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Resumen

La determinacién de anticuerpos anti-dsDNA es de utilidad para el diag-
nostico y seguimiento clinico de pacientes con lupus eritematoso sistémico
(LES) y es uno de los criterios de clasificacion del SLICC-2012. EI objetivo
del estudio fue verificar el desempefio del inmunoensayo quimioluminiscente
(CLIA) QUANTA Flash dsDNA y compararlo con el método en uso de in-
munofluorescencia indirecta en Crithidia luciliae (CLIFT). Se analizaron con
ambos métodos 195 pacientes con diagnéstico de enfermedades del tejido
conectivo y solicitud de anticuerpos anti-dsDNA. Se obtuvieron 38 sueros
positivos, 133 negativos y 24 (12,3%) discordantes. Entre estos resultados
discordantes, hubo 17 que correspondieron a pacientes con LES y se agru-
paron en 16 CLIA+/CLIFT-y 1 CLIA-/CLIFT+. Se verificé el desempefio para
precision siguiendo el protocolo EP15-A2 y la linealidad. Se estudié la con-
cordancia mediante el coeficiente Kappay la correlacién con el coeficiente
Rho de Spearman. Se observd mayor sensibilidad diagnéstica para CLIA. El
grado de acuerdo fue moderado y se obtuvo buena correlacion entre los valo-
res cuantitativos de CLIAy los titulos de CLIFT. De acuerdo al buen desempe-
fio encontrado y a los resultados discordantes analizados, la mejor estrategia
para la implementacion de CLIA seria utilizarla en combinacién con CLIFT, lo
que aumentaria la sensibilidad diagnéstica sin perder especificidad.

Palabras clave: Anticuerpos anti-dsDNA; Lupus eritematoso sistémico; In-
munoensayo quimioluminiscente; Inmunofluorescencia indirecta en Crithi-
dia luciliae

Detection of anti-dsDNA antibodies: evaluation of
performance of a chemiluminescent immunoassay and
correlation to the indirect immunofluorescence assay

Abstract

The detection of anti-dsDNA antibodies is useful for diagnosis and clinical
monitoring of patients with systemic lupus erythematosus (SLE) and it is part
of the classification criteria according to SLICC 2012. The purpose of this
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Introduccién
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study was to verify the performance of the chemiluminescent immunoassay (CLIA) QUANTA Flash dsDNA
and to compare it with the method currently in use, i.e the indirect immunofluorescence in Crithidia luciliae
(CLIFT). One hundred and ninety five patients, who presented connective tissue diseases and required the
study of anti-dsDNA antibodies, were analyzed. Thirty eight positive serum samples were obtained, 133
were negative and 24 (12.3%) in disagreement. Within the discordant results, there were 17 that corre-
sponded to patients with SLE and they were grouped in 16 CLIA+/CLIFT- and 1 CLIA-/CLIFT+. The accuracy
performance was assessed according to the EP15-A2 protocol and linearity. Concordance and correlation
were calculated with the Kappa and Spearman’s Rho coefficient, respectively. Based on the good perfor-
mance observed and the discordant results analyzed, the best strategy for CLIA implementation would be to
combine it with CLIFT, which would increase the diagnostic sensitivity without losing specificity.

Keywords: Anti-dsDNA autoantibodies; Systemic lupus erythematosus; Chemiluminescent immunoassay;
Crithidia luciliae indirect immunofluorescence test

Determinagéo de anticorpos anti-dsDNA: avaliagdo do desempenho
de um imunoensaio quimioluminiscente e correlagdo com o método de
imunoflourescéncia indireta

Resumo

A determinagdo dos anticorpos anti-dsDNA é de utilidade para o diagndstico e seguimento clinico de pa-
cientes com ldpus eritematoso sistémico (LES) e é um dos critérios de classificagdo do SLICC 2012. O
objetivo do estudo foi verificar o desempenho do imunoensaio quimioluminescente (CLIA) QUANTA Flash
dsDNA e compara-lo com o método em uso imunofluorescéncia indireta em Crithidia luciliae (CLIFT). Fo-
ram analisados com os dois métodos, 195 pacientes com diagndstico de doengas do tecido conjuntivo e
solicitude de anticorpos anti-dsDNA. Os resultados foram agrupados em 38 soros positivos, 133 negativos
e 24 (12,3%) discordantes. Entre esses resultados discordantes, 17 corresponderam a pacientes com
LES e se agruparam em 16 CLIA+/CLIFT- e 1 CLIA-/CLIFT+. Foi verificado o desempenho para precisao
seguindo o protocolo EP15-A2 e a linearidade. Foi estudada a concordancia mediante o coeficiente Kappa
e correlacdo com o coeficiente Rho de Spearman. Observou-se maior sensibilidade diagndstica para CLIA.
O grau de acordo foi moderado e boa correlagdo foi observada entre os valores quantitativos de CLIA e os
titulos de CLIFT. Com base no bom desempenho encontrado e nos resultados discordantes analisados, a
melhor estratégia para implementar o CLIA seria utiliza-lo em combinagdo com o CLIFT, o que aumentaria
a sensibilidade do diagndstico sem perder a especificidade.

