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INFORMAGOES RESUMO
Histérico do artigo: Objetivo: Avaliar o desempenho de um imunoensaio quimioluminescente (CLIA) para os
Recebido em 28 de maio de 2012 anticorpos anti-dsDNA, utilizando como referéncia o teste de imunofluorescéncia indireta
Aprovado em 23 de abril de 2013 (IFI) sobre Crithidia luciliae.

Meétodos: O sistema de automacao foi previamente aprovado com 81% de eficiéncia, 100%
Palavras-chave: de sensibilidade e 82% de especificidade, por processo de validagdo intrinseca em 179
Anti-dsDNA amostras consecutivas de 169 pacientes no inicio de 2011. A seguir, esses pacientes foram
Doengas autoimunes subdivididos em trés grupos de acordo com os resultados da pesquisa dos anticorpos anti-
Lupus eritematoso sistémico -dsDNA nas duas metodologias (reagentes, ndo reagentes e resultados discrepantes).
Quimioluminescéncia Resultados: Na andlise dos dados: 1) 77% (129/169) dos exames haviam sido solicitados por
Imunofluorescéncia indireta médicos reumatologistas; 2) 57% (97/169) das amostras eram de pacientes ltpicos; 3) Os

resultados de CLIA, reagentes e nao reagentes, estavam bem definidos e padronizados; 4)
A automagdo reduziu em 70% as passagens pela técnica manual com seguranca e quali-
dade; 5) A alta prevaléncia de pacientes lipicos e com nefrite entre os resultados de CLIA
falso-positivos corrobora a hipdtese de que o indice real de falsa positividade do CLIA seja
menor que o encontrado inicialmente neste estudo.
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ABSTRACT

Objective: The purpose of this study was to evaluate the performance of a chemilumines-
cent immunoassay (CLIA) to detect anti-dsDNA antibodies, using the indirect immunofluo-
rescence test (IIF) on Crithidia luciliae as a reference.

Methods: The automation system demonstrated 81% efficiency, 100% sensitivity and 82%
specificity according to the intrinsic validation process performed using 179 consecutive
samples from 169 patients in the beginning of 2011. These patients were subsequently di-
vided into 3 groups according to the co-reactivity of anti-dsDNA results using the 2 meth-
ods (reactive, non-reactive and discrepant results).

Results: Upon data analysis, 77% (129/169) of the tests were requested by rheumatologists,
and 57% (97/169) of the samples were from lupus patients. Both the reactive and non-reac-
tive results of the CLIA were well defined and standardised, and automation reduced the
manual labor required by 70% in a safe and high-quality manner. Furthermore, the high
prevalence of patients with lupus and nephritis among the CLIA false-positive results cor-
roborates the hypothesis that the actual index of CLIA false positivity is lower than that

initially found in this study.

© 2013 Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introducgao

A pesquisa dos autoanticorpos anti-DNA de dupla hélice
(anti-dsDNA) é ttil para o diagndstico e seguimento do lipus
eritematoso sistémico (LES),' principalmente nos pacientes
com nefrite lipica.? Ensaios automatizados vém sendo pro-
postos como uma alternativa mais rapida para triagem de
anticorpos anti-dsDNA nos grandes laboratérios.®> Os exa-
mes pela técnica de radioimunoensaio sdo reconhecidos
como métodos mais especificos, porém, sdo cada vez menos
usados porque requerem o uso de material radioativo.* En-
saios automatizados processam grandes volumes de amos-
tras clinicas de maneira rdpida e com menor custo que os
métodos tradicionais.>¢

Implantar um exame sorolégico em laboratério de pa-
tologia clinica requer um processo de validacdo intrinseca
para avaliar o desempenho do teste quando comparado a
um método de referéncia, pelos pardmetros de sensibilida-
de, especificidade e eficiéncia. Essas sdo caracteristicas do
novo teste e ndo da populagdo na qual estd sendo aplicado,
portanto fornecem resultados consistentes, independentes
da prevaléncia da doenga.” Esse novo método de processa-
mento do exame em questao pode ser aprovado para subs-
tituicdo de técnicas (mudanca de fornecedor de reagentes),
melhorar a qualidade (adi¢do a técnica em uso) e/ou dimi-
nuir os custos operacionais do laboratério. Essa rotina nao
necessita de aprovacgao de comité de ética, pois a origem da
amostra biolégica ndo deve ser revelada.

