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• ANCA : Anti-neutrophil cytoplasmic antibodies
– pANCA : perinuclear ANCA (distribution périnucléaire de la

fluorescence)

– cANCA : cytoplasmic ANCA (distribution cytoplasmique de la
fluorescence)

ANCA
Terminologie, nomenclature
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Terminologie, nomenclature

fluorescence)

– aANCA : « atypical » ANCA (distribution périnucléaire atypique de la
fluorescence)

• Problème : différents degrés d’« atypie »
– « atypique » conventionnel = xANCA ou NANA ou NSA ou GS ANA
– « atypique » « moins » conventionnel… aANCA « vrai »

– atypical cANCA
– …

…Rien de si évident !

• L’aspect de fluorescence ne permet pas toujours
de préjuger de la spécificité (anti-MPO ou anti-
PR3) qui sera identifiée.



• Immunofluorescence
– Substrat = polynucléaires neutrophiles humains fixés par l’éthanol

– Groupe AB0 : 0 (non fumeur)

– Évaluation des titres
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Méthodes d’identification

– Évaluation des titres

• Seuil = 1/20ème - Dilution ≥ 1/1280
– En phase diagnostique : titre généralement supérieurs 1/80ème

– En suivi : ? (à partir du 1/20ème)

• Identification des ANCA MPO / PR3 par EIA
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Immunofluorescence

pANCA cANCA

EIA

MPO PR3

IFI puis ELISA …ou ELISA puis IFI ?
Determination of anti-neutrophil cytoplasmic antibodies in small vessel vasculitis: Comparative analysis of different strategies
Pieter Vermeersch , Xavier Bossuyt et al. Clinica Chimica Acta 397 (2008) 77–81

possible aspect
cANCA et anti-MPO
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• (Re) découverte en 1982
– Association : ANCA et vascularites / glomérulonéphrites

cANCA (%) pANCA (%) PR3 (%) MPO (%) cANCA

+ PR3 (%)

pANCA +

MPO (%)

Sensibilité

Wegener (1) 64 21 66 24 73 -

MPA (1) 23 58 26 58 - 67

GNRP idiopathique (1) 36 45 50 64 - 82

ChurgChurg et Strausset Strauss (2, 3)(2, 3) 1010 6060

Spécificité (1) 95 81 87 91 99 99

(1) Hagen E C, et al. Kidney Int. 53 (1998) 743-753.
(2) Kallenberg C G. J Mol Med. 76 (1998) 682-687.
(3) Deguillaume Y, et al. Immuno-analyse et biologie spécialisée. 21 (2006) 301–307.

Davies D.J., Moran J.E., Niall J.F., Ryan G.B. Segmental necrotizing
glomerulonephritis with anti-neutrophil antibody : possible arbovirus
aetiology ? Br. Med. J. 1982, 285 : 606

– Maladies inflammatoires du tube digestif (atteintes coliques + autres atteintes muqueuses)

hépatites auto-immunes, CBP, cholangite sclérosante, connectivites, syndrome de FELTY.
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Noyau
• Chromatine
• Structures spécifiques du neutrophile

Granules primaires et secondaires

Anticorps dirigés contre les neutrophiles
Que peuvent-ils bien reconnaître ?

Anticorps dirigés contre les neutrophiles
Que peuvent-ils bien reconnaître ?

Organelles cytoplasmiques
• Cytosquelette
• Mitochondries
• Ribosomes
• …

Granules primaires et secondaires
• Azurocidine
• BPI
• Cathepsine G
• Élastase
• Glucuronidase
• Lysozyme

• Myéloperoxydase (MPO)
• Protéinase 3 (PR3)
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.. ..2 ANCA : petite introduction (historique, méthodes)
ANCA : Quelles cibles ? Lesquelles identifier en pratique ? (opposer utiles – interférences)
Situation : qui prescrit ? Aide à l’interprétation ?
ANCA-MPO / PR3 : quand les rechercher/ Quelles méthodes / Standardisation ?
Quelle valeur accorder aux titres d’ANCA MPO – PR3 et de l’activité de la maladie. Quel crédit apporter aux résultats chiffrés des dosages.
Les pièges :
des ANCA MPO ou PR3 sans vascularites ou glomérulonéphrites : quels diagnostics différentiels ?
interférences (faux positifs)
Discordances IFI / ELISA quelle démarche pour éclairer l’interprétation (Une majorité de résultats de l’immunofluorescence sur substrat de
polynucléaires neutrophiles fixés par l’éthanol ne s’accompagnent pas d’ANCA MPO ou PR3 dosés par ELISA).
Réunion d’experts internationaux : démarche de préconisation- proposition de commentaires d’interprétation « types ».

..; 15/08/2010

.. ..7 Chercher un polynucléaire neutrophile sur internet
..; 29/08/2010

.. ..10 je vois un polynucléaire neutrophile avec ses différentes structures
noyau
cytoplasme (actines, ribosomes, mitochondrie…
les granules
leur contenu (les principales cibles)

voir article EMC
Les cibles artificielles (pANCA, xANCA ?)
..; 30/08/2010



Anticorps dirigés contre les neutrophiles
Singularité du substrat

Anticorps dirigés contre les neutrophiles
Singularité du substrat

Ethanol : perméabilisation de la membrane des granules
Redistribution des protéines cationiques (basiques)
autour du noyau (acides nucléiques)

Ethanol : perméabilisation de la membrane des granules
Redistribution des protéines cationiques (basiques)
autour du noyau (acides nucléiques)

Myéloperoxydase MPO (pI : > 11)
Lactoferrine ?Lactoferrine ?



Anticorps dirigés contre les neutrophiles
Que peuvent-ils bien reconnaître ?

Anticorps dirigés contre les neutrophiles
Que peuvent-ils bien reconnaître ?

• Dans le cadre des vascularites, seule la mise en évidence d’ANCA
(IgG) MPO ou PR3 est utile à la prise en charge du patient !

• L’interprétation du biologiste est capitale pour la compréhension• L’interprétation du biologiste est capitale pour la compréhension
des résultats par le clinicien.
– Elle visera à conclure de façon tranchée à la présence (l’absence) d’ANCA

MPO / PR3

– Connaître les pièges et interférences des différentes méthodes de dosage est
indispensable pour arriver à une conclusion précise, et une interprétation
fiable.



ANCA MPO et PR3
Épitopes, incidences sur la production des antigènes et l’interprétation

ANCA MPO et PR3
Épitopes, incidences sur la production des antigènes et l’interprétation

MPO
PR3

Réponse polyclonale
(Protéine recombinante)

Importance des ponts di-sulfure
Réponse oligoclonale
(Protéine purifiée)
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.. ..8 ANCA : petite introduction (historique, méthodes)
ANCA : Quelles cibles ? Lesquelles identifier en pratique ? (opposer utiles – interférences)
Situation : qui prescrit ? Aide à l’interprétation ?
ANCA-MPO / PR3 : quand les rechercher/ Quelles méthodes / Standardisation ?
Quelle valeur accorder aux titres d’ANCA MPO – PR3 et de l’activité de la maladie. Quel crédit apporter aux résultats chiffrés des dosages.
Les pièges :
des ANCA MPO ou PR3 sans vascularites ou glomérulonéphrites : quels diagnostics différentiels ?
interférences (faux positifs)
Discordances IFI / ELISA quelle démarche pour éclairer l’interprétation (Une majorité de résultats de l’immunofluorescence sur substrat de
polynucléaires neutrophiles fixés par l’éthanol ne s’accompagnent pas d’ANCA MPO ou PR3 dosés par ELISA).
Réunion d’experts internationaux : démarche de préconisation- proposition de commentaires d’interprétation « types ».

..; 15/08/2010

.. ..9 Cristallographie des protéines
..; 30/08/2010



ANCA en pratique quotidienne
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Quel(s) enjeux ?

Performances (?)
des méthodes de dosage

Wegener

MPA

Différentiel

Absence
d'information

sur le contexte
clinique

« Interférences »
Diagnostic

Suivi (?)

MPA

Churg et Strauss

MITD



ANCA
Qui prescrit ?



AbsenceAbsence
81%81%

«« NiNi MPOMPO ni PR3ni PR3 »»
18%18%

PR3PR3
1%1%

AbsenceAbsence
70%70%

«« NiNi MPOMPO ni PR3ni PR3 »»
22%22%

MPOMPO
4%4%

PR3PR3
4%4%

«« NiNi MPOMPO ni PR3ni PR3 »»
19%19%

MPOMPO
3%3% PR3PR3

4%4%

MPOMPO
0%0%

Divers (24%)Divers (24%)

Néphrologie 4%Néphrologie 4%

NeurologieNeurologie

Médecine interneMédecine interne
32%32%

Cardio-, Endocrino-, Dermato-, Hémato-,
Rhumato-, Ophtalmologie, Gériatrie, Mal-Inf.

«« NiNi MPOMPO ni PR3ni PR3 »»
24%24%

AbsenceAbsence
74%74%

MPOMPO
0%0% PR3PR3

2%2%

AbsenceAbsence
89%89%

«« NiNi MPOMPO ni PR3ni PR3 »»
10%10%

MPOMPO
0%0% PR3PR3

1%1%

AbsenceAbsence
74%74%

MPOMPO
1%1%

PR3PR3
2%2%

«« NiNi MPOMPO ni PR3ni PR3 »»
22%22%

AbsenceAbsence
75%75%

NeurologieNeurologie
12%12%

GastroGastro--entérologieentérologie
13%13%

PneumologiePneumologie
15%15%

CHRU de Lille (2009) : 2500 prescriptions annuelles / 500 dosages anti-MPO et anti-PR3



Pour notre activité

– ~ 50% des ANCA sont prescrits par des services « concernés » par les
syndromes pneumo-rénaux

– 5 à 8 % des prescriptions s’associent à l’identification d’ANCA MPO ou
PR3

ANCA
Qui prescrit ?

PR3

– Quel que soit le service prescripteur : 20 % de résultats positifs en IFI
/ négatifs en ELISA (difficulté d’interprétation !)

– Chez nous IFI (2500 tests) puis ELISA (500 tests) = 9 500 € (budget annuel)

• Recette « Bossuyt » : 2500 ELISA + 2500 IFI = 17 500 €
– IFI : ~3 € le test / ELISA ~2€



ANCA
Performances des méthodes de dosage



Trousses de dosages des ANCA MPO PR3
Avantages et inconvénients ?

Trousses de dosages des ANCA MPO PR3
Avantages et inconvénients ?

• ANCA MPO / PR3 : Quelles méthodes de dosages ?
– Avantages et inconvénients

• ELISA microplaque : Recrutement, séries (calibration),Recrutement, séries (calibration), coûtcoût

• Dots : Faible recrutement, urgence,Faible recrutement, urgence, qualité de l’antigène (?),qualité de l’antigène (?), couplécouplé• Dots : Faible recrutement, urgence,Faible recrutement, urgence, qualité de l’antigène (?),qualité de l’antigène (?), couplécouplé
aux antiaux anti--MBGMBG ,, coûtcoût

• EIA : Automate, urgence, coup par coup,Automate, urgence, coup par coup, coûtcoût

• Luminex :: Automate, urgence, coup par coup,Automate, urgence, coup par coup, couplé aux anticouplé aux anti--MBGMBG,,
coûtcoût

– Quelle corrélation entre les coffrets ?

– Les CQE



Trousses de dosages des ANCA MPO PR3
Corrélation entre les trousses ?

Trousses de dosages des ANCA MPO PR3
Corrélation entre les trousses ?
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Trousses de dosages des ANCA IFI
Que disent les CQE ?

Trousses de dosages des ANCA IFI
Que disent les CQE ?



Trousses de dosages des ANCA MPO/PR3
Que disent les CQE ?

Trousses de dosages des ANCA MPO/PR3
Que disent les CQE ?



Trousses de dosages des ANCA MPO PR3
Corrélation avec l’évolution de la maladie ?

Trousses de dosages des ANCA MPO PR3
Corrélation avec l’évolution de la maladie ?
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ANCA MPO PR3
Corrélation avec l’évolution de la maladie ?

ANCA MPO PR3
Corrélation avec l’évolution de la maladie ?

Selon notre expérience
• ANCA MPO :

– Réponse polyclonale
– Ac dirigés contre des épitopes indépendants du site actif de la MPO
– Sous traitement : réduction (disparition) de certaines populations d’anticorps. Mais pas

toutes !
– Pas de corrélation IFI et ANCA MPO (EIA)
– Pas de corrélation IFI ou EIA avec l’activité de la maladie– Pas de corrélation IFI ou EIA avec l’activité de la maladie

• ANCA PR3
– Réponse oligoclonale
– Ac dirigés contre des sites actifs de la molécule (inhibition du catabolisme…)
– Sous traitement : réduction (disparition) des populations d’anticorps qui peuvent être

associés (impliqués) à la physiopathologie
– Meilleure corrélation IFI et ANCA PR3 (EIA)
– Meilleure corrélation IFI et EIA avec l’activité de la maladie (pas absolue)



Recherche d’ANCA en urgence
Une approche … « fragilisée »

Recherche d’ANCA en urgence
Une approche … « fragilisée »

Selon notre expérience
–– Pas d’IFIPas d’IFI

• Personnel expérimenté ; temps ; puissance diagnostique plus faible (interférences)

– ANCA MPO/PR3 (EIA) : réalisation « en directen direct »
• Méthode (éventuellement) différente de celle de la routine

(microplaque se prête mal à l’urgence)(microplaque se prête mal à l’urgence)
• Dots (méthode qualitative, qualité de l’antigène ?)
• EIA automatisé (pas de calibration, pas (toujours) de CQI….)

Comment évaluer la fiabilité ?
– Tout dosage réalisé en urgence est contrôlé dans la série de routine
– CQE
– Dialogue avec le clinicien



Interférences



Interférences
ANCA (MPO, PR3) sans vascularites

Interférences
ANCA (MPO, PR3) sans vascularites

• De « vrais » ANCAs
– Maladies infectieuses /inflammatoires (endocardites +++)

– Cocaïne (inhalation / parfois anti-ELASTASE)

– Antithyroïdiens (PTU) (parfois ANCA MPO et PR3 voire autres spécificités)

– Connectivites (LES, PR) (taux faibles)– Connectivites (LES, PR) (taux faibles)

• Des faux positifs « EIA »
– Liés aux FR (assez exceptionnels) (ANCA MPO et PR3)

– Ac dirigés contre des protéines de la matrice (protéines de lait de vache…)

– Dysglobulinémies (« sticky Ig »)

– PR3 non suffisamment purifiée (?)



Interférences
IFI positive sans ANCA MPO PR3

Interférences
IFI positive sans ANCA MPO PR3

• cANCA sans anti- PR3 (/MPO)
– Autre cible (non spécifique des neutrophiles)

• Ac anti-mitochondries ; cytosquelette (actine)…

– ANCA autres que ANCA MPO / PR3
• Maladies infectieuses (mucoviscidose, BPCO, MITD) : anti-BPI, azurocidine, élastase…
• cANCA « atypiques »cANCA « atypiques »

• pANCA sans anti- MPO (PR3)
– ANA : IFI « homogène » sur polynucléaires neutrophiles (homogène ou mouchetée sur

HEp2)

– ANCA différents de MPO ou PR3 : IFI pANCA « classiques » ou « atypiques »
(ANCA « vrais »)

– aANCA : ANCA atypiques (xANCA, NANA, NSA, gsANA…)