Palavras-chave: Anticorpos anti-dsDNA; Lupus eritematoso sistémico; Imunoensaio quimioluminescente ;
Imunofluorescéncia indireta em Crithidia luciliae

por numerosas tecnologias. El radioinmunoensayo de
Farr (RIA), descripto en 1969 y considerado el estandar
de oro por su alta especificidad, encontré sus limita-

La medida de los anticuerpos anti-ADN bicatenario
(anti-dsDNA por sus siglas en inglés) resulta de utilidad
para el diagnoéstico y seguimiento de pacientes con lu-
pus eritematoso sistémico (LES) y es uno de los criterios
inmunolégicos de clasificacion validados por el Colegio
Americano de Reumatologia (ACR) y el Systemic Lupus
International Collaborating Clinics (SLICC) (1). Estos an-
ticuerpos han sido detectados histéricamente mediante
ensayos manuales o cualitativos que fueron gradual-
mente reemplazados por métodos automatizados cuan-
titativos, de alto rendimiento y en fase sélida. Desde la
descripcion de las células LE por Malcolm Hargraves
en 1948 (2) hasta la actualidad, los anticuerpos anti-
dsDNA fueron intensamente estudiados y analizados
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ciones relacionadas con la disponibilidad del antigeno
dsDNA radiomarcado y fue reemplazado por métodos
no radioactivos (3). El método de inmunofluorescen-
cia indirecta en sustrato de Crithidia luciliae (CLIFT),
desarrollado por Lars Aarden en 1975 (4), también es
recomendado por su alta especificidad clinica, razén por
la cual es de eleccion cuando se necesita confirmar un
resultado positivo obtenido por otro método (5). Una
menor especificidad clinica y valor predictivo positivo
de CLIFT para LES fueron reportados en dos estudios
de Compagno el al. (6) (7). En un trabajo de Kava-
naugh et al. se analiz6 con mayor extension la sensibi-
lidad, especificidad clinica, utilidad e interpretacion
adecuada de los resultados obtenidos por los métodos
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de Farr, CLIFT y ELISA (8). La introduccién de mi-
croscopios de fluorescencia automatizados con la ca-
pacidad de obtener imagenes digitales, demostré un
alto nivel de concordancia con la lectura microscopi-
ca manual y permitié un enfoque del ensayo CLIFT
mas estandarizado, disminucién de la variabilidad y
mayor eficiencia, dos ventajas conocidas de la automa-
tizacion (9). Si bien el método de CLIFT es conocido
por su alta especificidad, tiene baja sensibilidad diag-
nostica cuando se compara con los ensayos de ELISA y
mas recientemente, con los sistemas automatizados de-
sarrollados durante esta ultima década, como el inmu-
noensayo enzimatico fluorescente (FEIA), el inmunoen-
sayo de particulas direccionable por ldser (ALBIA) y los
inmunoensayos quimioluminiscentes (CLIA) (10) (11)
(12). Es importante considerar que no existe hasta
el momento estandarizacién en la determinacion de
los titulos de los anticuerpos anti-dsDNA. A pesar de
que ciertos ensayos hayan sido calibrados con un sue-
ro estandar internacional (OMS Wo/80), los métodos
con diferente configuracion y provistos por distintos
fabricantes, pueden mostrar resultados discordantes a
partir del andlisis de las mismas muestras. Esto se ex-
plica por la existencia de diferentes poblaciones de an-
ticuerpos anti-dsDNA en el suero de los pacientes con
distinta afinidad y/o avidez, sumada a las variaciones
en la configuracién de los ensayos en cuanto al anti-
geno empleado, conjugado y condiciones de reacciéon
que influyen en el rendimiento de cada inmunoensa-
yo (13). Es importante considerar que la presencia de
los anticuerpos anti-dsDNA es utilizada como uno de
los criterios diagnoésticos de LES en entornos clinicos
en donde este diagnostico es probable (14). En la veri-
ficacién de una nueva metodologia se evidencian varios
desafios relevantes para la interpretacion y el valor de
la prueba, que incluyen: control y garantia de calidad,
estandarizacion, sensibilidad y especificidad analitica,
linealidad, reproducibilidad intra e interlaboratorio,
sensibilidad y especificidad clinica (15).

El objetivo del presente estudio fue verificar el des-
empeno del ensayo de quimioluminiscencia para anti-
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cuerpos anti-dsDNA de acuerdo con las especificacio-
nes del fabricante y compararlo con el método CLIFT
utilizado actualmente, ademas de analizar la necesidad
de emplear mds de un método en la investigaciéon de
estos autoanticuerpos.

Materiales y Métodos

Poblacién de pacientes

Se selecciondé un total de 195 pacientes que asistieron
consecutivamente al Laboratorio D’Agostino-Bruno de
la ciudad de La Plata, Argentina, durante el periodo
2016-2018. Se utilizaron como criterios de inclusion, el
diagnostico presuntivo de enfermedades del tejido co-
nectivo y la solicitud de anticuerpos anti-dsDNA. No se
utilizaron criterios de exclusion. La poblacién estudia-
da comprendi6 164 mujeres y 31 hombres con una me-
diana de edad de 40 anos (rango etario de 3-83 anos).
La identidad de los pacientes no fue revelada, los datos
y resultados fueron anonimizados (Tabla I).

Muestras

Las muestras de sangre se obtuvieron por venopun-
cién entre las 7:00 y 10:00 a.m., luego de un ayuno de
8 horas. El tiempo de coagulacion fue de 30 minutos
a temperatura ambiente utilizando tubos con gel ace-
lerador. Los sueros obtenidos de este modo se centri-
fugaron durante 15 min a 3800 r.p.m. y se conservaron
entre 2-8 °C durante un maximo de 10 dias siguiendo
las recomendaciones del fabricante del ensayo.

Inmunoensayos para anticuerpos anti-dsDNA

Se utiliz6 el inmunoensayo QUANTA Flash dsDNA
(Inova Diagnostics, San Diego), método basado en CLIA
para la determinacién cuantitativa de anticuerpos IgG
contra el dsDNA en suero humano, con un instrumen-
to BIOFLASH (Biokit, Barcelona). Las particulas para-

Tabla |. Caracteristicas de la poblacién de pacientes seleccionada (n=195)

Variable n (%)

Femenino 164 (84,1)
Sexo

Masculino 31(15,9)

Rango de edades (afios) 3-83

Mediana 40
LES 83 (42,6)
Diagnostico presuntivo

Otras ETCND 112 (57,4)

ETCND: enfermedades del tejido conectivo no diferenciadas.

LES: lupus eritematoso sistémico.
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magnéticas estan recubiertas con un antigeno sintético
de dsDNA y la reacciéon luminiscente es generada con
un conjugado de isoluminol. Para la cuantificacion de
los anticuerpos se emplean estandares internos traza-
bles al primer preparado internacional para dsDNA
(codigo de la OMS: Wo/80). Los resultados se expre-
san en UIl/mL a partir de las unidades relativas de luz
(RLUs) obtenidas para cada muestra. El limite superior
del intervalo de referencia del percentilo 95 calculado
por el fabricante fue de 26,9 Ul/mLy el limite del inter-
valo de referencia del percentilo 99 fue de 35,8 Ul/mlL,
por lo tanto, el valor de 27 Ul/mL se establecié como
punto de corte (cut-off), 27-35 Ul/mL como rango equi-
voco o indeterminado y las muestras con valores ma-
yores de 35 Ul/mL se consideraron positivas (12). El
intervalo de medicién analitica del ensayo, informado
por el fabricante, es de 9,8 a 666,9 UI/mL.

Para el método en uso de CLIFT se utilizaron im-
prontas Kallestad (Bio-Rad Laboratories Inc., California),
con el hemoflagelado Crithidia luciliae como sustrato,
que se procesaron en un sistema automatizado QUAN-
TA Lyser™ (Inova Diagnostics, San Diego). La observa-
cién microscopica se realizé por dos observadores con
un microscopio de fluorescencia Eclipse E 400 (Nikon,
Tokio). Crithidia luciliae es un microorganismo unice-
lular que contiene en su estructura interna una mito-
condria con dsDNA circular altamente condensado
(cinetoplasto). La intensidad de la fluorescencia se eva-
lta de manera semicuantitativa realizando diluciones
seriadas a partir de una fluorescencia positiva con un
titulo de tamizaje 1/10 (dilucién de corte). La compa-
raciéon de ambas metodologias se muestra en la Tabla II.

Controles de calidad

Para QUANTA Flash dsDNA se utiliz6 el control co-
mercial provisto por el fabricante siguiendo las reco-
mendaciones de uso. Para CLIFT se utilizaron sueros
controles positivos de pacientes con LES y de titulo
conocido de la seroteca del laboratorio. La evaluacién
externa de calidad se realizoé con el Programa de Eva-
luacion Externa de la Calidad (PEEC) de la Fundacion
Bioquimica Argentina (FBA), en el que se obtuvieron
resultados aceptables durante el periodo evaluado.

Analisis estadistico

Se realiz6 la verificacion del desempeno de la preci-
sion para el método QUANTA Flash dsDNA de acuerdo
a las guias del CLSI (documento EP15-A2) (16). Se efec-
tu6 una corrida diaria con tres réplicas para cada una de
las muestras ensayadas durante cinco dias consecutivos y
se utilizaron tres sueros de pacientes con LES de concen-
traciones promedio: 45,5; 146 y 479,6 Ul/mL, identifica-
dos como niveles 1,2y 3 (N1, N2y N3). Se calcularon la
repetibilidad (precision intracorrida) y la precisiéon del
laboratorio (precisién intercorrida) expresadas como
desviacion estandar, S y S, respectivamente. Se compa-
raron con la desviacion estandar para repetibilidad (o))
y precision del laboratorio (o) definidas por el fabri-
cante, mediante el calculo de los valores de verificacion
para los dos tipos de senalamientos de precision indica-
dos. El valor de verificacion es un calculo que incluye el
desvio estandar del fabricante, los grados de libertad y
el punto porcentual seleccionado de la distribucién Chi

Tabla Il. Comparacion descriptiva de los inmunoensayos para anticuerpos anti-dsDNA utilizados.

Caracteristicas

QUANTA Flash dsDNA

Kallestad Crithidia luciliae

(Inova Diagnostics) (Bio-Rad)
Principio del ensayo CLIA CLIFT
Tiempo de procesamiento 30 min 90 min
Valor de corte 35 Ul/mL 1/10

Negativo <27 Ul/mL
Interpretacion de resultados
Positivo >35 Ul/mL

Equivoco/indeterminado: 27-35 Ul/mL

Negativo: titulo <1/10
Positivo: titulo >1/10

Expresion de resultados Cuantitativo

Semicuantitativo

Rango analitico reportable

(RAR) 9,8-666,9 Ul/mL

N/A

Antigeno utilizado dsDNA sintético

Cinetoplasto de Crithidia luciliae

Fundamento del inmunoensayo

Los anticuerpos se unen al antigeno dsDNA
en las particulas paramagnéticas y se de-
tectan por quimioluminiscencia mediante
un segundo anticuerpo (anti-IgG humana)
conjugado con isoluminol.

Los anticuerpos se unen al cinetoplasto
del hemoflagelado y se detectan por inmu-
nofluorescencia indirecta mediante un se-
gundo anticuerpo (anti-lgG humana) conju-
gado con isotiocianato de fluoresceina.

CLIA: inmunoensayo quimioluminiscente; CLIFT: test de inmunofluorescencia indirecta en Crithidia luciliae ; N/A no aplica.
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cuadrado (x?) para el protocolo de 5 dias con 3 réplicas.
Si la desviacion estandar estimada es menor o igual que
el valor de verificacion, se demuestra concordancia en
precision con la definida por el fabricante y la indica-
cion se considera como condicién hallada en el presen-
te estudio. La linealidad se evalué para tres niveles de
concentracion, utilizando una muestra de un paciente
con diagnéstico confirmado de LES y presencia de an-
ticuerpos anti-dsDNA por CLIFT; se diluy6 dos veces, se
realizaron los calculos y la recta de regresion lineal con
el software SPSS 11.5 (SPSS, EE.UU.). La medida de aso-
ciacion entre las variables cualitativas se realizé median-
te una tabla de contingencia de 2x2 y se obtuvo el coe-
ficiente de concordancia Kappa de Cohen que se valoré
en la escala de Landis y Koch (17). La asociacién entre
variables cuantitativas se estudié mediante el coeficiente
de correlacion Rho de Spearman (18).