A prevaléncia de resultados positivos do teste FAN Hep-
2 na comunidade do Hospital Geral de Fortaleza (HGF) foi
estudada no periodo de 2002 a 2006, em seis mil amostras,
obtendo-se 84% de resultados negativos,® justificando o in-
teresse de realizar a triagem dos exames de autoimunidade
por método automatizado que reduziria o tempo e as chan-

ces de erros humanos pelo interfaciamento do equipamento
na liberacdo dos resultados negativos.

O objetivo deste estudo é analisar o desempenho de um
imunoensaio quimioluminescente para pesquisa de anticor-
pos anti-dsDNA, utilizando como referéncia o teste de imu-
nofluorescéncia indireta (IFI) sobre Crithidia luciliae. Apés a
aprovacdo de um protocolo interno do Laboratério de Pato-
logia Clinica do HGF para validagdo intrinseca do sistema de
automacao na triagem de anticorpos antinucleares (FAN) e
anti-DNA nativo (anti-dsDNA), foi elaborado um projeto para
analise de prontudrio da amostra clinica envolvida. Referido
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do
HGF sob o numero 060705/11. Os autores assinaram o termo
de fiel depositario e declararam a inexisténcia de conflitos
de interesse.

Material e métodos

Casuistica

No periodo de fevereiro a margo de 2011, as amostras sorolé-
gicas com solicitagao de deteccao de anticorpos anti-dsDNA
encaminhadas para o laboratério do HGF foram examinadas
no setor de imunofluorescéncia que, posteriormente, encami-
nhou o material para o setor de automacao, registrando-se
que os exames foram realizados de forma independente pelas
duas equipes técnicas. Os resultados de IFI foram liberados
em tempo habil, sem prejuizo para os pacientes. A validagéo
intrinseca do sistema de automacéo foi aprovada com 81% de
eficiéncia (resultados concordantes com a IFI), 100% de sensi-
bilidade e 82% de especificidade do método. As informacdes
demograficas (sexo e idade), epidemiolégicas e clinicas (jus-
tificativa da solicitagdo, diagnédsticos, duracdo dos sintomas
e resultados laboratoriais) dos pacientes (n = 169) envolvidos
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neste estudo foram obtidas no banco de dados do laboratério
e nos prontudrios, apés aprovacao do CEP.

As pesquisas de anticorpos anti-dsDNA, solicitadas em
consultas posteriores, nos pacientes que apresentaram re-
sultados discrepantes nas duas metodologias, no periodo de
validagao da CLIA, foram monitoradas por um ano (margo/11
a marco/12), sem interferéncia dos autores deste estudo.

Investigacdo laboratorial

Ensaio de quimioluminescéncia (CLIA): LIAISON_dsDNA
(DiaSorin, Saluggia, Itdlia) é um imunoensaio de CLIA que
utiliza particulas magnéticas revestidas com um oligonu-
cleotideo sintético de dsDNA, o qual assegura a auséncia de
contaminagdo com histonas e outras proteinas nucleares.
Um anticorpo monoclonal, marcado com um derivado do
isoluminol, é usado como anticorpo conjugado para detec-
tar IgG anti-dsDNA.> Todos os procedimentos do ensaio fo-
ram realizados automaticamente, em amostra primdria no
Sistema LIAISON®. O padrao de reatividade foi definido pelo
fabricante como nao reagente (< 20 Ul/mL), zona cinza (20-25
Ul/ml) e reagente (> 25 Ul/mL).

Ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFI): Os exames
foram realizados por método disponivel comercialmente
(Euroimmun, Lubeck, Alemanha), seguindo as recomenda-
¢Oes técnicas do fabricante. Os soros foram diluidos 1/10 em
solugdo salina tamponada com fosfatos e incubados sobre
laminas com o substrato antigénico (Crithidia luciliae), onde
os anticorpos anti-dsDNA presentes ligam-se ao cinetoplas-
to, sendo revelados por uma antigamaglobulina especifica
marcada com isotiocianato de fluoresceina. Em cada rotina
de testes foram realizados controles internos positivos e ne-
gativos. A coloragdo celular foi examinada em microscépio
de fluorescéncia, modelo Nikon YS2H, sob o aumento de 400
vezes. Os soros com resultados positivos na triagem 1/10 fo-
ram apresentados em titulos semiquantitativos.

Anadlise estatistica

Os dados foram compilados em planilha Excel® da Micro-
soft. Foram realizados os testes de sensibilidade, especifi-
cidade e eficiéncia para validagdo de um teste sorolégico,
usando a pesquisa de anticorpos anti-dsDNA por IFI como
teste de referéncia.

Resultados

A avaliacdo intrinseca foi realizada com 179 amostras soro-
légicas analisadas pelas duas técnicas. O ensaio quimiolu-
minescente foi positivo em 41 (23%) amostras, negativo em
132 (74%) e indeterminado (zona cinza) em seis soros (3%).
Os seis soros indeterminados foram agrupados aos positivos
para a avaliacdo de sensibilidade, especificidade e eficién-
cia do método em relagdo a IF1. A comparacdo entre as duas
metodologias revelou: 15 amostras (8,4%) positivas nas duas
técnicas, 132 (73,7%) duplamente negativas, 32 (17,9%) com
resultados falso-positivos e nenhum resultado falso-negati-
vo na CLIA, revelando sensibilidade de 100%, especificidade
de 82% e uma eficiéncia da CLIA de 81%. Apos essa andlise, o

laboratério implantou a triagem dos anticorpos anti-dsDNA
por automacao, na qual os resultados positivos passaram a
ser reavaliados para confirmacdo em IFI. Nesse novo proces-
so de triagem, a fase manual foi reduzida em 74% (132/179)
do esforco total de bancada, limitando a necessidade para
um exame manual em cada quatro testes anteriormente re-
alizados pelo método de IFL.

A amostra clinica da avaliacdo intrinseca (179 amostras
sorolégicas) entre os métodos CLIA e IFI envolvia 169 pacien-
tes, com oito soros duplicados e um triplicado. Os resultados
de CLIA das amostras multiplas foram negativos em sete pa-
cientes com soros duplos, discrepante em um paciente (32
e 13,8 Ul/mL) e positivo no paciente com trés solicitagoes
de pesquisa de anticorpos anti-dsDNA no periodo de dois
meses (154,6, 46 e 37,5 Ul/mL); todos esses soros foram nega-
tivos pelo método de IFI. Uma andlise desses resultados serd
apresentada posteriormente.

As caracteristicas demograficas e epidemiolédgicas des-
ta casuistica estdo demonstradas na tabela 1. Os pacientes

Tabela 1 - Caracteristicas epidemiolégicas da casuistica
(n = 169)

Caracteristicas da amostra clinica n (%)
Sexo
Masculino 16 (9)
Feminino 153 (91)
Faixas etarias (anos) (n = 166)®
Criancas (< 11) 3 (2%)
Adolescentes (12 a 19) 20 (12%)
Adultos
20-29 54 (33%)
30-39 43 (26%)
40-49 28 (17%)
50-59 12 (7%)
60-69 6 (4%)
Clinica solicitante do exame
Reumatologia 123 (73%)
Clinica Médica 19 (11%)
Nefrologia 7 (4%)
Ginecologia/Obstetricia 7 (4%)
Reumatologia pediatrica 6 (4%)
Outras clinicas® 7 (4%)
Diagnostico dos pacientes
LES 92(54%)
Sindrome de superposicdo com LES 5 (3%)
Investigacdo de doenca autoimune© 55 (33%)
Outras doengas autoimunes 17 (10%)
SAAF primaria 4
Artrite reumatoide 3
Vasculite 2
Doenca de Devic 2
Doenga mista do tecido conjuntivo 1
Sindrome de Sjégren 1
Espondilite anquilosante 1
Esclerose sistémica linear 1
Tireoidite autoimune 1
Esclerose multipla 1

LES, lipus eritemetoso sistémico; SAAF, sindrome do anticorpo
antifosfolipide.

2Trés pacientes ndo tinham prontudrios e as idades ndo estavam
referidas no laboratério.

"Emergéncia, endocrinologia, neurologia e UTI).

°Os pacientes sem prontudrios (trés) foram incluidos neste grupo.
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foram classificados pelos diagnésticos firmados em prontu-
ario; 1/3 da casuistica (55 pacientes) foi referido como pa-
cientes sob investigacdo diagnoéstica, mediante suspeitas
clinicas, com as solicitagdes dos exames justificadas pela
presenca de diversos sinais ou sintomas (ex: artralgias, ar-
trites, insuficiéncia renal, anemia hemolitica, purpura, Ray-
naud e parestesias etc.) relacionados ou presentes na doen-
ca lapica.

Os pacientes foram subdivididos em trés grupos defini-
dos na tabela 2, de acordo com os resultados encontrados
na pesquisa dos anticorpos anti-dsDNA pelas duas meto-
dologias. Os soros do Grupo I pertenciam a 15 pacientes
lapicos (12 com diagnoéstico anterior de nefrite lupica; um
com serosite; outro com LES ha sete meses, apresentan-
do provas de atividade inflamatéria positivas, linfopenia
e consumo das fragdes C3 e C4 do complemento; e o ulti-
mo paciente, portador de ARJ, em tratamento ha dois anos,
apresentou nesta reavaliacdo laboratorial os exames de
FAN e anti-dsDNA positivos, nove meses antes de preen-
cher os critérios para o diagnéstico de LES). Os resultados
da triagem do anticorpo anti-dsDNA na técnica de CLIA nos
15 soros permaneceram no intervalo entre 240 Ul/mL e 32,6
Ul/mL, com média de 167 Ul/mL, mediana de 198 Ul/mL e
moda de 240 Ul/mL; e os titulos na IFI variaram de 1/640
a 1/20; onze soros apresentaram leituras maiores que 125
Ul/mL na CLIA e titulo na IFI de 1/320 ou 1/640; os valores
encontrados nos quatro soros restantes (63, 39, 36 e 32,6 Ul/
mL) revelaram titulos de 1/320, 1/20, 1/160 e 1/320, respec-
tivamente.

As informacoes relevantes registradas nos prontuérios
de cada paciente do Grupo II (quadro clinico e alteragdes
laboratoriais, com as justificativas para solicitagcao dos exa-
mes de anti-dsDNA) podem ser vistas na tabela 3, onde se
evidencia que 87% (26/30) dos casos rotulados como falso-
positivos na CLIA eram portadores de LES e 65% (17/26) des-
ses pacientes tinham diagnédstico anterior de nefrite ldpica,
com descricdo de sinais e/ou sintomas de atividade da do-
enca na evolugdo médica em 50% (13 casos); alteragdes la-
boratoriais isoladas, compativeis com doenca em atividade

Tabela 2 - Definigdo de estratos para anilise (n = 169)

Grupo Definicao Estrato n Total
I Amostras positivas LES 15 15
nas duas técnicas
(CLIA e IFI)
1I Amostras positivas LES 24 30
na CLIA e negativas Sindrome de 2
na IFI (falsos- superposi¢do com LES
positivos) Tireoidite autoimune 1
Investigacao de 3
doencas autoimunes
111 Amostras negativas MES 53 124
nas duas técnicas Sindrome de 3
(CLIA e IFI) superposi¢ao com LES
Outras patologias 16
autoimunes
Investigacao de 52

doencas autoimunes

CLIA, imunoensaio quimioluminescente; IFI, imunofluorescéncia
indireta; LES, lapus eritemetoso sistémico.

estavam presentes em 23% (6/26) dos pacientes (casos 5, 8,
11, 19, 25 e 29).

Os resultados da pesquisa dos anticorpos anti-dsDNA
pela CLIA, no Grupo II (tabela 4), ficou no intervalo de 184-20
Ul/mL, com média de 59 Ul/mL e mediana 45 Ul/mL; quatro
soros (casos 1 a 4) foram positivos com valores cinco vezes
maiores do que o ponto de corte indicado pelo fabricante.
Os soros classificados como zona cinza representaram 3,5%
(6/169) da casuistica estudada.

