COLEGIO DE REVISTA

MICROBIOLOGOS

Y QUIMICOS CLiNICOS CMQC

Revision | Inmunologia

Determinacién de anticuerpos especificos en el laboratorio clinico:
desafios actuales y perspectivas segun la experiencia en el Hospital

San Juan de Dios

Marvin Duran Delgado®?, Carlos Varela Briceio', Diego Morazan Fernandez'?, Monica Flores
Guevara', Jimena Casasola Bado', Pamela Serrano Miranda®, Francisco Rodriguez Amador*?

AFILIACIONES: 'Laboratorio clinico, Hospital San Juan de Dios, Caja costarricense del seguro social, San
José, Costa Rica; 2 Escuela de medicina, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica; ® Facultad de

microbiologia, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica

RESUMEN. En los dltimos afios ha existido un crecimiento dinamico
y sostenido en la determinacion de anticuerpos especificos en diversas
areas del laboratorio como enfermedades infecciosas, autoinmunidad,
inmunogenética e histocompatibilidad. Los anticuerpos especificos
como analitos se caracterizan por una alta heterogeneidad, lo que
dificulta de manera especial cualquier iniciativa de estandarizacion. En
este articulo se presenta una visién global de los inmunoensayos mas
representativos de cada caso y se comenta sobre los desafios mas
importantes que se han detectado en la experiencia de un laboratorio
nacional, adicionalmente se mencionan algunas de las medidas que el
laboratorio ha implementado para mejorar el desempefio de estas
determinaciones, finalmente se realiza una revision de algunas
potenciales oportunidades de mejora para los laboratorios clinicos que
se enfrenten a desafios similares.
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ABSTRACT. In recent years, there has been a dynamic and
sustained growth in the determination of specific antibodies in various
laboratory areas such as infectious diseases, autoimmunity,
immunogenetics, and histocompatibility. Specific antibodies as analytes
are characterized by high heterogeneity, which makes any
standardization initiative particularly difficult. This article presents an
overview of the most representative immunoassays for each case and
discusses the most significant challenges identified in the experience of
a national laboratory. Additionally, it mentions some of the measures that
the laboratory has implemented to improve the performance of these
determinations. Finally, it reviews some potential improvement
opportunities for clinical laboratories facing similar challenges.
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En la actualidad hasta un 80% de las decisiones clinicas se fundamentan o
apoyan en la informacién provista por el laboratorio clinico. La seguridad y
eficacia de estas decisiones solo se puede lograr mediante pruebas de
laboratorio confiables, que provean resultados representativos de la
condicion del paciente. Un mal desempefio de las pruebas de laboratorio
puede tener consecuencias negativas para la toma de decisiones clinicas,
para el sistema sanitario y para el paciente (Salinas, 2023).

En este contexto, la estandarizacion de las medidas en el laboratorio clinico
contribuye de forma significativa, promoviendo mecanismos para que los
resultados de las pruebas sean consistentes y comparables entre los
diferentes laboratorios(Vesper et al., 2016). Un mecanismo muy comun para
promover la estandarizacion en el laboratorio clinico es la utilizacion de una
serie de procedimientos de calibracién documentados y trazables a un
material de referencia, dichas calibraciones tienen la capacidad de vincular
una sefial emitida por un instrumento con una cantidad o concentracién de
un analito mediante una relacion matematica, de este modo las mediciones
pueden ser consistentes y comparables entre distintos instrumentos y
laboratorios (Panteghini, 2007).

La existencia de pruebas de laboratorio estandarizadas ha permitido que en
multiples consensos o guias clinicas se establezcan limites de decision
especificos para el diagndstico y la intervencion terapéutica de los pacientes.
Adicionalmente, la gran mayoria de los procedimientos de aseguramiento y
control de calidad que se aplican en los laboratorios clinicos fueron
disenados sobre la base de analitos que se caracterizan por tener altos
niveles de trazabilidad metroldgica para los cuales se dispone de materiales
de referencia primarios, estos analitos se conocen como analitos tipo A. Por
otro lado, existe un grupo de analitos que se caracterizan por ser
heterogéneos, en estos casos la medicion se puede ver influenciada por una
gran variedad de factores bioldgicos y metodoldgicos, estos analitos se
conocen como tipo B (Panteghini, 2007). Los anticuerpos especificos se
consideran analitos tipo B, en general son moléculas heterogéneas por
factores como la clase de anticuerpos, la subclase, la afinidad y la avidez.
Adicionalmente los anticuerpos pueden circular libres o en forma de
inmunocomplejos, pueden reconocer al mismo antigeno en diversos
epitopos que pueden ser lineales o conformacionales. Muchas de estas
caracteristicas son dinamicas y pueden variar a través del tiempo (W. J.
Dimech et al., 2023).

En el caso de los inmunoensayos para la determinacion de anticuerpos
especificos la identificacion o medicion de los mismos se basa
principalmente de su actividad biolégica, en este caso especifico su
capacidad de unién (W. Dimech et al., 2015). Esto es una diferencia
importante con respecto a los analitos tipo A, que podrian detectarse y
medirse simplemente con estar presentes en cantidades suficientes en la
matriz de medicion(W. Dimech, 2021). Estas diferencias entre los analitos de
ambos grupos pueden impactar de manera importante la validez analitica, la
validez clinica y la utilidad clinica de las pruebas de laboratorio.
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Hay muchos factores adicionales que pueden contribuir a la heterogeneidad
en las mediciones de anticuerpos especificos. En los inmunoensayos
comercialmente disponibles la fuente de antigeno utilizada para la captura de
anticuerpos puede variar en origen y cantidad. Los antigenos utilizados por
los fabricantes suelen ser recombinantes o nativos, esto tiene implicaciones
practicas pues para algunas aplicaciones parece ser que los antigenos
nativos presentan mejor desempefio que los antigenos recombinantes dado
que los primeros tienen capacidad de representar los epitopos
conformacionales de forma muy similar a como se presentan en condiciones
biolégicas. Por otro lado, los antigenos recombinantes pueden dar lugar a
epitopos lineales o desnaturalizados, los cuales no se expresan en
condiciones bioldgicas y generan falsas reacciones.

En el area de la histocompatibilidad el origen del antigeno es un desafio
vigente, los fabricantes utilizan tanto antigenos nativos como antigenos
recombinantes, los antigenos recombinantes se incorporan en la fase solida
de los inmunoensayos utilizados para determinar anticuerpos anti HLA de
forma especifica, este tipo de fuente de antigeno suele incluir epitopos
lineales o desnaturalizados cuya asociacién clinica es cuestionable. Los
antigenos desnaturalizados se reportaron por primera vez en sueros
obtenidos de varones presuntamente sanos y no aloinmunizados que
presentaban anticuerpos HLA. Los anticuerpos se dirigian principalmente a
especificidades HLA poco comunes, lo que hace improbable la exposicién
previa al aloantigeno(Morales-Buenrostro et al., 2008). Posteriormente, se
reportd que estos aloanticuerpos inesperados se dirigian a epitopos cripticos
en moléculas HLA no expuestas en su configuracion nativa(El-Awar N et al.,
2008), lo que implica que su significado clinico es incierto pues es poco
plausible que un anticuerpo interactue con epitopos cripticos en condiciones
normales.

También es conocido que los antigenos incluidos por los fabricantes en la
fase de captura de los inmunoensayos pueden tener un grado de diversidad
importante, se sabe que la mayoria de los antigenos estan compuestos por
diversos epitopos, algunos de estos epitopos seran inmunodominantes con
respecto a otros, pero la diversidad de los mecanismos de reconocimiento y
procesamiento antigénico de los individuos puede dar lugar a respuestas
heterogéneas con similitudes y diferencias entre los distintos individuos. Un
estudio sobre los anticuerpos anti ADN doble cadena(dsDNA) ilustra muy
bien este principio. Dada su importancia y larga trayectoria, se podria asumir
que las pruebas para la determinacion de este autoanticuerpo estan
estandarizadas y ofrecen resultados comparables entre los distintos
métodos. Sin embargo, aunque existe un material de referencia estandar
(Wo/80 de la OMS), los diferentes métodos de deteccidon del anticuerpo
dsDNA arrojan resultados distintos para las mismas muestras. Esta
disparidad se atribuye a la diversidad de posibles anticuerpos generados por
los distintos individuos contra este antigeno que es muy complejo y puede
tener varios epitopos con distinto nivel de asociacion clinica(Mummert et al.,
2018).

El origen de los anticuerpos secundarios representa una fuente adicional de
heterogeneidad para estas mediciones.
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Los fabricantes pueden incluir anticuerpos secundarios monoclonales o
policlonales, originados en distintos animales, con variantes en el isotipo 0 a
nivel de subclase, principalmente en el caso de la IgG. Capturar y
representar los anticuerpos especificos clinicamente relevantes es un gran
desafio ante tantas fuentes de variabilidad. Para ilustrar este principio se
utilizara la prueba cruzada por citometria de flujo (FCXM) clésica, esta no
distingue entre las distintas subclases de IgG. Partiendo de que la utilidad
principal de esta prueba es valorar el riesgo inmunolégico de rechazo
hiperagudo se piensa que muchas pruebas cruzadas positivas por
anticuerpos que no fijen el complemento en la via clasica dan lugar a
barreras injustificadas para que determinados receptores accedan a un
trasplante. Un estudio demostré que los resultados positivos de la FCXM se
debieron principalmente a la presencia de anticuerpos IgG2 o IgG4 no
activadores del complemento. Estos resultados se vieron respaldados por la
ausencia de anticuerpos especificos del donante (DSA) que se unen a C3d
y una prueba de compatibilidad cruzada por citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) negativa(Rao et al., 2022). Actualmente este debate se
encuentra vigente y determinados grupos consideran que este escenario
representa un riesgo inmunolégico moderado o bajo y que es posible
proceder con el trasplante en algunos de estos escenarios, a pesar de tener
una FXCM positiva(Tambur et al., 2018). Este escenario complejo ilustra
como una prueba que se considera el estandar de referencia a nivel global y
que tiene validez analitica para la medicion de anticuerpos anti HLA tiene
una validez y utilidad clinica cuestionable pues no todos los anticuerpos IgG
que se detectan en la FXCM clasica correlacionan con rechazo hiperagudo.

Finalmente, mas alld del disefio de los inmunoensayos, la misma
heterogeneidad y falta de acceso a materiales de referencia dificulta
establecer valores de referencia o puntos de decision clinica claros. En el
caso de las pruebas basadas en analitos tipo A se suele contar con multiples
puntos de decision. Por ejemplo, en condiciones clinicas donde hay
deficiencia o exceso de un determinado analito como en el caso de las
patologias tiroideas que dan lugar a hipotiroidismo o hipertiroidismo, donde
la mediciéon de hormona estimulante de la tiroides (TSH) es esencial para el
abordaje de muchos de estos trastornos. La distribucion de las mediciones
del analito en poblaciones suele ser normal, ubicandose los individuos con
condiciones patoldgicas en los extremos de la curva gaussiana.

Adicionalmente, al ser un analito homogéneo es posible establecer valores
de referencia para la definicion de puntos de decision clinica, de manera que
los fabricantes que utilicen materiales de referencia como el Who 81/565
obtendran mediciones de TSH que son comparables entre distintos
laboratorios y fabricantes.

En el caso de las determinaciones de nuestro interés suele existir un unico
punto de decision, frecuentemente denominado punto de corte que no se
puede considerar un punto de decision clinica por si mismo, sino un punto de
referencia donde se observa reactividad.
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La medicién realizada por el laboratorio tiene que ser capaz de discriminar a
los individuos que presentan la condicion de interés de aquellos que no,
frecuentemente ambas poblaciones tienen un punto donde ocurre un
traslape o superposicion de ambas curvas, esto implica que la seleccién del
punto de corte se acompafa de un error que afectara la sensibilidad o la
especificidad de la técnica, dependiendo de su uso previsto. Normalmente
estos puntos de corte se determinan en base a estudios poblacionales con
paneles de muestras que incluyen verdaderos positivos y verdaderos
negativos, sin embargo, por mas completo que sea el estudio clinico es
dificil que represente las “condiciones reales” de aplicacion del
inmunoensayo y que los eventos observados dentro del mismo sean
capaces de predecir todas las desviaciones posibles, especialmente
aquellas que se presentan con baja frecuencia.

A pesar de conocer todas estas limitaciones, hoy en dia las pruebas para
determinacion de anticuerpos especificos han mostrado ser seguras vy
eficaces para el diagnostico y manejo de varias patologias, incluyendo
enfermedades infecciosas, autoinmunes, alérgicas y para efectos de
histocompatibilidad. El propdsito de esta revisién es visibilizar algunas de
estas limitaciones y como se estan abordando hoy en dia en nuestro
contexto para el beneficio de nuestros pacientes.

Desafios en la determinaciéon de anticuerpos asociados al virus
de la inmunodeficiencia humana: cinética compleja y el efecto de

la prevalencia de la enfermedad. El virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) es un Lentivirus de la familia Retroviridae, aislado e
identificado por primera vez en el afio 1983, el tratamiento oportuno de esta
infeccion permite mejorar el pronéstico de vida de los pacientes, disminuir
sus complicaciones y realizar acciones para contener su diseminacion en la
poblacién(van Heuvel et al., 2022). El diagnéstico del VIH se basa
principalmente en la deteccién de anticuerpos especificos, el antigeno p24 y
la deteccion de ARN viral (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2023).

