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Caro leitor,

Um dos primeiros ensaios EIiA
em instrumentos Phadia foi o
teste EliA Sm, lancado em
2001. Naquela época ja
existia um ensaio ELISA no
mercado, o teste Varelisa
Sm. Em ambos os testes,
uma proteina SmD purificada

natural foi revestida no poco
de plastico. Ambos os testes tiveram uma

especificidade extremamente alta, que é
provavelmente a caracteristica mais importante de um
teste anti-Sm), ja que o marcador é usado como um
auxilio para o diagnostico da doenca de baixa
prevaléncia lUpus eritematoso sistémico (LES).

Uma garantia para alta especificidade € o uso de
antigenos recombinantes em testes de diagndstico,
uma vez que os antigenos recombinantes séo da mais
alta pureza'. A divisdo de ImunoDiagndsticos na
Thermo Fisher Scientific (e suas companhias
antecessoras Elias, Pharmacia Diagnostics e Phadia)
sempre foi pioneira no desenvolvimento e produgao de
antigenos recombinantes para testes de
autoanticorpos®. Mas, embora os antigenos
recombinantes sejam perfeitos para quase todos 0s
testes de ANA (a maioria dos antigenos para testes de
ANA EliA sao produzidos em células eucaridticas,
usando o sistema Sf9/baculovirus), ndo € possivel
produzir uma proteina SmD recombinante com
imunorreatividade suficiente. Em vez disso,
desenvolvemos em 2005 um teste ELISA com um
peptideo SmD3, que mostrou uma especificidade e
sensibilidade surpreendentemente altas®. Foram
necessarios mais 7 anos de desenvolvimento para
transferir este teste para os instrumentos Phadia
totalmente automatizados. Em 2012, tivemos o
orgulho de lancar o novo teste EliA SmD” totalmente
automatizado revestido com o peptideo SmD3. Em
comparacao com outros testes disponiveis
comercialmente, EliA SmD” teve uma sensibilidade e
uma especificidade mais altas.” No entanto, quando o
teste entrou na rotina, particularmente os laboratérios
de alto rendimento experimentaram uma diminuicao do
valor preditivo positivo em comparagao com o teste
EliA Sm anterior. Incentivados por esses clientes,
voltamos ao nosso laboratério de pesquisa para
desenvolver um teste ainda mais especifico, usando
uma forma totalmente nova de ligacao do peptideo
SmD ao poco. E, de fato, fomos capazes de lancar o
novo teste ElIA SmDP-S (S para “especifico”) em maio
de 2019. Neste Jornal, Sharon Veenbergen e Marco
WJ Schreurs apresentam descobertas ao avaliar o

novo teste ElIA SmDP-S . Aproveite a leitural
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Os anticorpos para o antigeno Sm sao altamente
especificos para o lupus eritematoso sistémico (LES)
e estdo presentes em 5 a 30% das populacdes de
LES®9, Eles estdo incluidos nos critérios de
classificacéo de 2019 para LES como anticorpos
especificos para LES, com pelo menos a mesma
relevancia que os anticorpos anti-dsDNA®,

Em meados da década de 1960, um jovem médico e
pesquisador da Rockefeller University em Nova York, Eng
M. Tan, MD, estava cuidando de uma jovem com lUpus
eritematoso sistémico (LES). Usando o método de
difusao em agar Ouchterlony, ele e seu mentor, Henry
Kunkel, MD, demonstraram que o soro desse jovem
paciente com LES apresentava bandas de precipitina
com extratos de tecido soluvel que nao puderam ser
explicados com base no conteldo de DNA ou
nucleoproteina®. O Dr. Tan descobriu uma descoberta
que revolucionaria o diagndstico de Iupus. Outras
investigagdes usando os anticorpos para o antigeno Sm
(nomeado em homenagem ao paciente, Stephanie Smith)
produziriam nao apenas novos marcadores diagnosticos
para o lUpus, mas também novas direcdes de pesquisa e
ideias para o campo da biologia molecular ©.

O antigeno Sm pertence ao spliceossomo

Um spliceossomo € um grande complexo molecular de
RNA-proteina encontrado principalmente no nucleo das
células eucaridticas. Sua principal funcao é remover
introns do pré-mRNA transcrito, por meio de um
processo chamado splicing de mRNA. Esta é uma etapa
crucial para a modificacéo pds-transcricional do pré-
MRNA para se tornar um modelo funcional para
ribossomos na sintese de proteinas”. O spliceossomo é
amplamente composto por cinco grandes ribonucleo-
proteinas nucleares ricas em uridina (snRNPs, pronuncia-
se "snurps"), denominadas U1, U2, U4-6 e U5 snRNPs®
9. A Figura 1 representa a estrutura de U1-snRNP.
Todos os snRNPs podem ser subdivididos em 3
componentes principais: pequenos RNAs nucleares,
proteinas variaveis e um conjunto comum de proteinas
centrais, as proteinas Sm. A proteina central Sm é
organizada como uma estrutura de anel de sete membros
(anel Sm), contendo B, B 'ou N (28 kDa — 29.5 kDa) mais
D1 (16 kDa), D2 (16.5 kDa), D3 (18 kDa), E (12 kDa), F (11
kDa), e G (9 kDa) ®". Além do anel Sm central, algumas
proteinas estao especificamente associadas a certos
SNRNPs.

U1- snRNP, por exemplo, contém trés proteinas distintas
designadas 70K (68/70 kDa), A (32 kDa) e C (22 kDa), ver
figura 119,

Anticorpos Anti-snRNP

As categorizacdes mais populares para anticorpos
contra snRNPs incluem anticorpos anti-Sm e anti-U1-
SNRNP.

Os anticorpos anti-U1-RNP sao um critério diagndstico
de doenca mista do tecido conectivo (DMTC). A
auséncia de anticorpos U1-RNP essencialmente exclui
esta doenca (3, 13). Os anticorpos U1-RNP séao
encontrados em até 32% dos pacientes com LES, na
doenca indiferenciada do tecido conjuntivo, na esclerose
sistémica e na sindrome de Sjogren® 19,

O anticorpo anti-Sm é um marcador especifico para LES,
incluido nos critérios de classificacao SLICC de 2012,
bem como em os Critérios de Classificacao EULAR/ACR
de 2019 revisados para LES“ 2, Eles aparecem mais
tarde do que outros autoanticorpos associados ao LES
e, em média, 1 ano antes do inicio clinico do LES™. Os
anticorpos Sm tém uma especificidade diagndstica muito
alta (99%), mas uma sensibilidade baixa (5-10%) para
LES em pacientes de ascendéncia caucasiana. A
sensibilidade é muito maior em pacientes de
ascendéncia asiatica ou afro-americana (30% a mais de
40%)"9. Foi relatado que o anticorpo Sm esta associado
a atividade da doenga no diagndstico de LES, e suas
alteracoes podem refletir mudancas na atividade da
doenca em pacientes com LES de inicio recente. No
entanto, isso geralmente nao é aceito como um
consenso™. Os dados sobre a associagio entre os
anticorpos e varias manifestacdes de LES sao
inconsistentes, mas a associagéo positiva entre
anticorpos Sm e manifestagdes organicas graves (SNC,
rim), vasculite cutanea e manifestacées mucosas (lesdes
discdides, Ulceras orais) e anticorpos dsDNA é
relativamente bem confirmado™.

Qual é o antigeno Sm “real”?

A especificidade do anti-Sm inclui autoanticorpos que
visam proteinas do nudcleo comum de Sm, normalmente
B/ B 'ou D. Anti-RNP geralmente se refere a
autoanticorpos especificos anti-U1-snBNP que tém
como alvo o U1-snRNP ou proteinas especificas



de U1 70K, A ou C. No entanto, ha uma reatividade
cruzada significativa entre as proteinas A, Ce B/ B 'e,
portanto, até 60% dos soros anti-U1-snRNP podem
reagir com B/ B '. Como os RNPs especificos de U1 sao
mais frequentemente direcionados por anticorpos que
estdo presentes em pacientes com doenca mista do
tecido conjuntivo, 0 SmD é considerado o antigeno Sm
mais especifico do SLE" ",