A situacdo clinica de cada paciente do Grupo II (tabela 4)
foi pareada com o histérico da presenca dos autoanticorpos
e a evolucao da detecgao dos anticorpos anti-dsDNA nos so-
ros desde o inicio da doenca. Os resultados de FAN estavam
disponiveis e eram positivos em 97% (29/30) dos pacientes.
Anticorpos anti-Sm foram detectados em 38% (10/26) dos
pacientes com LES deste grupo. A reatividade pregressa ao
dsDNA (anti-dsDNA por IFI) ocorreu em 50% (13/26) dos pa-
cientes com lapus, porém, esta informagdo néo estava dis-
ponivel em dois pacientes provenientes de outros servigos
(casos 25 e 26); os quatro pacientes em investigacdo diagnods-
tica estavam realizando os exames pela primeira vez (casos
1, 4,12 e 21).

Avaliacoes posteriores dos anticorpos anti-dsDNA foram
solicitadas em 77% (23/30) dos pacientes no prazo maximo
de um ano; dentre os sete pacientes restantes, trés nao eram
portadores de LES (casos 1,12 e 21), trés eram ltpicos em re-
missdo clinica e laboratorial (3,10 e 18) e o caso numero 5,
com remissdo clinica, apresentava hematiria por ocasido da
validacao intrinseca.

Dois pacientes (casos 2 e 17) foram estudados por soros
multiplos; o caso 2, com tripla avaliacdo positiva na CLIA
(154,6, 46 e 37,5 Ul/mL) é portador de LES e nefrite ha quatro
anos e no inicio da doenca (2007) apresentou um resultado
positivo para os anticorpos anti-dsDNA por ELISA (80 U), nao
confirmado em IFI em trés pesquisas realizadas no periodo
de 2009 a 2010; porém, apés um més do quadro convulsivo
o exame por IFI foi positivo; e o caso 17, com resultados dis-
crepantes na CLIA (32 e 13,8 Ul/mL), recebeu o diagnéstico de
LES e nefrite h4 dois meses, permanecendo com a pesquisa
para anticorpos anti-dsDNA por CLIA e IFI negativos apés
seis meses.

Dez pacientes tornaram-se reagentes pela IFI apds um
ano da primeira avaliagdo (casos 2, 9, 23 e 26 até trés meses;
caso 29 apds cinco meses; casos 14 e 15 apds nove meses; e
os casos 7, 20 e 22 no intervalo de 12 meses).

O restante da casuistica (Grupo III) era constituida por
58% (56/97) do total de pacientes com LES, 95% (52/55) do
total de pacientes em investigacao de doengas autoimunes e
pela maioria, 94% (16/17) dos pacientes acometidos com ou-
tras doencas autoimunes. Sete amostras duplicadas na ava-
liacdo intrinseca, pertencentes a cinco pacientes com LES,
um sob investigacdo diagnoéstica e outro com doenga reu-
matoide permaneceram neste grupo. Os resultados de CLIA
no Grupo III revelaram valores no intervalo de 19 a 0,5 Ul/
mL (figura 1), com média de 5,5 Ul/mL, mediana de 4 Ul/mL
e moda de 0,5 UI/mL.

A histéria prévia de reatividade ao dsDNA por IFI em to-
dos os pacientes com LES envolvidos no estudo (n = 97) foi
pesquisada no prontudrio e/ou nos arquivos do laboratério
(tabela 5), constatando-se que 48% (47/97) desta casuistica
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Tabela 3 - Informacoes relevantes dos pacientes do Grupo II (n = 30)

Pac. Sx Id Justificativas para solicitacao de  Tempo Quadro atual
anti-dsDNA Clinico Alteracoes laboratoriais