El primer desafio para el diagnéstico del VIH tiene que ver con la variabilidad
propia del virus. El VIH es un virus ARN con una alta tasa de mutacion,
actualmente se reconoce la existencia de dos tipos virales y en el caso de
VIH-1 varios grupos (M, O, N) e incluso subtipos. Toda esa variabilidad
propia de estos virus representa un primer desafio para el desarrollo de
pruebas de laboratorio, pues los antigenos mas relevantes de al menos los
grupos My O tienen que ser incluidos en la fase de captura de todos estos
inmunoensayos, adicionalmente es deseable incluir al menos una estrategia
para discriminar la infeccion por VIH-1 de la infeccion por VIH-2 en el
algoritmo planteado por el laboratorio (Branson BM et al., 2018). Como el
VIH-1 es el virus epidemiolégicamente mas relevante para nuestro pais, la
siguiente parte de la discusién se concentrara en este virus.

El segundo desafio al que se enfrentan estas pruebas es la cinética de
aparicion de los distintos biomarcadores utilizados para el diagndstico, la
temporalidad de la aplicacion de las pruebas en las distintas fases de la
historia natural de la enfermedad tiene un impacto importante en el
desempefio de estas pruebas.
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Figura 1. Cinética promedio de la aparicion de los distintos biomarcadores empleados para el diagndstico del VIH-1.

Adaptado de: (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2023).

La variabilidad del virus, la cinética y la diversidad de opciones comerciales
de inmunoensayos para el diagndstico de la infeccion por VIH ilustran el
concepto que se pretende exponer en esta revision: la validez y utilidad
clinica del ensayo van a estar en funcion del momento en el que se aplique
la prueba y de la combinacion de pruebas que componen el algoritmo del
laboratorio, situacién que se viene a complicar con el reconocimiento de que
la primoinfeccion por VIH suele generar sintomas muy inespecificos sin
signos o sintomas patognomonicos que permitan su diferenciacion respecto
a otras patologias similares.

Un desafio final se relaciona con la interpretaciéon de estas pruebas,
anteriormente comentamos ampliamente sobre los problemas asociados a la
definicion de puntos de decisién clinica en los inmunoensayos para la
determinacion de anticuerpos especificos, el caso del VIH ilustra de manera
excepcional este concepto. En general, la presencia de anticuerpos
especificos anti VIH confirmados significa exposicién e infeccion establecida
por VIH, sin embargo, existen al menos tres excepciones a tener en
cuenta.En primer lugar, el caso de los menores de 18 meses nacidos de
madres VIH positivas, donde hay que considerar que los anticuerpos
maternos se transfieren de forma pasiva al feto por la interfase materno-fetal
de modo que el diagnostico en esta poblacién se debe realizar por métodos
directos de forma exclusiva ya que estos anticuerpos pueden persistir
durante varios meses generando resultados falsamente positivos(Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2023).
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En segundo lugar, considerar ciertos escenarios donde es poco probable que
se dé una seroconversion completa, por ejemplo, en pacientes con
inmunodeficiencias predominantes de anticuerpos, incluyendo la entidad
clinica conocida como inmunodeficiencia comin variable. La estrategia
diagnostica clasica no beneficia a estos grupos de pacientes, los cuales
deben ser candidatos a pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (NAT,
por sus siglas en inglés) con uso previsto diagndstico. En tercer lugar, la
existencia de reacciones falsamente positivas, situacion inherente a
cualquier inmunoensayo de esta naturaleza. La mayoria de los
inmunoensayos comercialmente disponibles tienen como uso previsto el
tamizaje, por lo cual se sabe que son seguros y eficaces para su utilizacion
en esa condicion. Varios estudios ilustran que cuando se pretende que el uso
previsto de estas pruebas sea predecir una prueba confirmatoria positiva o
confirmar una infeccion su desempefio en el punto de corte de tamizaje es
subodptimo y frecuentemente se requiere validar un nuevo punto de corte
para obtener un mejor desempefio(Wang et al., 2019; White et al., 2022)

Una de las posibles explicaciones para el tema de los falsos positivos (FP)
requiere considerar la prevalencia de la infeccion en la poblacion general, las
pruebas de VIH se realizan en una gran variedad de escenarios por
necesidades muy variadas, donde no necesariamente existen
comportamientos, eventos, signos o sintomas que orienten hacia una
sospecha clinica razonable. Por sus propias limitaciones, en el caso de la
determinacion de anticuerpos especificos se debe tener en cuenta el efecto
de la prevalencia de la condicion a estudiar, normalmente las métricas
utilizadas para describir este fenémeno son los valores predictivos. El valor
predictivo positivo (VPP) se refiere a la probabilidad de que quienes dan
positivo en una prueba estén realmente infectados, y el valor predictivo
negativo (VPN), la probabilidad de que quienes dan negativo en la prueba no
estén realmente infectados. Ambas medidas se expresan a menudo como
porcentajes. Lo mas importante a considerar es que el VPP y el VPN
dependen no solo de la sensibilidad y la especificidad de la prueba, sino
también de la prevalencia de la infeccién en la poblacion estudiada(Banoo et
al., 2010). Para poder minimizar el impacto de la prevalencia es necesario
que las pruebas se apliquen en escenarios donde exista una alta
probabilidad preprueba, sin embargo, para el caso de ciertas
determinaciones como VIH este escenario no se cumple, ya que la prueba se
suele indicar en mdltiples escenarios incluyendo poblaciones de baja
prevalencia, como en el caso de los donantes de sangre. Para ilustrar este
concepto, considere una prueba con especificidad de 99% y sensibilidad del
98% aplicada a un sujeto que pertenece a un grupo donde la prevalencia
estimada es del 10%, el VPP sera de 91,5%. Por otro lado, considere la
misma prueba aplicada a un sujeto que pertenece a un grupo donde la
prevalencia es de 1%, el VPP sera de 50%, esto implica que, en este
escenario ficticio, es probable que uno de cada dos sujetos inicialmente
reactivos en el inmunoensayo sea un FP.
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La eleccién de los inmunoensayos empleados como tamizaje y como
confirmacién es crucial para garantizar que esta estrategia sea exitosa, para
una mejor escogencia de esta estrategia diagnostica se debe tener en
cuenta los distintos periodos de ventana, asi como las limitaciones propias
de la determinacion del antigeno p24 en infecciones donde haya ocurrido
seroconversion.

Finalmente, hoy en dia hay suficiente evidencia de que es seguro y eficaz
incorporar dentro de los algoritmos diagndsticos las pruebas de NAT, en
primer lugar para los menores de 18 meses y pacientes con
inmunodeficiencias predominantes de anticuerpos y en segundo lugar como
herramienta para la resolucion de discrepancias entre ensayos de cuarta y
tercera generacién y finalmente es posible pensar en estas pruebas
moleculares como prueba de confirmacion, siempre y cuando los costos
sean razonables, pues su precio con referencia a la mayoria de los
inmunoensayos hace que sea una estrategia costo-prohibitiva para la
mayoria de los sistemas de salud(Branson BM et al., 2018)(National Center
for HIV/AIDS, 2023). En todo caso el reto que supone la cinética de la
aparicion de estos biomarcadores puede ser abordado mediante la seleccion
de las herramientas mas Optimas para la construccion del algoritmo,
mientras el reto de la prevalencia permanece sin ser un factor sencillo de
controlar, por lo que es crucial estudiar y conocer el desempefo en
condiciones reales de nuestros inmunoensayos con la finalidad de
discriminar de mejor manera los presuntos falsos positivos y poder proveer
una asesoria mas oportuna a los usuarios de los servicios de laboratorio.

