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CORRELACION DIAGNOSTICA DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES
POR ELISA E INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA EN PACIENTES
ATENDIDOS EN EL LABORATORIO ROYBIS. CIUDAD BOLIVAR,
ESTADO BOLIVAR. JULIO A SEPTIEMBRE DE 2022.

Cremona Anthony, Garcia Jesus; Universidad De Oriente. Nucleo
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RESUMEN

Los anticuerpos antinucleares (ANA) son inmunoglobulinas dirigidas contra
componentes nucleares y citoplasmaticos de células autélogas, los cuales reflejan la
pérdida de la tolerancia inmunoldgica y su origen es multifactorial. