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Introduccién

El Taller de Autoinmunidad de la Sociedad Espatiola de
Inmunolédgica (SEI) 2010 se celebr6 en San Sebastian el pasado
23 de junio de 2010 y sus objetivos se centraron en tres
aspectos:

1. Elandlisis de la variabilidad en la determinacién de patrén y
titulo de anticuerpos antinucleares y citoplasmaticos (ANA)
determinados por inmunoflorescencia indirecta (IFI).

2. El andlisis de las especificidades de dichos ANA, agrupados
bajo la denominacién histérica de ENA, que agrupan anti-
genos (Ag) como Ro/SS-A, La/SS-B, UIRNP, Sm y los anti-
cuerpos anti-RNPribosomales, anti-dcDNA y antihistonas.

Los ANA, y entre ellos los agrupados bajo la denominacién
de ENA, antiribosomales, anti-DNA y antihistonas son muy
utiles en el diagnoéstico de enfermedades del tejido conectivo,

*1) Evaluacién de las técnicas de determinacién de Anticuerpos
anti-Nucleares y citoplasmaticos (ANAs) anti-Antigenos
extractables de Nucleo, anti-Ribosomales, anti-dcDNA y
anti-Histonas; 2) Anticuerpos anti-Tiroideos con el anélisis
del comportamiento de los ensayos para detectar estos
anticuerpos y la variabilidad de los resultados interlaboratorios
e interensayo comparandolos con un método de referencia o
gold standard definido en nuestro laboratorio. 3) El andlisis de
los resultados obtenidos en la determinacién de anticuerpos
antitiroideos: anticuerpos antiperoxidasa tiroidea (Ac anti-TPO)
y anticuerpos antitiroglobulina (Ac anti-TG).

entre ellas el lupus eritematoso sistémico (LES) y el sindrome
de Sjogren (SS). Sin embargo, hay una gran variabilidad en
los resultados en funcién de la técnica y del kit utilizado y
también en la descripcién del patrén de fluorescencia que
proporcionan estos anticuerpos sobre distintos sustratos.
Nuestro objetivo fue analizar el comportamiento de los
ensayos para detectar estos anticuerpos mediante el andlisis
de la variabilidad de los resultados interlaboratorios e
interensayo, comparandolos con un método de referencia
definido en nuestro laboratorio.

Los antigenos Ro/SS-A y La/SS-B son complejos ribonu-
cleoproteicos de pequeinio tamano que se localizan en el
nucleo y en el citoplasma (sn/scRNP)L. Ambos antigenos pro-
teicos se encuentran asociados a acido ribonucleico (RNA)
de pequeiio tamafo denominados sn/scRNA entre los que
se encuentran los hY-RNAZ23, Los anticuerpos anti-Ro/SS-A
precipitan especificamente los RNA hY1, hY2, hY3, hv4y
hY5 y pueden reconocer formas proteicas de Ro/SS-A de dis-
tinto peso molecular, Ro60 (60 Kda)* y Ro52 (52 Kda)>®. Los
anticuerpos anti-La/SS-B también precipitan estos hY-RNA
ademas de otros RNA transcritos por la RNA polimerasa III
(precursores de tRNA, precursor del 55 rRNA y 7S RNA, entre
otros) ademds de una proteina de 50 kDa de peso molecu-
lar denominada La’:8. Los autoanticuerpos anti-Ro y anti-La
llamados anti-SS-A y anti-SS-B, respectivamente, por su
asociacién al SS, son marcadores de enfermedad autoin-
mune sistémica. También se asocian al LES, lupus cutaneo
subagudo, lupus neonatal, artritis reumatoide y cuadros de
conectivopatia mixta. Sin embargo, también se han descrito
en la esclerosis sistémica y en la miositis.
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Los antigenos Sm y U1RNP estdn compuestos por
distintas moléculas de ribonucleoproteinas de pequeno
tamano localizadas en el nicleo celular (snRNP) que estan
implicadas en los fenémenos de procesamiento o splicing de
los precursores del RNA mensajero?3. Incluyen las particulas
U1, U2, U4 + U6 y U5 snRNP formadas por uno (U1, U2, U5) o
dos (U4-U6) RNA y un conjunto de proteinas comunes a todas
ellas (denominadas B/B’, D, E, F, G) y otras proteinas propias
o exclusivas de las distintas particulas snRNP, como por
ejemplo las proteinas denominadas A, C y otra de 70 kDa de
peso molecular que son exclusivas de la particula UlsnRNP®.
Los anticuerpos anti-Sm reconocen preferentemente epitopos
presentes en las proteinas B/B’y D, por lo que precipitan todos
los snRNA U1, U2, U4, US y U6 y, consecuentemente, todas las
proteinas que forman parte de estas particulas de snRNP. Los
anticuerpos anti-U1RNP reconocen epitopos en las proteinas
A, Cy de 70 kDa y precipitan exclusivamente U1snRNA. Los
anticuerpos anti-Sm son especificos del LES y su presencia es
un criterio diagndstico. Los anticuerpos anti-U1RNP pueden
encontrarse en pacientes con LES, SS, artritis reumatoide,
polimiositis y esclerosis sistémica. Los métodos empleados
para el estudio de estas especificidades de anticuerpos son
multiples, pero a dia de hoy ninguno se ha estandarizado entre
laboratorios.