1 F 35 Artralgia a/e la Em investigagao ANA reagente

2 F 25 LES + nefrite 4a Atividade (convulséo) linfopenia, |C', proteindria

3 F 60 LES 15a Remissao sem alteracoes

4 F 34 Poliartrite aditiva 2a Em investigacdo ANA reagente

5 F 33 LES + nefrite 11la Remissao hematuria ++

6 F 21 LES + nefrite 7m Atividade |C', hematuria, proteinuria

7 F 24 LES mucocutaneo 2m Remissao sem alteracoes

8 F 57 LES 22a Remissao linfopenia

9 F 28 LES + nefrite S5a Atividade anemia, |C', proteiniria

10 F 18 LES + nefrite 2a Remissao? sem alteracoes

11 B 49 LES 5a Remissao PCR+, |C3

12 F 49 Tireoidite autoimune 3a Artralgia hematutria +

13 F 33 LES + nefrite 8a Atividade linfopenia, |C', hematdria

14 F 22 RES) 10 m Remissao sem alteracoes

15 M 13 ILES) 2m Atividade IC'

16 F 43 LES + nefrite Sa Atividade linfopenia, hemattria, proteindria

17 F 34 LES + nefrite 2m Atividade linfopenia, |C', VHS e PCR, hematuria,
proteinuria

18 F 27 LES + DM/PM 4a Remissao PCR

19 F 14 LES mucocutaneo 5m Remissao lC'

20 F 27 LES + nefrite 6a Atividade |C', proteintria

21 F 49 Insuficiéncia renal a/e 1m Em investigacdo proteinuria

22 F 22 LES + nefrite 4a Atividade® hematuria, proteintria

23 F 23 LES + nefrite 7a Atividade® proteinuria

24 F 28 LES + nefrite 3a Atividade® hematuria, proteintria

25 F 19 LES + nefrite Sa Remissao linfopenia

26 M 34 LES + nefrite 3a Atividadea, hemodiélise |C', hematuria, proteinduria,
creatinina

27 F 46 LES + nefrite S5a Atividade® leucocittria

28 F 29 LES + nefrite 18 m Atividade, hemodialise® |C3, proteintria, leucocitiria

29 F 61 LES + ES 10 a Remissao linfopenia, |C',

30 B 22 LES + nefrite 3a Avaliacdo apés gravidez sem alteragoes

Pac, paciente; Sx, sexo; Id, idade; F, feminino; a/e, a esclarecer; a, ano; ANA, autoanticorpo antinucleo; LES, lipus eritematoso sistémico;
C’, complemento; m, més; PCR, proteina C-reativa; M, masculino; VHS, velocidade de hemosedimentagdo; DM/DP, dermatomiosite/

dermatopolimiosite; ES, esclerose sistémica.
2Em vigéncia de pulsoterapia com metilprednisolona e ciclofosfamida.
*Uso de rituximabe no ano anterior.

eram reagentes, com cinco pacientes do Grupo I (positivo
nas duas metodologias) realizando a pesquisa de anticorpos
anti-dsDNA pela primeira vez. A atividade clinica através do
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI)
ndo estava disponivel em todos os prontuarios no periodo
da solicita¢do do exame o que impediu o estudo de evolucao
clinica (periodos de atividade ou remissao da doenca) rela-
cionada com a presenca de anticorpos anti-dsDNA.

Discussao

Atualmente, as técnicas mais comumente usadas para a
deteccdo de anticorpos anti-dsDNA sdo os ensaios imuno-
enziméticos e a IFI, sendo esta ultima mais especifica, de-
tectando anticorpos de moderada e alta afinidade que se
relacionam com atividade do LES.? Os ensaios de ELISA, ape-
sar de serem quantitativos, reprodutiveis e automatizados
apresentam menor precisdo em termos de desempenho cli-
nico, porque detectam autoanticorpos anti-dsDNA de baixa
avidez, que geralmente apresentam pouca relevancia clinica

e podem estar presentes em outras doencas do tecido con-
juntivo, doencas inflamatérias ou infecciosas e em individu-
os normais.'® Nos ultimos anos, uma nova geracao de ELISA
para pesquisa de anticorpos anti-dsDNA foi introduzida no
mercado. Estes novos reagentes caracterizam-se por uma
maior purificagdo dos antigenos, tornando-se mais seleti-
vos, com uma melhor capacidade de detectar anticorpos de
avidez intermedidria e alta.® O método CLIA avaliado neste
estudo esta inserido neste grupo.