Determinacion de anticuerpos relacionados a enfermedades
autoinmunes sistémicas: avances tecnolégicos y desafios

relacionados. La deteccidn de anticuerpos anticelulares (ANA) es de gran
utilidad en el diagnéstico y clasificacion de enfermedades reumaticas
autoinmunes sistémicas (ERAS). Estas enfermedades se caracterizan por la
produccién de autoanticuerpos contra el tejido conectivo, las articulaciones y
los musculos, adicionalmente pueden afectar otros érganos como la piel, los
pulmones o los rifiones. Los sintomas mas tempranos de las ERAS suelen
ser inespecificos y se superponen, lo que dificulta el diagnoéstico basado
Unicamente en las manifestaciones clinicas(Bizzaro, 2007; Goldblatt &
O’Neill, 2013).

En general, para estos estudios se considera el ANA como prueba de
tamizaje. Actualmente hay dos opciones predominantes para la realizacion
de esta prueba. En primer lugar, los inmunoensayos de fase sélida (ELISA o
quimioluminiscencia), en los cuales los fabricantes colocan en la fase de
captura una serie de entre 8 a 12 antigenos, considerados los mas
representativos y prevalentes de las distintas ERAS asi como un extracto de
células Hep-2, de modo que se realiza un inmunoensayo que finaliza con la
generacion de una sefal en unidades relativas de luz o densidad 6ptica que
se compara contra una sefial correspondiente a un punto de corte. Aunque
estos métodos son mas econémicos y simplifican de manera importante el
proceso, la informacién provista es cualitativa dicotdmica, lo que permite
clasificar las muestras como positivas 0 negativas sin ningun tipo de
informacion adicional(Meroni & Schur, 2010).
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En segundo lugar, se tiene la IFA realizada en el sustrato de células HEp-2 o
sus variantes, esta prueba es considerada estandar de oro para el tamizaje
de ANA. En esta prueba las células se utilizan como sustrato para la captura
de los autoanticuerpos, posteriormente esta union se puede evidenciar
mediante un anticuerpo secundario unido a un fluorocromo posteriormente
se puede evaluar la tincién de las mismas mediante microscopia fluorescente
y valorar la tincion diferencial en los compartimientos celulares para
establecer un patrén de tincion.

La interpretacién y el reporte de los resultados de la IFA con células Hep-2 es
probablemente el tema mas desafiante de esta prueba para los laboratorios,
pues esta prueba tiene diversas fuentes de variabilidad tanto a nivel biologico
como a nivel técnico.

En primer lugar, este ensayo se considera de alta sensibilidad, lo cual es la
principal razén por la cual se considera la metodologia de referencia para la
deteccion de ANA. Esta alta sensibilidad se sustenta sobre el hecho de que
estas células expresan mas de cien antigenos en su conformacion nativa y
que ningun otro inmunoensayo comercialmente disponible puede igualar
esta caracteristica(Damoiseaux et al., 2019). Adicionalmente, la expresion
de estos antigenos varia entre los distintos compartimientos celulares y
segun la fase del ciclo celular en la que se encuentren las células en
evaluacion, de modo que los patrones observados pueden asociarse a
distintos autoanticuerpos y patologias, esta informaciéon es un insumo
importante para poder realizar la eleccion mas adecuada de la
subserologia(Bonroy et al., 2023) (Duff et al., 2023).

Por otro lado, la alta sensibilidad del ensayo puede ser contraproducente. En
determinados casos, un mal uso de la prueba puede proporcionar resultados
dificiles de interpretar en ausencia de un contexto clinico caracteristico de
ERAS. En escenarios donde hay sintomatologia asociada a ERAS, la
probabilidad pretest es alta, mientras que, si la prueba es indicada en un
contexto clinico de sintomas inespecificos, sin hallazgos que se relacionen
especificamente con ERAS, la utilidad de la prueba es limitada(lrure-Ventura
& Lépez-Hoyos, 2022).

En los casos donde se encuentran resultados positivos sin clinica asociada
a ERAS el hallazgo se suele considerar un FP. Al respecto se conoce que
hay variedad de condiciones y enfermedades que pueden causar un ANA
positivo, infecciones, cancer, otras enfermedades autoinmunes, etc.
Ademas, se debe considerar que hay un porcentaje importante de ANA
positivo en personas sanas (de 10 a 20%) esto varia de acuerdo con la
poblacion, el método y el titulo de corte de cada estudio (Tan et al., 1997)
(Pashnina et al., 2021),para una adecuada interpretacion de estos hallazgos
se debe tener presente que autoinmunidad y enfermedad autoinmune son
dos conceptos distintos, el primero puede ser normal y operar en diversos
mecanismos fisioldgicos, 1o que explica en alguna medida los hallazgos de
positividad en bajos titulos en poblacion normal.
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Una variable que tiene mucha incidencia sobre la frecuencia de los presuntos
FP es el titulo de corte empleado por el laboratorio para la realizacién de la
prueba. Es relativamente comun que muchos sujetos tengan
autoanticuerpos sin que estos sean clinicamente relevantes, el proposito de
establecer el punto de corte es encontrar la dilucion inicial que permita
discriminar de mejor manera los sujetos sanos de aquellos con ERAS, varios
estudios han sido consistentes en que entre mayor sea la dilucién de corte
menor la probabilidad de falsos positivos (Pashnina et al., 2021). De acuerdo
a nuestro conocimiento en nuestro pais no se ha determinado un titulo de
corte representativo para nuestra poblacion. Los titulos recomendados por
los fabricantes son 1:80 y 1:100, la eleccion de los mismos se deriva de
estudios realizados en poblacion norteamericana y europea, curiosamente
un estudio realizado en poblacién brasilefia revelo que el titulo de 1:160 tenia
mejor desempefio (Mariz et al., 2011), lo que hace pensar que es probable
que el desempefio en poblacion latinoamericana sea distinto y valida la
necesidad de impulsar estudios locales.

La interpretacion de los hallazgos iniciales de un ANA por IFA se complica
aun mas, si consideramos que un resultado negativo de ANA por IFA no
excluye la presencia de autoanticuerpos asociados a ERAS, ciertos
antigenos como el SSA o el JO-1 se caracterizan por una expresion baja en
las células Hep-2 de modo que es posible que se tenga un tamizaje negativo
con subserologia positiva en casos de pacientes enfermos, los laboratorios
deben tener presente este escenario cuando exista una alta sospecha
clinica(Hoffman et al., 2002).

