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RESUMO

Objetivo: Avaliar o desempenho das metodologias de ensaio imunoenzimatico e imunofluorescéncia
indireta para a deteccdo de anticorpos anticitoplasma de neutréfilos em um contexto de
laboratorio clinico de rotina. Métodos: Foram testadas 227 amostras pelas metodologias de
imunofluorescéncia indireta e ensaio imunoenzimatico com especificidades para anticorpos
antiproteinase-3 e antimieloperoxidase. As proporgdes de amostras positivas foram comparadas
por hipdteses de McNemar, e a concordancia foi descrita pelo coeficiente Kappa de Cohen.
Resultados: A concordancia dos testes foi 96,5%, e o coeficiente Kappa obtido foi 0,70 (IC95%:
0,50-0,90; p<0,001). Utilizando a imunofluorescéncia indireta como padrao-ouro, a sensibilidade
do ensaio imunoenzimatico foi de 0,62 e a especificidade, 0,99, com acurécia diagndstica em 96%
dos casos. Algumas amostras apresentaram resultados negativos por ensaio imunoenzimatico e
positivos por imunofluorescéncia. Isso ocorreu em amostras com varios padroes de fluorescéncia,
mas particularmente nos casos com padrdes atipicos. Duas amostras com positividade
antiproteinase 3 foram consideradas negativas por imunofluorescéncia. Conclusao: Os métodos
de ensaio imunoenzimético tiveram alta especificidade, mas sensibilidade inferior. A realizagao da
imunofluorescéncia indireta aumenta a sensibilidade diagnéstica, ao mesmo tempo que a pesquisa
de antiproteinase 3 por ensaio imunoenzimatico também pode agregar poder diagndstico.

Descritores: Doengas autoimunes; Autoanticorpos; Anticorpos, anticitoplasma de neutrdfilos;
Ensaio de imunoadsorgéo enzimatica; Técnica indireta de fluorescéncia para anticorpo

ABSTRACT

Objective: To evaluate the performance of enzyme-linked immunosorbent assay and indirect
immunofluorescence methods for the detection of antineutrophil cytoplasmic antibodies in a
routine clinical laboratory setting. Methods: A total of 227 samples were tested by indirect
immunofluorescence and enzyme-linked immunosorbent assay with antigen specificity for
antiproteinase 3 and antimyeloperoxidase. The proportions of positive samples were compared
by McNemar hypotheses and agreement was described by Cohen’s Kappa coefficient. Results:
The agreement of the tests was 96.5%, and the Kappa coefficient obtained was 0.70 (95%CI:
0.50-0.90; p<0.001). Considering indirect immunofluorescence as the gold standard, the
sensitivity of the enzyme-linked immunosorbent assay was 0.62 and the specificity was 0.99,
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with diagnostic accuracy in 96% of cases. Some samples were
negative in enzyme-linked immunosorbent assay and positive
in indirect immunofluorescence. This situation occurred in all
immunofluorescence patterns, but particularly in atypical patterns.
Two samples with antiproteinase 3 positivity were considered negative
in indirect immunofluorescence. Conclusion: The enzyme-linked
immunosorbent assay had high specificity but lower sensitivity. The
performance of indirect immunofluorescence increases diagnostic
sensitivity, while the search for antiproteinase 3 by enzyme-linked
immunosorbent assay may also add diagnostic power.

Keywords: Autoimmune diseases; Autoantibodies; Antibodies,
antineutrophil cytoplasmic; Enzyme-linked immunosorbent assay;
Fluorescent antibody technique, indirect

INTRODUCAO

A deteccao e a caracterizacao soroldgica de autoanti-
corpos € parte fundamental do diagndstico clinico de
varias doencas autoimunes. Entretanto, os laboratérios
clinicos de referéncia convivem permanentemente com
o dilema de escolher entre os diferentes métodos dispo-
niveis, que podem ser utilizados como triagem ou con-
firmagao dos achados, isoladamente ou em conjunto.
Esses testes comerciais diferem em relagdo a natureza
do substrato, as condigdes para acao dos anticorpos e
ao modo de deteccao dos marcadores, o que pode afe-
tar a sensibilidade e a especificidade de cada um. Em
virtude disso, ha consideravel variabilidade em seus de-
sempenhos, com diferencas evidentes, por exemplo,
entre métodos de ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
de imunofluorescéncia indireta (IFI), que podem inter-
ferir na elaboragao de decisoes clinicas.("

