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RESUMEN

Las glomerulonefritis rapidamente progresivas (GNRP) de tipo I y Il son formas
de GNRP necrotizante asociadas a anticuerpos anti-membrana basal glomerular
(anti-GBM) y a anticuerpos anticitoplasma del neutréfilo (ANCA) anti-proteinasa-
3 (anti-PR3) y anti-mieloperoxidasa (anti-MPQO). Estas enfermedades tienen aso-
ciado una progresién rapida hacia la insuficiencia renal.

En este estudio hemos comparado los ELISAs semicuantitativos para la deteccién
de anticuerpos anti-GBM, ANCA anti-PR3 y anti-MPO y la técnica de inmunofluo-
rescencia (IFl) con el ELISA rdpido para la deteccion conjunta (en un tiempo de 30
minutos) de estos anticuerpos en pacientes con alta sospecha de GNRP. El valor diag-
nostico de estos ELISAs semicuantitativos y de la técnica de IFl en el diagnéstico de
pacientes con GNRP tipo | o lll es conocido. El test estos de deteccion rapida no ha
mostrado diferencias significativas con los resultados de ELISA anti-GBM, anti-PR3 o
anti-MPO para los tres anticuerpos (p > 0,05). Asimismo, no se han encontrado di-
ferencias significativas en los resultados del test rapido para anticuerpos anti-PR3 y
anti-MPO respecto a los valores de IFl para C-ANCA y P-ANCA (p > 0,05). Su va-
lidez como herramienta diagndstica de las GNRP tipo I y Ill comparada con los ELI-
SAs semicuantitativos y la técnica de IFl ha sido, igualmente, confirmada.

De los resultados de este estudio se desprende que el test de deteccion rapida es
una herramienta tan dtil como el ELISA semicuantitativo anti-GBM en el diagnéstico
de GNRP tipo | y también lo es en el diagnostico de GNRP tipo Ill comparado con
las técnicas de IFl y ELISA semicuantitativo anti-PR3 o anti-MPO. Pero ademas, el test
rapido tiene la ventaja anadida de procurar resultados en sélo 30 minutos y la co-
modidad de combinar tres resultados de tres anticuerpos diferentes en un solo test.
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THE ANCA-GBM ELISA SCREENING TEST: A RAPID TEST FOR THE DIAGNOSIS
OF RAPIDE PROGRESSIVE GLOMERULONEPHRITIDES

SUMMARY

Rapidly progressive glomerulonephritides (RPGN) are forms of necrotizing glo-
merulonephritis associated with anti-glomerular basement membrane (anti-GBM)
and anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) against the antigens proteina-
se-3 (anti-PR3) and myeloperoxidase (anti-MPO). RPGN have a course of rapid
progression to renal failure.

We compared the results from the semiquantitative ELISAs for anti-GMB antibo-
dies, PR3-ANCA and MPO-ANCA and the indirect immunofluorescence technique
(IIF) against a new rapid assay (30 minutes) for the same antibodies in patients with
clinically suspected RPGN. The semiquantitative ELISAs for anti-GBM antibodies and
PR3-ANCA and MPO-ANCA have a proven diagnostic significance in patients with
RPGN I and Ill. There were no significant differences between the ANCA-GBM scre-
ening test and the results from the semiquantitative ELISAs (p > 0.05). We did not
find significant differences between the results for PR3-ANCA and MPO-ANCA from
the ANCA-GBM screening test with C-ANCA and P-ANCA IIF values (p > 0.05). We
also corroborated that the ANCA-GBM screening test is a diagnostic tool for RPGN
I and Ill as useful as the semiquantitative ELISAs and the IFF technique.

The ANCA-GBM ELISA screening test is a tool as useful as the semiquantitati-
ve ELISA against anti-GBM antibodies for diagnosis of RPGN I. The comparison
of the screening ELISA with the IIF technique and the semiquantitative ELISAs
against PR3-ANCA and MPO-ANCA showed similar utility for diagnosis of RPGN
Ill. The advantages of the new screening assay are that three antibodies are tes-
ted at the same time, yielding results in only 30 minutes.

Key words: ELISA screening. Anti-GBM. ANCA. RPGN.