El reporte de los resultados requiere de la capacidad de identificar patrones
y nombrarlos adecuadamente, de forma clara y concisa. La tincion diferencial
de los compartimientos celulares genera patrones, en la actualidad se
reconocen mas de 32 patrones distintos segun la ultima clasificacién del
ICAP(Andrade et al., 2024).

Los patrones observados en células Hep-2 pueden ser simples o
compuestos. En ocasiones puede desarrollarse mas de un patron, en
compartimientos celulares distintos, generando patrones multiples(Cruvinel
et al.,, 2022). Al existir la interaccion de dos o mas anticuerpos en alto titulo
puede ocurrir un fendmeno conocido como enmascaramiento de patrén. Por
€so, aunque la mayoria de sistemas automatizados pueden predecir la
dilucién al punto final mediante un indice de fluorescencia la mejor practica
es realizar titulacién a punto final de todas las muestras positivas, con la
finalidad de observar de mejor manera los distintos patrones o evidenciar
patrones enmascarados(Damoiseaux et al., 2019). Otro problema analitico
que se presenta con menor frecuencia es el fendmeno de zona, el mismo
puede ocurrir en muestras con autoanticuerpos de alto titulo que no estan
suficientemente diluidas, lo que resulta en muestras con una tincion difusa,
tenue, sin patrén definido o negativa. Esta situacion se resuelve diluyendo la
muestra (Ricchiuti et al., 2018).
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Para muchos laboratorios puede resultar costo-prohibitivo realizar mas de
una dilucion para el tamizaje inicial, razdn por la cual es importante mantener
un flujo de comunicacion importante entre el laboratorio y el médico tratante
y ante escenarios donde el tamizaje haya sido previamente negativo y exista
alta sospecha clinica practicar al menos una dilucion inicial.

1:100 1:200

Figura 2. Muestra que presenta fendmeno de zona en la dilucion de corte y que evidencia un patron citoplasmatico granular

fino denso (AC-19) al realizar una dilucion inicial de 1:200 (Sustrato células HEP20-10).

Por otro lado, identificar todos los patrones clinicamente relevantes y
describirlos adecuadamente; seleccionar adecuadamente la subserologia;
comprender y ajustar las caracteristicas técnicas de la prueba para superar
las limitaciones inherentes de la técnica requiere de personal altamente
calificado tanto en la parte técnica como en la parte clinica. Normalmente
este recurso no es el mas abundante en los laboratorios clinicos, pues
requiere no solo de conocimientos, sino de experiencia y un alto grado de
pericia poder alcanzar el nivel experto para la evaluacion de estas
determinaciones.

Para mejorar la exactitud con la que se reportan los resultados la
recomendacion mas importante es realizar la evaluacion de las muestras
mediante dos observadores independientes con entrenamiento y experiencia
en identificacion de patrones, esto es un reto para laboratorios que
experimentan altas cargas de trabajo pues es dificil contar con suficiente
recurso humano para satisfacer esta recomendacion (Vercammen et al.,
2023; von Mihlen et al.,, 2021). Los observadores deben acceder a
programas de educacion continua e idealmente participar en al menos un
programa de evaluacion de la competencia al afio (Sack et al., 2020; van
Hoovels et al., 2021)

En nuestra experiencia ha sido dificil poder incorporar la doble evaluacién
para todos los casos.
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Esta situacion se ha tratado de solventar con espacios para la discusiéon de
casos complejos y construccion de consensos en equipo, adicionalmente el
acercamiento de los especialistas en inmunologia y reumatologia al laboratorio
para comentar determinados casos ha sido de vital importancia para mejorar
nuestro desempefio en el reporte de los casos mas importantes. De esta forma
se ha logrado construir una experiencia de aprendizaje colectivo para nuestro
grupo de trabajo, que actualmente se compone de una lider usuario y varios
usuarios competentes.

En todo caso el consenso internacional en patrones de ANA (ICAP, por sus
siglas en ingles) mantiene un sitio Web donde es posible acceder a la
nomenclatura de los distintos patrones, el sitio provee adicionalmente
fotografias provenientes de las distintas soluciones comerciales, asi como una
descripcion de los aspectos clave, sugerencias para la subserologia, asi como
informacion clinica relevante. Esta herramienta es ideal tanto para el laboratorio
como para la clinica(Andrade et al., 2024).

Finalmente, las practicas de control de calidad son un punto a considerar en
estos ensayos. En nuestra experiencia hemos notado que muchos fabricantes
proveen un material de control de calidad negativo y uno positivo, ambos se
caracterizan por no ser conmutables con referencia al suero como matriz de
analisis. Adicionalmente el control positivo suele ser un Unico patrén en un titulo
muy elevado. Es dificil que esta practica de control de calidad pueda predecir
pequefas desviaciones en el desempefio de todo el proceso, por lo cual la
recomendacion es incorporar controles de segunda parte (controles basados en
pacientes) bien caracterizados, con matrices conmutables e idealmente tener
controles positivos de varios patrones con titulos a punto final mas cercanos al
punto de corte (Sack et al., 2020). Una opcion alternativa es la adquisicion de
controles de tercera parte, el problema de estos controles es que existe poca
disponibilidad de los mismos a nivel comercial 0 son muy costosos. El control
externo también es vital para asegurar la calidad de este proceso, los
laboratorios también deben participar en rondas de control de calidad externo o
comparaciones interlaboratoriales, lo ideal es encontrar programas con 4 0 mas
rondas anuales donde se provean diversas muestras(Sack et al,
2020).(Kavanaugh et al., 2000). Algunos de estos programas tienen como valor
agregado incluir casos clinicos con las muestras, de modo que también
constituyen una herramienta para la evaluacion de la competencia del personal.

Por todo lo antes mencionado si bien el ANA por IFA es el biomarcador por
excelencia en el estudio inicial de las patologias reumaticas sistémicas, hay
algunos aspectos que deben considerarse al implementarse en los laboratorios.
La prueba de ANA por IFA se debe acompafar de varias herramientas de
software y hardware que faciliten la realizacién, el analisis, la interpretacion y el
almacenamiento de toda la informacién, por lo cual suele considerarse una
prueba de alto costo. Se requiere de personal altamente capacitado tanto en la
parte técnica como en la parte clinica, con capacidad de mantener una
comunicacion fluida con el médico tratante para maximizar las bondades de
esta prueba como tamizaje y realizar una correcta eleccion de la subserologia.
Finalmente se requiere de mecanismos muy robustos para el control y
aseguramiento de la calidad, incluyendo idealmente mecanismos de evaluacion
de la competencia para los analistas.
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Determinacion de aloanticuerpos en el contexto de los analisis de
Histocompatibilidad: complejidad técnica y dificultades en su

interpretacion. La Histocompatibilidad e Inmunogenética clinica (H&I) surge
como resultado del polimorfismo entre los alelos que codifican por las proteinas
del antigeno leucocitario humano (HLA), particularmente en los locus A, By C
de clase | y DRB, DQ y DP de clase Il (Zachary & Leffell, 2013). La funcion
principal de este sistema es facilitar la presentacion de una variedad de péptidos
derivados de antigenos propios y extrafios para la activacion de los linfocitos T.
Este sistema es un éxito evolutivo para nuestra especie ya que garantiza la
proteccidn de la especie contra patdgenos emergentes y remergentes. Por otro
lado, constituye la principal barrera para los trasplantes, ya que el mismo
polimorfismo que garantiza una gran diversidad de moléculas del HLA en la
poblacién genera péptidos que difieren significativamente entre los individuos
de la misma especie convirtiéndose en aloantigenos para aquellos individuos
que no las toleran. El reconocimiento de estos péptidos se conoce como
aloreconocimiento. Lo anterior se traduce en una respuesta inmunoldgica
celular y humoral que conlleva a la pérdida del 6rgano trasplantado mediante un
mecanismo inmunoldgico conocido como rechazo (Cozzi et al., 2017).