O grupo de autoanticorpos anticitoplasma de neu-
trofilos, conhecido como ANCA, é um relevante
marcador soroldgico de um grupo de enferimidades
conhecidas como vasculites sistémicas, como a gra-
nulomatose com poliangeite (GPA), a poliangeite
microscopica (MPA) e a granulomatose eosinofilica
com poliangeite (EGPA),?? além de desempenhar pa-
pel acessorio no diagnostico diferencial de doencas
inflamatdrias intestinais.®

O método cléssico utilizado pela maioria dos labo-
ratérios para a pesquisa de ANCA em todo o mundo € a
IFI com substrato de neutréfilos humanos fixados em
etanol e/ou formalina. Esse teste ¢ comumente utiliza-
do previamente a realizacao de métodos confirmatdrios
para especificidade antigénicas no proprio laboratdrio
que realizou a triagem ou em laboratdrios de referén-
cia.>® As amostras consideradas positivas a microscopia
podem se apresentar em trés padroes distintos (cito-
plasmatico — cANCA, perinuclear — pANCA ou atipico
— aANCA,), a depender das caracteristicas de fluores-
céncia. O padrao citoplasmatico € mais frequentemente
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causado por anticorpos dirigidos contra a proteinase 3
(PR-3), e associado ao diagndstico de GPA.” Por outro
lado, o pANCA pode estar associado a varios autoan-
ticorpos de especificidades distintas, dentre os quais os
mais clinicamente relevantes sao os anticorpos contra
a mieloperoxidase (MPO),® associados mais frequen-
temente ao diagnéstico de MPA.() Outros antigenos
associados ao pANCA incluem a catepsina G, a lacto-
ferrina e a elastase, por exemplo.® Esses mesmos au-
toanticorpos, no entanto, também podem dar origem
a um padrdo citoplasmatico em alguns pacientes.”
O padrao pANCA ¢é um artefato de técnica causado
pela fixacdo com etanol, em que as membranas dos
granulos se rompem, fazendo com que as proteinas
carregadas positivamente migrem para o nucleo carre-
gado negativamente.® O padrao aANCA, por sua vez,
¢ misto e combina coloragoes citoplasmaticas e peri-
nucleares ou nucleares, apresentando multiplas espe-
cificidades antigénicas.)

Estudos anteriores demonstraram que a especifici-
dade da IFI para a detec¢ao de ANCA ¢ proxima a 93%,
e a sensibilidade esta em torno de 67% a 78%, sendo
necessarios testes adicionais para melhorar este desem-
penho.® O ELISA pode realizar esse papel.) Nesse
caso, sao utilizadas proteinas com especificidades an-
tigénicas individuais — em particular a PR-3 e a MPO.
A determinagido especifica de anticorpos anti-PR3 e
anti-MPO ¢ 1til no diagnostico diferencial das vasculi-
tes sist€micas, particularmente na diferenciacao clinica
entre GPA, MPA e EGPA, condicoes com diversas ma-
nifestacoes clinicas, prognéstico e resposta a terapia.(?

Ainda nao se sabe a razao da discrepancia entre os
resultados obtidos por IFI e ELISA na pesquisa de
ANCA. Uma hipétese € que na IFI podem ser detec-
tados anticorpos contra proteinas ainda desconhecidas,
os quais nao podem ser detectados por ELISA, que uti-
liza proteinas especificas.(!V

Apesar do método classico de pesquisa de ANCA
ser a IFI seguida por confirmacao com ELISA, alguns
estudos recentes questionaram a necessidade da reali-
zacao da IFI,(® enquanto outros sugeriram a utilizagao
simultanea dos dois métodos, mostrando que a combi-
nacao dos dois testes resultaria em sensibilidade e espe-
cificidade de 92% e 99%, respectivamente.®

Torna-se relevante rever o algoritmo diagndstico
para a deteccio de ANCA adotado atualmente.(:131%
Diante desse cenério, o presente estudo comparou os
resultados dos métodos de ELISA e IFI para pesquisa
de ANCA em amostras de sangue coletadas por um la-
boratdrio clinico reconhecido como referéncia para a
realizacao destes testes de pacientes em diferentes esta-
gios de investigacao diagnostica e com suspeitas clinicas
variadas.
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OBJETIVO

Avaliar o desempenho das metodologias de ensaio imu-
noenzimatico e imunofluorescéncia indireta para a de-
teccao de anticorpos anticitoplasma de neutréfilos em
um laboratdrio clinico de referéncia para exames de
autoimunidade, comparando o algoritmo em uso com
outras estratégias de hierarquizacao dos testes de imu-
nofluorescéncia indireta e ensaio imunoenzimatico.