O desempenho do ensaio CLIA-LIAISON nesta avaliagao
intrinseca foi satisfatério, apresentando 100% de sensibili-
dade, 82% de especificidade e 81% de eficiéncia na compa-
racdo com a IFI. Este mesmo reagente de CLIA foi testado
pelo Grupo de Estudos de Doencgas Autoimunes da Sociedade
Italiana de Medicina Laboratorial® em uma avaliagdo extrin-
seca,” com uma amostra clinica de 52 pacientes com LES, 28
doentes com outras doencas do tecido conjuntivo, 36 por-
tadores de hepatite pelo virus C (HCV) e 24 pacientes com
outras doencas virais agudas. Os autores encontraram 84,6%
de sensibilidade, 82,9% de especificidade e 83,6% de eficién-
cia do método, resultados semelhantes aos obtidos no pre-
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Tabela 4 - Presenca de autoanticorpos no soro dos pacientes do Grupo II (n = 30)

Pac.  Situagdo clinica atual  Histéria prévia de outros

Histérico de anti-dsDNA

autoanticorpos

Anterior Atual AvaliacOes posteriores
(IFI) CLIA (UI/mL) CLIA (Ul/mL) IFI (titulo) (intervalo)

1 Investigacao ANA anr 183,5 anr anr -
2 Atividade ANA NR 154,6 49,0 1:80 1m
3 Remissao ANA R 134,1 anr anr -
4 Investigacao ANA, Cardio Ge M anr 125,5 anr NR 5m
5 Remissao ANA, Sm, Cardio Ge M R 111,1 anr anr -
6 Atividade ANA, Sm, RNP NR 92,5 199,9 NR 10 m
7 Remissao ANA NR 92,1 54,1 1:80 12m
8 Remissao ANA R 85,6 19,0 anr 5m
9 Atividade ANA, Ro, La NR 84,6 189,3 1:320 3m
10 Remissaoa ANA R 68,6 anr anr -
11 Remissao ANA, Sm R 51,5 96 e 15,2 NR 2e6m
12 Investigagao ANA, Ro anr 50,9 anr anr -
13 Atividade ANA, Sm NR 49,5 38,2 e 52 NR 3el2m
14 Remissao ANA NR 452 451 1:160 9m
15 Atividade ANA, Sm, Ro NR 449 26,7 1:80 9m
16 Atividade ANA, Ro, La R 36,1 4,75 anr 12 m
17 Atividade ANA NR 32,0 12,5 NR 6m
18 Remissao ANA R 31,4 anr anr -
19 Remissao ANA, Sm, Cardio G anr 31,1 28,4 NR 3m
20 Atividade ANA, Sm, RNP R 30,2 457 1:80 12 m
21 Investigagao anr anr 28,7 anr anr =
22 Atividade? ANA R 26,6 33,6 1:40 12m
23 Atividade? ANA R 26,5 34,4 1:160 1m
24 Atividade? ANA, Sm, RNP, anti-p NR 25,4 anr NR 2m
25 Remissao ad ad 22,7 22,2 NR 10 m
26 Atividade? ANA, Ro, Cardio G ad 22,1 56,3 1:40 2m
27 Atividade? ANA, RNP R 22,0 456 NR 2m
28 Atividade ANA, Sm, Cardio G NR 20,9 8,33 anr 10 m
29 Remissédo ANA, Sm, RNP R 20,6 32,5 1:40 5m
30 Remissao ANA R 20,3 18,3 anr 11m

Pac, paciente; IFI, imunofluorescéncia indireta; CLIA, imunoensaio quimioluminescente; ANA, autoanticorpo antinucleo; anr, avaliacdo ndo
realizada; NR, nao reagente; m, més; R, reagente; Cardio G, anticardiolipina G; Cardio M, anticardiolipina M; Sm, anti-Sm; RNP, anti-RNP; Ro,
anti-SSa(Ro); La, anti-SSB(La); ad, avaliagdo desconhecida; anti-p, anti-p ribossomal.

