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Resumen

Introduccién: En los udltimos afios se desarrollaron diferentes inmunoensayos no competitivos, de tipo
puente, para el dosaje de anticuerpos antirreceptor de TSH (TRAb], el principal autoantigeno de la enfer-
medad de Graves (EG). Objetivos: 1] Comparar dos ensayos de formato no competitivo para la medicion
de TRAb; 2) Establecer la concordancia diagndstica de los ensayos; 3) Determinar la validez diagnéstica
de ambos métodos. Materiales y Métodos: Se realizé un estudio retrospectivo, observacional y transver-
sal. Se midieron TRAb por Maglumi ©, Snibe y TSI Immulite ©, Siemens. Se determind el coeficiente de corre-
lacion de Pearson (r), la grafica de Bland - Altman, la regresion de Passing - Bablok, el coeficiente kappa
(k) y el analisis de curvas ROC para la validez diagndstica. Resultados: El r fue de 0,93 (p = <0,0001); la
grafica de Bland - Altman mostré una diferencia de las medias de 0,69. La regresién de Passing - Bablok
evidencia diferencias constantes y proporcionales entre ambos métodos. El kappa fue 0,59; la sensibi-
lidad para TSI; 84,6 % y para Maglumi: 57 %. Discusién: Los métodos muestran muy buena correlacion
con una concordancia diagndstica aceptable, buena sensibilidad y especificidad para el diagndstico y
seguimiento de la EG. Sin embargo, no son intercambiables, por eso, el seguimiento debe realizarse con
una misma metodologia. TSI detecté mayor porcentaje de muestras positivas. Encontramos bajas con-
centraciones de TSI en pacientes con EG en vias de remisién. Esto plantearia la necesidad de investigar
a futuro un posible valor de corte con utilidad prondstica de remisién presuspension de antitiroideos en
esta poblacién.
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Introduction: Inrecent years, different non-competitive immunoassays have been developed for the mea-
surement of anti-TSH receptor antibodies (TRAbs], the main autoantigen of Graves’ Disease (GD). The aim
of this study was to evaluate the analytical and clinical performance of two non-competitive methods
for TRAbs measurement, in patients with and without GD. Materials and Methods: Serum samples were
evaluated in a retrospective, observational, cross-sectional study. TRAbs were measured using Maglumi
(Snibe) and TSI Immulite(Siemens). Pearson’s correlation coefficient, Bland-Altman plot analysis, Pass-
ing-Bablok regression, and kappa coefficient were determined. ROC curve analysis was determined for
diagnostic validity. Results: The Pearson linear correlation coefficient was 0.93 (p=<0.0001). The Bland-
Altman plot demonstrated a mean difference of 0.69. The Passing-Bablok regression proved the presence
of constant and proportional differences between methods. The kappa was 0.59. The sensitivity of TSI
Immulite was 84.6%, whereas that of Maglumiwas 57%. Discussion: The methods demonstrated excellent
correlation and acceptable diagnostic concordance with good sensitivity and specificity for the diagnosis
and monitoring of GD. However, the methods are not interchangeable. Monitoring should be done using
the same methodology. TSI Immulite detected a higher percentage of positive samples than Maglumi.
Low concentration of thyroid-stimulating immunoglobulin was found in patients with GD in remission. It
would be necessary to research a prognostic cut-off value for remission before suspension of antithyroid
drugs in this population.
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Introduccién

La enfermedad de Graves - Basedow (EG) es la causa mas
comun de hipertiroidismo, con una prevalencia de 60 a 80 %
en pacientes hipertiroideos. El pico de incidencia de la enfer-
medad se encuentra entre la cuarta y sexta década de la vida
y es mas predominante en mujeres que en hombres?.

El receptor de TSH (rTSH) es el principal autoantigeno en
la EG. Los anticuerpos estimulantes de rTSH son los marca-
dores patogénicos y diagndésticos de la EG; actian emulando
la accion de la TSH, estimulando a su receptor e induciendo la
sintesis de hormonas tiroideas.

Los TRAb son funcionalmente heterogéneos. Se ha demos-
trado que en una misma muestra pueden coexistir anticuer-
pos con actividad bloqueante y estimulante sobre el rTSH?. La
presencia de diferentes proporciones de estos anticuerpos
en un mismo paciente, sumada a la diferente actividad bio-
I6gica frente al rTSH, explicarfa la variabilidad de manifesta-
ciones clinicas y también, los casos reportados de virajes in-
munoldgicos de hipertiroidismo a hipotiroidismo o viceversa.