Resultados

En la Tabla III se muestran los desvios estandar ob-
tenidos para S_y S, comparados con los informados por
el fabricante, 0,y 0,y los correspondientes CV%, para
los tres niveles de concentracién ensayados en la veri-
ficacion del desempeno de la precision (N1, N2y N3).
Se observo que los mismos fueron menores que los de-
finidos por el fabricante, a excepcion de S,y (CV%)1
para N1. En la Tabla IV se detallan los valores de Sy
S, con los correspondientes valores de verificacion para
los mismos tres niveles analizados. Dado que los des-
vios estandar hallados fueron menores que los valores
de verificacion calculados, se verificé el desempeno del
método para precision. Se observo que el método fue

lineal en el rango de 43,9 a 494,9 Ul/mL, se obtuvo la
recta’Y =1,0001x - 0,0319 y un coeficiente de regresion
R2=0,997. Fl analisis de concordancia mostré un indi-
ce Kappa de 0,58 (95%I1C=0,46-0,70) que correspondié
con un grado de acuerdo moderado. La concordancia
general fue de 87,2% (95%1C=81,8-91,2), la concordan-
cia positiva de 90,5% (95%1C=77,9-96,2) y concordancia
negativa de 86,3% (95%IC=79,9-90,8). De los 195 sue-
ros analizados, 38 (19,5%) resultaron positivos y 133
(68,2%) negativos por ambas metodologias. Se encon-
traron 24 (12,3%) muestras con resultados discordantes
que fueron divididas en 2 grupos: 21 CLIFT negativo/
CLIA positivo (Grupo I) y 3 CLIFT positivo/CLIA ne-
gativo (Grupo II). No se hallaron valores para CLIA
en el rango definido como equivoco/indeterminado.
Los resultados cualitativos se muestran en la Tabla V.
Los 21 sueros del Grupo I presentaron valores compren-
didos en el intervalo de medida para CLIA de 35,2 a
471,4 UI/mL. Los tres registros del Grupo II tuvieron
titulos para CLIFT de 1/10, 1/20y 1/40.

Entre los 24 (12,3%) sueros discordantes, se encon-
traron 17 (17/24) que correspondieron a pacientes con
diagnéstico clinico confirmado de LES y los 8 (8/24)
restantes que correspondieron a pacientes con otras
enfermedades del tejido conectivo no diferenciadas
(ETCND). Los 17 sueros de pacientes con LES se agru-
paron de la siguiente manera: 16 en el GrupolIy 1 en el
Grupo II. Para el Grupo I se observé que 12/21 sueros
tuvieron resultados mayores de 70 UI/mL (10/12 LES y
2/12 ETCND), es decir que duplicaron el valor de corte
de acuerdo con el criterio de clasificacion SLICC-2012
parala positividad de anticuerpos anti-dsDNA. Nueve de
los 21 sueros presentaron valores menores de 70 UI/mL
(6/9 LESy 3/9 ETCND) (Tabla VI).

Tabla Ill. Repetibilidad y precision intralaboratorio estimada comparadas con datos del fabricante,
de acuerdo al procedimiento EP15-A2.

Muestra Media S, CV(%), o, CV(%), S, CV(%), o, CV(%),
N1 45,5 0,59 1,3 2,4 4,9 1,67 3,7 1,2 2,5
N2 146,0 5,01 3,4 6,5 4,7 5,72 3,9 5,5 4,0
N3 479,6 16,06 3,3 27,9 6,9 15,30 3,2 14,1 3,5

S,y S, : desviacion estandar de la repetibilidad y del laboratorio estimada por el usuario; o,y o : desviacion estandar de la repetibilidad y del laboratorio definidos

por el fabricante.

Tabla IV. Valores de verificacion calculados para los tres niveles analizados, de acuerdo al procedimiento EP15-A2.

Muestra Repetibilidad estimada (S,) Valor de verificacion | Precision estimada intralaboratorio (S,) | Valor de verificacién
N1 0,59 0,87 1,67 3,75
N2 5,01 7,38 5,72 17,25
N3 16,06 23,67 15,30 44,21
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Tabla V. Resultados cualitativos obtenidos con ambas metodologias para el total de las muestras
de pacientes analizadas (n=195).