Métodos para detectar anticorpos anti-Sm

O Anti-Sm produz um padrao nuclear pontilhado nos
nucleos das células HEp-2 por imunofluorescéncia
indireta convencional (IIC)"?. HNo entanto, esse padrao
de coloracao é praticamente indistinguivel do anti-U1-
RNP por esta técnica. Portanto, um ensaio confirmatorio
usando antigenos especificos deve seguir para identificar
definitivamente este autoanticorpo® ', Embora a
imunoprecipitagdo usando extrato celular marcado com
S35-metionina seja considerada o padrao ouro, as
tecnologias de ensaio mais amplamente utilizadas séo
baseadas em ensaios de imunoabsorgéao enzimatica
(ELISA), imunoensaios de laser enderecaveis (ALBIA),
imunoensaios em linha (LIA), imunoensaio
qguimioluminescente (CLIA) e imunoensaio de enzima
fluorescente (FEIA) ©. Juntamente com as pequenas
diferencas observadas entre as diferentes tecnologias,
discrepancias adicionais estao relacionadas ao uso de
diferentes fontes de antigenos®. Para ensaios de fase
solida, é vantajoso usar proteinas recombinantes para
atingir a maior pureza e, consequentemente, alta
especificidade. Embora os antigenos RNP
recombinantes 70K, A e C tenham sido usados em
ensaios de fase solida por muitos anos, nunca foi
possivel produzir uma proteina SmD recombinante
imunorreativa, nem em células eucarioticas, nem em
células bacterianas. Em 2005, Mahler et al. mostraram
que um determinado peptideo de SmD3 representa um
substrato mais sensivel e confidvel do que o Sm
purificado para a deteccao de uma subclasse de
anticorpos anti-Smee Usando peptideos imobilizados
preparados com a tecnologia SPOT, os autores mostraram
que a dimetilacao simétrica de residuos de arginina
desempenha um papel importante no reconhecimento de
epitopos de células B dos autoantigenos SmD1 e SmDS3. A
especificidade da ligagéo do anticorpo aos peptideos
SmD3 foi maior do que a dos peptideos SmD119.

Harmonizacao da interpretacao clinica dos
resultados do teste Sm

Ensaios diferentes para anticorpos Sm e U1-RNP as
vezes dao resultados diferentes, dependendo do
condicdes de teste e os autoantigenos usados. Isso deve
sempre ser levado em consideracao ao comparar
resultados discrepantes entre os kits(19),

U1 RNA

U1 RNP antigens

Sm antigens

Figura 1

Padronizando os valores numeéricos relatados em resultados
obtidos por ensaios diferentes néo € realista, dadas as
diferen¢as na metodologia. No entanto, harmonizando a
interpretacao clinica dos diferentes testes de anticorpos Sm e
U1-RNP podem ser alcangados (até um certo nivel),
fornecendo taxas de verossimilhanca especificas de
resultados de teste (LRs) a7 Os imunoensaios atuais para
detecgao de anti-Sm geralmente dependem de um unico
ponto de corte para dividir entre positivo e negativo. No
entanto, esta abordagem ignora o valor clinico contido nos
niveis de anticorpos. Estudos anteriores em diferentes testes
de anticorpos mostraram que a probabilidade da doenca
esta geralmente relacionada ao nivel de anticorpos. LRs
especificos para resultados de testes transmitem
informagoes clinicas importantes inerentes aos niveis de
anticorpos. Os LRs fornecem uma estimativa da significancia
clinica de um resultado de teste: um LR positivo de 10 indica
que a chance de encontrar tais resultados é 10 vezes maior
em pacientes com LES do que em controles. Assim,
resultados acima do limiar de 10 LR s&o Uteis para auxiliar no
diagndstico de LES. No entanto, para a avaliagao dos LRs
especificos de teste e resultado, € necessario um estudo
com um grupo maior de pacientes com LES e controles da
doenca.
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Deteccao de anticorpos anti-Sm

Avaliacao do novo teste EliA SmD"-S

Sharon Veenbergen and Marco W.J. Schreurs
Laboratory Medical Immunology, Department of Immunology, Erasmus MC, University Medical Center Rotterdam,