De acuerdo con el tiempo de aparicién, el rechazo de érgano se clasifica en tres
tipos principales:

* Rechazo hiperagudo: Ocurre en horas a dias y estd mediado por
anticuerpos preformados, generalmente contra ABO, anti-HLA y otras
moléculas antigénicas menos polimérficas, como MIC-A, debido a
contactos previos (transfusiones, embarazos, trasplantes anteriores. La
activacion del complemento produce dafio endotelial e induce trombosis
vascular (Moreau et al., 2013; Thomas et al., 2015).

* Rechazo agudo: Se desarrolla tras la sensibilizacion y presentacion de
antigenos HLA del donador, con infiltracion linfocitaria y dafio tisular
mediado por mecanismos como citotoxicidad de células CD8+,
opsonizacion, activacion del complemento y repuesta de células NK. La
deteccion y monitoreo de aloanticuerpos donante especifico (DSA) es
esencial para ajustar el tratamiento y evitar la pérdida del injerto(Loupy &
Lefaucheur, 2018; Valenzuela & Reed, 2017).

* Rechazo cronico: Ocurre meses o afios después del trasplante, como
resultado de la activacion persistente del sistema inmune. La fibrosis
vasculary el dafio progresivo limitan las opciones terapéuticas y resultan en
deterioro funcional del 6rgano(Hurskainen et al., 2021; Tissot et al., 2019).

Aunque la mayoria del conocimiento de los mecanismos de rechazo esta
referido a los trasplantes de 6rgano soélido, en el caso del trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas existe también una respuesta y rechazo de las
ramas celulares y humorales del receptor hacia el injerto que puede ocasionar
su pérdida. Ademas, en este tipo particular de trasplante existe el riesgo de
enfermedad injerto contra hospedero (EIVH), donde los linfocitos T donadores
atacan tejidos del receptor, afectando principalmente piel y mucosas e
impactando la calidad de vida.
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La compatibilidad HLA sigue siendo fundamental para minimizar rechazo y el
riesgo de EIVH(Malard et al., 2023; Masouridi-Levrat et al., 2016). El resto de
esta revision se centrara en la revision de estas pruebas en el contexto del
trasplante de érgano sélido.

En la actualidad la prevencion del rechazo hiperagudo depende de la
identificacion precisa de anticuerpos anti-HLA mediante pruebas de laboratorio.
En general hay dos formas de detectarlos, la primera es por medio de los
ensayos de fase solida y la segunda por medio de ensayos basados en células.

De las pruebas fase sélida para la deteccion de anticuerpos anti-HLA, las
técnicas basadas en particulas recubiertas con antigenos HLA son las mas
utilizadas actualmente. Estas pruebas son multiparamétricas, en general se
basan en lotes de esferas de poliestireno recubiertas por combinaciones de
antigenos del HLA o antigenos singulares del HLA (dependiendo del formato).
Estas esferas se caracterizan por estar tefiidas con una combinacion Unica de
un colorante fluorescente, de modo que pueden ser discriminadas por esta
caracteristica a nivel de un sitio de interrogacion. Durante la prueba las esferas
se combinan con el suero del paciente y se incuban por un periodo definido de
tiempo, tras varios ciclos de lavado se agrega un anticuerpo secundario anti IgG
humana que se incuba durante otro periodo, tras la repeticion del ciclo de lavado
las esferas se resuspenden en un tampon de fosfatos para realizar una
deteccion individualizada en cada una de las esferas que componen al lote
especifico de prueba por un sistema de fluorometria muy similar a un citémetro
de flujo(Liwski et al., 2017). El andlisis de la reactividad individual de cada esfera
es realizado con ayuda de un software especializado, pues los parametros
analizar varian de entre decenas hasta centenas de reacciones compuestas
(Bestard et al., 2022; Pratschke et al., 2016).

Estas pruebas tienen como uso principal hacer del trasplante un proceso mas
seguro y mas eficaz, en general se utilizan en combinacion con la tipificacion del
HLA para establecer el grado de riesgo inmunoldgico asociado a un trasplante y
determinar de forma objetiva si el potencial receptor se beneficiaria del proceso.

A pesar de sus bondades, la estandarizacion de las pruebas de fase solida no
ha sido posible debido a la gran diversidad de antigenos y anticuerpos que se
han caracterizado y se contintan caracterizando en este campo de estudio. En
el area de H&l el concepto de antigeno se descompone en epitopos, epletos y
tripletas, con variaciones en su conformacion, exposicion y expresion. De todas
las variantes del ensayo la mas utilizada es la configuracion de un antigeno
unico por esfera(SAB, por sus siglas en ingles), debido a que permite identificar
la especificidad del anticuerpo anti-HLA, en este caso los antigenos son
recombinantes lo que en ocasiones genera que los antigenos del HLA de las
esferas no estén en su conformacion nativa y por el contrario den lugar epitopos
lineales discontinuos o epitopos que en condiciones bioldgicas no estan
expuestos(epitopos cripticos), esto tiene como consecuencia que con alguna
frecuencia se detecten anticuerpos clinicamente irrelevantes que pueden
generar confusién a la hora de estratificar el riesgo inmunoldgico asociado al
trasplante.
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Ofra situacion asociada a estos ensayos tiene que ver con la necesidad de
cuantificar los anticuerpos, pues se sabe que los anticuerpos clinicamente
relevantes se caracterizan por altos titulos. En el caso de los anticuerpos
anti-HLA la cuantificacién no es posible. A pesar de que en el SAB cada esfera
individual se acompafia de una intensidad media de fluorescencia (IMF), este
valor no es trazable a un material de referencia que permita asociar la sefial en
IMF con una concentracion especifica de cada anticuerpo detectado,
adicionalmente en estos inmunoensayos hay variables adicionales como la
subclase o avidez de los anticuerpos que pueden afectar de manera importante
el principio bioloégico de union antigeno-anticuerpo, de modo que no solo la
concentracion de los anticuerpos es el determinante de la intensidad de la
sefial. Como no es posible cuantificar, se han hecho varios estudios basados
en titulacion donde se ha logrado establecer diluciones de suero que poseen
una mejor relacién con la avidez del anticuerpo y su posible relevancia clinica.
Adicionalmente, en la Ultima década se ha desarrollado técnicas que permiten
realizar una modificacion de la prueba y ver si los anticuerpos pueden fijar
complemento, el cual es el mecanismo principal del rechazo hiperagudo y uno
de los principales, mas no el unico, del rechazo agudo(Carey et al., 2016;
Tambur et al., 2020; Tambur & Schinstock, 2022).