METODOS

Foram utilizadas 227 amostras de soro colhidas de pa-
cientes atendidos pelo laboratério clinico do Hospital
Israelita Albert Einstein (HIAE) entre abril e outubro
de 2016, para os quais a pesquisa de ANCA tinha sido
solicitada pelos médicos destes pacientes, no contexto
de sua investigacao clinica. Amostras de sangue foram
obtidas por sistema de coleta a vacuo (Sarstedt, Alemanha)
padronizado pelo laboratoério do hospital e centrifuga-
das para obtenc¢ao do soro, conforme rotina estabelecida
para a realizagdo da pesquisa de ANCA pelo labora-
torio. Todas as amostras de soro foram testadas pelas
duas metodologias: IFI (Euroimmun®, Alemanha) e
ELISA anti-PR3 e anti-MPO (Inova, Werfen®, EUA).
Os resultados foram inseridos em planilha para a rea-
lizacao de estudos comparativos.

Para a realizagao dos ensaios de ELISA, foram utili-
zados kits diagnésticos com antigenos humanos anti-PR3
e anti-MPO purificados e previamente ligados a pogos
de placas de poliestireno (Inova, Werfen®, EUA). Con-
troles e soros de pacientes pré-diluidos foram adicio-
nados aos diferentes pogos, permitindo que quaisquer
anticorpos PR-3 e MPO presentes, separadamente, se
ligassem aos antigenos imobilizados. Apds etapa de la-
vagem, adicionou-se conjugado IgG anti-humano mar-
cado com enzima a cada pogo. Uma segunda incubagao
permitiu ao conjugado enzimatico ligar-se a quaisquer
anticorpos de pacientes aderidos aos pocos. Depois da
segunda lavagem, para retirar o excesso de conjugado,
o restante da atividade das enzimas foi medido, adicio-
nando um substrato cromogénico especifico e medindo-se
a intensidade da cor que se desenvolve por espectro-
metria, comparando a intensidade da cor desenvolvida
nos pocos do paciente com a cor dos pocos de controle.
Nesse caso, as amostras foram consideradas positivas se
reagentes para anti-PR3 ou para anti-MPO. O valor de
corte utilizado para ambos os ensaios foi de 20 unidades.
Amostras positivas foram subclassificadas em positivas
fracas (de 21 a 30 unidades) e positivas moderadas a
fortes (acima de 30 unidades).

Para a realizacao da IFI, utilizaram-se kits diag-
nostico com neutrdfilos humanos fixados com etanol
(Euroimmun®, Alemanha). Neste ensaio, o soro dos pa-
cientes foi adicionado a lamina com substrato pré-fi-
xado. Em uma segunda etapa, anticorpos marcados
com fluoresceina (conjugados) e direcionados contra
os anticorpos do paciente foram adicionados. As la-
minas foram lidas ao microscopio por dois observado-
res independentes e classificadas em “nao reagentes”
(quando nao se observou fluorescéncia) ou “reagentes”
(quando se observou fluorescéncia). As amostras “rea-
gentes” foram classificadas em trés padroes possiveis de
fluorescéncia: cANCA, pANCA ou aANCA. O padrao
cANCA ¢ detectado pela fluorescéncia no citoplasma
dos neutroéfilos segmentados; o pANCA apresenta
fluorescéncia em torno do ndcleo dos neutréfilos; ja o
aANCA revela diferentes padrdes ou uma combina-
¢ao dos padrodes anteriores.

Na andlise estatistica, foram comparadas as propor-
coes de amostras positivas observadas em cada um dos
testes, por meio de testes de hipoteses de McNemar
(para dados dependentes). A concordancia entre os tes-
tes foi descrita pela proporcao de concordancia e pelo
coeficiente de concordancia Kappa de Cohen, acom-
panhado de intervalo de confianca de 95% (IC95%)
e do valor de p para o teste de hipdteses. As andlises
estatisticas foram conduzidas com o auxilio do pacote
computacional R (R Core Team, 2017), versao 3.4.1, e
adotou-se nivel de significancia de 5%.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP), com parecer final nimero 2.939.366 e
protocolo CAAE: 70390417.5.0000.0071. Foi aceita a
isen¢do do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), parecer nimero 2.274.307.

RESULTADOS

Das 227 amostras testadas, 12 (5,29%) foram positivas
por ELISA e 16 (7,05%) por IFI. Essa diferenga nao
foi significativa pelo teste de hipdtese de McNemar
(p=0,289). Apenas 10 (4,4%) amostras foram positivas
em ambos os métodos (Tabela 1).