Los antigenos contenidos en la denominacién de anticuer-
pos antiribosomales?! incluyen preferentemente los dirigidos
contra la proteina PO de 38 kDa y que forma parte de la
molécula de ribonucleoproteina rRNP que incluye los rRNA y
las proteinas P1y P2 ademas de PO.

En ultimo lugar, esté el anélisis de los resultados obtenidos
en la determinacién de anticuerpos antitiroideos: anticuerpos
antiperoxidasa tiroidea (anticuerpos anti-TPO) y anticuerpos
antitiroglobulina (anticuerpos anti-TG)12.

Para este cometido se distribuyeron para su analisis,
junto con un breve resumen de la historia clinica, 8 sueros
obtenidos tras consentimiento informado, de pacientes con
distintas afecciones autoinmunes, 4 de los cuales se estudian
en el Servicio de Reumatologia del Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau y los 4 restantes en el Servicio de Endocrinologia del
mismo centro.

Historias clinicas
Suero 1

Mujer de 31 afnos, boliviana. Presenta poliartritis simétrica de
5 anos de evolucién, con predominio en manos y mufecas.
Diagnosticada de artritis reumatoide. Refiere también sequedad
de ojos. En tratamiento con Resochin y Dacortin. Orientacién
diagnéstica, SS secundario a artritis reumatoide.

Suero 2

Varén de 67 afios, con sintomas subjetivos y objetivos
de sequedad ocular y bucal. En la exploracién se observa
una poliartritis no erosiva. En tratamiento con Dolquine.
Orientacién diagnéstica, SS.

Suero 3

Mujer de 41 afos, con poliartritis de predominio IFD desde hace
10 anos. Diagnosticada de LES con anticuerpos antifosfolipidicos.
En la dltima analitica se observa hipercalciuria. En tratamiento
con Dolquine.

Suero 4

Mujer de 42 afos, colombiana, presenta hace 10 meses un
cuadro de poliartritis y alopecia. Posible diagnéstico de LES o
enfermedad mixta del tejido conectivo. Ha tenido neumonia
con derrame pleural hace 2 meses, y ahora en estudio por
pleuropericarditis bilateral. En tratamiento con Dolquine y
azatioprina.

Suero 5

Varén de 30 anos de edad con trastorno esquizoafectivo,
obesidad de grado II e hipotiroidismo autoinmune de 2 afios
de evolucién. Tratamiento con 200 wng/dia de levotiroxina
sédica.

Suero 6

Mujer de 32 anos con diabetes mellitus tipo 1 diagnosticada
a los 16 anos, e hipotiroidismo autoinmune de 2 anos de
evolucién. Tratamiento con insulina (buen control glucémico)
y 100 pg/dia de levotiroxina sédica.

Suero 7

Mujer de 31 afnos de edad, con diabetes mellitus tipo 1 desde
los 20 anos, e hipotiroidismo autoinmune desde los 26.
Tratamiento con bomba de insulina (control glucémico
insuficiente) y 100 pg/dia de levotiroxina sédica.

Suero 8

Mujer de 57 anos, con antecedentes de carcinoma de mama,
en estudio por posible hipotiroidismo.

Método de evaluacién

En el estudio de los ANA por IF], se solicité que se especificara
patrén (moteado, homogéneo, nucleolar, citoplasmatico y
otros), titulo, sustrato empleado, casa comercial proveedora
de reactivos o home made y analizador utilizado. En el analisis
de resultados se valord el porcentaje de participantes que
describia un determinado patrén y la titulacién asignada para
cada uno de los sueros en estudio.

Ademas, se recogieron los resultados de las especificidades
anticuerpos anti-U1RNP, anti-Sm, anti-La/SS-B, anti-Ro/SS-A,
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anti-Ro52, anti-Ro60, antiribosomal, anti-TG, anti-TPO, anti-dcDNA
y antihistonas. Para cada una de estas especificidades,
se solicitaron los datos siguientes: resultado cualitativo
y cuantitativo, tipo de ensayo, kit comercial y analizador
empleado.

En primer lugar se valoré la uniformidad de los resultados
de los distintos anticuerpos para cada suero.

