Podsumowanie obecnych rekomendacji/wnioskow
dotyczacych MIZS:

W celu klasyfikacji MIZS o wczesnym poczatku
z obecnoscig przeciwciat przeciwjgdrowych po-
winno sie wykona¢ ANA na HEp-2 IFA (punkt od-
ciecia =1:160), zgodnie z konsensusem Miedzy-
narodowej Organizacji Badawczej Reumatologéw
Dzieciecych.

W celu prognozowania zapalenia btony naczynio-
wej oka nalezy wykonac¢ badanie w kierunku ANA
metoda IFA. Nie ma ustalonego punktu odciecia,
ale im wyzsze miano przeciwciat, tym wieksza do-
datnia wartos¢ predykcyjna, a mnigjsza czutosg.

3.3. Autoimmunologiczne zapalenie watroby
Miedzynarodowe grupy ekspertdw opracowaty kilka
wytycznych (rekomendacji) dotyczacych diagnozo-
wania autoimmunologicznego zapalenia watroby
(AIH; ang. autoimmune hepatitis). Ponizej przedsta-
wiono przeglad tych wytycznych.

W 1999 roku Miedzynarodowa Grupa Autoimmu-
nologicznego Zapalenia Watroby (IAIHG, ang. Inter-
national Autoimmune Hepatitis Group) przedstawita
kryteria rozpoznania AlH, w ktérych stwierdzono, ze
seropozytywnosc dla ANA, przeciwciat przeciwko
miesniom gtadkim (SMA; ang. smooth muscle an-
tibodies) lub przeciwciat przeciwko mikrosomom
watrobowo-nerkowym typu 1 (anty-LKM-1; ang. an-
ti-liver-kidney microsomes-1) w mianie > 1:80, umozli-
wia pewne rozpoznanie AIH (miana 1:40 umoZzliwiajg
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prawdopodobne rozpoznanie) [26]. U dzieci moga
by¢ istotne nizsze miana (zwtaszcza dla przeciw-
ciat anty-LKM-1) [26]. Autorzy stwierdzili, ze przeciw-
ciata nalezy oznaczac IFA na tkankach gryzoni lub,
w przypadku ANA, na linii komadrkowej HEp-2 [26].

W 2008 roku IAIHG opracowata uproszczone
kryteria diagnostyczne AlH [26]. Zgodnie z nimi
ANA lub SMA w mianie = 1:40 w ocenie punktowej
odpowiadajg wartosci jednego punktu, a ANA lub
SMA w mianie = 1:80, lub LKM w mianie = 1:40,
lub wynik dodatni dla przeciwciat przeciw SLA/LP
(przeciw rozpuszczalnym antygenom watrobowym
lub watrobowo-trzustkowym, ang. soluble liver
antigen/liver-pancreas) (ELISA SPA, niewykrywalne
w IFA) odpowiadajg dwém punktom [27]. Autorzy
okreslili, ze ocena ANA testem HEp-2 IFA moze
dawac wieksze miano niz badanie na skrawkach
tkanek zwierzecych i stwierdzili, ze jesli wyniki
dotycza testéw z zastosowaniem linii komarkowe;
HEp-2, miana nalezy zredukowac o potowe [27].

W 2004 roku powstaty rekomendacje IAIHG dotyczace
diagnostyki serologicznej, w ktdrych stwierdzono, ze
podstawowa technikg rutynowego badania autoprze-
ciwciat zwigzanych z AlH jest IFA z wykorzystaniem
panelu tkanek kilku organéw gryzoni (w tym nerki,
watroby i zotadka) [3]. Pozwala to na wykrycie ANA,
SMA, przeciwciat anty-LKM-1 i przeciwmitochon-
drialnych (AMA; ang. anti-mitochondrial antibodies)
oraz przeciwko cytozolowi hepatocytow typu 1 (LC1;
ang. liver cytosol type 1) [3]. Proponowane poczatko-
we rozciericzenie wynosi 1:10, ale klinicznie istotne
miano u dorostych wynosi 1:40 [3]. U 0séb ponizej
18. r.z. wyniki istotne klinicznie wynosza: 1:20 dla
ANA i SMA oraz 1:10 dla przeciwciat anty-LKM [3].
W przypadku wykrycia ANA wzér Swiecenia mozna
okresli¢ za pomoca HEp-2 IFA, poniewaz komorki te
maja wieksze i wyrazniejsze jadra [3].

Znaczenie zastosowania substratéw pochodzacych
od gryzoni w przesiewowych badaniach w kierunku
AlH zostato dodatkowo podkreslone w wytycznych
EASL (ang. European Association for the Study of the
Liver) dotyczacych AlH [28] oraz w stanowisku Komi-
tetu Hepatologicznego ESPGHAN (ang. The Europe-
an Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology
and Nutrition) w sprawie diagnozowania i leczenia
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autoimmunizacyjnych choréb watroby u dzieci [29].
Autorzy wytycznych ESPGHAN doszli do wniosku,
ze IFA z zastosowaniem tkanek gryzoni nie tylko po-
maga w diagnozowaniu AlH, lecz takze umozliwia
réznicowanie miedzy AlH typu 1 (charakteryzuja-
cym sie ANA i SMA) i AlH typu 2 (charakteryzujagcym
sie obecnoscig przeciwciat anty-LKM-1 i anty-LC1)
[29]. Autorzy podkreslili rowniez, ze u dorostych za
dodatnie powinno sie uzna¢ miano = 1:40, a u dzieci
>1:20 [29]. W stanowisku ESPGHAN nie zalecono
stosowania linii komaérkowej HEp-2 do przesiewo-
wego badania ANA w AlH ze wzgledu na stosunko-
wo wysoki odsetek wynikéw dodatnich w zdrowe;j
populacjii w przypadku zakazen, zwtaszcza u dzieci
[29]. Zalecono jednak stosowanie linii komaorkowej
HEp-2 (ze wzgledu na ich duze i wyrazne jgdra) do
okreslania wzoru IFA ANA, gdy wykryto obecnosé
ANA na tkance gryzoni [29].

Podsumowanie obecnych rekomendacji/wnioskéw
dotyczacych AlH:

W przypadku podejrzenia AlH (nieprawidtowe wyniki
prob watrobowych, podwyzszone IgG, martwica
kesowa [ang. interface hepatitis]) nalezy wykonac
badanie w kierunku przeciwciat metoda IFA na
tkankach gryzoni (watroba, nerka, zotadek), co
pozwala na wykrycie ANA, SMA oraz przeciwciat
anty-LKM-1 i anty-LC1.

W przypadku wykrycia ANA wzoér Swiecenia po-
winien by¢ zdefiniowany w badaniu HEp-2 IFA.

Zgodnie z miedzynarodowymi wytycznymi i re-
komendacjami punkt odciecia (ang. cut-off) na
tkankach gryzoni powinien wynosic¢ =1:40 dla do-
rostych i >1:20 dla dzieci.

EASL zaleca badanie w kierunku przeciwciat AMA
(1:40) oraz ANA swoistych dla pierwotnego zapalenia
drég zétciowych (PBC; ang. primary biliary cholangitis)
za pomocg IFA u pacjentéw z przewlekia cholestaza
wewnatrzwatrobowg (zwiekszona aktywnosé
ALP i GGTP, zwiekszone stezenie bilirubiny
sprzezonej, IgM) [4]. AMA s3 skierowane przeciwko
podjednostkom E2 dehydrogenaz 2-oksokwasowych
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(PDC-E2, OGDC-E2, BCOADC-E2) i wystepuja u ponad
90% chorych na PBC. Chociaz IFA z uzyciem panelu
trzech substratow tkankowych (watroba, nerka,
zotadek) uwazany jest za metode referencyjng do
wykrywania AMA, niedawne badanie sugerowato,
ze IFA z zastosowaniem tych trzech tkanek gryzoni
moze nie wykryé niektérych przeciwciat [30]. AMA
moga rowniez by¢ wykrywane poprzez HEp-2 IFA,
jednak charakterystyczny dla AMA cytoplazmatyczny
(siateczkowaty, ziarnisty) wzér fluorescenci
(cytoplazmatyczny, podobny do AMA [AC]-21
w klasyfikacji ICAP) nie moze by¢ uwazany za swoisty,
dlatego konieczne jest wykonanie antygenowo
swoistego testu potwierdzenia [30]. W przypadku
oceny AMA Florin i wsp. [31] potwierdzili dobrag
zgodnos¢ miedzy IFA z wykorzystaniem potréjnego
substratu tkankowego a testem typu dot blot, ale nie
pomiedzy HEp-2 IFA a dot blot. Typowy wzér AMA
(AC-21) na linii komdrkowej HEp-2 obserwowano
tylko w 25% probek AMA-pozytywnych w badaniu
z wykorzystaniem trzech substratéw tkankowych i/
lub dot blot [31]. Potrzebne sg dodatkowe badania,
aby udokumentowac skutecznos¢ HEp-2 IFA vs. IFA
z wykorzystaniem potréjnego substratu tkankowego
do skriningu w kierunku AMA.

PBC-swoiste ANA obejmujg przeciwciata przeciwko
Sp100 (ang. multiple nuclear dots [AC-6] w badaniu
HEp-2 IFA) i gp210 (Swiecenie punktowe btony
jadrowej [AC-12] w badaniu HEp-2 IFA). Moga by¢ one
wykryte u podgrupy chorych na PBC (réwniez AMA-
ujemnych) [4]. Dostepne sg testy antygenowoswoiste
(np. ELISA lub dot/line blot), ktére umozliwiaja
wykrywanie tych przeciwciat.

Podsumowanie obecnych rekomendacji/wnioskéw
dotyczacych PBC:

W przypadku klinicznego podejrzenia PBC nalezy
wykona¢ badanie przeciwciat przeciwmitochon-
drialnych metoda IFA z wykorzystaniem potroj-
nego substratu tkankowego. Przeciwciata anty-
-PDH-E2 mozna potwierdzi¢ za pomoca testéw
antygenowoswoistych.

Przydatnos¢ diagnostyczna HEp-2 IFA w celu wy-
krywania AMA wymaga dalszych badan.
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PBC-swoiste ANA mogg by¢ wykrywane za po-
moca HEp-2 IFA | potwierdzane za pomoca te-

stéw antygenowoswoistych dla przeciwciat an-
ty-Sp100 i anty-gp210.

Aby lepigj interpretowac wyniki testow ANA, nalezy
mie¢ $wiadomos¢, ze wystepujg one rowniez w po-
pulacji ogdlnej. Ponizej znajduje sie krétki opis wy-
branych badan opisujgcych czestos¢ wystepowania
ANA (ocenianych za pomocg HEp-2 IFA) w populacji
0golnej w réznych regionach geograficznych.

W badaniu przekrojowym przeprowadzonym
w Chinach stwierdzono, ze czestos$¢é
wystepowania ANA (na podstawie wynikow
testu HEp-2 IFA) w populacji ogdlnej (20 970
0sOb w wieku od 2 do 88 lat [$rednia wieku:
32 lata]) wynosita 13,98% przy cut-off 1:100
i 5,92%, gdy zastosowano cut-off 1:320 [32].
Wyniki dodatnie ANA byty czestsze u kobiet/
dziewczynek niz u mezczyzn/chtopcow i u 0séb
starszych w poréwnaniu do mtodszych oséb
(z wyzsza czestoscig wystepowania w wieku
20-30 lat) [32].

W badaniu przekrojowym przeprowadzonym
w USA stwierdzono, ze czestos¢ wystepowania
ANA (na podstawie wynikow HEp-2 IFA)
w populacji ogdinej (4754 osoby w wieku > 4 |at)
wynosita 13,8% przy cut-off 1:80 [33]. Czestos$c
wystepowania ANA wzrastata wraz z wiekiem,
a ANA byty bardziej powszechne u kobiet niz
umezczyzn [33].

W badaniu przekrojowym przeprowadzonym
w Niemczech stwierdzono, ze czestos$¢
wystepowania ANA (na podstawie wynikéw
otrzymanych w pdétautomatycznym systemie
HEp-2 IFA) w populacji ogdélnej (1199 osdb
w wieku = 20 lat) wynosita 33% przy cut-off
1:80. Wiekszo$¢ wynikéw (29%) ANA byto stabo
dodatnich (miano 1:80 lub 1:160). Czestos¢
wystepowania ANA byta wyzsza u kobiet niz
u mezczyzn [34]. Podobnie jak w przypadku
wynikow uzyskanych w Niemczech, czestosc
wystepowania ANA (na podstawie wynikéw
otrzymanych w pétautomatycznym systemie
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HEp-2 IFA) u 279 belgijskich dawcéw krwi
(Sredni wiek [zakres] 46 [18-68]) przy cut-off 1:80
wynosita 34% [16].

* W badaniu przekrojowym przeprowadzonym
w Brazylii stwierdzono, ze czestosé wystepowania
ANA (na podstawie wynikéw HEp-2 IFA) w grupie
918 zdrowych oséb wynosita 12,9% przy cut-off
1:80 [35]. Wiekszos$¢ (53,4%) miata miano < 1:160
w poréwnaniu z zaledwie 10,8% w kohorcie z AARD.
Wzory Swiecen otrzymanych w IFA réwniez roznity
sie miedzy osobami zdrowymi a chorymina AARD.
Gesty drobnoziarnisty wzor jagdrowy (DFS, AC-2)
wystepowat u 33,1% zdrowych oséb z wynikiem
pozytywnym dla ANA i u zadnego chorego na
AARD. Natomiast homogenny wzér jgdrowy
(AC-1), wzér centromerowy (AC-3) i gruboziarnisty
wzor jgdrowy (AC-5) byty obserwowane wytacznie
u chorych na AARD.

* W meta-analizie obejmujgcej badania ANA,
przeprowadzone miedzy 1997 a 2013 rokiem,
odnotowano swoistos¢ (okreslong na podsta-
wie badan w grupie kontrolnej u oséb zdro-
wych) na poziomie 91,3% (Cl 86,1-94,7%)
przy rozcienczeniu surowicy 1:80 1 79,2%
(C1 72,3-84,8%) przy rozcienczeniu 1:40 [36].

Niektoére badania skupity sie w szczegdélnosci na
dzieciach. Sperotto i wsp. [37] wykazali, ze 12%
z 261 zdrowych wtoskich dzieci (w wieku od 8 do
13 lat) miato wynik ANA dodatni (HEp-2 IFA). Hi-
lario i wsp. [38] stwierdzili, ze 12,7% brazylijskich
zdrowych dzieci i nastolatkéw miato dodatni wy-
nik ANA (HEp-2 IFA), natomiast Somers i wsp. [39]
wykazali, ze az 15% dzieci z ogdlnej populacji pe-
diatrycznej (w wieku od 9 do 17 lat) w Meksyku
(n = 114) miato dodatni wynik ANA, wiekszg cze-
stos¢ wynikow dodatnich odnotowano u dziewczat.
We wszystkich tych badaniach zastosowano punkt
odciecia 1:80. W grupie 207 dzieci z Tajlandii dodatni
wynik ANA (HEp-2 IFA) stwierdzono u 15% z nich —
punkt odciecia: 1:40 [40]. W tych badaniach do-
datnie wyniki ANA dotyczyty gtéwnie matych mian
tych przeciwciat. Sperotto i wsp. [37] stwierdzili,
ze czestosc¢ wystepowania i miana ANA wzrasta-
ty w okresie dojrzewania, zwtaszcza u dziewczat.
Starsze amerykanskie badanie wykazato, ze tylko
0,4% z 241 dzieci (w wieku od 4 miesiecy do 16 lat)
miato dodatni wynik ANA [41].

DIAGN LAB. 2024; 60(2): 39-84, DOI: 10.5604/01.3001.0054.6716

ANA moga wystepowac u znacznej liczby zdro-
wych 0séb (w tym dzieci, dorostych i oséb star-
szych), a czestos¢ ich wystepowania zwieksza
sie wraz z wiekiem. Fakt ten nalezy uwzgledni¢
przy interpretacji wynikow testow.

5. ANAU CHORYCH ZE SCHORZENIAMI
INNYMI NIZ AUTOIMMUNIZACYJNE

Poniewaz testy w kierunku ANA sg zwykle wykonywa-
ne u pacjentéw, u ktdrych wystepujg objawy chorobo-
we, a nie u zdrowych osdb, wazne jest rowniez zrozu-
mienie wynikow testéw ANA u chorych bez choroby
autoimmunizacyjnej. Wiele badan byto poswieconych
temu zagadnieniu. Stwierdzono, ze u pacjentow z wie-
loma schorzeniami, takimi jak: nadcisnienie tetnicze,
cukrzyca, dna moczanowa i dyslipidemia, czestosé
dodatnich wynikéw testéw w kierunku obecnosci ANA
(HEp-2 IFA) wynosi 12% przy rozciericzeniu 1:80 [42].
Natomiast u pacjentdw z nowotworami litymi i hema-
tologicznymi czestosé ta wynosi 20%, ale miana prze-
waznie nie przekraczajg wartosci 1:320 [43]. W ostat-
nim badaniu poréwnano wyniki HEp-2 IFA u 558 osdb
z chorobami innymi niz autoimmunizacyjne, 194 pa-
cjentdw z chorobami autoimmunizacyjnymioraz 1217
zdrowych osdéb. Czestose wynikow pozytywnych
byta wieksza u chorych ,bez choroby autoimmuniza-
cyjnej” (18,3%) niz u zdrowych osdb (12,3%). Wzory
Swiecen byty podobne u chorych ,bez choroby auto-
immunizacyjnej” i 0séb zdrowych, z przewagg wzo-
row jadrowego drobnoziarnistego (AC-4) i gestego
drobnoziarnistego (AC-2) oraz brakiem homo-
gennego wzoru jagdrowego (AC-1), centromerowego
(AC-3) i jadrowego gruboziarnistego (AC-5). Warto
zauwazy¢, ze bardzo niskie miana (1:80 i 1:160) ANA
byty czestsze u zdrowych niz u chorych ,bez choroby
autoimmunizacyjnej’, podczas gdy miano 1:320 byto
bardziej powszechne u chorych ,bez choroby auto-
immunizacyjnej” niz u zdrowych oséb [44].