CLIFT
Negativo Positivo Total
Negativo 133 3 136
CLIA
Positivo 21 38 59
Total 154 41 195

CLIFT: test de inmunofluorescencia indirecta en Crithidia luciliae; CLIA: inmunoensayo quimioluminiscente.

Tabla VI. Datos clinicos y de laboratorio relevantes de los pacientes con resultados discordantes entre CLIA y CLIFT.

p;ch:nete CLIFT CLIA o - Otros criterios inmunoldgiccos (SLICC-2012)
) Interpreta- Interpreta- Diagnéstico clinico . Anticuerpos anti-cardiolipinas y/o
Titulo cion uimt cion ANA Anti-Sm anti B 1-glicoproteina | (IgG y/o IgM) Complemento

1 <1/10 | Negativo | 35,2 | Positivo ETCND Negativo | Negativo ND Normal

2 <1/10 Negativo | 38,6 | Positivo LE(S) E(e)nm:?(zrépgriir:i_ Positivo | Negativo Negativo Normal

3 <1/10 Negativo | 40,9 | Positivo LES Positivo | Positivo Negativo C4|

4 <1/10 Negativo | 41,6 | Positivo LES + artritis Positivo ND ND C3|

5 <1/10 | Negativo | 44,2 | Positivo ETCND Positivo | Negativo ND ND

6 <1/10 Negativo | 48,6 | Positivo ETCND Positivo ND ND Normal

7 <1/10 | Negativo | 50,3 | Positivo LES Positivo | Negativo Negativo C4|

8 <1/10 Negativo | 64,1 | Positivo LES Positivo | Positivo aCL IgM positivo débil Normal

9 <1/10 | Negativo | 69,5 | Positivo LES Positivo | Negativo aCL IgG positivo débil Normal

10 <1/10 Negativo | 74,9 | Positivo LES Positivo | Positivo aCL IgG y a-p2GPI IgG positivo C4|
';' 11 <1/10 Negativo | 79,1 | Positivo LES en remisién | Positivo ND ND C3|
s' 12 <1/10 Negativo | 83,8 | Positivo LES Positivo | Negativo Negativo C3|
e 13 <1/10 Negativo | 84,9 | Positivo ETCND Positivo ND Negativo C;_'I 5Cgly

14 <1/10 Negativo | 94,7 | Positivo LES Positivo | Positivo Negativo CC3H ggly

15 <1/10 Negativo | 99,6 | Positivo LES Positivo | Negativo ND C3yC4|

16 <1/10 Negativo | 101 Positivo LES Positivo | Negativo Negativo C4|

17 <1/10 Negativo | 132,1 | Positivo LES dea[t)ir;sceantacién Positivo | Negativo att IgG/EozlityivE:[:EeGrtPel lgG/lgM C3yC4|

18 <1/10 Negativo | 139,3 | Positivo LES Positivo | Positivo Negativo CSH 5Cgly

19 <1/10 Negativo | 227,6 | Positivo ETCND Positivo ND ND ND

20 | <1/10 | Negativo | 3263 | Positivo Com;f;;?renal Positivo | Negativo ND Normal

21 | <110 | Negativo | 4714 | Positivo |55 dea‘t’irsiscea”tadé“ Positivo | Positio | aCL IgGya-p2GPI IgG positivo | C3yCA4|
o 22 1/10 Positivo | <9,8 | Negativo ETCND Positivo | Negativo ND Normal
§- 23 1/20 Positivo 12,6 | Negativo ETCND Positivo | Negativo ND Normal
S 24 1/40 Positivo 19,6 | Negativo LES Positivo | Negativo Negativo C4]

ND: no determinado; ETCND: enfermedad del tejido conectivo no diferenciada ; CLIFT: test de inmunofluorescencia indirecta en Crithidia luciliae; CLIA:

inmunoensayo quimioluminiscente; LES: lupus eritematoso sistémico; ANA: anticuerpos antinucleares; anti-Sm: anticuerpos anti-Smith; aCL: anticuerpos anti-

cardiolipinas; a-B2GPI: anticuerpos anti-p2 glicoproteina I; C3 y C4: componentes 3 y 4 de las proteinas del sistema del complemento; CH50: complemento
hemolitico total o actividad total del complemento.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2021; 55 (1): 21-9



Anticuerpos anti-dsDNA: deteccion, evaluacion y correlacion de métodos 27

En el analisis de correlacion de Spearman se obtuvo
un valor de Rho=0,637 (95%I1C=0,542-0,716) que indi-
c6 una asociacion positiva fuerte entre los valores de
CLIA y los titulos de CLIFT (Fig. 1). Los resultados ob-
tenidos en la evaluacion del desempeno del método
QUANTA Flash dsDNA se muestran en la Tabla VII.