Para las especificidades de anticuerpos anti-U1RNP,
anti-Sm, anti-La/SS-B, anti-Ro/SS-A y antiribosomal, se
dispone de método de referencia que definimos como el
resultado cualitativo que se considera cierto, que se obtuvo
aplicando técnicas de inmunoprecipitacién y andlisis de
RNA, IFI sobre tejido de rata y sobre células Hep-2, DotBlot
y Western blot sobre proteinas recombinantes de distintos
origenes. Ademas, también se habian analizado sueros
anteriores de los mismos pacientes por inmunoprecipitacién
de proteinas marcadas metabdlicamente con metionina-3>S
y por contrainmunoelectroforesis (CIE)213-1>. Frente a este
método de referencia comparamos los resultados recogidos
en el Taller.

El anadlisis estadistico se realizé6 mediante tablas de
contingencia, en las que se agruparon las especificidades
segun el tipo de ensayo empleado en 4 categorias: DotBlot,
enzimoinmunoensayo (ELISA), fluorimetria e inmunoblot.
En este punto se ha de aclarar que, debido a las disparidades
a la hora de definir el ensayo por parte de los distintos
participantes para un mismo kit comercial y analizador,
se decidié hacer agrupaciones segun el criterio del comité
organizador. En el estudio de los datos obtenidos por ELISA,
no se han podido tener en cuenta factores importantes en la
elaboracién de los resultados, como son por ejemplo el nimero
de determinaciones por ensayo y distribucién de los estandares
en la placa para evitar o disminuir la desviacién.

Ademas, se estudio el indice de concordancia de resulta-
dos observados frente a método de referencia en funcién del
kit comercial empleado, y para evitar coincidencias debidas al
azar, se realiz por célculo del indice kappa cuya valoracién es:

— < 0,2 fuerza de concordancia pobre.

— 0,21-0,40 débil.

— 0,41-0,60 moderada.

— 0,61-0,80 buena.

— 0,81-1,00 fuerza de concordancia muy buena.

En cuanto a los anticuerpos antitiroideos se analiz6, ademas
del resultado cualitativo, el resultado cuantitativo con el
calculo de la media y la desviacién tipica para cada suero en
funcién del analizador empleado.

Otras consideraciones sobre el método
de referencia

1. Para determinar si un suero que precipita los snRNA (del
inglés small nuclear RNA) Us contenidos en la molécula del
antigeno Sm tiene ademads anticuerpos anti-U1snRNP, se
emplearon técnicas de CIE, DotBlot y Western blot.

2. Para determinar si un suero que precipita los scRNA (del
inglés small cytoplasmic RNA) Ys contenidos en la molécula

del antigeno Ro/SS-A tiene ademas anticuerpos anti-La/SS-B,
analizamos la presencia del snRNA 4.5S propio del antigeno
La/SS-B.

3. Para determinar si un suero que precipita los RNA Ys, 4.55 y
7S propio del inmunoprecipitado del antigeno La/SS-B, tiene
ademas anticuerpos anti-Ro/SS-A, se emplearon técnicas de
CIE, DotBlot y Western blot.

4. Se analizaron los distintos patrones de inmunofluorescencia
sobre cortes criostaticos de tejidos de rata y sobre células
Hep-2 en cultivo, teniendo en cuenta que el patrén de
fluorescencia de los anticuerpos anti-La/SS-B en tejido y
en células Hep-2 es moteado y nucleolar, dado que esta es
la localizacién de la proteina antigénica’ y que el antigeno
Ro/SS-A proporciona un patrén citoplasmatico inapreciable
en la mayoria de sustratos®> que puede llegar a ser nuclear
sblo en estadios de activacién de la células1®17, por lo que
a los anticuerpos anti-Ro/SS-A no deben atribuirse los
patrones nucleares que pueden acompanarlos.

Resultados

En la figura 1 se recogen los resultados de patrén y titulo de
ANA obtenido por IFI de los sueros 1-8. Para cada suero se
muestran dos tablas: a) en la superior se puede ver nimero
absoluto y porcentaje respecto al total de participantes (45) que
han reportado cada uno de los patrones: moteado, homogéneo,
nucleolar, anillo, citoplasmatico y otros, y b) en la inferior se
muestra cada patrén desglosado en funcién del titulo.

En el andlisis individualizado de cada suero se observé que
tanto en el 1 como en el 2 hay cierta discrepancia por parte de
los participantes a nivel de titulo y patrén, mientras que en
los sueros 3 y 4 hay homogeneidad de resultados en cuanto
a titulo y patrén de florescencia nuclear. Ademads, hay que
destacar que el 38% de los participantes describié un patrén
citoplasmatico en el andlisis del suero 4. En cuanto a los sueros
5y 6, se report6 un porcentaje no despreciable de positivos con
homogeneidad en el patrén, pero no asi en el titulo. Por tultimo,
la gran mayoria describi6 los sueros 7 y 8 como negativos o, en
su defecto, positivos a titulo bajo (no superior a 1/80 salvo un
caso puntual en cada suero). Estos datos de IFI se analizaran
conjuntamente con el andlisis de las especificidades.