El dosaje de TRAb es fundamental para determinar la etio-
logia autoinmune del hipertiroidismo durante el seguimiento
de EG, enla prediccién de remisién o recidivas una vez discon-
tinuada la terapia y en la evaluacion del riesgo de desarrollar
hipertiroidismo?®.

Existen diferentes métodos analiticos para la determina-
cién de la concentracion de TRAb, que han ido evolucionan-
do con el tiempo*. Dependiendo del tipo de ligando utilizado
(por ej.: TSH marcada con 112°, un anticuerpo monoclonal anti-
rTSH, etc.), de la naturaleza del rTSH y otras caracteristicas
deldisefio, se los clasifica en ensayos de primera, de segunda
y de tercera generacion.

Los ensayos de primera y segunda generacién son com-
petitivos y se basan en la inhibicién de la unién de TSH mar-
cada al rTSH.

En los Ultimos afos, han salido al mercado inmunoensa-
yos no competitivos de tercera generacion que utilizan dos
receptores de TSH en formato de sandwich. La disponibili-
dad y vigencia de distintas generaciones de ensayos con
diferente y disefio contrastados con diferentes estandares
internacionales de referencia aporta gran variabilidad entre
los métodos.

Actualmente, se encuentran en uso distintos estandares
internacionales [MCR LATS /OMS 65/122; NIBSC 90/672 y
NIBSC 08/204) para las distintas plataformas y las distintas
generaciones de inmunoensayos disponibles. A raiz de esta
particularidad, en el 2010, la OMS llevé a cabo un estudio para
intentar establecer el uso de un mismo material de referencia
y, de esta manera, contribuir a la reduccién de la variabilidad
entre los distintos métodos®.

Los objetivos del presente estudio son: 1] Comparar dos
ensayos de formato no competitivo para la medicién de TRAb;
2) Establecer la concordancia diagnéstica de los ensayos; 3)
Determinar la validez diagnéstica de ambos métodos com-
parandolos con el gold standard para el diagnéstico de la EG,
basado en criterios clinicos.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio retrospectivo, observacional y trans-
versal. Se analizaron muestras de suero de pacientes que
concurrieron al Laboratorio de Endocrinologia del Hospital
General de Agudos C. G. Durand de la Ciudad Auténoma de
Buenos Aires entre 2019y 2021.

Tabla I. Concordancia diagndstica e indice kappa para TSI Immulite Siemens y TRAb Maglumi Snibe.

TSI Immulite Siemens

<0,55UIL >0,55 Ul/L Total
<1,5UI/L 41 26 67
TRAb Maglumi Snibe
>1,5UI/L 0 57 57
Total 41 83 124
kappa: 0,59

Tabla Il. Validez diagndstica de los métodos TSI Immulite, Siemens y TRAb Maglumi, Snibe.

TRAb Maglumi Snibe

TSI Immulite Siemens

N 124
Sensibilidad % 57,1
Especificidad % 96,3

AuC

0,90 (IC 95% 0,84-0,95)

124
84,6
85,1
0,87 (IC95%0,79-0,92)

» AUC, area bajo las curvas ROC.
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Pacientes y muestras

Las muestras analizadas fueron remitidas al laboratorio para
el diagnéstico etiolégico de hipertiroidismo o enviadas durante
el seguimiento de pacientes con EG en distintos estadios evolu-
tivos de la enfermedad.

El diagndstico de EG se establecid de acuerdo con parame-
tros clinicos (signos y sintomas de hipertiroidismo), estudios
de imagen (ecografia y centellograma tiroideo) y laboratorio
(hipertiroidismo clinico o subclinico con autoinmunidad tircidea
positiva). Estos criterios constituyen el gold standard del diag-
ndstico de la EG.

Los rangos de referencia utilizados para definir el estado fun-
cional tiroideo para toda la poblacién estudiada fueron: TSH: 0,3
-4,5UI/L; TAT: 5 - 12,5 ug/dL; T4L: 0,8 - 1,8 ng/dl; T3T: 70-200
ng/dl, determinados por quimioluminiscencia en el analizador
Immulite ® 2000 (Siemens Healthineers).

Las muestras de sangre se extrajeron por la mafiana, en con-
diciones de ayuno, en tubos con gel separador y se centrifuga-
roninmediatamente. El suero obtenido se conservé congelado a

-20°C hasta el momento del andlisis.