Discusion y Conclusiones

El analisis de los resultados obtenidos en la verifi-
cacion del desempeno del método CLIA QUANTA
Flash dsDNA, indic6 que los valores de S, S,y linea-
lidad estuvieron de acuerdo con las especificaciones
del fabricante, con excepcion del cédlculo de S, para
el nivel 1. Sin embargo, al comparar los desvios es-
tandar obtenidos para los tres niveles analizados con

los valores de verificacion calculados, se obtuvieron
buenos resultados y se dio por valida la verificacion
del desempeno del método para precision. Si bien
en este estudio no se evalué el rendimiento del in-
munoensayo en cuanto a sensibilidad y especificidad
diagnostica, es interesante mencionar los datos del
fabricante y contrastarlos con otros estudios. El fabri-
cante reporté una sensibilidad diagnéstica de 49,1%
(95% IC=45,2-52,9) y una especificidad diagnéstica de
87,5% (95% 1C=84,2-90,2). En el mismo sentido, en el
estudio de Infantino e al. (11) se reportaron 39,3%
(95% 1C=27,2-52,7) para sensibilidad y 96% (95%
1C=90,1-98,9) para especificidad, mientras que Ben-
tow et al. (12) informaron 77,2% (95% 1C=71,3-82,1)
y 89,8% (95% 1C=87,1-92,0) respectivamente. Los va-
lores detallados en esos estudios no fueron coinciden-
tes debido, principalmente, a diferencias basadas en

Tabla VII. Resultados obtenidos para la evaluacién del desempefio del método CLIA QUANTA Flash dsDNA.

Parémetro estadistico

Valor

Linealidad

R2=0,997
Pendiente=1,0001
(95% 1C=0,984-1,016)

{ndice de concordancia Kappa de Cohen

0,58
(95% 1C=0,46-0,70)

Rho de Spearman

0,637
(95% 1C=0,542-0,716)

General 87,2% (95%I1C=81,8-91,2)
Concordancia Positiva 90,5% (95%I1C=77,9-96,2)
Negativa 86,3% (95%1C=79,9-90,8)

500.000

5.000

Rho=0,637 (95%IC: 0,542-0,716)
p<0,0001 o

5004 : *
. . ®
H * : .
-
-
- ® .
-
- ® .
50 .
-
-
-
dsDNA CLIFT (Titulo)
5 10 20 40 80 160 320 640 1280 2560  5.120

Figura 1. Correlacién cuantitativa de Spearman entre CLIA QUANTA Flash dsDNA y CLIFT.
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las cohortes seleccionadas de pacientes con LES. Es
interesante observar la alta especificidad informada
para el método de CLIA evaluado, comparable con la
alta especificidad de CLIFT (10) (11). En el analisis de
concordancia se obtuvo un acuerdo cualitativo mode-
rado entre ambas metodologias. Resultados con Kappa
mas bajos fueron publicados en el estudio de Infanti-
no et al. (11), al comparar el mismo método QUANTA
Flash dsDNA con el ensayo CLIFT NOVA Lite dsDNA.
Como fue mencionado, la posibilidad de obtener re-
sultados discordantes entre diferentes métodos para la
determinacién de anticuerpos anti-dsDNA, se debe al
uso de diferentes antigenos, a la configuracion de los
inmunoensayos y fundamentalmente a la existencia
de diferentes poblaciones de anticuerpos anti-dsDNA
presentes en el suero de los pacientes con LES. Por
estos motivos, aunque se comparen ensayos calibrados
contra el estandar internacional de referencia, se pue-
den obtener resultados cualitativos discordantes para
la misma muestra analizada (6) (13) (19). Como se
mostr6 en la Tabla VI, entre los 21 pacientes del Gru-
po I se encontraron 16/21 pacientes con diagnostico
clinico de LES y varios de ellos cumplieron también
con mas de un criterio inmunolégico de clasificaciéon
segin SLICC 2012, como fueron: positividad para
ANA, Sm, anticuerpos antifosfolipidos e hipocomple-
mentemia (pacientes numerados como 3, 8, 10, 14, 18
y 21). Es importante mencionar que para estos pacien-
tes la mayor sensibilidad diagnoéstica de CLIA respecto
de CLIFT (10), es coincidente con la baja sensibilidad
diagnostica para CLIFT informada en el estudio mul-
ticéntrico de Compagno et al. (7). En el Grupo I se
observo también que el paciente 1 fue ANA negativo,
con un valor por CLIA de 35,2 Ul/mL y no reunia
los criterios inmunolégicos de clasificacion para LES.
Sin embargo, es interesante resaltar la importancia
de medir anticuerpos anti-dsDNA en pacientes ANA
negativos, dado que existe un 6,2% de pacientes con
LES de diagnéstico temprano que son negativos en la
determinacién de anticuerpos anticelulares en sustra-
to de células Hep-2 por IFI (20). La prevalencia de
pacientes con LES que son ANA negativos varia entre
5y 23% para diferentes ensayos comerciales de ANA
(21). A su vez, se ha informado para una gran cohorte
de pacientes con LES, que un 11,3% de los pacien-
tes ANA negativos eran positivos por el método CLIA
QUANTA Flash dsDNA utilizado (20).