6. ANAWYKRYTE PRZY UZYCIU HEp-2
IFA: SPOSOB WYDAWANIA WYNIKOW

Termin ANA jest terminem historycznym i niepre-
cyzyjnym, poniewaz nie odzwierciedla on tego, ze
wykrywane sg rowniez autoprzeciwciata skierowane
przeciwko innym niz jgdro kompartmentom komaor-
kowym. Z tego powodu wielu specjalistow uwaza,
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ze termin ,przeciwciata przeciwjgdrowe” nie jest juz
odpowiedni [8, 45]. Zaproponowano okreslenie ,prze-
ciwciata przeciwkomaorkowe”. W zwigzku z tym test
HEp-2 IFA stat sie narzedziem do wykrywania prze-
ciwciat przeciwkomaorkowych [8, 45].

Wyniki testu w kierunku ANA przeprowadzonego
z zastosowaniem HEp-2 IFA powinny zawiera¢ in-
formacje o mianie przeciwciat oraz wzorze (typie)
Swiecenia ANA [8, 46]. Zgodnie z niedawno opubliko-
wanymi wytycznymi ICAP wzdr Swiecenia powinien
by¢ preferencyjnie opisywany zgodnie z nomenkla-
turg ICAP (www.anapatterns.org) [45, 46].

ANA wykryte przy uzyciu HEp-2 IFA powinny
by¢ raportowane wraz z oznaczeniem miana
przeciwciat oraz wzoru swiecenia ANA.,

6.1. Ustalenie zakresu referencyjnego
| znaczenie miana ANA

6.1.1. Istniejgce zalecenia

Zalecenia dotyczgce ustanawiania przedziatéw
referencyjnych zostaty zaproponowane przez In-
stytut Norm Klinicznych i Laboratoryjnych (CLSI;
ang. The Clinical and Laboratory Standards Institu-
te) oraz przez EASI we wspotpracy z Miedzynaro-
dowag Unig Towarzystw Immunologicznych (IUIS;
ang. International Union of Immunology Societies).
Wedtug CLSI ,laboratorium powinno ustali¢ za-
kres wartosci referencyjnych dla 95% populacji
bez chordb reumatycznych z udziatem reprezen-
tatywnej grupy pacjentéw z przedziatu wiekowego
ponizej 40 lat oraz powyzej 40 lat” [47, 48]. Nato-
miast w zaleceniach EASI/IUIS [8] wskazano, ze
jako nieprawidtowy wynik ANA powinny by¢ uzna-
ne wartosci miano powyzej 95. percentyla popu-
lacji kontrolnej ,zdrowych oséb". Zaréwno CLSI,
jak i EASI/IUIS zalecajg, aby zakresy referencyjne
byty ustalane lokalnie [8, 47, 48]. Zgodnie ze sta-
nowiskiem EASI/IUIS ,rozcienczenie poczgtkowe
1:160 na substratach HEp-2(000) jest czesto od-
powiednie do wykrywania ANA u dorostych” [8].
Z niedawno przeprowadzonej przez ICAP ankiety
wynika, ze okoto 80% laboratoridow stosuje rozcien-
czenie wstepne 1:80 [46]. Ankieta EASI wykazata,
ze rozcienczenie wstepne 1:80 byto stosowane
w 60,5% laboratoridw [49].
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Zgodnie z zaleceniami CLSI-EASI/IUIS 95% swo-
istos¢ powinna by¢ okreslona na podstawie badan
przeprowadzonych zaréwno w grupie 0sob zdrowych
(EASI/IUIS), jak i chorych [47, 48]. Oczekuje sie wiek-
szego odsetka wynikéw dodatnich u chorych (ktérzy
mogg miec¢ choroby nie-AARD, immunologiczne lub
zapalne) niz u oséb zdrowych. W rzeczywistosci po-
twierdzono, ze u pacjentéw ze schorzeniami ,innymi
niz autoimmunizacyjne” czesciej wystepujg pozy-
tywne wyniki ANA (HEp-2 IFA) niz w populacji oséb
zdrowych [44]. Ponadto CLSI podkreslito znaczenie
wieku (wieksza prewalencja ANA u 0séb starszych
> 65. r.2. [18%] w poréwnaniu do mtodszej popula-
cji [4%)) [50], ptci (w populacji referencyjnej powin-
na by¢ rownowaga miedzy mezczyznami i kobieta-
mi) i wzoru $wiecenia ANA [35, 47, 50]. Co wiecej,
CLSI uznato, ze wieksze miana mogg wskazywac na
wieksze prawdopodobienstwo choroby autoimmuni-
zacyjnej lub dodatnich wynikéw testow w kierunku
przeciwciat przeciwko dsDNA lub ekstrahowalnych
antygendw jadrowych i zasugerowato zdefiniowanie
roznych zakresow wynikéw dodatnich [48]. Jest to
zgodne z koncepcja definiowania i wydawania wy-
nikow testow (przedziatéw) zwigzanych ze wspot-
czynnikiem prawdopodobienstwa LR [1].

Wener i wsp. [36] sugerowali, ze w celu zharmonizo-
wania badan ANA laboratoria powinny dostosowac
swoje badania tak, aby okoto 10% populacji oséb
zdrowych miato pozytywne wyniki w kierunku ANA
przy badaniach surowicy w rozciericzeniu 1:80.

Uwzglednienie poziomu przeciwciat pomaga
zinterpretowac wyniki testu ANA.

6.1.2. Najnowsze spostrzezenia

AARD sg rzadkie. Szacuije sie, ze zapadalnos¢ na
SLE wynosi 47/100 000 [51], na [IM 14/100 000 [52)],
na SSc 30,7/100 000 [53], a na JIA 19,4/100 000
(dla dziewczat) / 11/100 000 (dla chtopcéw) [54].
W zwigzku z tym, przy niskim prawdopodobienstwie
wstepnym (,pre-test”), nalezy spodziewac sie wielu
fatszywie dodatnich wynikéw ANA, jesli zastosowa-
ny zostanie prog 95% swoistosci (wiecej fatszywie
niz prawdziwie dodatnich wynikow).

Jak potwierdzajg dwie ostatnie meta-analizy [10, 12],
nie ma jednego punktu odciecia (cut-off) dla HEp-2
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IFA lub SPA, ktéry bytby zwigzany zaréwno z duzg
czutoscig, jak i duzg swoistoscig. Niski punkt odcie-
cia (np. 1:80) wigze sie z duzg czutoscig, ale matg
swoistoscig [10, 12], podczas gdy wysoki punkt od-
ciecia (np. 1:320) wigze sie z wiekszg swoistoscig,
ale mniejszg czutoscig w odniesieniu do chordb au-
toimmunizacyjnych. Rézne badania wykazaty, ze
prawdopodobienstwo choroby autoimmunizacyj-
nej rosnie wraz ze zwiekszeniem miana przeciwciat
(przeglad w [1]). Odkryto to zaréwno dla HEp-2 IFA
wykonywanych manualnie [14, 15, 55, 56], jak i au-
tomatycznie [16, 17, 57]. Na przyktad Op de Beeck
i wsp. [15] zauwazyli, ze LR dla SLE zalezny od mia-
na wynosit odpowiednio 0,05; 0,6; 0,5; 6; 7; 19; 13,3;
19 dla wynikéw < 1:40, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640,
> 1:1,280 i punktu odciecia dla wynikéw dodatnich
(> 1:40) na komorkach transfekowanych SSA/Ro60
(HEp-2000) [15]. Te dane pokazujg nie tylko, ze LR
zalezy od miana przeciwciat, ale tez wynik testu
< 1:40 ma mniejszy LR niz wynik testu 1:40 lub 1:80.
Wynik testu < 1:40 ma wiec maty LR i duzg ujemna
wartosé predykeyjng. Takie wyniki sg przydatne do
wykluczenia choroby.

Oczywistym jest, ze im wieksze miano przeciwciat,
tym wieksza dodatnia wartos¢ predykcyjnai LR dla
AARD [58]. Co wiecej, jest to czesciowo zalezne od
wzoru $wiecenia [58]. Warto zauwazyc, ze wzor Swie-
cenia charakterystyczny dla DFS moze by¢ widoczny
przy duzym mianie przeciwciat [35], ale monoswo-
iste przeciwciata przeciwko DFS70 nie sg uwazane
za zwigzane z AARD (ostatnie prace przeglgdowe
i meta-analizy w [59]).

Dlatego tez oznaczenie wyniku testu ANA jako do-
datniego lub ujemnego, z pominieciem informacji
0 Mianie przeciwciat, jest zbyt uproszczone. Mozna
temu zapobiec, raportujgc wartosci LR swoiste dla
danego miana (lub przedziatu wynikéw), co pozwala
na bardziej precyzyjne przekazywanie klinicznie waz-
nych informacji na podstawie wyniku testu [56, 60,
61]. LR toiloraz liczby oséb z tym samym wynikiem
(moze to by¢ dowolny wynik lub przedziat wynikéw
testu) i liczby oséb zdrowych (tj. bez danej choroby),
ktorzy uzyskali taki sam wynik. Szczegdtowe infor-
macje na temat zrozumienia i interpretowania war-
tosci LR swoistych dla wynikéw testu ANA mozna
znalez¢ w niedawnej pracy przegladowej [1].
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Wielu diagnostéw laboratoryjnych i lekarzy nie jest
jeszcze zaznajomionych z pojeciem LR jako miary
doktadnosci testu diagnostycznego w artykutach
naukowych, systematycznych przegladach i instruk-
cjach testow. Tradycyjnie charakterystyka testu opie-
ra sie na parametrach, takich jak: czutos¢, swoistose
I wartos$¢ predykeyjna. W rzeczywistosci wnioskowa-
nie bayesowskie do obliczania prawdopodobienstw
,post-test” jest uwazane za niepraktyczne i trudne.
Badanie Vermeersch i Bossuyt [60], oparte na kwe-
stionariuszu sktadajgcym sie z trzech pytan, prze-
prowadzone wsréd 172 klinicystéw, wykazato, ze
graficzna prezentacja prawdopodobienstwa ,post-
-test” jako funkcji prawdopodobienstwa wstepne-
go (,pre-test”) mogtaby pomadc w rozwigzaniu tej
trudnosci. Pokazali oni, ze wiekszos¢ klinicystow
(81%) zdecydowanie przeszacowywata prawdopo-
dobienstwo wystgpienia choroby, gdy informacje
o doktadnosci diagnostycznej byty podawane jako
czutos¢ i swoistosce. Jesli informacje te byty podawa-
ne w przystepnej formie jako LR, liczba poprawnych
odpowiedzi znacznie wzrosta — z 8 do 34%. W przy-
padku prezentacji wynikéw w formie graficznej uzy-
skano 73% poprawnych odpowiedzi [60].

6.1.3. Rekomendacja

Z uwagi na (bardzo) matg czesto$¢ wystepowania
AARD, swoistos$¢ na poziomie 95% wydaje sie proble-
matyczna. Optymalniej bytoby osiggnaé prég 97,5%
199% swoistosci, szczegodlnie w kontekscie matego
prawdopodobienstwa wstepnego (,pre-test”).

Aby informacje zwigzane z mianem przeciwciat le-
piej przektadaty sie na aspekt kliniczny, zalecane jest
okreslanie miana ANA oraz podanie LR swoistego
dla miana lub wyniku (zakresu) testu (wyrazonego
w jednostkach intensywnosci Swiatta).

Aby okresli¢ LR, nalezy uzy¢ grup kontrolnych ztozo-
nych zaréwno z chorych, jak i oséb zdrowych (z ta-
kim samym rozktadem wieku i ptci w obu grupach).
W miare mozliwosci powinno to by¢ przeprowadzane
w badaniach wieloosrodkowych przez specjalistow
w dziedzinie diagnostyki laboratoryjnej we wspotpracy
zKlinicystami i producentami urzadzen in vitro (IVD). Labo-
ratorium moze wtedy lokalnie zweryfikowa¢ swoiste
LR obliczone na podstawie miana. Istotne jest uwzgled-
nienie grupy kontrolnej ztozonej z osdb chorych.
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W ostatnich latach na rynek wprowadzono zestawy
testowe HEp-2 IFA i zwigzane z nimi zautomatyzo-
wane systemy zamkniete, ktére zostaty zatwierdzone
przez FDA (ang. Food and Drug Administration) i/lub
posiadajg znak CE. Takie zestawy i systemy mogg
zmniejszy¢ réznice miedzy wynikami wydawanymi
przez laboratoria, ktére uzywajg urzadzen/odczyn-
nikéw od tego samego producenta (przyktad przy-
pisania LR swoistego dla miana dla zautomatyzo-
wanego systemu HEp-2 IFA w [57]).

Dla wielu wzoréw swiecer miano przeciwciat rosnie
wraz z prawdopodobienstwem wystgpienia AARD.

Dla wiekszosci wzoréw nie ma jednego optymal-
nego punktu odciecia w HEp-2 IFA, ktory jest zwia-
zany zarowno z optymalng czutoscig, jak i swo-
istoscig dla AARD.

Podawanie wspotczynnikow prawdopodobien-
stwa (LR) swoistych dla miana lub wyniku zwiek-
sza trafnos¢ kliniczng interpretacji wynikéw HEp-2
IFA w kierunku AARD.

6.2. Miana przeciwciat ANA

w reumatycznych chorobach

uktadowych u dzieci
Badania Malleson i wsp. [62] wykazaty, ze ANA
przy poczgtkowym rozcieiczeniu 1:40 miaty
wysokg czutosé, ale bardzo niskg dodatnig wartose
predykcyjna (0,10) dla mtodzienczych postaci SLE,
MCTD lub zespotéw naktadania. W zwigzku z tym
negatywny wynik testu przy punkcie odciecia 1:40 ma
wysokg ujemng wartos$¢ predykcyjng, ale niskie
miana wystepowaty czesto u dzieci bez uktadowych
chordb reumatycznych. Dodatnia wartos¢ predykcyjna
rosta wraz ze wzrostem poziomu przeciwciat,
a autorzy sugerowali, ze prog poczgtkowy 1:160 lub
1:320 zwiekszytby uzytecznosé kliniczng testu. Na
podstawie danych dotyczacych dziewczgt w tym
badaniu wyliczono, ze wskaznik LR swoisty dla miana
wynosit 0,2; 0,93 i 2,7 odpowiednio dla miana: 1:80,
1:1601 1:320.

Zgodnie z wynikami uzyskanymi przez Malleson i wsp.
[62] oraz McGhee i wsp. [63] dzieci chore na SLE majg
duze miana ANA, a mate miana ANA sg powszechne
u dzieci bez przewlektych chordb zapalnych.

I diagnostyka laboratoryjna Journal of Laboratory Diagnostics

Hilario i wsp. [38] donoszg, ze 12,7% zdrowych dzieci
i nastolatkdw z Brazylii miato pozytywne wyniki testu
ANA (rozcienczenie poczatkowe 1:80). U zdrowych
dzieci wykrywano ANA w mniejszym mianie niz
u dzieci z rozpoznaniem AARD (28 SLE, 9 JDM i 8 SSc).
Na podstawie tych danych obliczono wskaznik
LR swoisty dla mian w uktadowych chorobach
reumatycznych na poziomie 0,94; 2,7; 3,9; 9,4
I 52 odpowiednio dla mian: 1:80, 1:160, 1:320, 1:640
i 21:1280 (grupa kontrolna — dzieci zdrowe). Dane te
wskazujg, ze u dzieci LR dla AARD zwieksza sie wraz
ze wzrostem miana przeciwciat. Ponadto wskazniki
LR, swoiste dla mian dla AARD wynoszgcego 1:80
i 1:160, byty poréwnywalne do tych obserwowanych
u dorostych (odpowiednio 0,5 dla 1:80 i 6 dla 1:160)
[15]. Watanukul i wsp. [40] oraz Arroyava i wsp. [41]
donoszg réwniez, ze miana ANA wykryte w przebiegu
SLE u dzieci byty wyzsze niz u zdrowych dzieci.

Nie ma dowodoéw na to, ze w przypadku dzieci na-
lezy stosowac nizsze poczgtkowe rozcienczenie
w badaniu HEp-2 IFA w celu badan przesiewo-
wych w kierunku AARD.

6.3. Wzory Swiecen HEp-2 IFA

6.3.1. Najnowsze spostrzezenia i zalecenia

Najnowsze i najbardziej kompleksowe badania nad
wzorami swiecen HEp-2 IFA zostaty przeprowadzone
przez ICAP [45, 64, 65]. Ten konsensus jest dobrg
podstawg do opisu wzordw i zawiera nazwy wzo-
row z odpowiadajgcym im kodem alfanumerycznym
AC (ang. anti-cell), szczegdtowy opis gtéwnych cech
do identyfikacji wzoru, mozliwg swoistos¢ dla auto-
przeciwciat oraz znaczenie kliniczne kazdego wzoru
Swiecenia na komorkach HEp-2. ICAP zréznicowat
wzory swiecen na poziomie podstawowym (ang.
competent level) i zaawansowanym (ang. expert level)
[45, 64, 65]. Krajowe wytyczne mogg dostosowacd
konsensus ICAP do swojej sytuacji lokalnej, tak jak
zrobiono to np. w Brazylii i Holandii [66, 67].