INTRODUCCION

Las glomerulonefritis rapidamente  progresivas
(GNRP) son entidades caracterizadas por el desarro-
llo rapido, a menudo irreversible, de insuficiencia
renal asociado al desarrollo de lesiones glomerulares
inflamatorias con predominio de proliferacion extra-
capilar. La mejor clasificacion se basa en los datos de
la inmunofluorescencia directa sobre el tejido renal y
en la determinacién en suero de varios parametros in-
munolégicos entre los que destacan los anticuerpos
anti-membrana basal glomerular (anti-GBM) o los an-
ticuerpos anti-citoplasma del neutréfilo (ANCA). Entre
los diferentes subtipos de GNRP se identifican las
GNRP tipo | y Ill, formas de glomerulonefritis aso-
ciadas a anticuerpos anti-GBM o ANCA. La GNRP
tipo | y la GNRP tipo Il representan el 75-80% de
todas las glomerulonefritis rapidamente progresivas.
La GNRP tipo | se caracteriza por la presencia en el
suero de anticuerpos anti-GBM y por la deteccién en
la inmunofluorescencia directa de la biopsia renal de
depositos lineales de 1gG y C3 difusos y de ubicacién
capilar. Se observa de modo caracteristico en el sin-
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drome de Goodpasture y en la enfermedad por anti-
cuerpos anti-GBM. Hasta un 30% de estos pacientes
pueden presentar ANCA anti-MPQO', particularmente
aquellos con signos de vasculitis sistémica. La GNRP
tipo Ill suele ser una de las formas de expresion renal
de formas de vasculitis sistémicas como la granulo-
matosis de Wegener (GW), la poliangeitis microscé-
pica (PAM) y las vasculitis limitadas al rinén (VLR).
En ciertos casos, el sindrome de Churg-Strauss (SCS)
puede iniciar su clinica en la forma de GNRP. Estas
entidades se caracterizan por una alta asociacién a la
presencia sérica de ANCA y una inmunofluorescen-
cia denominada pauci inmune en la biopsia renal.
Los anticuerpos anti-GBM en suero son de gran
utilidad en el diagnéstico de la GNRP tipo | mien-
tras que la determinacion de los ANCA es de utili-
dad para el diagnéstico de las formas de GNRP como
la GW o la PAM. La prevalencia de anticuerpos anti-
GBM y ANCA en los pacientes con GNRP oscila
entre el 60 y el 90% segln las diferentes series*® y
el prondstico de pacientes con GNRP tipo | y Il de-
pende en gran medida de la posibilidad de realizar
un diagnostico precoz para poder instaurar rapida-



mente una terapia eficaz®. Es por ello que se reco-
mienda realizar lo antes posible una determinacion
serologica de ANCA vy anticuerpos anti-GBM.

La determinacion serolégica de anticuerpos anti-
GBM se realiza a través de una técnica de ELISA con-
tra el antigeno del extremo C-terminal de la cadena
a3 del colageno tipo IV. Estos anticuerpos estan con-
siderados marcadores biolégicos de las GNRP tipo .
En la practica clinica, se utilizan dos técnicas para
la deteccion de ANCA en suero: la técnica de in-
munofluorescencia indirecta (IFI) sobre neutrdfilos
humanos vy las técnicas de ELISA frente a los antige-
nos purificados proteinasa-3 (PR3) y mieloperoxida-
sa (MPO). La combinacion de ambas técnicas tiene
una alta sensibilidad y especificidad diagndstica de
vasculitis sistémicas idiopaticas'®. Sin embargo, la in-
terpretacion de la técnica de IFI requiere experiencia
y personal cualificado, y el tiempo empleado en la
realizacion de todas estas técnicas, tanto la IFI como
los diferentes tipos de ELISA comentados, puede ex-
ceder las necesidades de diagnéstico precoz de estos
pacientes. Por todo ello, el grupo de los doctores
Westman y cols.”" concibi6 la idea de poner a punto
un nuevo tipo de ELISA rapido que agrupase en un
solo test la deteccion de anticuerpos anti-GBM,
ANCA anti-MPO vy anti-PR3 en un tiempo inferior al
de las técnicas de deteccion habituales (30 minutos).

Nuestro objetivo fue analizar la concordancia de los
resultados entre las técnicas habituales de laboratorio
para la detecciéon de anticuerpos anti-GBM (ELISA se-
micuantitativo) y de ANCA (ELISAs semicuantitativos
anti-PR3 y anti-MPO y técnica de IFI) con el ELISA de
deteccion rapida. También analizamos la distribucion
de estos resultados segln el diagnéstico final de nues-
tros pacientes en GRNP tipo | y Ill.

ELISA DE DETECCION RAPIDA Y GNRP | Y Il

PACIENTES Y METODOS
Pacientes

Durante un periodo de tiempo de 2 afios hemos
analizado de forma prospectiva en nuestro labora-
torio 71 muestras de suero de pacientes con alta sos-
pecha de GNRP. Se trataba de 71 enfermos, 35 hom-
bres y 36 mujeres, con una media de edad de 59,73
+ 19,18 afos (rango 9-93 anos) (ver tabla I).