En la figura 2 se muestra el resumen de los resultados
cualitativos recogidos para cada una de las especificidades,
agrupados por suero. Como ya se comentd anteriormente en
este apartado, disponemos de un método de referencia en el
que apoyarnos. En el caso del suero 1, el método de referencia
demostro la presencia de anticuerpos anti-Ro/SS-A y, entre
los participantes en el Taller, el 97,73% ha detectado dichos
anticuerpos. Ademés, la mayoria los ha identificado con
anticuerpos que reconocen la forma de 60 kDa de la molécula
(fig. 2a).

El suero 2 (fig. 2b) se definié por método de referencia
como positivo para anticuerpos anti-Ro/SS-A, anticuerpos
anti-La/SS-B, y para estos anticuerpos el porcentaje de posi-
tividad reportado ha sido del 93,33 y el 92,73 %, respectiva-
mente. Ademas un 78,72 % detecta anticuerpos anti-DNA.
Teniendo en cuenta estos datos, seria esperable un patrén de
IFI moteado, nucleolar y homogéneo, pero los datos reportados
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muestran tan sélo un 20% de participantes que describen un
patrén nucleolar asociado al moteado y homogéneo; un 55,6 %,
moteado, y un 66,7 %, homogéneo (fig. 1b).

En el estudio del suero 3 (método de referencia: anticuerpos
anti-Ro/SS-A positivo), el 91,3% reporta dicho resultado pero
ademas el 58,49 % emite un resultado positivo para anticuerpos
anti-La/SS-B (fig. 2¢), dificil de considerar al no encontrarse en el
inmunoprecipitado ningin RNA caracteristico de esta particula
antigénica y la IFI no muestra ni trazas de tincién nucleolar.

Uno de los sueros en los que se observa mayor grado de
discrepancia es el suero 4 (método de referencia anticuerpos
anti-U1RNP, anticuerpos anti-SM y anticuerpos antiribosomal
positivos y anticuerpos anti-Ro/SS-A positivo débil). Para estos
anticuerpos, los resultados de positividad recogidos son: 69,09%
para anticuerpos anti-U1RNP; 85,45 % anticuerpos anti-SM,;
44,44 % anticuerpos anti-Ro/SS-A, y tan sélo 30,30 % para
anticuerpos antiribosomal. También destaca la heterogeneidad
en el andlisis de anticuerpos anti-RO52 y RO60, en los que el
porcentaje de positivos es del 54,55 y el 30 %, respectivamente
(fig. 2d). Una vez mads, con estos datos de método de referencia,
esperariamos en IFI un patrén moteado y citoplasmatico; sin
embargo, los datos recogidos son: 91,1% patrén moteado y sélo
un 37,8 % patrén citoplasmico (fig. 1d).

Los sueros 5, 6, 7, 8 (figs. 2e 2f, 2g, 2h, respectivamente) son
negativos para ENA, ribosomales, DNA e histonas.

Las especificidades tiroideas se analizaran en un apartado
posterior, aunque en la figura 2 podemos ver porcentualmente
los resultados de estas especificidades para cada uno de los
sueros.

Puesto que disponemos de método de referencia, podemos
hacer un estudio de los resultados obtenidos para cada
especificidad, con el andlisis de los resultados de los 8 sueros
en conjunto (fig. 3), con lo que obtendremos el namero de
falsos positivos (FP) y falsos negativos (FN). Para que el analisis
sea mas informativo, se muestra desglosado segin el tipo de
ensayo empleado. De esta manera, la “n” total es menor y se
pierde potencia en el test, por lo que los resultados en alguno
de los casos tienen que interpretarse como orientativos.

Para los anticuerpos anti-U1RNP (fig. 3a), se observan
porcentajes variables (entre el 15 y el 50%) de FN para los
distintos ensayos estudiados mientras que el porcentaje de
FP es practicamente nulo.

Por otro lado, los resultados de anticuerpos anti-SM
muestran valores inferiores al 10%, tanto de FN como de FP
para todos los ensayos, a excepcioén del 36,4% de FN para el
ensayo inmunoblot, pero en este dato debemos tener en cuenta
que n =11 (4 FN + 7 verdaderos negativos [VN]) (fig. 3b).

En el caso de anticuerpos anti-Ro/SS-A (fig. 3c), llama la aten-
cién los porcentajes de FN (entre el 10,5 y el 33%) para los cuatro
tipos de ensayo que pueden explicarse en su mayoria por los resul-
tados reportados para el suero 4 definido por método de referen-
cia como positivo débil y que un 51 % (fig. 2d) calific6 de negativo.