W celu zapoznania sie z ogolnym przeglagdem
wzorow swiecen HEp-2 IFA oraz powigzanych
z nimi przeciwciat i antygenéw odsytamy do
publikacji ICAP [45, 64, 65] oraz strony internetowej
www.anapatterns.org [1]. Z wyjgtkiem wzoru
centromerowego (AC-3), wzor $wiecenia na
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komarkach HEp-2 nie moze by¢ stosowany w celu
wiarygodnego okreslenia antygenu swoistego dla
przeciwciata, poniewaz ten sam wzor moze by¢
spowodowany przez rozne przeciwciata skierowane
przeciwko réznym antygenom. Z drugiej strony, wzor
Swiecenia moze sugerowac koniecznos¢ dalsze)
oceny swoistych przeciwciat [1, 65]. Ponadto
pomocne jest sprawdzenie, czy obserwowane na
HEp-2 IFA wzory $wiecen odpowiadajg okreslonemu
przeciwciatu (przeciwciatom), zidentyfikowanemu
w swoistym dla antygenu badaniu SPA. Niektore
cytoplazmatyczne wzory $wiecen czesto sg klinicznie
istotne i powinny by¢ raportowane [1, 46, 47, 65, 67].

W ostatnim duzym miedzynarodowym badaniu
dotyczgcym wydawania wynikdw i interpretowania
wzorow swiecen HEp-2 IFA wzdr centromerowy
(AC-3) i homogenny (AC-1) uzyskaty najwyzsza
ocene (nastepnie wzory ziarnisty i jaderkowy) pod
wzgledem klinicznej istotnosci wzoréw jadrowych
podstawowych (ang. competent level), a wzér DFS
(AC-2) uzyskat ocene najnizszg. Sposrod wzoréw
cytoplazmatycznych wzér siateczkowaty/podobny
do AMA (AC-21) uzyskat najwyzszy wynik pod
wzgledem klinicznej istotnosci, a wzor biegunowy/
typu aparat Golgiego (AC-22) i typu rods and
rings (AC-23) najnizszy [68, 69]. Niski wynik dla
przeciwciat przeciwko aparatowi Golgiego
wynika z ograniczonego zwigzku klinicznego
tych przeciwciat z AARD [70, 71]. Przeciwciata
typu rods and rings moga nie by¢ wykrywalne na
komorkach HEp-2 niektérych producentow VD
i sg zwykle stwierdzane w przypadku zakazenia
wirusem zapalenia watroby typu C leczonego
a-interferonem i/lub rybawiryng [65]. W duzym
retrospektywnym badaniu wykazano, ze sposréd
rzadkich ANA przeciwciata typu multiple nuclear dots
(w wyzszych mianach) (AC-6) i anty-btona jgdrowa
(AC-11, 12) maja najwyzszy kliniczny zwigzek
Z autoimmunizacyjnymi chorobami watroby [71].
Warto zauwazyc¢, ze ostatnia aktualizacja ICAP
ponownie rozpatruje fluorescencje btony jadrowej
(AC-11, 12) i wzér pleomorficzny (AC-13, 14)
jako te, ktére powinny by¢ rozpoznawane na pozio-
mie podstawowym (ang. competent level) [45].
W przypadku btony jadrowej (AC-11, 12) zmiana
ta jest zgodna z ostatnimi badaniami [68, 71].
W przypadku wzoru pleomorficznego nie byta ona
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jednak poparta wynikami ostatnich badan [68, 72].
Badanie przeprowadzone w USA wykazato wysokg
zgodnos¢/doktadnosé w identyfikacji wzoréw
Swiecen o typie jagdrowym, ale mniejszg w przypadku
wzordw cytoplazmatycznych i mitotycznych [69].
Ostatnie wieloosrodkowe badanie obserwacyjne
przeprowadzone w Hiszpanii wykazato, ze wykrycie
rzadkich wzoréw swiecent ANA bez rownoczesnej
obecnosci swoistych przeciwciat moze prowadzi¢
do podejrzenia choroby autoimmunizacyjnej [73].
Przeciwciata przeciw PCNA poczgtkowo opisywane
byty jako wysoce swoiste dla SLE, ale ostatecznie
stwierdzono, ze wystepujg w jego przebiegu rzadko
i mogg by¢ obecne takze w innych chorobach
[74]. Wzor $wiecenia moze nie by¢ widoczny na
wszystkich substratach HEp-2 [75].

W wielu probkach surowicy wykrywa sie wiecej niz
jeden wzor swiecenia w HEp-2 IFA, a niektére kom-
binacje kilku wzoréw swiecert majg znaczenie kli-
niczne. Wspdtwystepowanie dwdch lub wiecej spo-
$réd nastepujgcych wzoréw: centromerowy (AC-3),
punktowe Swiecenie btony jadrowej (AC-12), ang.
multiple nuclear dots (AC-6) i wzér cytoplazmatyczny
siateczkowaty/podobny do AMA (AC-21), powinno
nasungc¢ podejrzenie PBC [76).

Wazne wzory $wiecen HEp-2 IFA o najwyzszym
potencjalnym znaczeniu klinicznym dla AARD, AIH
i PBC to:

* AARD
— Jadrowy: centromerowy (AC-3), homogenny
(AC-1), (drobno-/grubo-) ziarnisty (AC-4, 5),
jaderkowy (AC-8, 9, 10), ang. multiple nuclear
dots (AC-6).
— Cytoplazmatyczny: (gesty) drobnoziarnisty
(AC-19, 20).

* PBC
— Jadrowy: ang. multiple nuclear dots (AC-6),
btona jadrowa (AC-11, 12).
— Cytoplazmatyczny siateczkowaty/podobny
do AMA (AC-21).
* AlH
— Jadrowy: homogenny (AC-1), (drobno-/gru-
bo-) ziarnisty (AC-4, 5).
— Cytoplazmatyczny: liniowy aktynowy (AC-15).
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Rozpoznanie wzoru DFS (AC-2) na komodrkach
HEp-2 wymaga specjalistycznego szkolenia [77].
Miedzynarodowa ankieta internetowa potwierdzita,
ze rozpoznawanie wzoru DFS stanowi wyzwanie
[78], a z wniosku koncowego wynika, ze obecnosé
przeciwciat reagujgcych z DFS70 powinna by¢
potwierdzana swoistym testem immunologicznym,
zanim wyniki zostang przekazane klinicystom [78], co
dotyczy réwniez wszystkich innych wzoréw swiecen
HEp-2 IFA, z wyjatkiem wzoru centromerowego (AC-3)
[65]. Jednak w przypadku wysoko wykwalifikowanych
diagnostow probki z rzeczywistym jadrowym wzorem
DFS (AC-2) sa silnie zwigzane z monoswoistymi
przeciwciatami anty-DFS70 [79]. Nalezy zauwazycé, ze
istniejg réznice w skutecznosci testéw komercyjnych
w wykrywaniu przeciwciat przeciw DFS70 [80].
Prewalencja monoswoistych przeciwciat anty-
-DFS70 u zdrowych oséb waha sie od 1 do 8% (gtéwnie
u kobiet), ale jest niska w przypadku AARD [81, 82].
Nalezy jednak zauwazy¢, ze izolowane przeciwciata
anty-DFS70 byty wykrywane u chorych na SLE [80, 83].

Ostatnim zdefiniowanym przez ICAP wzorem
Swiecenia jest wzor zwigzany z przeciwciatami
przeciwko topoizomerazie | DNA (ang. topo-I-like
pattern) [83]. Opis wzoru jest dla wielu laboratoriéw
nowy. Z tego powodu niezbedne sg dalsze badania,
aby udowodni¢ znaczenie tego wzoru przy wyborze
testu identyfikujgcego przeciwciata przeciwko
topoizomerazie I.

Podsumowujgc, wzory swiecen ANA powinny by¢
interpretowane tgcznie z mianem przeciwciat i wy-
nikami swoistych antygenowo testéw potwierdza-
jacych (SPA). Niektore wzory Swiecen majg wieksze
znaczenie kliniczne niz inne.

Wzor swiecenia HEp-2 IFA moze dostarczy¢ przy-
datnych informacji dotyczgcych znaczenia kli-
nicznego i wskazowek w odniesieniu do dalszych
badan.

Kliniczna istotnos¢ wyniku testu HEp-2 IFA zalezy
od obserwowanego wzoru swiecenia.

Korelacja wzoru swiecenia HEp-2 IFA z wynikami

testow antygenowo swoistych zwieksza znacze-
nie obu wynikow.
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Gtowne wzory ANA (o najwyzszym znaczeniu Kli-
nicznym) obejmuja:

— Jadrowy: centromerowy (AC-3), homogenny
(AC-1), gesty drobnoziarnisty (AC-2), ziarnisty

(AC-4, 5), jaderkowy (AC-8, 9, 10), ang. multiple
nuclear dots (AC-6), btona jadrowa (AC-11, 12).

— Cytoplazmatyczny: siateczkowaty/podobny do
AMA (AC-21), (gesty) drobnoziarnisty (AC-19, 20),
liniowy aktynowy (AC-15).

Wazne jest maksymalne zwiekszenie szans na wy-
krycie przeciwciat anty-SSA/Ro60, poniewaz auto-
przeciwciata te sg zwigzane z zespotem Sjogrena, po-
stacig skérng tocznia rumieniowatego uktadowego,
wrodzonym blokiem serca, toczniem noworodko-
wym, toczniem rumieniowatym uktadowym i innymi
AARD [85-87]. Jednakze wykorzystanie HEp-2 IFA do
wykrywania przeciwciat przeciwko SSA/Ro60 byto
ograniczone ze wzgledu na brak czutosci, spowodo-
wany matg zawartoscig antygenu SSA/Ro60 oraz
obserwowang dyfuzjg antygenu z jadra komarko-
wego podczas utrwalania i kolejnych etapéw przy-
gotowywania substratu [88]. W zwigzku z tym opra-
cowano substrat HEp-2000, czyli zmodyfikowany
substrat HEp-2 transfekowany cDNA SSA/Ro60,
aby zwigkszy¢ szanse na wykrycie przeciwciat prze-
ciwko SSA/Ro60 [49]. Nadekspresja antygenu SSA/
Ro60 prowadzi do wyraznego swiecenia drobnoziar-
nistego z wybarwieniem stref jgderkowych w 10-20%
komorek interfazowych (czasami okreslanego mia-
nem $wiecenia ,atypowego ziarnistego” lub ,wzo-
rem SSA/Ro60") [86, 89]. Wykazano, ze charaktery-
styczny wzor $wiecenia na komdrkach HEp-2000
jest wysoce swoisty i dlatego umozliwia bezpo-
Srednig identyfikacje przeciwciat przeciwko SSA/
Ro60 [88, 90-92]. Zaproponowano zwigzek pomie-
dzy ,wzorem SSA/Ro60" na komdrkach HEp-2000
przy obecnosci lub braku innych wzoréw Swiecenia
a niektérymi stanami klinicznymi [93]. W dwdch ba-
daniach zaobserwowano wysokg czuto$¢ (88%)
substratu HEp-2000 w wykrywaniu autoprzeciw-
ciat anty-SSA/Ro60 zdefiniowang przez konwen-
cjonalne techniki referencyjne (takie jak podwdjna
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immunodyfuzja i elektroforeza przeciwprgdowa)
[90, 91]. Nalezy jednak wspomnie¢, ze komaorki
HEp-2000 nie sg uwazane za idealne do wykrywania
przeciwciat przeciwko SSA/Ro60, poniewaz mogg
nie by¢ skuteczne w wykrywaniu tych przeciwciat
w niektérych surowicach [90, 91, 94, 95]. Oprécz
HEp-2000 dostepne sg inne zmodyfikowane sub-
straty komdrkowe. W podtozu HEp-20-10 zmody-
fikowany jest cykl komdrkowy w celu zwiekszenia
proporcji komorek mitotycznych.

Wyniki bezposredniego poréwnania roznych substra-
tow sg sprzeczne, a prawdopodobnie rowniez znie-
ksztatcone przez réznice w swoistosci koniugatow
(swoisty dla IgG lub nie) miedzy zestawami testowymi.
W jednym badaniu na komorkach HEp-2000 wykryto
przeciwciata anty-SSA w przypadku 4% prébek nega-
tywnych w tescie z wykorzystaniem komaorek HEp-2
[96). W badaniu poréwnujgcym komaorki HEp-2000
z czterema dostepnymi na rynku testami opartymina
komdrkach HEp-2, komadrki HEp-2000 byty znacznie
bardzigj czute niz wszystkie cztery testy wykorzystu-
jace komorki HEp-2 w wykrywaniu prébek z izolowa-
nymi przeciwciatami przeciwko SSA (potwierdzone
testem blot) czuto$é komoérek HEp-2000 wynosita
od 24 do 91%) [93]. Porownywalng czuto$¢ miedzy
komadrkami HEp-2000 i HEp-2 w wykrywaniu prze-
ciwciat anty-SSA (72% [Cl 68-76%) dla HEp-2 w po-
rownaniu do 75% [Cl 70-78%] dla HEp-2000) zaob-
serwowat Hoffman i wsp. w badaniu opartym na
68 probkach dodatnich dla przeciwciat anty-SSA/
Ro60 w tedcie line blot [94].

Z drugiegj strony, w kontekscie dyskusji na temat
przydatnosci testow serologicznych w kierunku ANA
jako kryterium wejsciowego do badan klinicznych,
ostatnie badanie przeprowadzone na pacjentach,
u ktérych zdiagnozowano (i potencjalnie leczono)
SLE, wykazato znacznie nizszg czuto$é (72,4%) dla
komdrek HEp-2000 w pordwnaniu z trzema testami
opartymi na komdrkach HEp-2 (czuto$¢ wynosita od
86,2 do 96,7%) i jednym na komdrkach HEp-20-10
(substrat wzbogacony komdrkami mitotycznymi)
(czutoseé 99,4%) [97]. Warto zauwazyé, ze to badanie
nie skupiato sie na wykrywaniu przeciwciat anty-SSA/
Ro60 i nie poréwnywato swoistosci zastosowanych
testéw HEp-2 [95]. Niemniej jednak substrat HEp-2000
(oraz jeden substrat HEp-2) lepiej korelowat
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z aktywnoscig choroby [97]. Pomimo duzej czutosci
komorek HEp-2000 dla przeciwciat anty-SSA/
Ro60, w ciggu ostatnich lat w niektérych czesciach
Europy zastgpiono komarki HEp-2000 substratem
bazujacym na komaérkach HEp-2 (spadek liczby
uzytkownikéw HEp-2000 o0 47% przez 6 lat [2013-
2019] [zrédto: Sciensano, Belgia] oraz 0 40% przez
5 lat [2014-2019] [Zrodto: UKNEQAS, UK]). Nie
wiadomo, czy ta zmiana dotyczy réwniez innych
czesci Europy lub innych kontynentdw. Czynniki, ktore
przyczynity sie do tej zmiany, sg prawdopodobnie
zréznicowane (np. ograniczona liczba systemow
CAD wykorzystujgcych HEp-2000, dostepnosé
alternatywnych zautomatyzowanych testéw SPA
dla przeciwciat SSA/Ro60 i inne).

Swoisty dla HEp-2000 wzdr Swiecenia przeciwciat
anty-SSA/Ro poczatkowo nie zostat uwzglednio-
ny w nomenklaturze ICAP, poniewaz skupiono sie
wowczas na substratach komaérkowych niemody-
fikowanych [65, 86]. Ta decyzja zostata ostatnio
podana w watpliwos¢ przez Lee i wsp., zwtaszcza
w kontekscie wysokiej czutosci substratu HEp-2000
dla wykrywania przeciwciat anty-SSA/Ro60 i oce-
ny ryzyka wystgpienia tocznia u noworodkéw [85,
87]. W odpowiedzi na komentarz Lee i wsp. [87],
ICAP uznat, ze decyzja o nieuwzglednianiu wzoréw
Swiecen na modyfikowanych substratach komadrko-
wych moze by¢ dyskusyjna [86). Na swojej stronie in-
ternetowej ICAP dodat informacje na temat komarek
HEp-2000, stwierdzajac, ze barwienie przeciw-
ciat anty-SSA/Ro60 na szkietkach z komdrkami
HEp-2000 jest inne niz na szkietkach z linia komor-
kowa HEp-2 (zob. www.anapatterns.org, wzor AC-4).
Niedawno zaproponowano warianty wzoru swiece-
nia okreslanego jako jadrowy drobnoziarnisty (AC-4),
aby zwiekszy¢ korelacje z obecnoscig przeciwciat
anty-SSA/Ro60 [98].

HEp-2, HEp-2000 i HEp-20-10 moga by¢ uzywane
jako substraty do przesiewowej oceny obecnosci
ANA w IFA.