Es interesante observar el caso de la paciente 24 del
Grupo II (CLIA negativo/CLIFT positivo), donde los
anticuerpos anti-dsDNA no fueron detectados por CLIA
y si fueron detectados por CLIFT con titulo 1/40. Este
caso correspondio6 a una paciente con LES que ademas
reunia otros criterios inmunolégicos como positividad
para ANA e hipocomplementemia.

Para la correlacion de Spearman, el valor del esta-

distico Rho fue de 0,637 (95% 1C=0,542-0,716) vy se in-
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terpret6 como una buena asociacion cuantitativa entre
los valores de CLIA y los titulos de CLIFT. Sin embargo,
es necesario destacar que el método de CLIA es cuan-
titativo y podria ser mds adecuado para el seguimiento
clinico de pacientes con LES, para monitorear el trata-
miento y la actividad de la enfermedad, predecir recai-
das o identificar riesgo de compromiso renal y nefritis
(22) (23). Varios estudios han evaluado el desempeno
de diferentes inmunoensayos en el monitoreo de la
actividad de la enfermedad mediante puntuaciones o
scores basados en la afectacion de 6rganos y parametros
clinicos. En estos trabajos se encontré una correlaciéon
fuerte entre la medida de los anticuerpos anti-dsDNA
por el método evaluado y la actividad de la enfermedad
en cohortes bien definidas de pacientes con LES (12)
(24). Uno de estos indices es el SLEDAI-2K que incluye
la medida de anticuerpos anti-dsDNA entre los parame-
tros a evaluar.

Habiendo verificado el buen desempeno del método
y considerando los datos aportados por la bibliografia
respecto a mejoras en la sensibilidad diagnostica, ade-
cuada especificidad y buena correlacion de la medida
con la actividad de la enfermedad, fue parte del obje-
tivo del presente estudio determinar la estrategia en la
implementacion de esta nueva metodologia, es decir,
si se utilizara como primera linea en la determinacion
de anticuerpos anti-dsSDNA o de manera combinada
con CLIFT. De acuerdo con todas las consideraciones
previas y los resultados discordantes analizados, la me-
jor estrategia seria utilizar ambas metodologias, lo que
aumentaria la sensibilidad diagnéstica sin perder espe-
cificidad. Sin embargo, se encontré una limitaciéon en
el costo de los reactivos por determinacion, superior en
4 veces al costo del método en uso de CLIFT, lo que
condujo a pensar en mas de una alternativa para su im-
plementacion. Teniendo presente que la mayoria de las
solicitudes de anticuerpos anti-dsDNA recibidas en el
laboratorio son solicitadas por médicos reumatologos,
la utilizaciéon de CLIA como primera linea podria ser
mas adecuada para confirmar el diagnéstico y aumen-
tar la sensibilidad en la deteccion de los cambios en el
curso de la enfermedad. Finalmente, se observo la im-
portancia de utilizar dos inmunoensayos con diferentes
caracteristicas y desempeno analitico aceptable para la
determinacién de anticuerpos anti-dsDNA, como una
herramienta mas robusta en el diagnostico y seguimien-
to de pacientes con LES (13).
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