En el andlisis de anticuerpos anti-La/SS-B (fig. 3d), se ven
resultados algo distintos al resto de especificidades, ya que en
este caso el porcentaje de FN es 0, mientras que se recoge entre
un 9y un 15,5% de FP. Este dato se justifica principalmente con
los resultados correspondientes al suero 3 (fig. 2c), en la que
un 58,5% de los resultados reportados es positivo frente a un
39,6 % negativo, por lo que el método de referencia para esta

muestra es negativo. De este 58,5% de FP en el suero 3, un 61%
se obtuvo mediante ensayo DotBlot-inmunoblot; un 39 %, por
ELISA, y un 0%, por fluorimetria.

Al igual que ocurria con los anticuerpos anti-Ro/SS-A, existe
un suero definido por método de referencia como anticuerpos
antiribosomal positivo (suero 4), en el que un pequeno por-
centaje de participantes lo reportd como tal (fig. 2d). Esto se ve
reflejado en la figura 3e en forma de un alto porcentaje de FN.

Otro posible estudio al disponer de método de referencia
seria, en funcién del kit comercial empleado, ver la concordancia
del resultado cualitativo (positivo/negativo) esperado (método
de referencia) frente al reportado por los distintos participantes,
analizando la totalidad de sueros, para cada una de las
especificidades, mediante el indice de concordancia kappa
(fig. 4). Se puede observar que, dependiendo de la especificidad
que estemos estudiando, los kits comerciales analizados
obtienen distinto resultado de indice kappa, siendo éste bueno
en general (indice kappa entre 0,61y 0,8 0 0,81y 1 en la mayoria
de los casos). Respecto al andlisis comparativo entre kits, se ha
de tener en cuenta otras fuentes de variabilidad en el propio
ensayo distintas al kit, asi como el nimero de determinaciones
(en la tabla representado por n) que tampoco es constante.

Por ultimo, en el andlisis de especificidades de anticuerpos
antitiroideos, vemos que en los sueros 1-4 hay practicamente
unanimidad en dar resultado negativo tanto para anticuerpos
anti-TPO, como para anticuerpos anti-TG (figs. 2a-2d, respec-
tivamente) mientras que en el resto de muestras analizadas,
al menos una de las especificidades antitiroideas se reporta
como positiva por la mayoria de los participantes. Asi, el suero
5 se dio positivo en un 88,89 % de los casos para anticuerpos
anti-TG, mientras que sélo un 13 % para anticuerpos anti-TPO
(fig. 2e). En el caso suero 6 se recogié como resultado positivo
un 57,14 % de las determinaciones de anticuerpos anti-TG y un
92,11% de las determinaciones de anticuerpos anti-TPO (fig. 2f).
Para el suero 7 son del 71,43 y el 92% (anticuerpos anti-TG y
anti-TPO, respectivamente) (fig. 2g), y por ultimo, en el suero
8 destaca un 92,11% de determinaciones positivas para los
anticuerpos anti-TPO (fig. 2h).

Puesto que se trata de variables cuantitativas, se procedi6 al
andlisis de los resultados cuantitativos de estas especificidades
antitiroideas, calculando la media y la desviacién tipica para
cada suero en funcién del analizador empleado (fig. 5). Estos
resultados se han de interpretar con cardcter meramente
orientativo, ya que debido a la gran diversidad de analizadores
empleados y el nimero de participantes en esta parte del taller,
las “n” disponibles para el estudio no son suficientes para
obtener resultados significativos, pero se ha creido necesaria su
mencién debido a la alta variabilidad de resultados observada.

Discusion y conclusiones
ANA y ENA

La determinacién de autoanticuerpos en suero es una impor-
tante aproximacién diagndstica en pacientes con enfermeda-
des autoinmunes. Dentro de los autoanticuerpos, los ANA4
han resultado muy utiles durante afios en el seguimiento de
pacientes con enfermedades autoinmunes, sistémicas prin-
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A Suero1l

B Suero 2

C Suero3

D Suero4

Figura 1 - Tablas resumen de los resultados de patréon de ANA por IFI (tabla superior) y titulo (tabla inferior) para cada uno
de los sueros. ! Total hace referencia al nimero de participantes en la parte “andlisis de anticuerpos antinucleares
y citoplasmaticos”. El porcentaje esta referido a dicho total.