The Netherlands

Objetivo

O lUpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca
autoimune caracterizada por inflamacao cronica de
multiplos 6rgaos, incluindo pele, rins, articulacdes e
sistema nervoso. Por causa das manifestacdes clinicas
complexas e variadas, o diagndstico preciso e oportuno
pode ser um desafio. Uma caracteristica marcante da
doenca é a presenca de autoanticorpos especificos para
autoantigenos, principalmente de origem nuclear. A
deteccgao desses autoanticorpos tem valor significativo
no diagnostico, progndstico e acompanhamento dos
pacientes. Os autoanticorpos contra dsDNA e Smith, ou
anti-Sm, sdo muito especificos para o diagnéstico do
LES e fazem parte dos critérios de classificacao do LES.
Os anticorpos anti-Sm sao detectaveis em 5% -10%
dos pacientes caucasianos com LES e 30% -40% em
pacientes africanos, afro-americanos e asiaticos.

Esses autoanticorpos reagem com proteinas associadas
ao complexo U1-snRNP/Sm, que compreende um
spliceossomo de mamifero responsavel pelo
processamento do pré-mRNA no nucleo. Este complexo
RNA-proteina é responsavel pela remocao de
sequéncias intronicas e pela formacdo de mRNA
maduro que pode ser traduzido em proteinas. O
complexo de splicing consiste em trés proteinas
especificas de U1 (RNP70, A, C) e sete proteinas
centrais comuns chamadas proteinas Smith (Sm) (B/B',
D1, D2, D3, E, F, G). Os autoanticorpos contra a
proteina SmD s&o considerados de valor significativo no
diagnostico de LES.

Thermo Fisher Scientific (TFS) oferece um teste soro-
l6gico totalmente automatizado para medir anticorpos
anti-SmD para
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Figura 1. Desempenho diagnéstico do EliA SmDP-S em comparagdo com o EliA SmDP. O teste foi validado contra um total de 186 amostras de soro
consistindo de pacientes com LES, controles de doenga (sindrome de Sjogren / esclerose sistémica) e individuos saudaveis. As linhas pontilhadas

representam os pontos de corte de 7 e 10 U/ml.
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Figura 2. Resultados discrepantes na coorte de LES. (A) Discordancia de resultados entre o teste EliA SmDP-S e o teste EliA SmDF. (B) Status anti-
SmD dos resultados discrepantes. A linha pontilhada representa o ponto de corte de 10 U/ml.

auxiliar no diagndstico de LES. Em 2012, a TFS introduziu o
teste EliA SmDP, que detecta anticorpos anti-Sm por meio
do peptideo sintético SmD3. Foi demonstrado que SmD3
representa o substrato mais sensivel e especifico para a
deteccao de anticorpos anti-Sm. Recentemente, a TFS
desenvolveu o novo teste SmDP-S, que novamente é um
imunoensaio baseado em peptideo SmD3. De acordo com
o TFS, no entanto, a ligagdo otimizada do peptideo SmD3
ao poco EliA devido a um novo revestimento inovador leva
a um aumento significativo na especificidade, enquanto a
sensibilidade permanece a mesma. No presente estudo,
avaliamos a acuréacia diagnostica desse novo teste smDF-
S em pacientes previamente diagnosticados com LES.

Métodos

Para este estudo, 186 amostras de soro foram incluidas de
individuos saudaveis  (n = 50), pacientes previamente
diagnosticados com LES (n = 65) ou pacientes com
diagnostico de sindrome de Sjogren / esclerose sistémica (n
= 50). As amostras de soro foram obtidas como parte da
abrangente triagem diagndstica de rotina em nosso
Laboratorio de Imunologia Médica (Erasmus MC, Holanda).
Na coorte acima de pacientes com LES, o status anti-Sm foi
determinado anteriormente usando um immunoblot, ELISA
e / ou o teste ElIA Sm. Além disso, 21 amostras de soro
com um resultado de teste SmD falso positivo foram
coletadas em todo o pais
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Figura 3. (A) Evaluation of false positive samples derived from non-
SLE patients. (B) Linearity of the test by analyzing a SmD-positive
sample and its serial dilutions at multiple concentrations.