Para el diagnéstico de GNRP tipo | se requiri6 la
demostracion histolégica de una glomerulonefritis
necrotizante con proliferacién extracapilar con de-
positos lineales de IgG y C3 a nivel del capilar glo-
merular. Para el diagnéstico de GNRP tipo Il se
requiri6 la demostracion histolégica de una glome-
rulonefritis necrotizante segmentaria y focal pauci in-
mune con proliferacion extracapilar. Dentro de este
grupo el diagnéstico de GW, PAM, SCS o VLR se
realizé de acuerdo con las definiciones de la Con-
ferencia de consenso de Chapel-Hill'2.

De acuerdo con estos criterios, 8 pacientes fue-
ron diagnosticados de GNRP tipo | y 22 de GNRP
tipo lll. El resto, 41 pacientes, agrupé un conjunto
de enfermos posteriormente diagnosticados de dife-
rentes tipos de enfermedades que no incluy6 ni
GNRP tipo | ni GNRP tipo III.

Métodos

Los ELISAs semicuantitativos para la deteccion de
anticuerpos anti-GBM y ANCA anti-PR3 fueron rea-
lizados siguiendo las instrucciones del fabricante
(Wieslab. Lund. Suecia). El ELISA anti-MPO fue rea-

Tabla 1. Resultados de las técnicas de ELISA de deteccion rapida, ELISAs semicuantitativos e IFI agrupados

segln diagnostico

Diagnéstico ELISA rapido ELISAs semicuantitativos IFI
n anti-GBM  anti-PR3  anti-MPO anti-GBM  anti-PR3  anti-MPO C-ANCA  P-ANCA

GNRPI 8 8 0 4 8 0 4 0 2
GNRPIII 22 0 2 19 0 2 20 2 20
PAM 18 0 0 17 0 0 18 0 18
GW 3 0 2 1 0 2 1 2 1
SCS 1 0 0 1 0 0 1 0 1
OTROS 41 0 1 0 1 1 0 1 0
TOTAL 72 9 3 23 10 3 24 3 24

GNRPI: glomerulonefritis rapidamente progresiva de tipo I. GNRPIII: glomerulonefritis rapidamente progresiva de tipo Ill. PAM: poliangeitis microscopica. GW: granulomatosis de Wegener.
SCS: sindrome de Churg-Strauss. Otros: grupo de pacientes que presentaba una alta sospecha inicial de padecer GNRP | o Ill, pero que posteriormente fueron diagnosticados de otras en-
fermedades que no fue GNRP tipo |, Il ni enfermedad vasculitica. Anti-GBM: sueros con anticuerpos anti-membrana basal glomerular. Anti-PR3: sueros con ANCA anti-PR3. Anti-MPO:
sueros con ANCA anti-MPO. C-ANCA: sueros con ANCA patrén citoplasmatico. P-ANCA: sueros con ANCA patr6n perinuclear.
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lizado por una técnica previamente descrita'? y li-
geramente modificada'®. Brevemente, utilizamos pla-
cas NUNC que fueron sensibilizadas con 1,5 pg de
MPO (Calbiochem, La Jolla, EE.UU.). Los sueros se
testaron a una dilucién 1/100 en PBS con BSA 1%
y Tween20 0,05%. Posteriormente, se afiadié un an-
ticuerpo anti-IlgG humano conjugado con fosfatasa al-
calina (Dako, Barcelona, Espafia) diluido 1/1.000. Re-
velamos con p-nitrofenolfosfato. La lectura se hizo a
una densidad 6ptica de 405 nm con un lector de
placas Dinatech. Los sueros fueron comparados con
una curva estandar y considerados positivos si supe-
raban un valor de 20 UE/ml (unidades de ELISA/ml).

La deteccion por IFI de ANCA sobre neutrdfilos fi-
jados en etanol fue realizada siguiendo las indica-
ciones de Wiik A y cols.™.