cipalmente. Aunque incluimos en este término anticuerpos
dirigidos no sélo a antigenos nucleares, sino también contra
otras estructuras de la célula, y algunas pueden estar loca-
lizadas en el citoplasma. Los métodos de andlisis de estos
anticuerpos incluyen una gran variedad de tecnologias, entre
las que destacan: la IFI, inmunodifusién, CIE, inmunoblotting,
enzimoinmunoensayo (ELISA), inmunoprecipitacién y, mas
recientemente, tecnologia de arrays?>18. Entre los antigenos
que se emplean para la determinacién de autoanticuerpos
también hay una gran heterogeneidad: desde tejidos humanos
procedentes de extractos de tejidos o lineas celulares en cul-
tivo, de distintas especies principalmente rata, ratdn, ternera,
conejo o, en casos excepcionales, de primates, hasta antigenos
purificados o clonados. Dentro de las proteinas antigénicas
recombinantes hay diferencias importantes, dependiendo de
si se han expresado en células procariotas o eucariotas.

El propésito de un test diagnéstico es su implicacién en
el seguimiento clinico del paciente, por lo que el resultado
debera emitirse con prontitud, y tanto la nomenclatura, como
los parametros cuantitativos deberan seguir unos estandares
y baremos internacionales que permitan la uniformidad en los
resultados y minimizar la variabilidad intraensayo, interensayo
e interlaboratorios. El uso de unidades internacionales y de
consensos en la definicién de estandares y nomenclatura es
una necesidad en la autoinmunidad diagnéstica®®.

El anadlisis de los resultados del Taller nos ha mostrado
importante variabilidad, dependiente del tipo de ensayo
empleado, de la procedencia del kit comercial, pero también
diferencias entre la forma de expresar distintos laboratorios
un mismo resultado.

Las conclusiones del andlisis se resumen a continua-
cién:
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E Suero5

F Suero 6

— La IFI es, junto con el diagndstico que debe llegar siempre

con la peticién, la puerta de entrada de la analitica de
autoinmunidad. Sin embargo, resulta preocupante la gran
dispersién obtenida en los resultados de IFI, tanto en el
titulo, como en los patrones. Como Sociedad de Inmunologia,
deberiamos consensuar una Unica forma de denominar
a los distintos patrones, tomando en consideracién la
configuracién molecular del antigeno y, por consiguiente,
su localizacién en la célula.

El estudio de las especificidades definidas en este Taller
muestra excesiva variabilidad en los resultados. El anélisis
de la variabilidad entre las distintas técnicas empleadas
puede deberse a: a) cut off, diferencias que deben atribuirse
al limite de sensibilidad de la técnica; b) falta de reproduci-
bilidad intraensayo y/o interensayo; c) tipo de antigeno. La
representacién de los epitopos antigénicos en los distintos

G Suero7

H Suero8

kits comerciales serd distinta en funcién de si el antigeno
estd en estado nativo (en tal caso, dependerd de su grado
de purificacién y del extracto tisular o de la linea celular
que se haya empleado para su obtencién y purificacién), de
que el antigeno sea una proteina recombinante obtenida
en sistemas procariotas o eucariotas (sélo en este ultimo
caso la proteina puede expresar un plegamiento similar al
nativo, ya que en un sistema eucariota pueden expresarse
hidratos de carbono implicados en la estructura antigé-
nica). Ademds, en el caso de las proteinas recombinantes,
dependera de si estd expresada la totalidad de la proteina
o la regién que contenga mayor nimero de epitopos anti-
génicos conocidos. d) Algunas técnicas han resultado més
subjetivas que otras en la valoracién de los resultados. Un
ejemplo lo tenemos en la valoracién de las técnicas cuali-
tativas de DotBlot.
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Suero 1 Posit Negat Otros*  Total Suero 1
U1RNP 0 51 0 51
SM 8 42 1 51 188:— u O 9 e
LA 3 49 0 52 80-
RO 43 1 0 44 2 gg:
ROGD | 31 0 1 32 5 50
RO52 2 31 0 33 S 407
T 0 21 2 23 = 30
TPO 2 22 2 26 107 m -
DNA 2 41 0 43 O“JiRNP SM LA RO RO ROS2 T TTO DNA HIST B
HIST 2 29 0 31
RIB 0 29 0 99 MPositivo  ONegativo O Otros
Suero 2 Posit Negat Otros* Total
UIRNP | 2 47 0 49 Suero 2
SM 1 49 0 50 1009 ] ]
| st 4 0 5 ]
RO 42 3 0 45 o 707
ROBO | 26 3 2 3 2 897
R0O52 29 4 0 33 S 40+
o) 0 20 5 22 & gg
TPO 0 22 2 24 10
DNA 37 9 1 47 OUiRNP sM LA RO ROGO ROS2 TT IO DNA HIST RIB
HIST 4 25 0 29
RIB 2 26 0 28 M Positivo O NegatiVO [J0tros
Suero 3 Posit Negat Otros*  Total Suero 3
U1RNP 1 48 1 50
sM 8 M 1 50 il ] ] ]
LA 3 21 1 53 80
RO 42 3 1 46 2 gg
ROBO 30 0 1 3 S 50
RO52 32 1 0 33 S 4318
T 0 21 2 23 50-
TPO 2 21 2 25 107
DNA 0 40 0 40 0 UTRNP SM LA RO RO60 RO52 TT TTO DNA HIST RIB
I::;s; 107 ;? g g? MPositivo  ONegativo O Otros
Suero 4 Posit Negat Otros* Total Suero 4
U1RNP 38 16 1 b5
sM 47 8 0 55 188: u =
LA 3 48 0 51 80-
RO 20 23 2 45 2 gg |
RO60 9 20 1 30 S 501
RO52 18 15 0 33 § ég
T 0 21 2 23 20
TPO 1 23 2 26 10 .|
DNA 1 M 0 42 O UiRNe s LA RO RO ROS2 TT TTO DNA HST R
HIST 0 29 0 29 —
o - 55 § A [WPositivo  CINegativo O Otros |