ao longo do tempo e incluidos neste plano de validagao, a
fim de investigar a especificidade aprimorada do teste
SmDP-S. Essas amostras foram derivadas de pacientes sem
LES com resultados de teste negativos/ambiguos em 1 ou
mais testes anti-Sm e um resultado de teste positivo no teste
EliA SmDP. Todas as amostras acima foram medidas em
paralelo usando o teste EliA SmDP-S e o teste EliA SmDP
em um dispositivo Phadia250 de acordo com as instrugdes
do fabricante. Para avaliar a precisao do diagndéstico do
teste, a sensibilidade e a especificidade foram calculadas em
trés pontos de corte diferentes. Além disso, a variacao intra-
ensaio (alvo <15%) e a variagao inter-ensaio (alvo <20%)
foram avaliadas como parte do procedimento de validacao
para determinar a precisao do teste. Para isso, as amostras
em valores de corte (7-10 U / ml) foram medidas a cada 5
vezes em uma execucao (variagao intra-ensaio) ou uma vez
em corridas separadas em 5 dias consecutivos (variagao
inter-ensaio). Finalmente, a interferéncia do fator reumatoide
(FR) da classe IgM no teste SmDP-S foi estudada e a
linearidade do teste foi avaliada pela andlise de uma
amostra SmD-positiva e suas diluicdes seriadas em
multiplas concentracoes. Todos 0s participantes deram
consentimento informado por escrito e o estudo foi
aprovado pelo comité de ética médica local.

Resultados

Comparacéao do SmD-S e SmDP

Neste estudo, o novo ElIA SmDP-S foi avaliado e comparado
com o EliA SmDF atual. O teste foi validado contra um total
de 186 amostras de soro obtidas anteriormente, consistindo
de pacientes com LES, controles da doenca e individuos
saudaveis. Além disso, pacientes sem LES com um resultado
falso positivo do ElIiA SmDF foram incluidos para investigar a
especificidade aprimorada do novo teste. O cut-off para
resultados positivos, ambiguos e negativos foi baseado no
intervalo de referéncia definido pelo TFS. Acima de 10 U/ml e
abaixo de 7 U/ml foram definidos como resultados de teste
positivos e negativos, respectivamente. Resultados entre 7 e
10 U/ml foram considerados ambiguos.

Tabela 1. Sensibilidade e especificidade do EIliA SmD"-S e EIliA SmD” em trés cut-offs diferentes.

Cut-off 10 Cut-off 7 Cut-off 4
SmD”-S SmD” SmD”-S SmD” SmD”-S SmD”
Sensibilidade| 23.1% 35.4% 30.8% 43.1% 40.0% 61.5%
Especificidade 100% 100% 100% 99.0% 100% 92.0%
VPP 100% 100% 100% 96.6% 100% 83.3%
VPN 66.7% 70.4% 69.0% 72.8% 71.9% 78.6%

VPP=Valor Preditivo Positivo VPN=Valor Preditivo Negativo

Tabela 2. Sensibilidade e especificidade do EIliA SmD"-S e EliA SmD” apds exclusdo de falsos-positivos.

Cut-off 10 Cut-off 7 Cut-off 4
SmDP-S SmDP SmDP-S SmDP SmDP-S SmDP
Sensibilidade| 24.2% 32.3% 30.6% 40.3% 38.7% 59,7%
Especificidade 100% 100% 100% 99.0% 100% 92.0%
VPP 100% 100% 100% 96.2% 100% 82.2%
VPN 68.0% 70.4% 69.9% 72.8% 72.5% 78.6%

VPP=Valor Preditivo Positivo VPN=Valor Preditivo Negativo

Tabela 3. Variag&o intra-ensaio e inter-ensaio do EliA SmD"-S.