El ELISA de deteccion rapida para la identificacion
combinada de ANCA anti-MPO, anti-PR3 vy anti-
cuerpos anti-GBM fue realizado segln las instruc-
ciones del fabricante (Wieslab. Lund. Suecia). Bre-
vemente, el suero de cada uno de los pacientes y
los controles fueron incubados diluidos 1:4 frente a
los antigenos MPO, PR3, el antigeno del anticuerpo
anti-GBM y contra albdmina sérica humana duran-
te 10 minutos en una misma placa de microtier.
Como anticuerpo conjugado se utilizé una IgG anti-
IgG humana conjugada con fosfatasa alcalina y
como substrato se empled p-nitrofenolfosfato. La re-
accion se leyé a una densidad 6ptica (DO) de 405
nm. Los resultados fueron considerados positivos si
la relacion entre DOyg,ere/ DO control negativo €72 superior
a 4. Por el contrario, si la relacion era inferior a 3
la prueba se consideraba negativa. Los valores com-
prendidos entre 3 y 4 se consideraban dudosos. En
su conjunto, el tiempo estimado para la realizacion
de esta prueba fue de 30 minutos.

Los resultados de los ELISAs semicuantitativos
anti-GBM, anti-PR3 y anti-MPO y del ELISA rapido
fueron categorizados en valores positivos y negati-

Tabla 1. Analisis de la concordancia entre las técni-
cas de ELISA semicuantitativo, rapido e IFI

IFI
P-ANCA C-ANCA
ELISA rapido  Anti-MPO 23/24 e
Anti-PR3 — 3/3
ELISAs semicuantitativos

GBM MPO PR-3

ELISA répido  Anti-GBM 8/9 — —
Anti-MPO = 23/24 =

Anti-PR3 — — 3/3
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vos. La concordancia entre estos valores fue anali-
zada por el test de la x2. En el andlisis de datos se
empled el paquete estadistico Statgraphics plus for
Windows 4.0 (Statistical Graphics Corp.). Se consi-
deraron significativos aquellos resultados del test
con una p < 0,05.

RESULTADOS
Concordancia

No se constataron diferencias significativas entre
los resultados obtenidos por los diferentes tipos de
ELISA semicuantitativos y ELISA répido (p > 0,05).
Tampoco se encontraron diferencias significativas
entre los valores C-ANCA y P-ANCA de la IFl con
respecto a los resultados para ANCA anti-PR3 y anti-
MPO respectivamente por ELISA rapido (p > 0,05).

De los 9 casos positivos para anticuerpos anti-
GBM por ELISA semicuantitativo, 8 también lo fue-
ron por ELISA rapido (88,9%) y un caso fue negati-
vo (tabla II). Un resultado anti-GBM dudoso por
ELISA rapido result6é negativo por la técnica de ELISA
semicuantitativo.

De los 24 casos anti-MPO positivos por ELISA se-
micuantitativo, y P-ANCA positivos por IFl, 23 fue-
ron ANCA anti-MPO positivos por ELISA rapido
(95,8%) y un caso fue considerado dudoso.

Hubo 3 casos ANCA anti-PR3 positivos por ELISA
semicuantitativo y C-ANCA positivos por IFl que fue-
ron ANCA anti-PR3 positivos por ELISA rapido
(100%).

Diagnéstico

En la tabla | se presentan los resultados de las di-
versas técnicas estudiadas segln diagnostico.

El 100% de los pacientes diagnosticados de GNRP
tipo | tenfan anticuerpos anti-GBM (8/8) por ELISA
semicuantitativo y por ELISA rapido. En nuestra serie,
un 50% (4/8) de estos pacientes también poseia
ANCA anti-MPO (P-ANCA) por ELISA semicuantitati-
vo vy rapido.

Dentro del grupo con GNRP tipo Il encontramos
pacientes con PAM, GW, SCS y VLR. Los enfermos
con PAM posefan ANCA anti-MPO por ELISA semi-
cuantitativo con patrén P-ANCA en un 100% de los
casos (18/18), de los que un 94,4% (17/18) también
eran ANCA anti-MPO por ELISA rapido y un 5,5%
(1/18) era dudoso para ANCA anti-MPO por esta téc-
nica. Los 3 pacientes con GW presentaron ANCA
sérico en un 100% de los casos por las diferentes
técnicas empleadas en este estudio (2 ANCA anti-



PR3 con patron C-ANCA, 1 ANCA anti-MPO con
patron P-ANCA). El Gnico paciente con SCS mostré
ANCA anti-MPO por ELISA semicuantitativo y rapi-
do con patron P-ANCA.

En los pacientes que no fueron diagnosticados ni
de GNRP tipo | ni de GNRP tipo Ill (41 casos), 39
fueron negativos por todas las técnicas estudiadas.
Sélo un caso de artritis reumatoide fue ANCA anti-
PR3 positivo, y patron C-ANCA, por ELISA semi-
cuantitativo (30 UE/ml) y rapido (coeficiente de 5,1).
Otro paciente diagnosticado de glomerulonefritis
proliferativa mesangial inmunonegativa fue ELISA
anti-GBM semicuantitativo positivo (21 UE/ml) y
ELISA rapido para anti-GBM negativo. En ambos
casos se trataba de positividad débil.