Como en todos los casos que hemos comentado anteriormente, se deben
establecer niveles de decision clinica. En la determinacion de anticuerpos anti
HLA no existe un consenso unico y definitivo sobre la forma de determinar
cuales anticuerpos estan realmente presentes en un determinado paciente ni su
significado clinico, hay muchas aproximaciones y muchas interrogantes al
respecto.

Como principio general, cada centro debe determinar sus puntos de corte para
la identificacion de anticuerpos anti HLA. En principio nuestro centro utiliza una
aproximacion en la cual se combina la informacién de dos pruebas del mismo
fabricante (PRA y SAB) para identificar patrones de reactividad, luego se hace
un analisis por grupos de reactividad cruzada y epitopos utilizando herramientas
informaticas y finalmente se accede al historial clinico del paciente donde se
busca informacion relevante asociada a potenciales eventos sensibilizantes, de
este modo se busca realizar una asignacion representativa del paciente que sea
segura y eficaz para su atencion. La figura 3 muestra un ejemplo de la
aplicacién de estos principios.
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Figura 3. Captura de pantalla del Software Fusion (Onelambda) de la asignacion de un punto de corte para SAB. En este caso
especifico la identificacion de un epitopo publico, el BW4 permite establecer con seguridad el punto de corte representado por

la linea vertical celeste(X2).

Los métodos para la asignacion de anticuerpos anti-HLA son un tema de
discusion actual, hay varios desafios adicionales que incluyen muestras con alto
ruido de fondo (Zerrouki et al., 2016) y la aparicion de reactividades espurias,
sin patron de reactividad que pueden complicar las asignaciones (Liwski et al.,
2022). Para estos problemas hay varias soluciones potenciales, pero ninguna
constituye una practica universal y estandar para todos los casos. Mejorar la
asignacion requiere de la combinacién de varias estrategias como la
confirmacién de los hallazgos de una prueba con otras pruebas concomitantes
de diferente fundamento inmunolégico o distinto fabricante, el anadlisis de
reactividades cruzadas y epitopos y conocimiento del historial del paciente para
darle sentido a la interpretacion(McCaughan et al., 2019; Tait, 2016).

Mas alla de definir la ausencia o presencia de un determinado anticuerpo, hoy
en dia el debate se centra en el significado clinico del mismo. Para esto no
existen aproximaciones universales, pero por ejemplo, en la actualidad cuando
un anticuerpo muestra signos de ser clinicamente significativo(fija el
complemento en la via clasica y posee un titulo alto), se ha detectado
consistentemente en el tiempo y su titulo aparente es suficientemente alto se
considera clinicamente relevante, de modo que el antigeno contra el que esté
dirigido adquiere el caracter de prohibitivo, lo que representa una
contraindicacion absoluta para el trasplante(Tambur et al., 2020; Wrenn et al.,
2018).

Actualmente se sabe que la presencia de anticuerpos anti-HLA en un receptor
no determina por si sola el riesgo inmunolégico, se requiere una valoracién mas
exhaustiva para intentar predecir el resultado de colocar un injerto proveniente
de un determinado donante en un receptor. En este contexto, las pruebas
cruzadas de histocompatibilidad fueron disefiadas para mejorar la prediccion
del riesgo inmunoldgico en el escenario pretrasplante (Tambur et al., 2018).
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Una afirmacién que todavia esta en debate consiste en que la evaluacion de
la capacidad de unién de los anticuerpos anti HLA del receptor a las células
del donante es un mejor predictor del desenlace clinico del trasplante con
referencia a la unién de los anticuerpos a los antigenos contenidos en las
esferas de poliestireno. Por eso hoy en dia la informacién de las pruebas de
fase solida se suele combinar con la provista con los ensayos basados en
células para tratar de establecer un riesgo inmunolégico de forma mas
precisa.

El concepto de prueba cruzada con células y su implicacién en el trasplante
renal, fue acufiado desde 1969 por el Dr. Ramon Patel y el Dr. Paul Terasaki,
en donde una reaccién positiva promovia un fallo en la funcién del injerto en
la mayoria de los casos estudiados(Patel & Terasaki, 1969).El principio
basico de la prueba cruzada es el contacto del suero del receptor (con
potenciales anticuerpos anti-HLA) con los linfocitos T y B del donante, los
cuales, simulan al tejido en la expresion de HLA Clase | y Clase Il (Gebel &
Bray, 2010). A pesar de su principio, las pruebas presentan particularidades
y retos que han requerido de la implementacién de varias mejoras a las
metodologias originales.

La primera prueba cruzada en desarrollarse fue la citotoxicidad dependiente
de complemento (CDC), cuya positividad esté relacionada con la capacidad
de los anticuerpos donante especifico de fijar el complemento en la via
clasica y por ende, el rechazo hiperagudo. Esta prueba presenta una tasa
significativamente alta de falsos negativos (baja sensibilidad), por lo que
carece de la capacidad necesaria de detectar todos los anticuerpos
especificos contra el donante. La incorporacion de la antiglobulina humana
permitié superar parcialmente las limitaciones asociadas a la sensibilidad
que en su mayoria eran atribuibles al fendmeno CYNAP (por sus siglas en
inglés Cytotoxic-Negative, Absorption-Positive), ya que en escenarios de
bajo titulo de anticuerpos la distancia entre los mismos impedia el
entrecruzamiento y por lo tanto no se daba la activacion del complemento
(Arrunategui et al., 2022; Tait et al., 2013).

Por su lado, la prueba cruzada por citometria de flujo (FXCM, por sus siglas
en inglés) fue introducida en 1983, mejord sustantivamente la sensibilidad y
especificidad para la deteccién de anticuerpos anti HLA, convirtiéndose
actualmente en el estandar de referencia para muchos laboratorios. El
principio basico de union del anticuerpo a los antigenos del HLA contenidos
en los linfocitos B y linfocitos T. Para construir las ventanas ldgicas se utilizan
las diferencias de tamafio, complejidad celular, asi como varios anticuerpos
monoclonales marcados con fluorocromos incluyendo CD19, CD3, CD45.
Finalmente, luego de varios ciclos de incubacion entre las células del
donante y el suero del receptor la unién de los anticuerpos anti-HLA de
isotipo 1gG a la superficie de la célula se revela mediante un F(ab)2
monoclonal contra IgG humana(Arrunategui et al., 2022).
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A pesar de su alta sensibilidad y especificidad, la FXCM es una prueba
celular susceptible a uniones inespecificas de las inmunoglobulinas a los
receptores FcyR, a la union de autoanticuerpos y la interferencia por
anticuerpos terapéuticos como el rituximab (anti-CD20), daclizumab
(anti-CD25), alemtuzumab (anti-CD52), antiglobulina anti-timocito y la
inmunoglobulina intravenosa, la cual en el contexto del trasplante en
receptores sensibilizados, es cominmente utilizado(Franz et al., 2021).Estas
variables pueden ocasionar hallazgos incongruentes con el estudio de
anticuerpos por fase sélida, lo cual puede generar atrasos en la realizacion
de trasplante o un descarte en un potencial donante.