Dos 16 casos positivos pela IFI, 8 foram classifica-
dos como padrdao cANCA (Figura 1), dos quais 6 foram
positivos para anti-PR3 e 2 foram negativos nos testes
de ELISA; 5 casos foram classificados como padrao
pANCA (Figura 2), dos quais 3 foram positivos para
anti-MPO, 1 positivo para anti-PR3 e 1 foi negativo
em ambos os testes de ELISA; trés foram classificados
como padrdo aANCA (Figura 3), também negativos
para os testes de ELISA.

einstein (Sao Paulo). 2020;18:1-6



Menezes JM, Rossener R, Silva AP, Rodrigues SS, Mangueira CL

Tabela 1. Descricao geral dos resultados dos exames para anticorpos

anticitoplasma de neutréfilos

Resultados n (%) Mediana (minimo-maximo)
IFI

Negativo 211(93,0)

Positivo 16(7,0)
Padrdo dos positivos

aANCA 3(1.3)

cANCA 8(35)

pANCA 5(22)

Mieloperoxidase (unidade)

Categorias de positividade

2,34(0,97-46,20)

Até 20 222(97,8)

21-30 3(13)

>30 2(09) Figura 2. Padrao perinuclear observado a imunofluorescéncia indireta em neutréfilos
e g 200811500
Categorias de positividade

Até 20 218(96,0)

21-30 2(0.9)

>30 761
ELISA

Negativo 215(94,7)

Positivo 12(5,3)
Categorias de positividade

MPO e PR3 até 20 215(94,7)

MPO ou PR3 21-30 3(13)

MPO ou PR3 >30 9(4,0

IFI: imunofluorescéncia indireta; aANCA: padrao atipico dos anticorpos anticitoplasma de neutréfilo; cANCA: padrdo
citoplasmatico dos anticorpos anticitoplasma de neutréfilo; pANCA: padrao perinuclear dos anticorpos anticitoplasma

de neutrofilo; ELISA: ensaio imunoenzimético; MPO: mieloperoxidase; PR3: proteinase 3.

Figura 3. Padrao atipico observado a imunofluorescéncia indireta em neutréfilos
humanos fixados com etanol. Observa-se fluorescéncia verde-maga com
caracteristicas que nado a definem como um dos dois padroes classicos de
fluorescéncia (citoplasmatico ou perinuclear)

Adicionalmente, dois casos negativos na IFI foram
positivos para ELISA anti-PR3, um com valor entre 21
e 30 unidades e um com valor acima de 30 unidades
(Tabela 2).

Os dois métodos foram concordantes em 10 amos-
tras positivas e em 209 negativas, resultando em concor-
dancia de 96,5% e coeficiente Kappa de 0,70 (IC95%:
0,50-0,90; p<0,001). Esse valor indica concordancia
substancial, mas nao perfeita.

A tabela 3 apresenta as medidas diagnésticas do teste
ELISA para ANCA, tendo a IFI como padrao-ouro, em
que se nota que sua sensibilidade foi de 0,62 e especifici-

Figura 1. Padréo citoplasméatico observado a imunofluorescéncia indireta em
neutréfilos humanos fixados com etanol. Observa-se fluorescéncia verde-maga
em todo o citoplasma dos neutréfilos segmentados, com niicleos negativos

dade de 0,99, mostrando-se um teste mais especifico do
que sensivel, com acuracia diagnéstica em 96% dos casos.

einstein (Sao Paulo). 2020;18:1-6
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Tabela 2. Resultados dos exames de ensaio imunoenzimatico para anticorpos anticitoplasma de neutréfilos

Imunofluorescéncia indireta

Ensaio imunoenzimatico

Negativo Positivo aANCA cANCA pANCA

Negativo 209(99.1) 6(37,5) 3(100,0) 2(25,0) 1(20,0)
Positivo 2(09) 10(62.,5) 0(0,0) 6(75,0) 4(80,0)
Categorias de positividade

MPO e PR3 até 20 209(99.1) 6(37,5) 3(100,0) 2(25,0) 1(20,0)

MPO ou PR3 21-30 1(0,5) 2(12,5) 0(0,0) 1(12,5) 1(20,0)

MPO ou PR3 >30 1(0,5) 8(50,0) 0(0,0) 5(62,5) 3(60,0)
Mieloperoxidase (unidade)

Até 20 211(100,0) 11(68.8) 3(100,0) 6(75,0) 2(40,0)

21-30 0(0,0) 3(18,8) 0(0,0) 2(25,0) 1(20,0)

>30 0(0,0) 2(12,5) 0(0,0) 0(0,0) 2(40,0)
Protease de serina 3 (unidade)

Até 20 209(99.1) 9(56,2) 3(100,0) 2(25,0) 4(80,0)

21-30 1(0,5) 1(6.2) 0(0,0) 1(12,5) 0(0,0)