DISCUSION

La utilidad de los anticuerpos anti-GBM vy de los
ANCA en el diagndstico de las GNRP tipo | y Il res-
pectivamente estd bien establecida. Los anticuerpos
anti-GBM son considerados marcadores biolégicos
de sindrome de Goodpasture o de enfermedad por
anticuerpos anti-GBM. Asimismo, en el diagnéstico
de GNRP tipo Ill, y mas concretamente en las vas-
culitis como GW, PAM o VLR, combinando las téc-
nicas de IFl sobre neutréfilos humanos y ELISA anti-
PR3 y anti-MPO, la sensibilidad oscila entre 67-82%
con una especificidad del 99%°.

La enfermedad por anticuerpos anti-GBM es una
entidad con una alta mortalidad a pesar de aplicar
tratamiento inmunodepresor y plasmaféresis (20% al
afo de seguimiento). La supervivencia renal al afio
de seguimiento depende del grado de insuficiencia
renal en el momento del diagndstico. Asi, los pa-
cientes que se diagnostican con niveles de creatini-
na inferiores a 6 mg/dl tienen porcentajes de fun-
cion renal al afo que oscilan entre el 36 y el 93%
en funcién de las series'®'® mientras que los pa-
cientes que se diagnostican con creatinina superior
a 6 mg/dl no suelen recuperar funcion renal a pesar
del tratamiento inmunodepresor.

Las vasculitis ANCA positivas son enfermedades
agresivas que tienen una morbi-mortalidad alta a
pesar del tratamiento. La supervivencia del paciente
al primer afio oscila entorno a un 80%2%2'. Hoff-
man y cols.?? encontr6 afectacion irreversible de
los 6rganos en un 86% de estos pacientes. La pre-
sencia de hemorragia pulmonar o afectaciéon renal
se consideran factores de mal prondstico general.
El mejor predictor de la supervivencia renal es la
cifra de creatinina en el momento del diagnéstico
y el porcentaje de glomérulos sanos en la biopsia
renal?3 24,

ELISA DE DETECCION RAPIDA Y GNRP | Y Il

Los datos presentados anteriormente justifican la
necesidad de realizar un diagnéstico precoz como
hecho fundamental para mejorar el pronéstico renal
y general de estos enfermos. Para ello se requiere
que ante la sospecha clinica de alguna de estas en-
tidades se realice el test de determinacion de anti-
cuerpos anti-GBM y/o ANCA. Ello nos permitira por
un lado tener una primera aproximacion diagnosti-
ca y por otro nos permitira iniciar tratamiento hasta
tener el resultado de la biopsia renal que confirma-
ra definitivamente el diagnéstico.

Los resultados obtenidos por los tests semicuanti-
tativos para anticuerpos anti-GBM, anti-PR3 o anti-
MPO han mostrado una alta concordancia con los
resultados del ELISA de deteccién rapida. Igualmen-
te, ha habido una gran concordancia entre los re-
sultados de la técnica de IFl para los patrones C-
ANCA y P-ANCA con los valores obtenidos por la
técnica de deteccion rapida para los ANCA anti-PR3
y anti-MPO respectivamente.

En nuestro estudio, el test de ELISA semicuantita-
tivo y el test de ELISA rapido mostraron igual efica-
cia en el diagnéstico de GNRP tipo I. El test de ELISA
semicuantitativo demostré una ligera mejor eficacia
en el diagnostico de GNRP tipo Il respecto al ELISA
de deteccion rapida. Sin embargo, el ELISA semi-
cuantitativo dio un resultado positivo para anticuer-
pos anti-GBM en un paciente que no sufria de GNRP
tipo | ni de GNRP tipo Ill.

En resumen, los resultados obtenidos a partir de
nuestro grupo de pacientes confirman que el test de
deteccion rapida es una herramienta muy (til en el
diagnéstico diferencial de las glomerulonefritis aso-
ciadas a anticuerpos anti-GBM y a ANCA anti-PR3 y
anti-MPO. Su utilizacién es recomendable en aque-
llos pacientes con alta sospecha de una de estas en-
fermedades, sobre todo si esta acompaiada de un
gran deterioro en la funcién renal. Sin embargo, para
concretar el diagnostico final recomendamos que una
vez se hayan realizado las pruebas de deteccion ra-
pida éstas sean siempre validadas mediante las téc-
nicas convencionales de deteccién de estos anti-
cuerpos anti-GBM o ANCA y por una biopsia renal.
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