Para la medicién de TRAb se emplearon dos métodos no com-
petitivos, quimioluminiscentes: TS, Immulite © 2000 (Siemens
Healthineers), que de ahora en mas llamaremos TS/ y TRAb Maglu-
mi 800 (Snibe), que de ahora en mas llamaremas TRAb Maglumi.

TSI consiste en un inmunoanalisis sandwich o puente, qui-
mioluminiscente que usa como receptor de captura y sefial un
par de estructuras quiméricas del rTSH recombinante humano.
El limite de cuantificacién aportado por el fabricante es de 0,1
Ul/Lyelvalor de corte del ensayo es de 0,55 UI/L.

El método de TRAb Maglumi es un inmunoanalisis quimiolu-
miniscente no enzimatico que usa como receptor de captura
rTSH recombinante humano. El segundo receptor de sefal es
rTSH acoplado a aminobutil-etil-isoluminol. El limite de cuan-
tificacién aportado por el fabricante es de 0,3 Ul/L y el valor de
corte=1,5UI/L.

Ambos métodos estan calibrados con el estandar internacio-
nal de referencia 08/204 del NIBSC (National Institute for Biolo-
gical Standards and Control).

Tabla lll. Resultados de cada método, segin diagnéstico y estadio evolutivo de EG.

TRAb Maglumi / TSI Immulite

Grupos Observaciones
N / -/+ +/+
1 EG de reciente inicio, sin trata- 18 1* 17 *Con Trab Maglumi: 1,2 UI/IL,
miento con MMI (valor de corte: 1,5 UI/L)
*EG con TRAb no dosable. Diagndstico
EG en tratamiento con MMI por por centellograma, con captacién difusa
2a menos de 6 meses 13 1* 3 9 e hipertiroidismo con TSH <0,01 UI/L.
Casos similares se encuentran
descritos en |a literatura®,
b EG entrat,amlento con MMI 43 17 6
por mas de 6 meses
EG envias de.remllspn clinica *ConTSlentre 0.6y 0.99 UI/L
y pacientes bioquimicamente
2c eut|r0|def)§, yasin trata'mlen.to 19 13 5 1 #*Sospecha de TRAb con actividad
farmacolégico o con dosis bajas 58
o bloqueante”*.
de mantenimiento
Pacientes EG con evidencia de
viraje de hipertiroidismo EG a
3 ST . 4 4
hipotiroidismo autoinmune o
viceversa.
4 Hipertiroidismo no EG 9 9 0 0
5 Pacientes sin enfermedad tiroidea. 18 18 0 0
total 124 41 26 57

» N, nimero de muestras por grupo; (-/-], ndmero de muestras negativas por ambos métodos; (-/+), nimero de muestras negativas por TRAb Maglumiy
positivas por TSI Immulite; (+/+), nimero de muestras positivas por ambos métodos; EG, enfermedad de Graves; MMI, metimazol.
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Figura 1. Grafica de Bland - Altman entre los métodos TSI
Immulite Siemens y TRAb Maglumi Snibe.
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» TSI, TSI Immulite Siemens; TRAb Maglumi, TRAb Maglumi Snibe; TRAb pro-
medio, (TRAb Maglumi + TSI Immulite/2) para cada muestra analizada;
SD, desvio standard; Mean. media de las diferencias de concentracion
de TSI Immulite - TRAb Maglumi.

Figura 2. Grafica de Passing - Bablok : TSI Immulite vs.
TRAb Maglumi.
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» TSI, concentracién de anticuerpos TRAb determinados por TSI Immulite
Siemens; TRAb Maglumi, concentracién de anticuerpos TRAb determina-
dos por TRAb Maglumi Snibe.

Andlisis estadistico
Para la comparacion entre los métodos, se determing el

coeficiente de correlacién de Pearson, la grafica de Bland -

Altman y laregresién de Passing - Bablok.

Para evaluar la concordancia diagnéstica, se evalud el
grado de acuerdo mediante el coeficiente kappa (k], previa
transformacion de las variables a cualitativas dicotémicas,
utilizando los valores de corte de cada fabricante: 1,5 Ul/L
para TRAb Maglumiy 0,55 Ul/L para TSI. Se consideré un gra-
do de acuerdo aceptable conk=0,41a 0,6, segin escala de
Landis y Koch.