Interférences en IFI
La place des autres substrats

Interférences en IFI
La place des autres substrats

• Polynucléaires neutrophiles fixés par le mélange formol-acétone
– Objectifs : fixation définitive des antigènes dans les granules (plus de migration périnucléaire)

–– ppANCA « éthanol » ccANCA « formol »

– Intérêt :

– ANCA MPO/ PR3 (±) ;– ANCA MPO/ PR3 (±) ;

– Suspecter des ANCA « vrais » différents de MPO / PR3

– Moins sensible que l’« éthanol »

• Polynucléaires neutrophiles fixés par le méthanol
– Révélateur d’Ac anti- nucléaire

–– ppANCA « éthanol » ppANCA « méthanol » : aspect « en liseré fin », « caligraphié »

– Intérêt :

– aANCA (xANCA, NANA, gsANA)

– Piège : Ac anti-nucléaire (ANA)



Discordances entre IFI et ELISA

ImagesImages : Alain Chevailler, CHU d’Angers
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Interférence

Images : Alain Chevailler, CHU d’Angers

Interférence



IFI
(PNNs / éthanol)

cANCA pANCA

EIA
(MPO et PR3) HEp2 Positive

NégativeSTOP

1

Positive

Positive

Interférences
Stratégies de dépistage

Interférences
Stratégies de dépistage

Négatif

Infections
Vascularites/

Glomtes

Infections

Iatrogène

toxique

IFI / PNNs

fixés par le formol-acétone

Positive
ANCA différents

de MPO et PR3 Négative
IFI / PNNs

fixés par le méthanol

Interférence

AANs

MITD

Inflammation des

muqueuses

2

3

Iatrogène

Connectivites

aANCA

xANCA, NANA

NSA

HEp2

TS

Négatif
Négative

Positive
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ANCAs
Que disent les experts internationaux ?

Morceaux choisis :
• cANCA et PR3 (ou MPO) dosés à 3 + ou 2 +

Commentaire type : Ces résultats sont observés au cours des vascularites actives type granulomatose de
Wegener, micro-polyangéite microscopique (sa forme limitée au rein) et le syndrome de Churg et Strauss.
Le diagnostic doit être confirmé histologiquement si possible.
Les patients dont le diagnostic est connu chez lesquels les ANCA réapparaissent sont suspects de rechute.

• cANCA et PR3 (ou MPO) négatifs ou dosés à 1 +
Commentaire type : Ces résultats peuvent être observés au cours des vascularites (WG, MPA (MPA-R), SCS)
chez des patients traités ou en phase inactive de la maladie mais aussi alors que le patient rechute.

Ces résultats peuvent aussi s’observer lors d’infections chroniques et occasionnellement de maladies
inflammatoires du tube digestif (MITD), ou d'autres maladies auto-immunes. La pertinence clinique de tels
résultats n’est alors pas définie.

Savige J, et al. Addendum to the International Consensus Statement on testing and reporting of antineutrophil cytoplasmic antibodies.
Quality control guidelines, comments, and recommendations for testing in other autoimmune diseases.
Am J Clin Pathol. 120 (2003) 312-318.
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ANCAs
Take Home Messages

– Faible prévalence des ANCA MPO PR3 en pratique quotidienne (< 10%)

– Nombreuses « interférences « (> 20%)

– S’aider des résultats des dosages réalisés sur d’autres substrats
(HEp2, « formol », « méthanol »).

– Chercher la cohérence des résultats (IFI, EIA) pour conclure de façon tranchée à la
présence (ou l’absence) d’ANCA MPO ou PR3présence (ou l’absence) d’ANCA MPO ou PR3

– Ne pas conclure à la présence d’ANCA sur la seule IFI
– Estimer les titres des ANCA MPO / PR3 de façon semi quantitative

(négatif / 1 à 3 x le seuil = « faiblement positif » / > 3x le seuil = « très positif » ?)

– La relation entre titres d’ANCA MPO / PR3 et l’évolution de la maladie est faible (sinon
nulle).

– Des progrès à faire : La standardisation (Acteurs : biologistes-cliniciens / industriels)
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