Intra-ensaio Inter-ensaio

Amostra 1) Amostra 2 Amostra 1| Amostra 2
Média 14.8 6.28 14 5.82
DP 0.45 0.33 1.41 0.66
CV (%) 3.02 5.33 10.10 11.29

DP=desvio padrdo, CV=coeficiente de variacdo

Entre os 65 pacientes com LES, 15 pacientes eram SmD
positivos e 5 pacientes apresentaram valores dentro da
faixa ambigua usando o teste EliA SmD”-S (Figura 1). Por
outro lado, 23 pacientes foram positivos e 5 resultados
estavam na faixa de 7-10 U/ml e relatados como duvidosos
usando o teste EliA SmDP. Em resumo, 23,1% e 35,4% de
todos os pacientes tiveram resultados positivos com os
testes SmDP-S e SmDP”, respectivamente. Por sermos um
centro de atendimento secundario / terciario, nossa coorte
de LES é enriquecida para pacientes SmD-positivos,
explicando a alta frequéncia em comparacédo com a
prevaléncia geral de anticorpos anti-Sm em pacientes com
LES. Entre os 50 controles da doenca, todos os pacientes
apresentaram resultados negativos com o EIiA SmD”-S,
enquanto 1 paciente apresentou um resultado ambiguo
com o teste EliA SmD”. Além disso, nenhum dos individuos
saudaveis  apresentou resultado positivo em qualquer um
dos testes. Com base nesses resultados, a sensibilidade e
a especificidade foram determinadas em diferentes pontos
de corte (Tabela 1). No geral, o novo teste EliA SmD”-S tem
uma sensibilidade menor do que o teste EliA SmD”. No
entanto, com um valor de corte inferior, um aumento na
sensibilidade poderia ser obtido com o teste EIIA SmDP-S
sem afetar a especificidade.

Entre os pacientes com LES (n = 65), houve 42 resultados
concordantes negativos e 15 positivos concordantes.
Pacientes com resultados de teste discordantes (n = 8)

foram negativos e positivos com o EliA SmDP-S e EliA SmDP,
respectivamente (Figura 2A). Esta discrepancia entre os dois
testes SmD foi confirmada pelo laboratério Thermo Fisher
Scientific em Freiburg. Para os pacientes com LES, uma
avaliacéo diagndstica de anti-Sm ja havia ocorrido antes desta
validacao usando o immunoblot, ELISA e/ou o teste ElIA Sm
(original). Apenas 5 de 8 pacientes com resultados discrepantes
pareceram ser verdadeiramente anti-Sm positivos, enquanto 3
pacientes foram relatados como anti-Sm negativo (Figura 2B).
Neste estudo, confirmamos o estado anti-Sm relatado
anteriormente com o QUANTA Lite Sm ELISA da INOVA (dados
nao apresentados). Em resumo, observou-se alto grau de
concordancia entre 0 SmDP-S e o teste SmDF. Enquanto o
novo teste ElIA SmDP-S produziu cinco resultados falsos
negativos (7,7%) entre os resultados discrepantes, uma chance
aumentada de produzir um resultado falso positivo (4,6%) foi
observada para o teste EliA SmD”.

O EliA SmDP-S: um teste com alta especificidade
Essencialmente, os resultados falsos positivos obtidos com o
teste EliA SmD” ird influenciar adversamente a andlise de
sensibilidade descrita acima (Tabela 1). Por esse motivo,
investigamos a sensibilidade do teste novamente apds excluir
esses trés resultados falso-positivos. Um resumo dos
resultados é mostrado na Tabela 2. No geral, uma
sensibilidade e especificidade comparaveis podem ser
alcancadas com o teste EliA SmDP-S e o teste ElIA SmDP em
um ponto de corte de 7 € 10 U/ml, respectivamente. De
acordo com o TFS, a ligagcéo otimizada do peptideo SmD3
ao poco EliA leva a um aumento significativo na
especificidade enquanto a sensibilidade permanece a
mesma. Para investigar melhor a especificidade aprimorada
do novo teste SmMDP-S, medimos novamente as amostras de
soro com um resultado de teste SmDP falso positivo que
foram coletados em todo o pais ao longo do tempo.