7.2. Koniugaty

Opublikowane poréwnawcze dane dotyczgce stoso-
wania réznych koniugatéw do wykrywania obecno-
sci ANA w HEp-2 IFA sg bardzo ograniczone. Jedno
badanie dotyczace oceny ANA z uzyciem HEp-2 IFA
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u zdrowych dawcow wykazato obecnosé przeciwciat
i izotypie IgG w 23/62 (37,1%) surowicach, ktére byty
ANA-dodatnie w testach z zastosowaniem poliwa-
lentnego koniugatu anty-lg (gtéwnie o miano nizsze
lub réwne 1:80) [99]. Drugie badanie dotyczace iden-
tyfikacji ANA u 100 oséb z chorobg uktadowag tkanki
tacznej wykazato, ze we wszystkich surowicach wy-
stepowaty ANA klasy IgG i byty albo izolowane, albo
wspotwystepowaty z ANA klasy IgM i/lub IgA [100].
Autorzy badania zasugerowali stosowanie poliwa-
lentnego koniugatu do czasu wyjasnienia roli ANA
klasy IgA w diagnozowaniu choréb, ich monitoro-
waniu i ocenie rokowania [100]. Wedtug niektérych
autoréw i wytycznych CLSI dotyczgcych HEp-2 IFA,
stosowanie poliwalentnego koniugatu moze wptywac
na pojawianie sie tta we fluorescencji i wykrywanie
klinicznie nieistotnych przeciwciat [48, 101, 102].
Z tego powodu zalecane jest stosowanie swoistego
koniugatu przeciwko ludzkim IgG (Fc), aby zwiek-
szy¢ wartos$¢ predykeyjng testu ANA [102, 103]. ANA
klasy IgM sg réwniez zwigzane z reumatoidalnym
zapaleniem stawow, leczeniem, starszym wiekiem
badanych i zwykle nie majg znaczenia diagnostycz-
nego w odniesieniu do AARD [48, 104]. Ponadto na-
lezy wspomniec, ze leczenie biologicznymi lekami,
takimi jak infliksymab, indukuje ANA, zwtaszcza IgM
i IgA przeciwko dsDNA [105, 106]. W rzadkich przy-
padkach te przeciwciata sg zwigzane z rozwojem
tocznia polekowego [105, 106)].

Uzycie koniugatu swoistego dla IgG jest wystar-
czajace do identyfikacji wiekszosci istotnych kli-
nicznie ANA.

Swoistos¢ izotypowa stosowanego koniugatu
(poliwalentny/swoisty dla IgG) przyczynia sie do
zmiennosci wynikéw badania.

7.3. Automatyczna mikroskopia (CAD)

7.3.1. Alternatywa dla mikroskopii
manualnej: roznicowanie wyniku
dodatniego/ujemnego z oceng
wzoru fluorescencji

W trakcie ostatniej dekady intensywnie oceniano cy-
frowe systemy dla HEp-2 IFA, umozliwiajgce automa-
tyczng interpretacje dodatnia/ujemng i rozpoznawa-
nie wzoru fluorescencji. Kilka badarn poréwnywato
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systemy CAD z manualnie wykonywanymi badaniami
HEp-2 IFA i wykazato dobrg ogdlng zgodnosé (wynik
dodatni/ujemny) miedzy automatyczng a klasyczng
wizualng interpretacjg (Srednia catkowita zgodnos¢:
93,7%; zakres 71-99%) [107-122]. W poréwnaniu do
klasycznych manualnych testow HEp-2 IFA, systemy
CAD miaty duzg czutos$¢ dla wykrywania ANA w kli-
nicznie istotnych mianach ($rednia czutos¢: 95,7%;
zakres 87-99%) [107, 110, 116]. Szczegdtowa analiza
probek niezgodnych wykazata, ze poprawne réznico-
wanie wynikéw dodatnich/ujemnych przez systemy
CAD jest najczesciej utrudnione przez mate miano
ANA, cytoplazmatyczny wzdr Swiecenia (np. Spowo-
dowany przez przeciwciata przeciwko rybosomom,
mitochondriom, Jo-1, lizosomom, wimentynie) oraz
szczegdlne wzory swiecen: jgdrowe (np. typu ang.
nuclear dots) i mitotyczne (np. typu centrosomy, ang.
midbody) [109, 110, 116]. Doktadnos$¢ diagnostyczna
zautomatyzowanej metody HEp-2 IFA w kohortach
chorych na AARD zostata réwniez udokumentowana
w kilku badaniach [109, 112,119, 120, 122, 123].
Ostateczna czutos¢ diagnostyczna CAD, w porow-
naniu z klasyczna wizualng oceng HEp-2 IFA, zosta-
fa ostatnio obliczona na podstawie potgczonych da-
nych z czterech badan i wynosita odpowiednio 84%
(95% Cl = 81,4-87,7) vs. 78,2% (95% Cl = 74,5-81,7)
tacznie dla AARD; 95,5% (95% Cl = 90,4-98,3) vs.
93,9% (95% Cl = 88,4-97,3) dla SLE i 86,5% (95% Cl
=78,4-92,4) vs. 83,7% (95% Cl = 75,1-90,2) dla SSc
(przeglad systematyczny i meta-analiza w [124]).
Podsumowujgc, wyniki te wspierajg wdrazanie tych
platform w pierwszym kroku przesiewu ANA (rézni-
cowanie wyniku dodatniego/ujemnego).

Oprocz klasyfikacji wynikéw ANA jako dodatnich lub
ujemnych, wiekszos¢ (ale nie wszystkie) systemow
CAD zapewnia rowniez automatyczng interpretacje
wzoru Swiecenia dla wczesniej zdefiniowanego ze-
stawu wzordw, gtéwnie obejmujgcego wzory jgdrowe
(homogenny — AC-1; ziarnisty — AC-4, 5; jgderkowy
—AC-8,9, 10; centromerowy — AC-3) oraz wzory cy-
toplazmatyczne. Niektore systemy CAD sg rowniez
w stanie zidentyfikowac wzér nuclear dots (AC-6, 7)
oraz wzory $wiecen: gesty drobnoziarnisty (AC-2)
i bfony jadrowej (AC-11, 12). Niemniej jednak, mimo ze
dane muszg by¢ interpretowane w Swietle ograniczen
deklarowanych przez producenta (pod wzgledem
rozpoznawanych wzoréw swiecen), opublikowane
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dane dotyczgce wydajnosci rozpoznawania wzo-
réw budza watpliwosci. Meta-analiza oparta na
11 badaniach wykazata tgczng zgodnosé dodatnig
dla wszystkich wzoréw (w tym homogennego, ziar-
nistego, jaderkowego i centromerowego) wynoszacg
68,5% (95% Cl = 67,2-69,7) (przeglad systematyczny
i meta-analiza w [124]). Doktadno$¢ rozpoznawania
wzoru zalezata od rodzaju wzoru i substratu. Sys-
temy CAD miaty wyrazne trudnosci w poprawnym
identyfikowaniu rzadkich wzoréw jadrowych, cyto-
plazmatycznych i wzoréw naktadajgcych sie [109-
111,116, 119], a najnizsza tgczng zgodnos¢ dodat-
nig (11,7%) stwierdzono dla wzoru typu nuclear dots
(95% Cl = 6,8-18,3) [124]. Rozpoznawanie wzoréw
Swiecen przez systemy CAD wymaga udoskonale-
nia, dlatego w dalszym ciggu konieczna jest ocena
eksperta przed zatwierdzeniem wyniku HEp-2 IFA.

7.3.2. Miano rzeczywiste vs. miano
Szacowane

Interesujgcg cechg platform CAD HEp-2 IFA jest cze-
ste zapewnianie systemowej (arbitralnej) ilosciowe;
oceny intensywnosci fluorescencji (ang. fluorescence
intensity [FI] measure). Dla kilku dostepnych systemow
CAD pomiar Fl wykazywat wysokg odtwarzalnosc¢ ana-
lityczng [109, 110, 125, 126] oraz znaczacy korelacje
z koricowymi mianami uzyskanymi przez ocene wzro-
kowa [107-110,116, 119,122, 127]. Ponadto wykazano,
ze wartos¢ wskaznika LR dla AARD rosnie wraz ze
wzrostem wartosci pomiaru FI [109, 119, 122, 128].
Te obserwacje ilustrujg, ze szacowanie Fl przez sys-
tem CAD dla HEp-2 IFA ma zastosowanie kliniczne.

Powyzsze dane sugerujg rowniez, ze pomiar Fl
moze stanowi¢ przydatng alternatywe dla okresla-
nia koricowego miana. Ponadto niektére z dostep-
nych obecnie platform CAD HEp-2 IFA zapewniajg
funkcje szacowania miana na podstawie pojedyn-
czego rozcieiczenia probki, co jest okreslane jako
single well titer [125]. Niemniej jednak istniejg pewne
ograniczenia w bezposrednim zastosowaniu tej ko-
relacji miedzy pomiarem Fl a okreslaniem korico-
wego miana w celu zrezygnowania z szeregu roz-
cieficzen. Po pierwsze, zwigzek miedzy pomiarem
Fl a koricowym mianem jest swoisty dla systemu
i wydaje sie zaleze¢ od substratu [119] oraz wzoru
ANA[126, 127]. Ponadto w przypadku wzoréw ANA,
ktore barwig tylko wybrane elementy komaérek (np.
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nuclear dots czy cytoplazmatyczny drobnoziarnisty
zwigzany z Jo-1), mozliwe jest niedoszacowanie
miana koricowego i wskaznika LR dla AARD [128].
Po drugie, naktadajgce sie wzory Swiecen przeciw-
ciat moga zosta¢ zamaskowane i pominiete, jesli
prébki sg analizowane tylko w jednym rozciericzeniu.

Podsumowujac, warto$¢ dodana pomiaru Fl genero-
wanego przez systemy CAD polega na ilosciowej oce-
nie Fl, ktéra moze by¢ uzyta do oszacowania miana
koncowego i uzyskania informacji na temat praw-
dopodobienstwa wystgpienia choroby. Jednakze nie
oznacza to automatycznie, ze konwencjonalne szeregi
rozcienczen powinny zosta¢ wyeliminowane. W ostat-
nich wytycznych ICAP stwierdzit, ze wynik testu po-
winien okreslac¢, czy miano koricowe jest szacowane
czy uzyskane poprzez szereg rozciericzen [46).

7.3.3. Wartos¢ dodana CAD w zapewnieniu
Jakosci

W ciggu ostatnich kilku lat pomiary FI systemow
CAD HEp-2 IFA wykazaty rowniez potencjat w ocenie
i kontroli kilku zmiennych wptywajgcych na jakosé
catego procesu testowania HEp-2 IFA. Podstawg
tego potencjatu jest wysoka odtwarzalnos¢ anali-
tyczna pomiardéw Fl, co zostato udokumentowane
dla niektérych systemow CAD [109, 110, 126, 129].
Badania eksperymentalne i retrospektywne wyka-
zaty, ze monitorowanie pomiardw Fl na materiatach
kontrolnych, jak rdwniez na rutynowych probkach,
stanowi wystarczajgcy wskaznik jakosci, o ile ist-
niejg jasno okreslone kryteria akceptacji [129-132).
Powinny by¢ one oparte na identyfikacji klinicznie
waznych zmian w pomiarach Fl. Faktycznie, monito-
rowanie odtwarzalnosci Fl na wybranych prébkach
(w obrebie jednego laboratorium lub miedzy rézny-
mi laboratoriami) oraz monitorowanie mediany Fl
w kazdym tescie pozwolito na wykrycie problemow
technicznych zwigzanych z wyposazeniem zaréwno
w fazie przedanalitycznej (np. problemy z pipeto-
waniem na procesorze do szkietek), jak i analitycz-
nej (np. problemy z kalibracjg CAD). Monitorowanie
FI pozwolito rowniez na wykrycie zmian Fl zwigza-
nych ze zmiennoscig koniugatow miedzy partiami
w obrebie réznych numerdéw seryjnych [131, 132].
Na uwage zastuguje fakt, ze metoda ta okazata sie
bardziej czuta niz tradycyjne, bardziej subiektywne
wskazniki kontroli jakosci, takie jak ilosciowa kontrola
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jakosci na prébkach IQC i miesieczne monitorowa-
nie odsetka wynikéw dodatnich w probkach pacjen-
tow [129-132].

Biorgc pod uwage te obserwacje, mozna stwierdzic,
ze systemy CAD z udokumentowanymi odtwarzalnymi
llosciowymi pomiarami Fl umozliwiajg wprowadzenie
obiektywnych i bardziej czutych procedur kontroli ja-
kosci do monitorowania catego procesu testowania
HEp-2 IFA, poczgwszy od rozcieniczenia do interpretacji
wyniku w jednym laboratorium (procedury wewnetrz-
nej kontroli jakosci), jak rowniez miedzy laboratoriami
(programy zewnetrznej kontroli jakosci) [131]. Nalezy
zauwazyc, ze nie wszystkie systemy CAD zapewniaja
pomiary FI (odtwarzalne), a monitorowanie szacowa-
nia koricowego miana (na podstawie odczytu poje-
dynczego rozcienczenia), jakie oferuje CAD, moze by¢
alternatywng opcjg, jesli jest dostepna.

System komputerowego wspomagania diagnozy
(CAD) moze wspiera¢ wykonanie HEp-2 IFA, ale na-
dal zalecane jest przeprowadzanie rewizji klasyfika-
cji wynikéw dodatnich/ujemnych przez ekspertéw.

CAD moze wspiera¢ HEp-2 IFA, ale wymagane
jest sprawdzenie oceny rozpoznanych wzoréw
przez ekspertow.

Kilka sposrod dostepnych systemow CAD dla
HEp-2 IFA dostarcza informacji o intensywnosci
fluorescencji (pomiar Fl), ktéry zawiera:

— informacje o szacowanym mianie,

—informacje na temat prawdopodobieristwa
AARD.

Gdy uzywany jest system CAD dla HEp-2 IFA, ktory
dostarcza odtwarzalne pomiary Fl, sledzenie Fl
moze przyczyni¢ sie do monitorowania jakosci
badania (np. jako czes¢ programu IQC) (nie doty-
czy to wszystkich systemoéw na rynku).

Zarzadzanie jakoscig jest waznym zadaniem labo-
ratoriow medycznych zajmujgcych sie opiekg nad
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pacjentami i badaniami translacyjnymi. Zgodnie
z (miedzy)narodowymi wytycznymi oraz wymaga-
niami akredytacyjnymi EN/ISO 15189:2012 [133]
laboratorium ma obowigzek monitorowania i kon-
troli jakosci catego procesu badawczego poprzez
opracowanie i wdrozenie kompleksowego progra-
mu zapewnienia jakosci (QA; ang. quality assurance).
Niemniej, w kontekscie testéw w kierunku zaburzen
autoimmunizacyjnych, a konkretnie badan w kierun-
ku ANA, przettumaczenie i interpretacja tych wytycz-
nych/wymagan i zaproponowanie swoistych dla
testu zalecen dotyczacych sposobu tworzenia pro-
gramu QA jest niezwykle trudne (przeglad w [134]).

Jednym z kluczowych filaréw w programie QA labo-
ratoriéw klinicznych jest wewnetrzna kontrola jako-
sci (IQC), ktéra polega na monitorowaniu wynikéw
uzyskanych w prébkach kontroli jakosci (QC) o zna-
nym wzorze/swoistosci i intensywnosci fluorescen-
¢ji w kazdym badaniu. Warianty 1QC dla HEp-2 IFA
obejmuja: minimalng liczbe wymaganych probek,
miano, pochodzenie, wzory fluorescencji wybranych
probek oraz metodyke monitorowania, rejestracji
I oceny wynikow QC.

W przypadku zestawodw do badania HEp-2 IFA kon-
trola jakosci obejmuje zwykle jedng probke 1QC do-
datnig i jedng ujemna. Zgodnie z zaleceniami Insty-
tutu Norm Klinicznych i Laboratoryjnych (CLSI) [48]
oraz innymi bardziej aktualnymi rekomendacjami,
w tym brazylijskimi wytycznymi [66, 135], zaleca
sie stosowanie (co najmniej) dwaéch probek IQC
w kazdej serii badanej, jednej ujemnej i jednej dodat-
niej. Wazne jest rowniez badanie co najmniej jednej
probki o matej wartosci dodatniej, bliskiej punktowi
odciecia [48, 134, 135]. Nie ma jednak jednoznacz-
nych zalecen dotyczacych wartosci tego dodatnie-
go wyniku. Tylko jedno z zalecer [135] sugeruje do-
ktadne docelowe miano dla probki kontroli o mate;
wartosci dodatniej (1/80-1/160). W starszej wersji
wytycznych CLSI (wczesniej NCCLS), dotyczacych
analizy HEp-2 IFA, zalecono, aby kontrola dodatnia
miata miano wieksze o jedno rozcieficzenie w po-
rownaniu do ustalonego punktu odciecia [47]. W bar-
dziej aktualnych zaleceniach CLSI z 2006 roku (CLSI
LA02-A2) — obejmujgcych wytyczne zaréwno dla
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IFA, jak i ELISA — stwierdzono, ze wybrana kontrola
dodatnia powinna by¢ na poziomie istotnym dla po-
dejmowania decyzji klinicznych [48]. W kontekscie
stosowania/raportowania wskaznika LR dla AARD
zalecamy dopasowanie docelowego miana probki
kontroli o matej wartosci dodatniej do wskaznika LR
wynoszacego 2-5 dla AARD (poniewaz taki wskaz-
nik LR sugeruje niewielkie, ale potencjalnie istotne
klinicznie réznice). Odpowiada to mianu 1:160 dla
substratu HEp-2000 [15] lub jednostce intensywno-
Sci Swiatta (LIU; ang. light intensity unit) wynoszacej
522-910 (LR 5,2) na komorkach HEp-2 Werfen w sys-
temie NOVA View CAD [16]. Nalezy przeprowadzi¢
odpowiednie badania, aby ustali¢ analogiczne progi
dla innych produktéw komercyjnych.