Finalmente, una variante de prueba cruzada muy utilizada en la actualidad es
la prueba cruzada virtual (VXCM). Muchos grupos consideran que esta es la
prueba mas sensible y especifica para la deteccién de anticuerpos anti-HLA
donante especifico (Wade et al., 2022). Esta prueba utiliza un estudio de
anticuerpos anti HLA realizado por fase sélida y contrasta sus hallazgos con
la tipificacion molecular del HLA del donante. Toda ausencia de anticuerpos
anti-HLA arrojara un resultado negativo en la prueba cruzada virtual,
indicando la ausencia de anticuerpos y anticuerpos donante especifico. Esto
predice en practicamente un 100% de los casos a una prueba cruzada por
citometria de flujo negativa, con excepciones de los interferentes de la
citometria de flujo mencionados anteriormente. Por otro lado, la presencia de
anticuerpos en el receptor contra el donante (anticuerpos donantes
especifico) no siempre correlaciona con un resultado positivo en la citometria
de flujo, siendo el titulo de anticuerpos la variable mas importante que se
conoce en estos casos (Gebel & Bray, 2010; Wade et al., 2022).

En nuestro contexto, la prueba cruzada virtual ha permitido la definicion de
antigenos prohibitivos para la distribuciéon de 6rganos. Este antigeno se ha
definido como el grupo alélico al cual se dirige un anticuerpo de OMF mayor
a 6000 MFI encontrado en al menos dos estudios de anticuerpos separados
con una temporalidad de 6 meses. Esto hace que nuestro sistema de
procuracion y distribucion de odrganos a partir de donante en muerte
encefélica sea mas rapido y eficaz en la asignacién de los mismos,
favoreciendo a los pacientes y generando un impacto positivo para el
sistema de salud.

Potenciales mecanismos de mejora continua para Ila
determinacion de anticuerpos especificos. Durante el desarrollo de
este trabajo hemos expuesto una serie de caracteristicas propias de los
anticuerpos especificos como analitos en distintas areas del laboratorio de
inmunologia. El objetivo principal era mostrar como un grupo tan diverso de
inmunoensayos tienen desafios comunes, asociados a la naturaleza de los
anticuerpos especificos como analitos. Para mejorar la exactitud de la
informacién provista por los laboratorios hay varios mecanismos, durante el
trabajo exploramos algunos de ellos y a continuacion resumiremos cuatro
aspectos clave. En primer lugar, es importante redefinir las practicas de
control y aseguramiento de la calidad para este tipo de inmunoensayos. De
acuerdo con nuestro conocimiento en nuestro pais muchos laboratorios
siguen las reglas propias de los analitos tipo A para disefiar sus practicas de
control interno de la calidad interno enfocadas en analitos tipo B.
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La informaciéon presentada en este trabajo pretende motivar a redisefiar
nuestros mecanismos de control de calidad incluyendo los elementos
asociados a su andlisis estadistico, frecuencia segun el riesgo especifico de
cada determinacion, inclusion de controles de punto de corte y
preferiblemente  controles basados en  matrices conmutables.
Adicionalmente, durante nuestra revisibn no encontramos experiencias
nacionales en la verificacion de métodos siguiendo estandares como la
EP-12-A3 de CLSI y solamente tenemos conocimiento de un programa
nacional de control de calidad externo o esquema de comparacion
interlaboratorial para analitos de este tipo, lo que implica que la mayoria de
los laboratorios deben recurrir a programas importados desde otros paises,
frecuentemente mas costosos y menos representativos de lo que se puede
esperar en nuestra poblacion.

En segundo lugar, hay que reconocer que la inmunologia y la serologia son
campos muy dindmicos en cuanto a la generacién y renovacion del
conocimiento, de modo que los requerimientos de capacitacién y formacion
continua son muy altos y la frecuencia minima de actualizacion deberia ser
anual. Adicionalmente, no parece existir una fuente importante de
mecanismos nacionales para que los laboratorios puedan contar con
insumos para realizar la evaluaciéon de la competencia anual de sus
funcionarios. Desarrollar y gestionar el conocimiento local es un desafio
comun para la academia, la clinica y la industria. La creacién de espacios de
intercambio de conocimiento como el Immunology Journal Club impulsado
por la Universidad de Costa Rica y la futura Asociaciéon Costarricense de
Inmunologia pueden ser un mecanismo para proveer soluciones a estas
necesidades.

Finalmente, los espacios de discusion y generacion de conocimiento
permiten la identificacion de brechas de conocimiento y potenciales areas de
investigacion, esto es de vital importancia para que pueda surgir la
colaboracién entre la academia y la practica asistencial. Muchos desafios
tienen que ver no solo con el conocimiento local, sino con el conocimiento
global de los asuntos, por lo cual este campo puede ser atractivo tanto para
la academia como para la industria.

Por ejemplo, en el area de identificacién de patrones de ANA la inteligencia
artificial(IA) podria generar modelos de aprendizaje automatizados, tal como
lo propusieron Molina y Herrera en una revision anterior del tema de
aplicaciones de la IA (Molina & Herrera, 2024) con los cientos o miles de
fotografias, clasificaciones por expertos y datos clinicos asociados que estan
almacenados en los ordenadores de los principales laboratorios a nivel
nacional es posible crear modelos con suficiente potencia para poder
identificar mas cantidad de patrones que las soluciones comerciales basicas
(que en promedio identifican 8 patrones) y crear una herramienta que
permita automatizar el segundo nivel de validacion a nivel automatizado. En
el area de la serologia de enfermedades infecciosas y en el area de H&l hay
muchos vacios de conocimiento que también se podrian abordar de forma
similar.
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El insumo final de estas colaboraciones puede ser la generacion de
consensos nacionales, procedimientos estandarizados y recomendaciones
practicas basadas en evidencia cientifica para la optimizacién de nuestras
practicas. La inmunologia clinica en nuestro pais ha experimentado un
crecimiento en los ultimos anos, esto es un desafio para todo el ecosistema,
sin embargo, conforme podamos identificar con precision estos desafios y
estas limitaciones estaremos mas cerca de solucionar los problemas que los
originan y como consecuencia generar practicas mas seguras y eficaces

para la atencion de nuestros pacientes.
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