Para el andlisis de la validez diagnéstica de los méto-
dos, se calcularon la sensibilidad (S) y especificidad (E) y
las dreas bajo las curvas ROC para el total de la poblacién
de muestras incluidas en el estudio, comparandolas con el
gold standard diagnéstico.

Afin de analizar el comportamiento de cada test en dife-
rentes estadios evolutivos de la EG, se clasificé a la pobla-
cién en distintos grupos seguln el diagnéstico y, para aque-
llos pacientes con EG, se hizo lo propio de acuerdo con el
tiempo de instauracién del tratamiento farmacolégico con
metimazol (MMI). De esta manera, quedaron conformados
los siguientes grupos:

e Grupo 1: pacientes con EG de reciente inicio, sin trata-
miento con MM,

e (rupo 2a: pacientes con EG en tratamiento con MMI por
menos de 6 meses;

e (Grupo 2b: pacientes con EG en tratamiento con MMI| por
mas de 6 meses;

e (rupo 2c: pacientes con EG clinica y bioquimicamente
eutiroideos ya sin tratamiento farmacoldgico o con dosis
bajas de mantenimiento (en vias de remision};

e Grupo 3: pacientes con evidencia de viraje inmunolégico,

de hipertiroidismo a hipotiroidismo o viceversa;
e Grupo 4: pacientes con hipertiroidismo no EG;
e Grupo 5: pacientes sin enfermedad tiroidea (Tabla lIl].
Se utilizé el programa MedCalc para el analisis estadistico
de los datos.

Resultados

La poblacién estudiada presenta un rango de edad de 12
a 63 afios (2% <18 afios, 98 % >18 afios).

Del total de muestras analizadas, un 78 % presenté diag-
néstico de EG; un 7 %, de hipertirioidismo de origen no auto-
inmune y un 15 % estaba libre de patologia tiroidea. El coe-
ficiente de correlacion lineal, segin Pearson, fue de 0,93 (p
=<0,0001). En la Figura 1, se muestra la grafica de Bland-
Altman, que evidencia una diferencia de las medias de 0,6 al
comparar TSI con TRAb Maglumi. Segun los resultados obte-
nidos, el intervalo de confianza del 95 % para las medias de
las diferencias incluye el valor 0 (-0,002 a 1,386).

La regresién de Passing-Bablok presenta la ecuacién y =
-0,202 + 1,207 x (Figura 2). EI IC del 95 % de la ordenada
al origen excluye el 0 (-0,233 a -0,164), lo cual indica que
existirfan diferencias sistemdticas constantes entre los
métodos, mientras que el ICdel 95 % de la pendiente excluye
el 1 (1,05 a 1,33] por lo que también existirian diferencias
sistematicas proporcionales entre ambos métodos en todo
el rango de medicién analizado.

En la Tabla |, se muestran los resultados de la concor-
dancia diagnéstica, previa dicotomizacién de las variables
segun los valores de corte propuestos por el fabricante. El
coeficiente kappa fue de 0,59, considerado como un grado
de acuerdo aceptable.

El 79 % (98 de 124] de las muestras analizadas fueron
concordantes para ambas metodologias, mientras que el
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21 % restante (26 de 124) presenté valores discordantes,
con TSI positivo y TRAb Maglumi negativo en todos los casos.
El 100 % de los pacientes sin EG (n = 27) resulté negativo
por ambos métodos.

En las figuras 1 y 2, se observa un porcentaje importan-
te de muestras con una concentracién de TRAb menor que 5
UI/L. Dado que estas representan un 74 % del total de mues-
tras analizadas, se realizé un andlisis discriminado de esta
subpoblacién de datos. El coeficiente de correlacién lineal,
segun Pearson, fue de 0,71 (p =<0,0001) y el coeficiente ka-
ppa fue de 0,44, considerado un grado de acuerdo aceptable.

Los resultados del analisis de |a validez diagndstica para
la EG, se muestran en la Tabla Il. TSI demostré una mayor
sensibilidad y especificidad conjunta para el valor de corte
0,5 UI/L, coincidente con el propuesto por el fabricante. El
método TRAb Maglumi demostré una S= 57,1 %y E=96,3 %
para el valor de corte de 1,5 Ul/L, mientras que el mejor pun-
to de corte para este método fue de 0,7 Ul/L con S= 76,5 %
y E= 88,9 %. Las areas bajo la curva fueron de 0,87 (1C95%
0,79-0,92) para TSI y de 0,91 (IC95% 0,84-0,95]) para TRAb
Maglumi.