8.1.2. Pochodzenie probek 1QC

Zaleca sie wybor probek 1QC o znanym wzorze/
swoistosci i intensywnosci fluorescencji (FI) [134].
W praktyce wiekszos¢ zestawdw kontrolnych za-
pewnia probke IQC dodatnig i ujemng, ktére spet-
niaja te kryteria. Jednak te zestawy moga nie by¢
idealne z kilku powoddw. Po pierwsze, sg one cze-
sto silnie dodatnie i catkowicie ujemne, charaktery-
zujg skrajne wartosci, ktére nie sg reprezentatywne
dla wiekszosci rutynowych probek i nie identyfiku-
ja (niewielkich) problemdw analitycznych [135]. Po
drugie, czesto sg one ,gotowe do uzycia” i nie wy-
magajg wczesniejszego rozcienczenia, przez co
nie obejmujg catego procesu analitycznego [130].
Po trzecie, kontrole dostarczone w zestawie moga
nie by¢ trwate, poniewaz nie mozna wykluczy¢, ze
producenci zmieniajg swoje kontrole (np. w réznych
partiach reagentéw) [134]. Dlatego preferowane sg
nierozcienczone prébki IQC pochodzgce od pacjen-
tow (pulowane albo pojedyncze prébki pacjentéw wy-
brane sposrad rutynowych prébek laboratoryjnych,
ktdre zostaty uprzednio podzielone — aby ograniczy¢
liczbe cykli zamrazania i rozmrazania — i zamrozone
do czasu analizy, co pozwala na dtuzszy okres ich
przechowywania). Ponadto, w niedawnym badaniu
monitorujgcym FI swoistg dla CAD jako wskaznika
QA, wykazano, ze takie probki byty bardziej czute
w poréwnaniu z kontrolami pochodzgcymi z zesta-
wu. Poréwnanie obu typéw materiatow wykazato, ze
kontrole pochodzace z zestawu okazaty sie mnigj
znaczace, poniewaz nie umozliwiaty identyfikacji
(sztucznie wprowadzonych) btedéw w przeciwien-
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stwie do kontroli IQC pochodzgcych od pacjentow
[130]. CLSI zaleca dtugotrwate przechowywanie
probek w temperaturze -70°C z konserwantem [47,
48]. Mimo to powszechnie stosowang praktyka jest
przechowywanie prébek surowicy/osocza zawiera-
jacych immunoglobuliny w zamrazarce w tempera-
turze -20°C, jako ze w wielu laboratoriach stanowi
to jedyng dostepng opcje. Jednak niedawne badanie
sugeruje, ze nie wszystkie autoprzeciwciata (w tym
panel anty-ENA) wykrywane przez SPA sa stabil-
ne w temperaturze -30°C przez 12 miesiecy [136].

8.1.3. Wzor/swoistos¢ probek 1QC

Wedtug naszej wiedzy tylko w jednych wytycznych
wspomina sie o dodatkowych szczegdtach dotycza-
cych ,znanej” swoistosci i/lub wzordw $wiecen, ktore
powinny by¢ wybrane dla dodatnich probek IQC. Wy-
tyczne niemieckie EASI z 2009 roku zalecaty stoso-
wanie trzech dodatnich probek surowicy o réznych
wzorach fluorescencji wynikajgcych z okreslone;j
reaktywnosci przeciwciat (np. przeciw: centrome-
rom, dsDNA, SSA/Ro60) na zmiane miedzy seriami
[137]. Ta strategia jest rowniez zgodna z najnowszy-
mi wytycznymi EASI, ktdre sugerujg, ze prébki 1QC
powinny zawierac¢ tak duzo autoprzeciwciat, jak to
mozliwe [134]. Inny sposdb moze polegaé na wybo-
rze wysoce rozpowszechnionej potencjalnie niesta-
bilnej swoistosci, takiej jak SSA/Ro60. Alternatywng
opcja, zwtaszcza w Swietle niedawnych postepow
i mozliwosci w dziedzinie CAD, bytby wybdr wzoru,
ktory wykazatby sie pomiedzy testami wysokg od-
twarzalnoscig pomiaréw Fl, takich jak izolowane
wzory ziarniste lub homogenne [125, 130]. Warto
zauwazy¢, ze zmiana swoistosci/wzoru 1QC w ko-
lejnych seriach utrudnia optymalne wykorzystanie
ilosciowych pomiaréw FI w celu zapewnienia kon-
troli jakosci przez systemy CAD.

8.1.4. Metodologia monitorowania,
rejestracji i oceny wynikow 1QC
Tradycyjnie prébki IQC na HEp-2 IFA s3 oceniane pod
katem oczekiwanego wzoru fluorescencji i miana
w odniesieniu do predefiniowanych wartosci docelo-
wych i kryteriéw. Niektdrzy autorzy sugeruja, aby nie
dopuszczaé do odchylenia wzoru lub zmiany miana
>1 miano [129, 134]. CLSI stwierdza, ze wykrywalne
roznice metody HEp-2 IFA wynoszg zwykle £2 seryjne,
dwukrotne rozcierczenia [48]. Wymagania regulacyjne
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w niektorych krajach akceptujg zmiany miana mak-
symalnie o 2 rozciericzenia [102]. Wadg tego po-
dejscia jest to, ze pozwala tylko na jakosciowe
monitorowanie/ocene. Ostatnie postepy w za-
kresie systeméw CAD umozliwity monitorowanie
potilosciowe z wykorzystaniem wykreséw Leveya-
-Jenningsa, ktére sg uzupetnione przez reguty We-
stgarda [138], jak pokazano w kilku badaniach wy-
korzystujgcych odtwarzalne systemowe pomiary Fl
[129, 130, 132], a co zostato juz opisane w akapicie
dotyczacym wartosci dodanej systemdw CAD w QA.
Warto zauwazy¢, ze te badania sugerujg rowniez kry-
teria akceptacji [129, 130, 132]. Ponadto podejscie
to pozwala na analize probek IQC w pojedynczym
rozcienczeniu, zamiast ustalania miana koncowego.

8.2. Szkolenie i kontrola zmiennos$ci wyniku
zaleznej od osoby oceniajacej

W celu zapewnienia spojnosci odczytow testow opar-
tych na HEp-2 IFA, konieczne sg regularne szkole-
nia i testy sprawdzajgce dla osdb, ktdre interpretujg
wzory $wiecen. Oczywiscie laboratorium powinno
utrzymywac odpowiedni poziom liczby wykonywa-
nych testow, aby zapewni¢ wystarczajgca wiedze
i doswiadczenie personelu. Ponadto szkolenie po-
winno by¢ organizowane zaréwno wewnetrznie, jak
I zewnetrznie. Co wiecej, w niektorych krajach doku-
mentacja dotyczgca zmiennosci wynikow zaleznej
od osoby oceniajgcej wzér swiecenia powinna byé
rowniez zawarta w raporcie weryfikacyjnym [139].
Jednym z proponowanych podejs¢ jest wewnetrz-
na organizacja (i) reqularnych sesji, podczas ktérych
omawiane sg przypadki, oraz (i) odczytywanie i in-
terpretowanie (przez kazdego ,obserwatora” odczy-
tujacego wyniki) reprezentatywnych rutynowych pro-
bek z réznymi wzorami swiecen i mianami w ramach
okresowego sprawdzania wiedzy [135]. Systemy CAD
generujgce wysokiej jakosci obrazy cyfrowe umozli-
wiajg organizowanie takich spotkan na szerszg skale
(np. krajowe spotkania EQC w Belgii). Czestotliwos¢
takich szkolen/testéw ,obserwatoréw’, a takze wy-
magania dotyczace sesji szkoleniowych powinny by¢
zdefiniowane i moga zaleze¢ od krajowych przepiséw
(np. w Niemczech cztery wewnetrzne szkolenia na
rok). Ponadto szkolenia te nie powinny ograniczac sie
wytgcznie do kompetencji analitycznych, ale powinny
obejmowac réwniez szkolenia dotyczace interpretacii
wynikéw w kontekscie klinicznym [134].
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Spojnose wynikéw w HEp-2 IFA mozna dodatkowo
poprawic¢ poprzez zastosowanie podwdjnego (za-
Slepionego) odczytu preparatéw przez niezaleznych
,obserwatoréw” (na wszystkich prébkach rutyno-
wych) [140]. W jednym z badan spdjno$¢ w ocenie
intensywnosci fluorescencji miedzy obserwatora-
mi poprawita sie, gdy odczyty byty wykonywane na
monitorze CAD (obrazy cyfrowe), a nie pod klasycz-
nym mikroskopem [141]. W przypadku klasyfikacji
wzoréw poprawa byta mniejsza, prawdopodobnie
w zwigzku z brakiem mozliwosci ustawienia witasci-
wej ostrosci za pomocg monitora CAD [141]. W tym
zakresie nalezy réwniez wspomnie¢, ze modyfikacja
ustawien monitora CAD moze stanowi¢ dodatkowy
czynnik zmiennosci. Nalezy mie¢ wdrozone proce-
dury umozliwiajgce utrzymanie ustawien monitora
zgodnych z tymi, ktére zostaty zwalidowane. Wresz-
cie, pomimo braku oficjalnych badan, spéjnosé wyni-
kow Hep-2 IFA moze zostac¢ dodatkowo poprawiona
przez zastosowanie jednolitej nomenklatury ICAP
(np. wprowadzenie wzoru AC-29 zwigzanego z prze-
ciwciatami przeciwko topoizomerazie | DNA [84]).

8.3. Zewnetrzna kontrola jakosci

Zewnetrzne programy zapewnienia jakosci (EQA;
ang. external quality assessment) — czesto w potgcze-
niu z analizg przeciwciat przeciw ENA — powinny by¢
stosowane do monitorowania miedzylaboratoryjne;
zmienno$ci [48, 66). EQA wykazaty pozytywny wptyw
na wyniki HEp-2 IFA poprzez udzielanie porad uczest-
niczacym laboratoriom [142]. Czestotliwo$¢ i charakter
uczestnictwa w EQA (np. dobrowolne vs. obowigzko-
we) powinny by¢ okreslone przez przepisy krajowe.

8.4. Metody QC oparte na wynikach
pacjenta

Wedtug CLSI monitorowanie czestotliwosci wyni-
kow testu, ktére mieszcza sie w réznych granicach
wartosci referencyjnych (np. ujemny, graniczny, do-
datni), moze wykry¢ zmiany zwigzane z wprowa-
dzeniem nowych partii reagentéw testowych [48].
Wiece] szczegotdow na temat tego, jak to wprowa-
dzi¢ w praktyce, mozna znalez¢ w piSmiennictwie
[132]. Oczywiscie podejscie to jest wykonalne tylko
wtedy, gdy laboratorium przeprowadza okreslong
liczbe badan w kierunku ANA w akceptowalnym
czasie. Systemy CAD pozwalajg rowniez monito-
rowacé mediany pomiardw Fl dla prébek pacjentow
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generowanych w kazdej serii. Takie postepowanie
okazato sie przydatne dla systemow, ktére generuja
odtwarzalne wskazniki FI [130, 132]. Ponadto podej-
Scie to wspiera koncepcje, ze interpretacja wynikow
testow ANA wytgcznie jako dodatni lub ujemny jest
nadmiernym uproszczeniem.

Wykonanie testu HEp-2 IFA powinno by¢ monito-
rowane poprzez wewnetrzne kontrole jakosci (IQC
podczas kazdej serii badanej oraz regularng oce-
ne przypadkow reprezentatywnych przez réznych
,obserwatoréw"), a takze zewnetrzne programy
kontroli jakosci.

Czynniki minimalizujgce zmiennos¢ odczytow wy-
nikéw przez réznych ,obserwatoréw” testu HEp-2
IFA to programy edukacyjne, podwodjna ocena, sto-
sowanie nomenklatury ICAP oraz odczytywanie
obrazéw cyfrowych z monitora CAD.

W kazdej serii badanej powinny by¢ uwzglednione
co najmniegj 2 probki 1QC (jedna ujemna i jedna
stabo dodatnia (z mianem docelowym odpowia-
dajgcym LR wynoszgcym 2-5 dla AARD), ktére
sg oceniane potilosciowo (m.in. za pomoca usta-
lania miana koricowego lub automatycznego po-
miaru intensywnosci fluorescencji).

Dodatkowo, oprocz kontroli zawartych w zesta-
wach testowych, zaleca sie stosowanie w celach
kontrolnych prébek IQC uzyskanych od pacjentéw,
ktére traktuje sie jak rutynowe probki (umozliwiajg
one monitorowanie catej procedury badawcze)).
Moga one pochodzi¢ od pojedynczych oséb lub
byé uprzednio pulowane.

Preferowany wzor Swiecenia dla probki kontrolnej
dodatniej cechuje sie wysoka odtwarzalnoscia (np.
izolowany wzér homogenny lub ziarnisty w sys-
temach CAD).

Monitorowanie % wynikéw dodatnich (ma-
tych, srednich, duzych) na wykresach Leveya-
-Jenningsa umozliwia ocene stabilnosci testu
w czasie (np. do udokumentowania wptywu
zmian wprowadzanych przez producenta mie-
dzy partiami LOT).
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Kiedy stosowany jest system CAD dla HEp-2 IFA,
ktéry zapewnia odtwarzalny pomiar FI (nie dotyczy
to wszystkich systemdw komercyjnych na rynku),
monitorowanie probki IQC oraz mediany Fl pacjenta
na wykresach Leveya-Jenningsa jest czutg metodg
do wykrywania stabilnosci testu w czasie (np. do
udokumentowania wptywu zmian LOT).

Wyniki testow HEp-2 IFA réznig sie w zaleznosci od
producenta zestawu [75, 143, 144, ale zasugerowano
takze, ze wyniki te mogg zmieniac sie réwniez wraz
ze zmiang numeru LOT w ramach zestawéw od jed-
nego producenta [66, 75, 125, 132], prawdopodobnie
w zwigzku z procesem produkcyjnym [5, 66).

Zgodnie z (miedzy)narodowymi wytycznymi i wy-
maganiami akredytacyjnymi EN/ISO 15189:2012
kazdy nowy numer LOT odczynnikéw i sposéb do-
stawy powinny by¢ zwalidowane przed uzyciem
[133]. CLSI zaleca testowanie prébek pacjentow
z odczynnikami z obecnego zestawu i kolejnego
o nowym numerze LOT [145]. Preferuje sie korzy-
stanie z materiatéw pochodzgcych od pacjentow
poniewaz komercyjne materiaty kontrolne, mogg
nie odzwierciedlaé¢ wydajnosci probek pacjentow
(przeglad w [146]), ale mozna je stosowac réwno-
legle z prébkami pacjentéw i/lub uzywac do wery-
fikacji nowej dostawy odczynnikéw o tym samym
numerze LOT, ktéry zostat wczesniej zatwierdzony
[145, 146]. Metoda poréwnywania serii LOT do serii
LOT, jakg opisano w CLSI EP26-A, jest uwazana za
mato praktyczng, dlatego zaproponowano kilka al-
ternatywnych sposobéw (przeglad w [146]), jednak
sg zazwyczaj przeznaczone dla typowo ilosciowych
metod i dlatego nie sg tatwe do wdrozenia w przy-
padku badan na linii komdérkowej HEp-2.

Dla testow HEp-2 IFA istnieje kilka bardziej szczegd-
towych zalecen dotyczgcych akceptacji serii reagen-
téw. Zgodnie z zaleceniami CLSI LA02-A2 kazdy nu-
mer LOT dla komorek HEp-2 powinien by¢ testowany
z wykorzystaniem dodatniej probki o matym mianie
i przeciwciatami anty-SSA oraz zestawem innych
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znanych surowic dodatnich i ujemnych, ktére
sq zbierane/przechowywane w celu poréwnarn mie-
dzy seriami [48]. Brazylijskie wytyczne sugerujg prze-
testowanie panelu probek reprezentujgcych szeroki
zakres wzordéw, z naciskiem na te antygeny, ktére sg
podatne na uszkodzenia (tj. Jo1, SSA, PCNA, polime-
raza RNA) oraz ktére sg immunologicznie i morfolo-
gicznie dobrze scharakteryzowane [5, 48, 66, 135].

W przypadku zmiany serii koniugatu zaréwno wy-
tyczne CLSI LAO2-A2, jak i brazylijskie zalecajg usta-
lanie miana metoda szachownicy (ang. chessboard
titration) oraz/lub poréwnanie ze standardowymi ko-
niugatami w celu ustalenia optymalnego rozciencze-
nia koniugatu [5, 48, 66, 135]. Jednak w kontekscie
obowigzujgcych przepisow IVDR nie jest powszech-
nie zalecane. W rzeczywistosci szeroko stosuje sie
zestawy ze zwalidowang kombinacjg odczynnikdw,
a kazde odstepstwo od instrukcji producenta wyma-
ga rozlegtej walidacji.

8.5.2. Obecna rekomendacja

Rekomendujemy weryfikacje zmian zwigzanych ze
zmiang serii LOT za pomocg probek 1QC pochodza-
cych od pacjentéw, uzupetnionych o prébki wybrane
w celach poréwnawczych, ktére minimalnie pokry-
wajg rézne kompartmenty komaérkowe (jadro i cyto-
plazme) oraz rézne poziomy miana, wtgczajac w to
probki negatywne. Zmiany LOT powinny by¢ ogra-
niczane tak bardzo, jak to mozliwe.