Figura 2 - Anilisis de las especificidades para cada suero en nimeros absolutos (tabla de la izquierda)
y porcentaje (diagrama de barras). Suero 1 (fig. 2a) gold standard positivo (GS+) para Ac. Anti-Ro/SS-A.

Suero 2 (fig. 2b) GS+: Ac. Anti-Ro/SS-A y Ac. Anti-La/SS-B. Suero 3 (fig. 2c) GS+: Ac. Anti-Ro/SS-A.
Suero 4 (fig. 2d) GS+: Ac. Anti-Ro/SS-A (débil), Ac. Anti-Sm, Ac. Anti-U1RNP y Ac. Anti-Ribosomal.
*En la columna otros se recogen valores que no se pueden englobar ni en positivos ni en negativos
por razones varias: dudosos, resultado cuantitativo sin indicar intervalos de referencia, etc.
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Suero 5 Posit  Negat Oiros* Total Suero 5
U1RNP 0 34 0 34
M 0 34 0 34 WO R A B el
LA 0 34 1 35 80
RO 0 29 0 29 2 gg
ROGOD 1 19 1 21 & 50
RO52 0 22 1 23 S 401
o 301
1T 32 2 2 36 20
TPO 5 31 2 38 18' .
DNA 0 21 0 21 UTIRNP SM LA RO RO60 RO52 TT  TTO DNA HIST RIB
HIST 0 18 0 18 — -
RIB 0 17 0 17 MPositivo  ONegativo O 0Otros
Suero 6 Posit Negat Otros* Total Suero 6
U1RNP 0 32 0 32
M 0 32 0 32 L inE e EREEE nl=EE
LA 0 32 0 32 80
RO 0 28 0 28 2 gg
ROG0 0 18 1 19 § 50
R052 0 21 0 21 S 407
o 301
T 20 12 3 35 20
TPO 35 1 2 38 107
DNA 0 16 0 16 0 UIRNP SM LA RO RO60 R052 TT TTO DNA HIST RIB
HRIIS; g 1; :) 1? WPositivo  ONegativo O 0Otros
Suero 7 Posit  Negat Otros* Total Suero 7
U1RNP 0 29 1 30
sM 0 29 1 30 WA AR A F nEEEE
LA 0 29 1 30 80
RO 0 25 1 26 2 gg
RO60 0 16 1 17 S 50
RO52 0 19 0 19 S 401
o 30
T 25 8 2 35 20
TPO 35 1 2 38 107
DNA 0 17 0 17 UTRNP SM LA RO RO60 RO52 TT TTO DNA HIST RIB
HIST 0 15 0 15 — -
RIB 0 16 0 16 WPositivo  ONegativo O Otros
Suero 8 Posit Negat Otros* Total Suero 8
U1RNP 0 28 1 29
M 0 28 1 29 WA A FAABA mm
LA 0 28 1 29 80
RO 0 25 1 26 2 gg
ROG0 0 15 1 16 § 50
R052 0 17 1 18 S 407
o 301
1T 1 31 2 34 20
TPO 35 1 2 38 107
DNA 0 15 1 16 0 UIRNP SM LA RO ROG0 RO52 TT TT0 DNA HIST RIB |
H[:?; g 12 1 13 WPositivo  ONegativo O 0tros
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Figura 3 - Andlisis de los resultados esperados (gold
standard “GS”) frente a resultados recopilados (resultado
Taller “RT” negativo o positivo) en funcién del ensayo
empleado (dotblot “DotB”, enzimoinmunoanalisis “ELISA”,
fluorimetria “Fluo” e inmunoblot “InmB”). Se muestra
en rayado oblicuo los falsos negativos tanto en nimero
absoluto (N) como en porcentaje (%) y en cuadriculado
los falsos positivos tanto en niimero absoluto (N)
como en porcentaje (%).