2Em vigéncia de pulsoterapia com metilprednisolona e ciclofosfamida; anti-p ribossomal.

sente estudo. A diferenca de sensibilidade pode ser atribuida
a amostra clinica examinada. O trabalho em foco permitiu
analisar o desempenho do teste de automacao para pesqui-
sa de anticorpos anti-dsDNA, segundo a realidade vivencia-
da pela populacao local, onde a maioria (57%) dos pacientes
que realizam este exame sdo portadores de LES. A pesquisa

Ul/mL
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8

o N B~ O

n
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Figura 1 - Frequéncia dos resultados de CLIA (UI/mL) no
Grupo III (n = 124).

italiana envolveu pacientes com HVC, que, eventualmente,
apresentam o teste de CLIA positivo para anticorpos anti-
-dsDNA.°

O desempenho do teste CLIA para afirmar uma reagao
negativa foi adequado neste estudo, com as medidas de ten-
déncia central no Grupo III convergentes em valores infe-
riores a trés vezes o valor maximo de negatividade sugerido
pelo fabricante (até 19 Ul/mL). A baixa frequéncia (3,5%) de
resultados em zona cinza permitiu uma clara defini¢do de
positividade do método. A identificacdo dos pacientes que
constituiram o Grupo III demonstra a especificidade para o

Tabela 5 - Histéria prévia de anti-dsDNA (IFI) nos

pacientes lipicos (n = 97)

Grupo Reagente Nao 1*vez ad  Total
reagente

I 10 0 5 0 15

II 13 10 1 2 26

111 19 32 5 0 56

Total 42 42 11 2 97

ad, avaliacdo desconhecida.




418

REV BRAS REUMATOL. 2013;53(5):412-418

anti-dsDNA utilizado no ensaio; dos 45 soros reagentes em
CLIA, 91% (41/45) eram de pacientes lupicos.

A disponibilizacdo da amostra clinica permitiu ainda uma
andlise qualitativa do tipo de paciente que realiza o exame de
anticorpo anti-dsDNA no hospital, identificando-se um perfil
clinico e epidemiolégico semelhante ao encontrado na pato-
logia lupica onde este autoanticorpo é prevalente.!* A grande
maioria dos pacientes era do sexo feminino, na faixa etaria
dos adultos jovens (20-39 anos), com o Servico de Reuma-
tologia sendo responsavel por mais de 70% das solicitagdes
dos exames. A baixa prevaléncia de criancas e adolescentes
é justificada pelo foco do hospital no atendimento tercidrio
de adultos.

Ap6s a instituicdo da triagem por automacdo na pesquisa
de anticorpos anti-dsDNA, as amostras positivas e com re-
sultados em zona cinza na CLIA sdo testadas por IFI, usando
a Crithidia luciliae como substrato. A implantacdo desta ro-
tina gerou a otimizacdo de tempo e de pessoal operacional
de laboratério,® reduzindo em mais de 70% a necessidade de
técnica manual antes da liberacdo de resultados e diminuiu
também a chance de erros de procedimentos e aleatérios que
comprometem a qualidade e fidelidade dos exames liberados.
A possibilidade de redugdo dos custos sera analisada poste-
riormente, em outro estudo.

Ensaios internacionais recomendam o uso de reagentes
automatizados para pesquisa de anticorpos anti-dsDNA,31215
porém, o método de exceléncia na pratica clinica e laboratorial
para a pesquisa deste autoanticorpo permanece sendo a IFI.1216

Considerando que o painel de métodos laboratoriais para
a deteccdo dos anticorpos anti-dsDNA é continuamente cres-
cente, ensaios tradicionalmente utilizados na rotina de tra-
balho ainda estdo longe de ser padronizados e amplamente
aceitos. Os médicos devem estar cientes que os indices de
concordancia entre laboratérios, a interpretacdo dos resulta-
dos e a precisdo do diagndstico sdo dependentes da variabi-
lidade analitica e da populacgédo de pacientes analisados.” No
presente estudo, as condigbes técnicas do laboratério e o en-
caminhamento das amostras sorolégicas dos pacientes foram
mantidos na rotina normal de trabalho da instituicao.

Este trabalho demonstrou que a triagem dos autoanticor-
pos anti-dsDNA por CLIA é um método seguro (100% de sensi-
bilidade) e rdpido, que melhora a qualidade dos exames ofer-
tados aos pacientes. Entre seus achados, observou-se também
que a maioria dos resultados de CLIA rotulados como falso-
-positivos pertencia a pacientes lupicos em atividade clinica
e/ou laboratorial de doenca, alguns dos quais vieram a se con-
firmar meses depois como positivos por IFI.
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