8.5.3. Kryteria akceptacji

Zgodnie z zaleceniami CLSI EP26-A, podczas po-
rownywania réznych serii LOT, szacowana réznica
miedzy dwiema seriami nie powinna przekraczac
krytycznej réznicy [145]. Ta krytyczna réznica (do-
puszczalny btgd medyczny) powinna by¢ oparta
m.in. na badaniach wynikéw klinicznych, zmiennosci
biologicznej, wynikach analitycznych, wytycznych
dotyczacych praktyki zawodowej oraz opublikowa-
nych zaleceniach [145-147]. W przypadku HEp-2 IFA
bardzo trudno jest zdefiniowac te krytyczna réznice.

Jesli testy HEp-2 IFA sg uznawane za jakosciowe/
potilosciowe, zalecenia ANA IFA CLSI sugerujg, ze
w badaniach poréwnawczych pomiedzy seriami co
najmniej 85% probek powinno dawac poréwnywalne
wyniki [48]. Standardowo akceptowana maksymalna
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zmiennos$¢ kliniczna to brak odchylenia od wzo-
ru $wiecenia i réznica jednego lub dwdéch mian
(48,102, 129, 132, 134]. Moze to budzi¢ watpliwo-
ci, czy ta ogdlnie akceptowana zmiennosc rzeczy-
wiscie odzwierciedla catkowity dopuszczalny btad,
ktéry mozna tolerowac bez uniewaznienia medycznej
przydatnosci wyniku analitycznego w odniesieniu do
% wynikow dodatnich dla ANA i % wynikéw dodatnich
dla przeciwciat anty-ENA wykrywanych po przesie-
wowym badaniu HEp-2 IFA [132]. Nalezy zauwazy¢,
ze to kryterium mozna réwniez przettumaczy¢ na
swoiste dla systemu kryteria CAD, ktére mogg byé
stosowane poprzez wykorzystanie pomiaréw Fl dla
wynikéw HEp-2 IFA w badaniach poréwnawczych
pomiedzy seriami [129]. Wykorzystanie wykreséw
Leveya-Jenningsa (i regut Westgarda) moze pomac
w ocenie/monitorowaniu wptywu zmian serii (patrz
wyzej) [129, 130, 132, 137].

Zmiennos¢ miedzyseryjna dla koniugatow i/lub
substratéw powinna by¢ oceniona przed wprowa-
dzeniem nowej serii. Mozna to przeprowadzi¢ przy
uzyciu probek 1QC pochodzgcych od pacjentdw, uzu-
petnionych o prébki wybrane w celu minimalnego
pokrycia réznych kompartmentéw komarkowych
(jadra i cytoplazmy) oraz réznych wartosci miana.

9. ANAW TESTACH TYPU SPA

Wykorzystanie SPA (ang. solid phase assay) do bada-
nia swoistosci ANA i (multipleksowej) identyfikacji
tych swoistych przeciwciat jest coraz czestsze w la-
boratoriach klinicznych (przeglad w [1, 148]). Chociaz
niektére formaty testéw stosujg ekstrakty komaorko-
we jako analit na fazie statej, najnowsze zautoma-
tyzowane testy wykrywajg obecnos¢ przeciwciat
skierowanych przeciwko wybranemu zestawowi
istotnych antygendw zwigzanych z AARD. Podsu-
mowanie charakterystyki réznych platform i metod
testowych nie jest jednak tematem niniejszej pracy.
W celu zapoznania sie z ostatnim kompleksowym
przegladem odsytamy do Bossuyt i wsp. [1]. W skroé-
cie: przydatnosc tych badan jest zalezna od testu
i jednostki chorobowej. Nalezy zdawac sobie spra-
we z mocnych i stabych stron SPA jako narzedzia
przesiewowego, gdy stosowane jest w warunkach
klinicznych. Najwieksza przydatnos¢ kliniczna dla
AARD jest uzyskiwana, gdy tgczy sie SPA i HEp-2
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IFA (jak wczesniej opisano). Definiowanie swoistych
wskaznikow LR dla wynikow testow SPA zwieksza
wartos¢ kliniczng wynikow testow SPA i umozliwia
harmonizacje interpretacji [57].

Przydatnosc¢ kliniczna SPA w celu przesiewu/dia-
gnozy AARD zalezy od jednostki chorobowej i ro-
dzaju testu.

Nie ma jednej wartosci odciecia SPA, ktéra zapew-
nitaby optymalng czutosc¢ i swoistosc dla skrinin-
gu w kierunku AARD.

Podawanie swoistych wskaznikéw LR na wyni-
kach testow SPA w kierunku AARD moze utatwiac
kliniczng interpretacje tych wynikow.

Kombinacja HEp-2 IFA z testami SPA w celu skrinin-
gu w kierunku AARD zwieksza ich wartosc kliniczna.

Walidacja jest definiowana przez Swiatowg Organi-
zacje Zdrowia jako ,dziatanie lub proces udowodnie-
nia, ze procedura, proces, system, sprzet lub metoda
dziata zgodnie z oczekiwaniami i osigga zamierzo-
ny wynik” [149]. Walidacja metody stuzy uzyskaniu
obiektywnych dowodoéw (poprzez dokumentowa-
nie parametrow testu), ze metoda/aplikacja jest
adekwatna dla zamierzonego zastosowania [133].
Testy certyfikowane CE-IVD (ang. Conformité Euro-
péenne In vitro Diagnostics) / US FDA sg walidowane
przez producenta [150, 151]. Jedli laboratorium
korzysta z metod niestandardowych, modyfikacji
standardowych metod, metod standardowych
poza zamierzonym zakresem lub laboratoryjnie
zaprojektowanych/opracowanych metod, walidacja
jest odpowiedzialnoscig laboratorium [133]. Wedtug
Rozporzadzenia UE w sprawie wyrobdw medycznych
IVD z 2017 roku walidacja jest odpowiedzialnoscig
producenta lub laboratorium w przypadku braku
dostepnosci testéw komercyjnych [152]. Rozporza-
dzenie CE IVD z 2017 roku bedzie wymagac¢ od la-
boratoridw, ktére przeprowadzajg testy opracowane
w laboratorium, aby spetniaty okreslone standardy
I byty zgodne z ,0g6Inymi wymogami dotyczgcymi
bezpieczenstwa i wydajnosci” oraz ramami syste-
mu zarzgdzania jako$cig IVDR [152].
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Laboratoria medyczne czesto korzystajg z testow
oznaczonych znakiem CE IVD/FDA (metody zweryfiko-
wane/zwalidowane przez producenta) w sposéb nie-
zmodyfikowany (zgodnie z instrukcjami producenta te-
stu). W tym przypadku stosuje sie weryfikacje metody
zamiast walidacji. Weryfikacja to skrocony proces, ktdry
potwierdza poprzez obiektywne dowody, ze juz zwa-
lidowana procedura badawcza jest odpowiednia dla
okreslonego zamierzonego zastosowania w danym
laboratorium [151, 153-157]. Warunkiem wstepnym
dla weryfikacji jest dostepnos¢ informacji podanych
przez producenta [133]. Wskazowki dotyczace tego,
jak zweryfikowac¢/zwalidowac test w sposob zgod-
ny ze stanem wiedzy, mozna znalez¢ w ogdinych wy-
tycznych wydanych przez organizacje, takie jak np.
Clinical Laboratory Standards Institute [158, 159],
ksigzki lub publikacje [160, 161].

Standardy ISO zostaty przettumaczone i zinterpre-
towane przez wtadze krajowe, niektdre z nich okre-
slajg jak spetni¢ wymagania 1SO, co moze skutko-
wac niewielkimi réznicami miedzy krajami zaréwno
w definicji walidacji/weryfikacji, jak i minimalnych
wymaganiach.

Przeglad definicji walidacji/weryfikacji zgodnie
z CAP, ISO 15189 i wytycznymi krajowymi zebrano
w tabeli Il [133, 139, 150, 156, 157, 161]. Uogdlniajac,
weryfikacja dotyczy testéw oznaczonych znakami
CE/FDA lub opublikowanych metod. Wyjagtkowo, dla
holenderskich NVKC i CMI, weryfikacja moze opie-
ra¢ sie na kombinacji danych otrzymanych lokalnie
(dla parametréw testu, na ktére wptyw moze mie¢
lokalne srodowisko, np. precyzja pipetowania) oraz
odwotan do dokumentacji (dla parametréw testu
[np. czutosci klinicznej i swoistosci analitycznej],
ktore zostaty obiektywnie zwalidowane z dostep-
ng dokumentacjg, np. w innym akredytowanym la-
boratorium lub w walidacji wieloosrodkowej) (pod-
sumowane w tabeli Il [156, 162]). Niektore cechy
moga by¢ uwazane za nieistotne lub niemozliwe do
oceny (np. ze wzgledu na mata prewalencje choro-
by, niedostepnos$¢ metody referencyjnej) [156, 162).
W takim przypadku wymagana jest dokumentacja/
argumentacja. W raporcie weryfikacyjnym nalezy
dla kazdego parametru zaznaczy¢, czy uzyskano
wyniki eksperymentalne spetniajgce lokalne kryte-
ria akceptacji [156, 162].
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Przeglad zalecer/wytycznych dotyczacych walidacji/weryfikacji.

Sposoby walidacji/weryfikacji HEp-2 IFA

R Walidacja/weryfikacja analityczna

Kazde laboratorium powinno wykazaé, ze stosowana przez

31 nie metoda HEp-2 IFA wykrywa gtéwne klinicznie istotne

antygendw, zarowno w jadrze, jak i w cytoplazmie

Kazde laboratorium powinno zweryfikowa¢ precyzje sto-

39 sowanej metody. Sposéb weryfikacji zalezy od sposobu

porzadkowe (miana) lub ciagte (wyniki FI)

wzory $wiecen oraz gtéwne klinicznie istotne reaktywnosci

przetwarzania danych: dwumianowe (dodatnie/ujemne),

Klasyfikacja Pismiennictwo Punktacja Delphi

Mediana % wysokich
wynikow
28 27

[5, 48, 66, 75,

= 133, 136]

94

[134,139,

AB 157-162, 168]

95

Zastosowanie oszacowanego przez CAD miana na podsta-

wie pojedynczego rozcieficzenia probki ma swoje ograni-
czenia, a parametry podawane przez producenta powinny

33

82 96

zostaé zweryfikowane poprzez poréwnanie z mianem kon-

cowym dla najczestszych wzoréw swiecen
Walidacja/weryfikacja kliniczna

Zgodnie z normg I1SO 15189, dyrektywami CAP oraz nowy-

mi przepisami dotyczacymi IVD z 2017 roku producent jest
odpowiedzialny za walidacje kliniczng testu oznaczonego
znakiem CE/FDA. Krajowe przepisy moga formutowa¢ do-

34

datkowe wymagania

Walidacja metody HEp-2 IFA powinna by¢ wykonywana
w duzych badaniach wieloosrodkowych, obejmujacych
wystarczajaca liczbe probek pobranych od pacjentow

& z doktadnym opisem ich stanu klinicznego oraz prébek

kontrolnych. Takie badania powinny umozliwi¢ oszacowa-

nie wskaznika LR specyficznego dla wyniku

[134,139, 151,

152, 154-156] 2

86 92

Klasyfikacja: A [dostepne dane eksperymentalne/Zrodto literaturowe], B [opinia eksperta]. Wynik Delphi w skali 1-9
[0 — catkowity brak zgody z zaleceniem; 9 — petna zgoda z zaleceniem; 5 — bezstronno$¢/niepewnosc], z mozliwoscig
pominiecia pytania na podstawie braku doswiadczenia; uczestnicy bez odpowiedzi lub z niejasng odpowiedzig, lub
wskazujacy, ze nie mieli doswiadczenia w danym zakresie, byli wykluczeni z analizy; wyniki wynoszace co najmniej

8 lub 7 na skali 9-punktowej uznawane byty za wysokie.

EN-ISO 15189 nie okresla, jakie cechy wydajnosci
analitycznej nalezy zweryfikowac [133]. W tabeli llIA,
wymienione sg minimalne wymagania dotyczace
walidacji/weryfikacji, zawarte w wytycznych akredy-
tacyjnych CAP, normie ISO 15189 oraz krajowych
ttumaczeniach/interpretacjach normy ISO 15189.
Walidacja/weryfikacja precyzji (powtarzalnosc¢/
precyzja posrednia), doktadnosci/prawdziwosci, zakresu
pomiarowego, obecnosci interferantdw, stabilnosci,
wartosci referencyjnych i granic decyzji medycznych
to powszechne wymagania. Wedtug COFRAC i NVKC
poréownanie metody z juz stosowang metoda jest
wymagane do weryfikacji [139, 156], podczas gdy
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w innych wytycznych pordwnanie metody nie jest
obowigzkowe do celéw walidacji/weryfikacji, ale jest
wymagane w celu zapewnienia poréwnywalnosci
wynikow przy uzyciu roznych metod, aparatow lub
procedur. W niektérych wytycznych poréwnanie
metody jest réwniez sugerowane w celu weryfikagji
prawdziwosci/doktadnosci [156, 162] lub ustalenia/
weryfikacji wartosci referencyjnych [151]. Niezalezne
od ISO wytyczne CAP wskazujg, ze oprocz najczescie)
spotykanych wymagan nalezy réwniez przeprowadzi¢
ograniczong weryfikacje liniowosci (weryfikacje
zakresu raportowalnego dla trzech punktow [maty/
posredni/duzy]) [151]. W kolejnych akapitach omdéwimy
wyzwania zwigzane z weryfikacjg testow opartych na linii
komdrkowej HEp-2 i przedstawimy przeglad mozliwych
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podejs¢ do zweryfikowania najczesciej spotykanych
minimalnych wymagan.

10.1.1. Weryfikacja nowej metody HEp-2 IFA
Wykrywanie ANA za pomoca HEp-2 IFA jest ztozone
i podatne na zmienno$¢ analityczng [135, 143). Istnieje
wiele czynnikdw, ktdre przyczyniajg sie do tej zmiennosci.
Warunki hodowli, metoda utrwalania (np. metanol,
aceton vs paraformaldehyd) oraz metoda permeabili-
zacji (np. Triton X-100) moga wptynaé na ekspresje,
zabezpieczenie (lub niszczenie) i dostepnosé antygendw
komadrkowych [75, 135, 163]. Optymalne warunki hodowli
i utrwalania moga by¢ zalezne od antygenu [75, 135,
163]. Ponadto na wyniki moga wptywac: drugorzedowe
przeciwciato przytagczone do fluorochromu (izotyp,
gatunek, cechy immunogenu, metoda oczyszczania,
stosunek molowy fluoresceiny/biatka, srodek
zapobiegajacy blaknieciu i stezenie), medium inkuba-
cyjne, roztwor blokujgcey, bufor ptuczacy i medium
zatapiajgce (ang. mounting medium) [135, 162]. Sprzet,
w tym stosowany typ Zrédta Swiatta (stabilne diody LED
vs starsze lampy rteciowo-argonowe), i systemy CAD
oraz zastosowane procedury inkubacji mogg dodatkowo
przyczynic sie do zmiennosci analitycznej [129].

Delavance i wsp. [75] badali zmienno$¢ wzordw Swiecen
zalezng od producenta uzytych szkietek z komaérkami
HEp-2 i stwierdzili, ze opisywany wzor $wiecenia moze
by¢ odmienny dla tej samej surowicy na szkietkach
pochodzacych od réznych producentdw lub réznice te
moga dotyczy¢ klasyfikacji jako dodatni/ujemny. Znacz-
ne réznice zaobserwowano w przypadku cytoplazma-
tycznego wzoru drobnoziarnistego zwigzanego z prze-
ciwciatami anty-Jo-1, wzoru typu PCNA i CENP-F [75].
Zmiennos¢ zalezna od zestawdw testowych zostata
rowniez ostatnio udokumentowana w badaniu opisu-
jacym wyniki EQC przeprowadzonym przez CAP w la-
tach 2008-2018. Zmiennosc ta byta silnie powigzana ze
stosowanymi zestawami, a réznice miedzy zestawami
byty dosc¢ spdjne w czasie trwajgcych 11 lat badan [164].

Tylko ograniczona liczba opublikowanych wytycznych
w kontekscie analizy autoprzeciwciat i/lub ANA oma-
wia proces walidacji/weryfikacji (przeglad w tabeli 11B),
niektdre z nich dotyczg tylko ograniczonych aspektow
[5,47,66,134, 135,137, 162]. Ponadto kilka wytycznych
CLSImoze by¢ przydatnych jako wskazdwki do tworze-
nia proceséw walidacji/weryfikacji (np. CLSI EP12-A2
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[159], CLSI EP15-A3 [158]). Nalezy jednak zaznaczy¢,
ze wytyczna CLSI EP15-A3 zostata opracowana dla
testow ilosciowych i dlatego nie jest tatwo wdrozyc¢ jg
do analizy jakosciowej/pdtilosciowej HEp-2 IFA [158].