— Finalmente, el papel del inmundlogo en la autoinmunidad
es, entre otras funciones, el conocimiento de los autoan-
tigenos implicados: su localizacién en células y tejidos, su
estructura molecular, etc. Las situaciones en las que es con-
veniente acompanar el resultado de un breve informe son:
aquéllas en las que se obtienen resultados contrapuestos
con distintos métodos empleados, resultados con positivi-
dad débil en la determinacién de anticuerpos diagnésticos
o con significativa correlacién en la clinica, y en el caso de
hallazgo de un tipo de anticuerpo no solicitado por el cli-
nico, pero que se obtiene durante el proceso de andlisis.

Anticuerpos antitiroideos

Son los principales marcadores de enfermedad autoinmune
del tiroides, especialmente en la enfermedad de Graves y la
tiroiditis de Hashimoto. Esta ultima se caracteriza por una fase
preclinica muy larga que puede durar décadas, con infiltracién
progresiva de la glandula y la presencia de anticuerpos
anti-TPO y anti-TG?0, La concentracién de estos anticuerpos en
sangre refleja la gravedad del infiltrado inflamatorio y la
destruccién del tejido glandular que llevard al hipotiroidismo.
En consecuencia, la presencia de estos autoanticuerpos puede
ser el primer signo de enfermedad y los niveles o titulos de
anticuerpos es un factor importante en su diagnéstico y
seguimiento. Ademads de las enfermedades autoinmunes del

tiroides, la determinacién de anticuerpos anti-TG tiene gran
importancia en pacientes con carcinoma tiroideo?! y los titulos
de éstos son importantes, ya que podrian enmascarar errores
en la determinacién de tiroglobulina en sangre, parametro
esencial en el seguimiento de estos pacientes.

Es de crucial importancia el uso de unidades internacionales
y el ajuste del cut off para cada tipo de ensayo y analizador con
un panel de sueros normales.

Perspectiva de futuro

Tras el analisis de los resultados de este Taller 2010, algunas
acciones futuras a considerar son:

En los resultados cualitativos

Es recomendable realizar la determinacién de ANA y citoplas-
maticos por IFI y validar que el patrén obtenido esté de acuerdo
con el resultado de la especificidad autoanticuerpo obtenida
por técnicas especificas.

Seria deseable llegar a un consenso en la forma de describir
los distintos patrones de fluorescencia.

Es recomendable emplear mds de un tipo de ensayo para
la determinacién de anticuerpos que se encuentren préximos
a la zona de corte.

Algunas técnicas han resultado mas subjetivas que otras en
la valoracién de los resultados.

En los resultados cuantitativos

Es aconsejable dar los resultados en unidades internacionales,
siempre que sea posible.

Seria recomendable analizar entre los distintos laboratorios
que realizan la determinacién de anticuerpos antitiroideos
un nuimero estadisticamente significativo de sueros con
historias clinicas conocidas para poder valorar con fidelidad
los resultados obtenidos con distintos métodos.

Agradecimientos

A todos los participantes en el Taller por el trabajo realizado,
el apoyo que nos han proporcionado en todo momento y por
la comprensién ante los errores que se hayan podido cometer.
A los Servicios de Reumatologia y Endocrinologia del Hospital
de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona por su colaboracién en
la aportacién de las historias clinicas y por facilitar las muestras
de suero tras el consentimiento informado de los pacientes,
en especial a los Dres. Cesar Diaz-Lopez, Carmen Geli y César
Diaz-Torné del Servicio de Reumatologia, y a la Dra. Rosa Corcoi
del Servicio de Endocrinologia. A los miembros del Comité de
Etica a los que presentamos el proyecto de este estudio, sin
cuyo consentimiento y colaboracién no habria sido posible
elaborar el Taller. A Menarini Diagnostics por su desinteresada
ayuda en el envio de las muestras. A todos los comparieros del
Servicio de Inmunologia, adjuntos, ETL y administrativas por
su valiosa colaboracién, ayuda y estimulo.



64

Inmunologfa. 2011;30(2):54-67

Figura 4 - Anidlisis de concordancia entre método de referencia y resultados obtenidos por los participantes
en funcién del kit comercial empleado en el anilisis. Se muestra sombreado en tonalidad gris claro
los indices de kappa (K) definidos como “concordancia buena” (K: 0,61-0,8) y en gris oscuro los definidos
como “concordancia muy buena” (K: 0,81-1).
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Figura 5 - Analisis cuantitativo de las especificidades de anticuerpos antitiroideos (Ac. Anti-TPO y Ac. Anti-TG)
en funcién del analizador empleado para cada uno de los 8 sueros. NS: niimero de suero.
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