>30 1(0.5) 6(37,5) 0(0,0) 5(62,5) 1(20,0)

Resultados expressos como n (%).

aANCA: padréo atipico dos anticorpos anticitoplasma de neutrdfilos; cANCA: padréo citoplasmatico dos anticorpos anticitoplasma de neutréfilos; pANCA: padrao perinuclear dos anticorpos anticitoplasma de neutréfilos; MPO: mieloperoxidase;

PR3: proteinase 3

Tabela 3. Medidas diagndsticas do teste de ensaio imunoenzimatico para
anticorpos anticitoplasma de neutréfilos, de acordo com imunofluorescéncia
indireta

Medidas diagnosticas Estimativa

Sensibilidade 0,62 (0,35-0,85)
Especificidade 0,99 (0,97-1,00)
Valor preditivo positivo 0,83(0,52-0,98)
Valor preditivo negativo 0,97(0,94-0,99)
Acurécia diagnostica 0,96 (0,93-0,98)

As medidas foram avaliadas a partir de tabelas de contingéncia.

DISCUSSAO

Resultados negativos ao ELISA foram encontrados
em amostras positivas a IFI com todos os padroes de
fluorescéncia (CANCA, pANCA e aANCA), mas mais
frequentemente nos padroes aANCA. Este achado dife-
re do encontrado por Damoiseaux et al., que sugeriram
nao haver vantagem no uso da IFI, como triagem ou em
associacao ao ELISA, para a pesquisa de ANCA em pa-
cientes com suspeicao diagndstica de vasculites.!?
Harris et al., demonstraram que, em casos de vas-
culite necrotizante sistémica ativa confirmada por bidp-
sia, 0 método de ELISA teve sensibilidade semelhante
(85% versus 88%; p=0,056), porém maior especificida-
de (97% versus 90%; p=0,0006) e valor preditivo positivo
(73% versus 50%; p=0,0013) do que a IFI para a de-
teccao de ANCA. Os autores também mostraram que
a combinagao de imunofluorescéncia ¢ ELISA levou
a um valor preditivo positivo menor em comparacao a

realizacdo apenas do ELISA.(Y Nossos resultados,
porém, sugerem que a realizacdo da IFI em todos os
casos encaminhados para a pesquisa de ANCA aumen-
taria a sensibilidade dos testes, pois classificaria como
positivos pacientes que, sem o uso da IFI, seriam con-
siderados negativos.

Por outro lado, a ocorréncia de duas amostras nega-
tivas a IFI, com positividade para anti-PR3, um autoan-
ticorpo de alta relevancia clinica para o diagndstico de
GPA, sugere que a pesquisa de anti-PR3 por ELISA pre-
viamente ou simultaneamente a realizacio da IFI pode
agregar poder diagndstico ao teste, conforme apresen-
tado em estudos anteriores.*®

Esses dados revelam a necessidade da revisao do
algoritmo diagndstico utilizado atualmente, corroborando
achados de estudos prévios.(34

Nosso estudo, entretanto, possui limitagdes, como a
falta de avaliagao da correlacdo entre os resultados dos
testes laboratoriais e o diagndstico clinico dos indivi-
duos testados. Pretendemos avaliar esta correlacio em
estudos futuros. Além disso, a IFI foi analisada como
padrao-ouro, ndo sendo possivel estimar a sensibilidade
e a especificidade desse método isoladamente.

Em nossa casuistica, o uso combinado de ELISA e
IFI simultaneamente seria a estratégia diagndstica mais
adequada, conferindo maior sensibilidade ao teste de
ANCA e incluindo como positivos todos os pacientes
com autoanticorpos de especificidades antigénicas re-
levantes para o diagnostico diferencial de vasculites sis-
témicas, particularmente aqueles com positividade para
anti-PR3.

einstein (Sao Paulo). 2020;18:1-6



Menezes JM, Rossener R, Silva AP, Rodrigues SS, Mangueira CL

CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que os métodos de ELISA
antimieloperoxidase e antiproteinase 3 utilizados em
conjunto tiveram alta especificidade, mas sensibilidade
inferior.

E possivel concluir que a realizacio da imunofluo-
rescéncia indireta aumentou a sensibilidade do teste de
ANCA em relacao ao uso isolado do ELISA, ao mes-
mo tempo em que a pesquisa de antiproteinase 3 por
ELISA também agregou poder de sensibilidade para
amostras com esta especificidade antigénica. Com base
nestes resultados, € possivel sugerir que o uso combi-
nado de imunofluorescéncia indireta e ELISA simulta-
neamente seria a estratégia diagnostica mais adequada
para a populacdo estudada.
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