Weryfikacja nowej metody ANA opartej na komaérce
HEp-2(000) rozpoczyna sie od kontroli gestosci
komarek, ich dystrybugji, morfologii oraz liczby komadrek
mitotycznych (3-5/pole przy powiekszeniu x200)
[137]. Zalecenia EASI dotyczgce minimalnych wymagarn
weryfikacji testow w kierunku autoprzeciwciat sugeruja
sprawdzenie prawdziwosci (poprzez poréwnanie
metod), odtwarzalnosci i precyzji posredniej, a takze
weryfikacje zakreséw referencyjnych [134], zgodnie
z wymaganiami okreslonymi w normie ISO i krajowych
ttumaczeniach/interpretacjach (tabela I11A).

10.1.1.1. Weryfikacja prawdziwosci
(poprzez porownanie metod)

Kazde laboratorium powinno wykaza¢ w poréwnaniu
metod, ze jego metoda ANA wykrywa gtéwne, klinicz-
nie istotne wzory oraz reaktywnosci antygenowe, za-
rowno w jadrze, jak i w cytoplazmie, biorgc pod uwage
zréznicowanie w rozpoznawaniu wzoréw immuno-
fluorescencji miedzy réznymi producentami testow
HEp-2 [5, 66, 75, 137, 146, 163]. W poréwnaniu metod
zestawia sie powyzej opisang zdolnos¢ metody po-
rownawczej HEp-2 IFA z metodg nowo wprowadzong
/rozwazang HEp-2 IFA, przy czym metodg porownaw-
cza jest albo stara/uprzednio stosowana metoda HEp-
2 IFA, albo, idealnie, kombinacja metod pozwalajgca
na wykrycie wzoréw/swoistych reaktywnosci antyge-
nowych (w tym réwniez SPA). Zgodnie z dokumentem
Brazilian consensus quidelines for detection of anti-cell
autoantibodies zaleca sie, aby kazdg nowo wprowadza-
ng marke przetestowad na panelu surowic reprezentu-
jacych rézne wzory Swiecen, preferencyjnie pokrywaja-
ce rézne kompartmenty komarkowe [66]. Te wytyczne
nie okreslajg wzordw, ktére powinny by¢ uwzglednio-
ne w panely, ale wymieniajg niektore wzory/reaktyw-
nosci, dla ktérych substrat komaorkowy HEp-2 moze
stanowi¢ problem (np. przeciwciata anty-SSA/Ro60,
anty-RNP/Sm, anty-PCNA, anty-CENP-F, anty-Jo-1,
anty-NuMA-T-podobne, anty-NuMA-2, rods and rings).
Niemieckie wytyczne EASI z 2009 roku zalecajg anali-
Ze co najmnie] trzech pozytywnych prébek o réznych
wzorcach fluorescencji wynikajgcych z okreslonej
reaktywnosci przeciwciat (np. centromer, dsDNA,
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SSA/Ro60) [134]. CLSI LA02-A2 zaleca ocene wy-
krywalnosci klinicznie istotnych przeciwciat (dsDNA,
UTRNP. Sm, SSA/Ro60, SSB, Scl-70, CENP, Jo-1) [48].
Probki referencyjne (z okreslonym wzorem i/lub okre-
$long reaktywnoscig) udostepniane sg przez Komi-
tet Standaryzacji Autoprzeciwciat i mozna je zamoé-
wi¢ poprzez strone internetowg (www.AutoAb.org).

Minimalna liczba probek, ktéra powinna by¢
uwzgledniona w procesie poréwnywania metod,
jest przedmiotem dyskusji. Wedtug protokotu
uzytkownika CLSI EP12-A2, dotyczgcego oceny
wydajnosci testow jakosciowych, powinno sie
przetestowac co najmniej 50 probek dodatnich
zaréwno nowa, jak i poréwnawczg metodg (czutose
analityczna) oraz co najmniej 50 prébek ujemnych
dla poréwnawczej metody (swoistos¢ analityczna)
[159]. W ostatnim artykule EASI dotyczacym jakosci
i dobrych praktyk w laboratoriach zajmujgcych
sie chorobami autoimmunizacyjnymi [134]
zaproponowano weryfikacje czutosci i swoistosci
analitycznej z poréwnaniem metod sktadajgcym
sie optymalnie z 50 znanych prébek dodatnich
(czutos$¢ analityczna) i 100 znanych prébek ujemnych
(swoistos$¢ analityczna), z minimalnym wykonaniem
30 poréwnan, w tym z udziatem co najmniej 10 probek
dodatnich i 10 prébek ujemnych. Ten minimalny
prég zostat ustalony na podstawie wymagan do
przeprowadzenia analizy statystycznej Kappa [165].

Rekomendujemy zweryfikowanie (przynajmniej) na-
stepujgcych klinicznie istotnych wzordw | reaktyw-
nosci (. tych, ktére sg uwzglednione w kryteriach
klasyfikacyjnych/diagnostycznych): jadrowego ho-
mogennego (AC-1), jadrowego ziarnistego (AC-4, 5),
jaderkowego (AC-8, 9, 10), centromerowego (AC-3),
ang. multiple nuclear dots (AC-6) i btony jadrowej
(AC-11,12), a takze cytoplazmatycznego ziarnistego
(AC-19, 20) i wzoru cytoplazmatycznego, podobne-
go do AMA (AC-21); oraz reaktywnosci dsDNA, SSA/
Ro60, Sm/RNP, CENPB, Scl70, RNA-polimeraza Il
Jo-1, sp100, gp210 i AMA-M2. Proponujemy, aby
wykrycie kazdego z wyzej wymienionych klinicznie
waznych wzoréw/reaktywnosci byto potwierdzone
(preferencyjnie) w pieciu prébkach na wzér/reaktyw-
nos¢, jesli to mozliwe. Dodatkowo w poréwnaniu na-
lezy uwzgledni¢ co najmnigj 10 prébek ujemnych. Dla
rzadko wystepujacych przeciwciat laboratoria mogg
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odwotac sie do publikacji lub uczestniczy¢ w miedzy-
laboratoryjnych wspdtpracach, takich jak inicjatywa
holenderska w zakresie krajowej walidacji/weryfikacji
testow w kierunku autoprzeciwciat [162]. Optymalnie
probki uwzglednione w poréwnaniu metod powinny
by¢ dobrze scharakteryzowane (np. udokumentowa-
ne wynikami SPAs, kontekstem klinicznym — jesli jest
dostepny —, docelowymi wynikami, np. w przypadku
stosowania prébek EQC lub probek referencyjnych).

Poniewaz ,ztoty standard” dla HEp-2 IFA nie istnigje
I nalezy spodziewac sie réznic w badaniu poréwnaw-
czym pomiedzy nowg metodg HEp-2 IFA a metoda
poréwnawczg, korelacja z okreslonymi reaktywno-
Sciami w SPA i/lub danymi klinicznymi i/lub warto-
Scig docelowg (jesli dotyczy) moze przyczynié sie
do okreslenia ograniczen nowej metody HEp-2 IFA
i/lub poprzedniej metody. Wiedza na temat ograni-
czeni nowego testu powinna by¢ nastepnie wykorzy-
stana do decyzji o potrzebie dostosowania kolejnych
testow (ang. follow-up).

Kazde laboratorium powinno wykazag, ze stoso-
wana przez nie metoda HEp-2 IFA wykrywa gtéw-
ne klinicznie istotne wzory Swiecen oraz gtéwne
klinicznie istotne reaktywnosci antygenowe, za-
rowno w jadrze, jak i w cytoplazmie.

10.1.1.2. Weryfikacja precyzji

Weryfikacja precyzji jest zasadniczym elementem
procesu weryfikacji metody [139, 157, 162]. Ostatnie
zalecenia EASI dotyczgce testéw przeznaczonych
do oceny autoprzeciwciat proponujg przetestowanie
10 powtdrzen probki ujemnej i 10 powtdrzen probki
dodatniej (preferowane sg prébki o matym, Srednim
i duzym mianie), w tej samej i miedzy réznymi seriami
[134]. Liczba powtdrzen proponowana przez EASI jest
zauwazalnie nizsza niz liczba powtérzen sugerowana
w uznanych (miedzynarodowych) wytycznych
dotyczgcych obliczania zmiennos$ci wewnagtrz-
i miedzyseryjnej (np. 30 powtdrzen przez 15 dni,
zgodnie z francuskimi wytycznymi akredytacji [139],
5 powtdrzen przez 5 dni, zgodnie z CLSI EP15-A3 [158]).
Wytyczne EASI opierajg sie na wnioskach Senantaiwsp.,,
ze >10 pomiaréw dla wspdtczynnikéw zmiennosci (CVs;
ang. coefficients of variation) wewnatrz- lub miedzyseryjnej
nie poprawia szacowania precyzji metody, niezaleznie
od rodzaju stosowanego immunotestu [134, 166).
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Ocena precyzji dla testu HEp-2 IFA jest trudna i pre-
ferowana strategia bedzie zaleze¢ od tego, jak sa
oceniane dane: dwumianowo (ang. binomial) (dodat-
ni/ujemny), porzadkowo (ang. ordinal) (miana) lub
w sposaob ciggty (ang. continous) (wyniki Fl).

Jesli wyniki HEp-2 IFA sg traktowane jako surowe
dane dwumianowe/porzadkowe, to celem jest usta-
lenie, jak czesto wyniki réznig sie od tych oczekiwa-
nych, a nie, o ile wyniki sie od nich réznia.

W przypadku testéw jakosciowych najnowsze wy-
tyczne EASI proponujg analize , 10 powtdrzen probek
dodatnich i 10 powtdrzen probek ujemnych w ciggu
kilku kolejnych dni” w celu ustalenia spéjnosci wyni-
kow [134]. Warto zauwazy¢, ze zgodnie z zaleceniem
EASI maksymalna akceptowalna zmiennos¢ dla te-
stu HEp-2 IFA wynosi réznice jednego miana [134].

W przypadku korzystania z systemu CAD wyniki
HEp-2 IFA moga by¢ uwazane za wyniki jakosciowe
I potilosciowe pochodzace z ilosciowego pomiaru
wskaznika Fl, ktory jest swoisty dla danego systemu.
Precyzje mozna wéwczas zweryfikowad, stosujgc
podejscia stosowane w testach iloSciowych [161].
Jednakze specyfikacje odtwarzalnosci dla wiekszosci
pomiaréw Fl swoistych dla poszczegdlnych systemow
sg niepetne (producenci nie okreslajg parametrow
dotyczacych ,nieprecyzji”), teoretycznie wymagana
jest walidacja. Zgodnie z CLSI EPO5A3 precyzje
mozna ustali¢ (walidacja) na podstawie podwajnych
pomiarow uzyskanych w 2 seriach/dzien przez
20 dni [167]. Alternatywnie opublikowane dane
dotyczace odtwarzalnosci pomiaréw Fl zostaty
wygenerowane na podstawie 6-20 powtdrzen
[109,110, 119, 125, 130] i mogg by¢ uznane za
referencje o najwyzszej wartosci w procesie
weryfikacji. Zgodnie z CLSI EP15-A3 precyzje
mozna zweryfikowac przez 5 pomiarow w trakcie
5 dni [158]. Podobne podejscie zaproponowali
Antonelli i wsp. [168]. Ocena akceptowalnosci jest
oparta na tedcie F [158, 168].

Kazde laboratorium powinno zweryfikowac pre-
cyzje stosowanej metody. Sposéb weryfikacji za-
lezy od sposobu przetwarzania danych: dwumia-
nowe (dodatnie/ujemne), porzadkowe (miana) lub
ciggte (wyniki FI).
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10.1.1.3. Weryfikacja/walidacja
szacowania miana koncowego
przez system CAD

Jesli laboratorium zamierza raportowac¢ miano
koncowe, bazujgc na pomiarach Fl przez
system CAD (na pojedynczym rozcieficzeniu
lub na serii rozcienczen), to korelacja pomiedzy
tzw. single well titer, czyli mianem obliczonym
na podstawie pojedynczego rozcienczenia
probki (szacowalnym mianem) a mianem
koricowym (okreslonym na podstawie szeregu
rozcienczen) powinna zosta¢ udokumentowana.
Korelacja pomiedzy pomiarami Fl a mianami
zostata udokumentowana dla kilku systemoéw CAD
HEp-2 IFA[107-110, 116, 119, 122, 127]. Wykazano
wystepowanie roznic miedzy mianem koncowym
a 0szacowanym mianem na podstawie Fl zmierzonej
dla pojedynczego rozciericzenia (ang. single well titer)
przez systemy CAD. Na przyktad belgijskie badanie
wieloosrodkowe, przeprowadzone w systemie CAD
NOVAVIEW®, wykazato akceptowalne przeszacowanie
0 jedno miano w 36% probek, ale réznice wynoszgca
>2 miana w 16,5% probek o wzorze swiecenia
centromerowym lub jgderkowym [125].

Zastosowanie oszacowanego przez CAD miana
na podstawie pojedynczego rozcienczenia probki
Mma Swoje ograniczenia, a parametry podawane
przez producenta powinny zosta¢ zweryfikowane
poprzez poréwnanie z mianem koricowym dla
najczestszych wzordw swiecen.

10.1.1.4. Weryfikacja urzgdzenia do
pipetowania
Chociaz wydajnos¢ urzadzenia do pipetowania moze
by¢ uwazana za odpowiedzialno$¢ producenta, moze
tez by¢ rozpatrywana jako zmienna lokalna, ktéra powin-
na by¢ zweryfikowana [162]. Awaria automatycznego
urzadzenia do pipetowania moze przyczynic sie do
zmiennosci analitycznych, takich jak fluktuacje inten-
sywnosgci fluorescengji [131, 132] lub zanieczyszczenie
na skutek przeniesienia materiatu powodujgce zmiane
wzorow swiecen ANA w réznych rozcienczeniach tej sa-
mej surowicy (doswiadczenie osobiste M. Vercammen).
Weryfikacje urzadzenia do pipetowania mozna przepro-
wadzi¢ poprzez testy powtarzalnosci/odtwarzalnosci
oraz protokoty zapobiegania przenoszeniu materiatu
(ang. carry-over protocols).
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10.1.1.5. Weryfikacja liniowosci,
zakresu pomiarowego, efektu
prozonowego, interferencji,
miareczkowania koniugatu

Wedtug EASI ocena liniowosci i zakresu pomiaro-
wego, efektu Hooka lub efektu prozonowego, inter-
ferencji oraz ogoélnych problemaw, takich jak stabil-
nosc lub przeniesienie materiatu, sg mniej istotne
przy stosowaniu zestawow CE-1VD do badan au-
toprzeciwciat, takich jak HEp-2 IFA [134]. Niemnigj
kwestie te powinny zosta¢ uwzglednione w raporcie
weryfikacyjnym. Nalezy zauwazy¢, ze efekt prozono-
wy moze wystgpi¢ w testach HEp-2 IFA [169, 170].

Normy CLSI I/A02-A2 oraz wytyczne brazylijskie
proponujg miareczkowanie koniugatu, takze w przy-
padku, gdy stanowi on czes¢ zestawu odczynnikow
[5, 48, 66, 134]. W takiej sytuacji zestaw bedzie uzy-
wany poza instrukcjg producenta i konieczna be-
dzie walidacja metody, a nie tylko jej weryfikacja.
W przypadku dobrych systemdw mikroskopowych
sugerujemy ocene zestawu zgodnie z instrukcja-
mi producenta.

10.2. Kliniczna walidacja/weryfikacja
Wedtug normy ISO 15189, dyrektyw CE IVDR, CAP
oraz nowych przepisow z 2017 roku dotyczgcych wy-
robéw medycznych, producent ma obowigzek prze-
prowadzenia walidacji klinicznej testu oznaczonego
znakiem CE/FDA, ktory jest uzywany przez labora-
torium bez dokonywania modyfikacji [133, 150-152,
155]. Zgodnie z propozycjg EASI [134] nalezy pod-
kresli¢, ze informacje dotyczace walidacji klinicznej
powinny by¢ udostepniane klientom.

Jednakze krajowe przepisy moga formutowac do-
datkowe wymagania. Na przyktad w Belgii, Holandii
i we Francji specjalista medycyny laboratoryjnej od-
powiada za walidacje/weryfikacje kliniczng, nawet
gdy uzywane sg testy oznaczone CE-IVD [139, 157,
162). Decyduje, ktére aspekty nalezy zbadac i w jaki
sposéb. Przyktadowo holenderskie CMI sugeruje,
ze weryfikacje klinicznej czutosci mozna osiggnac
poprzez udokumentowane uzasadnienie (np. od-
wotujac sie do danych walidacji wieloosrodkowej)
[162]. Wedtug CAP laboratoria nie sg zobowigzane
do podawania interpretacji klinicznych [151, 155].
Ale jesli to robig, mogg odwotac sie do danych pro-
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ducentow. ,Nowe" interpretacje kliniczne powinny
by¢ zweryfikowane, ale w przypadku rzadkich sta-
now lub dobrze znanych zastosowan testu odwo-
fanie sie do recenzowanych czasopism naukowych
jest dopuszczalne [151].