Destas amostras sao falso-positivos derivados de
pacientes sem LES, 15 de 21 pacientes tiveram
resultados negativos, 5 foram positivos e 1 resultado do
teste estava dentro da faixa equivoca usando o teste EliA
SmDP-S (Figura 3). Testes adicionais usando o ANA
Profile-3 LIA (EUROIMMUN) confirmaram o status anti-Sm
negativo, demonstrando que as amostras com anticorpos
anti-SmD elevados podem ser consideradas como falso-
positivas (dados ndo mostrados). Em resumo, em
comparagao com o EliA SmD”, a especificidade do teste
EliA SmDP-S é consideravelmente maior em um ponto de
corte de 10 U/ml (76%) e também de 7 U/ml (71%).

Com base nesta validacao, pode-se concluir que a
sensibilidade do novo ElIA SmDP-S é um pouco menor
em comparagéo com o teste ElIA SmDF. No entanto, a
sensibilidade do EliA SmD”-S pode ser melhorada
escolhendo um ponto de corte inferior. Em um ponto de
corte de 7 U/ml, o EliA SmDP-S exibe uma sensibilidade
bastante semelhante em comparagéo com o EliA SmDP
com um ponto de corte de 10 U/ml. Além disso,
testando amostras falso-positivas conhecidas, pudemos
demonstrar que o novo EliA SmD”-S apresenta
especificidade substancialmente melhorada.

Caracteristicas adicionais de desempenho

Na parte final desta validagao, investigamos a variacao
intra-ensaio e inter-ensaio, linearidade das medicoes e
interferéncia de RF de classe IgM para determinar a
repetibilidade, precisao e robustez do ensaio. Primeiro,
amostras em valores de corte (7-10 U/ml) foram medidos
a cada 5 vezes em uma corrida ou uma vez em
execucdes separadas em 5 dias consecutivos, a fim de
determinar os coeficientes intra-ensaio e inter-ensaio de
variacao, respectivamente. Conforme mostrado na Tabela
3, 0 O EliA SmD”-S mostra uma variagéo intra e
interensaio aceitavel, pois os valores alvo para 0s
coeficientes de variacao intra e interensaio foram definidos
como <15 e <20%, respectivamente. Em seguida,
avaliamos a interferéncia de RF de classe IgM diluindo
uma amostra positiva de RF de IgM de alta concentragcao
(> 200 Ul/ml) com uma amostra de soro anti-SmD positivo
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O teste EliA SmDP”-S nao produziu um resultado falso-
negativo, mostrando que o teste nao é sensivel a
interferéncia de RF (dados ndo mostrados). Finalmente,
a linearidade do EliA SmD”-S foi determinada testando
diluicbes em série de uma amostra de soro anti-SmD-
positiva. Ao avaliar a linearidade do ensaio, é
recomendado o uso de soro tipo O negativo sobre o
diluente de amostra EIliA para diluicdo da amostra. A
Figura 3 mostra uma boa linearidade do ensaio em uma
ampla faixa de diluigdes. Em resumo, o EliA SmDF-S
provou ter muito bons coeficientes de variacao intra-
ensaio e inter-ensaio, parecia ser insensivel a
interferéncia de RF de classe IgM e a linearidade foi
claramente comprovada.

Conclusao

Coletivamente, o novo EIIA SmDP-S exibe uma
especificidade mais alta do que o EliA SmDF, o que é mais
bem demonstrado testando amostras falso-positivas
conhecidas. Em geral, o teste EliA SmD’-S apresenta
menor sensibilidade. No entanto, a sensibilidade pode ser
melhorada escolhendo um ponto de corte inferior, sem
afetar a especificidade. Nesta validacéo, o EIA SmD”-S e o
EliA SmD” apresentam caracteristicas de desempenho
semelhantes e sensibilidade comparavel em um ponto de
corte de 7 e 10 U/ml, respectivamente. Conforme ilustrado
por nossa populacao de pacientes de cuidados
secundarios/terciarios, resultados ambiguos (7-10 U / ml)
podem ser considerados positivos com o teste SmD”-S
para garantir uma melhor sensibilidade. Dependendo da
populacado local de pacientes, no entanto, € recomendado
verificar o ponto de corte ideal para o teste EliA SmDP-S.
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