En la Tabla lll, se describe el nimero de resultados con-
cordantes y discordantes para cada uno de los grupos, asi
como ciertas observaciones consideradas de relevancia.

Discusién

El objetivo de este trabajo se basd en la comparacién de
dos métodos no competitivos para la medicién de TRAb. Se
evalug la concordancia diagnéstica entre ambos y se anali-
z6 la validez diagndstica de cada método en pacientes con
ysin EG.

El nimero de mujeres con EG [n = 80; 83 %) fue mayor
que el de hombres (n = 17; 17 %), hallazgo similar a lo pu-
blicado en la literatura especializada, que refiere una razén
mujer/hombre de entre 4/1y 10/1.

Segun los resultados obtenidos, la correlacién entre los
métodos fue elevada al analizar el total de muestras inclui-
das. Esto era esperable dado que los métodos evaluados
tienen un disefio similar y estan estandarizados con el mis-
mo estandar de referencia internacional (NIBSC 08/204).

Por otra parte, es interesante resaltar la menor correla-
cién hallada en valores <5 Ul/L de TRAb. Una posible expli-
cacion es que el método de TSI podria presentar una mayor
capacidad para detectar TRAb estimulante que TRAb Mag|u-
mi, a raiz del constructo de rTSH quimérico presente en su
disefo.

Del andlisis de las graficas de Bland-Altman y Passing-
Bablok, se puede concluir que los métodos no son inter-
cambiables y, por lo tanto, es prudente aconsejar realizar
el seguimiento del paciente siempre por una misma meto-
dologia.

La concordancia entre TRAb Maglumi y TSI mostré un co-
eficiente kappa aceptable tanto para el total de muestras
analizadas como para el subgrupo de concentraciones <5
ul/L.

En cuanto a la validez diagndstica, la sensibilidad de TSI
fue mejor que la de TRAb Maglumi, mientras que la especifi-
cidad fue mejor en TRAb Maglumi que en TSI.

Si bien el area bajo la curva ROC en TRAb Maglumi es [i-
geramente mayor que el drea bajo la curva ROC en TSI, no
existe diferencia significativa al comparar estadisticamente
ambas areas bajo la curva ROC, segin el método DeLong (p=
0,32], por lo que estamos en condiciones de afirmar que
ambos métodos poseen una adecuada y similar capacidad
diagndstica para EG.

HuYy col®, sobre una poblacién de 559 muestras, han
reportado una sensibilidad de 93,7 % y una especificidad del
85,1 %, con un punto de corte de 0,7 UI/L para el método TSI.
En otro trabajo comparativo sobre 194 muestras, en el cual
se evaluaron tres métodos de medicién de TRAb, dos de los
cuales eran TSI y Maglumi, se vio que TSI tenfa una sensibili-
dad de 81 %, superior a la hallada para TRAb Maglumi, de 58
%10, Estos datos reportados son similares a los hallados en
nuestro trabajo.

Dado el esperable descenso de la concentracion de TRAb
durante el tratamiento con MMI1 del andlisis del compor-
tamiento de los métodos en los diferentes grupos, se enfa-
tizan dos hallazgos: por un lado, la discordancia observada
entre los métodos a lo largo del tratamiento con MMI estaria
dada a expensas de la mayor sensibilidad del TSI frente al
método TRAb Maglumi, haciendo hincapié en que las mues-
tras discordantes del grupo 2a presentaron TRAb Maglumi
dosable al momento del diagnéstico; por otro lado la pre-
sencia de TSI aun dosable en el grupo de pacientes en vias
de remision (grupo 3). En este sentido, planteamos que
serfa interesante realizar a futuro un estudio prospectivo
con un mayor nimero de muestras para evaluar sila negati-
vizacién del TSI es un pardmetro necesario para considerar
remisién o si habria que establecer un valor de corte de TSI
predictivo de este estado.

En conclusién, los métodos analizados demostraron una
muy buena correlacion, con una concordancia diagndstica
aceptable con ausencia de intercambiabilidad, por lo que, a
pesar de demostrar un buen rendimiento diagndstico para
la EG, se sugiere que el seguimiento de pacientes, una vez
diagnosticados, se realice con una misma metodologia.

Es factible encontrar TSI alin dosable, aunque en bajas
concentraciones, en pacientes con EG en vias de remision.
Esto plantearia la necesidad de investigar a futuro un po-
sible valor de corte para TSI en esta poblacién, con utilidad
pronéstica de remision presuspension de antitiroideos.
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