10.2.1. Kliniczna walidacja nowej metody
HEp-2 IFA

Wytyczne CLSI I/LAQ2-A2 dotyczgce jakosci
oznaczen ANA zalecajg weryfikacje czutosci
i swoistosci klinicznej, jak réwniez wartosci
referencyjnych [48]. Kliniczna walidacja polega na
analizie wynikéw pacjentéw dobrze zdefiniowanych
klinicznie (np. spetniajgcych kryteria klasyfikacyjne)
oraz kontroli. Klasycznie wigze sie to z okresleniem
diagnostycznej czutosci i swoistosci dla punktu
odciecia (progu cut-off) zaproponowanego przez
producenta. Jednak, jak wyzej argumentowano,
proponujemy ustanowienie dla wynikéw testu
(miano, FI) swoistych wskaznikéw LR, poniewaz
zwiekszajg one wartosé kliniczng. Mozna tego
dokona¢ w badaniach (wieloosrodkowych)
z udziatem immunologdw, lekarzy i producentow
testow laboratoryjnych. Aby ustali¢ wskaznik
LR swoisty dla wyniku testu, niezbedne jest
przebadanie duzej liczby pacjentéw dobrze
scharakteryzowanych klinicznie (od ktérych prébki
sg pobierane w momencie diagnozy) i 0séb z grupy
kontrolnej (najlepiej oséb chorych). Przyktadowo
niedawne badanie, ktére postuzyto ustaleniu
wskaznikéw LR swoistych dla wynikéw testu HEp-
2 IFAi SPA, obejmowato >400 prébek pacjentow
i >700 prébek kontrolnych [57]. Przy zatozeniu, ze
techniczna jakosc¢ testu jest dobrze zwalidowana
i skontrolowana, prawdopodobne jest, ze te cechy
wydajnosci diagnostycznej sg mniej podatne na
zmienne lokalne. Dlatego twierdzimy, ze takie
badania nie powinny/nie moga by¢ przeprowadzane
przez kazde pojedyncze laboratorium. Inicjatywy
krajowe dotyczace walidacji/weryfikacji, takie
jak grupa robocza holenderskiego CMI, moga
zmniejszac indywidualne wymagania, ktére muszg
zostaé spetnione podczas wprowadzania nowych
testow do laboratoriow [162]. Preferowane sg
wieloosrodkowe badania walidacyjne z prébkami
diagnostycznymi zamiast pordwnywania metod
przez poszczegolne laboratoria przy uzyciu probek
nienadajgcych sie do diagnostyki [162].
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Zgodnie z norma ISO 15189, dyrektywami CAP oraz
nowymi przepisami dotyczgcymi IVD z 2017 roku
producent jest odpowiedzialny za walidacje klinicz-
na testu oznaczonego znakiem CE/FDA. Krajowe
przepisy mogg formutowac dodatkowe wymagania.

Walidacja metody HEp-2 IFA powinna by¢ wyko-
nywana w duzych badaniach wieloosrodkowych,
obejmujgcych wystarczajgcg liczbe probek
pobranych od pacjentéw z doktadnym opisem
ich sytuacji klinicznej oraz probek kontrolnych.
Takie badania powinny umozliwi¢ oszacowanie
wskaznika LR swoistego dla wyniku.

11. ANATIVDR

W maju 2017 roku opublikowano rozporzadzenie do-
tyczgce wyrobdw medycznych do badan in vitro (EU)
2017/746 (IVDR; In-Vitro Diagnostic Medical Devices
Regulation), ktére miato wejs¢ w zycie w 2022 roku
[152]. Urzadzenia do wykonywania testu ANA me-
todg HEp-2 IFA s3 objete tymi regulacjami i musza
spetniac¢ ich wymogi. Zgodnie z klasyfikacjg okre-
Slong w IVDR wszystkie urzadzenia sg podzielone
na klasy A, B, C i D: od niekrytycznych (A) do wysoce
krytycznych (D), uwzgledniajgc przeznaczenie urzg-
dzen i ich nieodtaczne ryzyko. Urzgdzenia stuzgce
do badari ANA wchodzg w sktad grupy B, ktéra jest
domysing klasg dla wszystkich parametréw, a ktére
nie mieszcza sie w zakresie zadnych okreslonych
zasad. Jest to gtdéwnie spowodowane tym, ze urza-
dzenia HEp-2 IFA nie stuzg do testowania w kierun-
ku obecnosci czynnikdw zakaznych.

Ponadto konieczne jest udokumentowanie wydajnosci
klinicznej testu w ramach jego zamierzonego
zastosowania oraz aktualizowanie tych informac;ji
w czasie uzytkowania danego urzgdzenia. Aktualizacja
ta obejmuje planowane monitorowanie przez
producenta nowosci naukowych i zmian w praktyce
medycznej. Odpowiednie nowe informacje powinny
sktoni¢ do ponownego przebadania kliniczne]
skutecznosci urzgdzenia. Wytyczne dotyczace
spetnienia tych wymagan mozna znalez¢ na stronie
MedTech Europe (https://www.medtecheurope.org/
resourcelibrary/clinical-evidence-requirements-for-ce-
certification-under-the-in-vitro-diagnostic-regulation-
in-the-european-union/).
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Waznym punktem jest stosowanie zharmonizowa-
nych standardéw. Urzadzenia, zgodne z odpowiednimi
zharmonizowanymi standardami, ktére zostaty wy-
mienione w Dzienniku Urzedowym Unii Europejskiej,
uwaza sie za zgodne z wymaganiami. Przyktadem ta-
kiego standardu jest EN 13612:2002 Ocena dziatania
wyrobéw medycznych do diagnostyki in vitro (https:/
standards.iteh.ai/catalog/standards/cen/26676c¢14-
-f7c5-4f6c-b054-ffbd4199af54/en-13612-2002).

Krytyczng kwestig w odniesieniu do wykazywania
klinicznej skutecznosci testow HEp-2 IFA jest fakt,
ze ANA moga wystepowac wiele lat przed kliniczng
manifestacjg choroby [171]. Konieczne bytoby wiec
wykazanie wartosci predykcyjnej testu w przypadku
subklinicznej postaci choroby.

12. REKOMENDACJE/STANOWISKA -
PUNKTACJA DELPHI

Ostatecznie w tym badaniu zostato sformutowanych
35 rekomendacji/stanowisk i zostaty one podsumo-
wane w tabelach | i Il oraz podzielone na dwie pod-
grupy. Pierwsza podgrupa dotyczy réznych aspektow
metodologicznych analizy ANA, gtdwnie skoncen-
trowanych na HEp-2 IFA (tab. I). Druga podgrupa
dotyczy aspektow walidacji/weryfikacji IFA i obej-
muje zarowno walidacje analityczng, jak i kliniczng
(tab. Il). Dla kazdej rekomendacji podano mediane
wynikéw Delphi i % wysokich wynikéw (tab. I 11).
Wiecej szczegotow na temat wynikéw mozna zna-
lez¢ w tab. IV.

Podsumowujac, ogdlna odpowiedz wyniosta 93%
z minimalna liczbg niejasnych (lub braku) odpowiedzi
(0,3%). Srednie zgtaszane niedo$wiadczenie w réz-
nych dziedzinach wyniosto 9% (zakres 1-32%), przy
czym najistotniejszy brak niedoswiadczenia zgto-
szono w odniesieniu do zalecer zwigzanych z CAD
(rekomendacje 15-18 [11-24% niedo$wiadczonych],
rekomendacja 25 [32% niedoswiadczonych] i reko-
mendacja 33 [16% niedo$wiadczonych]).

Ogolnie 85% (4114 z 4832) wszystkich zgtoszonych
wynikow byto powyzej 7 (zgoda sie lub zgoda catko-
wita), 95% wynikéw byto powyzej 6 (umiarkowana
zgoda, zgoda i catkowita zgoda), co wskazuje na sil-
ne miedzynarodowe poparcie dla zaproponowanych
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rekomendacji. Wystepujg rowniez wizualizacje wy-
nikdw w postaci mapy cieplnej dla kazdego regio-
nu/kraju (ryc. 1) oraz wykresy rozktadu dla kazdej
rekomendacji (ryc. 2).

13. PODZIEKOWANIA

Dziekujemy krajowym zespotom EFLM (Croatian
Society of Medical Biochemistry and Laboratory
Medicine, the Georgian Laboratory Medicine
Association, the Estonian Society of Laboratory
Medicine, the Italian Society of Clinical Biochemistry
and Clinical Molecular Biology, the Lithuanian Society
of Laboratory Medicine, the Portuguese Society of
Clinical Chemistry, Genetics and Laboratory Medicine,
the Slovenian Association for Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine, the Spanish Society of
Laboratory Medicine and the Turkish Biochemical
Society) za ich cenne uwagi i sugestie. Dziekujemy
wszystkim ekspertom uczestniczgcym w kwestio-
nariuszu Delphi (runda 2) (zrealizowana na podstawie
poszczegdlnych regionéw geograficznych/krajow):
Manfred Herold (Rheumatology Laboratory, Medical
University of Innsbruck, Innsbruck, Austria); Andrea
Griesmacher (Central Institute of Clinical and Chemical
Laboratory Diagnostics, University Hospital of
Innsbruck, Austria), Georg Endler (labors.at, Vienna,
Austria); Jorg Hofmann (Institut fir Labormedizin,
Sozialmedizinisches Zentrum Ost, KAV Wien, Austria);
Nikolaus Wick (Speziallabor Wick, Innsbruck, Austria);
Ulrike Demel (Clinical Department for Rheumatology
and Immunology, University Hospital of Graz, Austria);
Lieve Van Hoovels (Department of Laboratory
Medicine, OLV Hospital, Aalst, Belgium); Khadija Guerti
(Department of Clinical Chemistry, Antwerp University
Hospital, Edegem, Belgium); Laurence Lutteri
(Department of Clinical Chemistry, University Hospital
Liege, Liege, Belgium); Sylvie Goletti (Cliniques
Universitaires Saint-Luc, Brussels, Belgium); Sofie
Schouwers (Department of Laboratory Medicine, GZA
Hospitals, Antwerp, Belgium); Sara Vijgen (Department
of Laboratory Medicine, Jessa Hospital, Hasselt,
Belgium); Ana Kozmar (Department of Laboratory
Diagnostics, University Hospital Centre Zagreb,
Zagreb, Croatia); Katarina Gugo (Department of
Medical Laboratory Diagnostics, University Hospital
Center Split, Split, Croatia); Jasna Pavela (Institute of
Clinical Laboratory Diagnostics, Osijek University
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Hospital, Osijek, Croatia); Lovorka DBerek (Clinical
Department of Laboratory Diagnostics, University
Hospital Dubrava, Zagreb, Croatia); Vedrana Drvar
(Clinical Department of Laboratory Diagnostics,
Clinical Hospital Center Rijeka, Rijeka, Croatia); Andrea
TeSija Kuna (Department of Clinical Chemistry, Sestre
Milosrdnice University Hospital Center, Zagreb,
Croatia); Raivo Uibo (Department of Immunology,
Medical Faculty, University of Tartu, Estonia); Kaja
Metskdila (United Laboratories, Tartu University
Hospital, Tartu, Estonia); Liisa Kuhi (Central Laboratory,
Diagnostic Clinic, East Tallinn Central Hospital, Tallinn,
Estonia); Meeli Glikmann (Clinical Chemistry
Department, Synlab Eesti OU, Tallinn, Estonia); Anna-
-Maija Haapala (Department of Immunology, Fimlab
laboratories, Tampere, Finland); Jari Karhukorpi
(ISLAB, Finland); Arno Hanninen (Turku University
Hospital, Finland); Lucile Musset (Department of
Immunology, CHU Pitié Salpétriere-Ch Foix, APHP,
Paris, France); Marie Senant (Cerballiance, Lisses,
France); Marie-Agneés Dragon-Durey (Hopital
Européen Georges Pompidou, Université Paris Cité,
APHP Paris, France); Pascale Ghillani (Department
of Immunology, CHU Pitie-Salpétriere-Ch Foix, APHP,
Paris, France); Dumestre-Pérard Chantal (Grenoble
Alpes University Hospital, Grenoble, France); Nicole
Fabien (Service d'Immunologie, Hospices Civils de
Lyon, Lyon, France); Ulrich Sack (Institute of Clinical
Immunology, University Hospital Leipzig, Germany),
Bernard Schliiter (Center for Laboratory Medicine,
University Hospital Muenster, Muenster, Germany);
Martin Blithner (Autoimmunity, MVZ Laboratory PD
Dr. Volkmann & colleagues, Karlsruhe, Germany);
Oliver Frey (Institute of Laboratory Medicine,
Brandenburg Medical School Theodor Fontane,
Brandenburg, Germany); Rudolf Gruber (R&D, bene
pharmaChem GmbH & Co. KG, Geretsried, Germany);
Thorsten Krieger (Autoimmunity Laboratory, MVZ
Rheuma GmbH, Hamburg, Germany); Dirk Reinhold
(Institute of Clinical Immunology, University Hospital
Magdeburg, Magdeburg, Germany); Dimitrios P.
Bogdanos (Department of Rheumatology and Clinical
Immunology, Faculty of Medicine, School of Health
Sciences, University of Thessaly, University General
Hospital of Larissa, Larissa, Greece); Kalliroi
Tsalimalma (Department of Immunology, General
Hospital Athens “Laiko”, Athens, Greece); Christina
Tsigalou (Laboratory of Microbiology, University
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General Hospital of Alexandroupolis, Thrace, School
of Medicine, Democritus University Of Thrace,
Alexandroupolis, Greece); Christos Liaskos
(Department of Rheumatology and clinical
Immunology, University Hospital of Thessaly, Larissa,
Greece); Alexandra Tsirogianni (Department of
Immunology-Histocompatibility, “Evaggelismos”
General Hospital of Athens, Athens, Greece); Eleni
Patrikiou (Laboratory of Rheumatology and Clinical
Immunology, Faculty of Medicine, School of Health
Sciences, University of Thessaly, Larissa, Greece);
Gabor Nagy (Department of Laboratory Medicine,
Faculty of Medicine, University of Debrecen,
Debrecen, Hungary); Eszter Nagy (National Institute
of Locomotor Diseases and Disabilities; Department
of Laboratory Medicine, Semmelweis University,
Budapest, Hungary); Katalin Huszar (Central
Department of Laboratory Diagnostics, Military
Hospital, Hungarian Defense Forces Medical Center,
Budapest, Hungary); Péter Antal-Szalmas
(Department of Laboratory Medicine, Faculty of
Medicine, University of Debrecen, Debrecen,
Hungary); Péter Gergely (Department of Laboratory
Medicine, Semmelweis University, Budapest,
Hungary); Zsuzsanna Beleznay (Department of
Laboratory Medicine, Semmelweis University,
Budapest, Hungary); Boris Gilburd (Research Unit
of Autoimmune Diseases and the Department of
Medicine ‘B, Sheba Medical Center, Tel-Hashomer,
Israel); Maria Infantino (Immunology and Allergology,
Laboratory, S. Giovanni di Dio Hospital, Florence,
[taly); Luigi Cinquanta (IRCCS SYNLAB SDN Naples,
Italy); Mariangela Manfredi (Immunology and
Allergology, Laboratory, S. Giovanni di Dio Hospital,
Florence, Italy); Pesce Giampaola (IRCCS ospedale
policlinico San Martino Genova/Dimi Universita
Genova, Italy); Boaz Palterer (Careggi University
Hospital, University of Florence, Department of
Clinical and Experimental Medicine, Italy); Nicola
Bizzaro (Laboratory of Clinical Pathology, Azienda
Sanitaria Universitaria Integrata, Udine, Italy); Jan
Damoiseaux (Central Diagnostic Laboratory,
Maastricht University Medical Center, Maastricht,
The Netherlands); Caroline Roozendaal (Department
of Laboratory Medicine, University of Groningen,
University Medical Center Groningen, Groningen,
The Netherlands); Marco Schreurs (Laboratory
Medical Immunology, Erasmus MC, University
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Medical Center Rotterdam, The Netherlands); Renate
van der Molen (Laboratory of Medical Immunology,
Radboud UMC, Nijmegen, The Netherlands); Henny
Otten (Center of Translational Immunology, University
Medical Center Utrecht, Utrecht, The Netherlands);
Hetty Bontkes (Laboratory Medical Immunology,
Dept Clinical Chemistry, Amsterdam UMC, location
VUmc, Amsterdam, The Netherlands); Tatjana Sundic
(Department of Immunology and Transfusion
Medicine, Haugesund Hospital, Haugesund, Norway);
Hristina Andreeva (Laboratory Medicine Department,
Diagnostic Clinic, University Hospital of North
Norway, Tromsg, Norway); Yi Hu (Lillehammer
hospital for Rheumatic diseases, Lillehammer,
Norway); Irina P Midtgard (Rheumatological
department, Northen Bodoe Hospital, Norway); Livia
Bajelan (Oslo University Hospital, Oslo, Norway);
Katarzyna Fischer (Individual Laboratory for
Rheumatologic Diagnostics, Pomeranian Medical
University in Szczecin, Szczecin, Poland); Marek
Brzosko (Department of Rheumatology, Internal
Diseases, Geriatrics and Clinical Immunology,
Pomeranian Medical University in Szczecin, Szczecin,
Poland); Eugeniusz J. Kucharz (Medical University
of Silesia, Katowice, Poland); Bogdan Batko
(Department of Rheumatology and Immunology,
Faculty of Medicine and Health Sciences, Andrzej
Frycz Modrzewski University, Krakow, Poland);
Zbigniew Zuber (Department of Pediatrics, Faculty
of Medicine and Health Sciences, Andrzej Frycz
Modrzewski Krakéw University, Krakéw, Poland);
Piotr Dgbrowski (Department of Rheumatology,
Clinical Hospital No. 2 in Rzeszéw. University of
Rzeszow, Poland); Maria-Jose Rego de Sousa
(Immunopathology and Autoimmunity Department,
Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa,
Lisbon, Portugal); Catarina Castaldo/Margarida
Albuguergue (Immunopathology and Autoimmunity
Department, Centro de Medicina Laboratorial
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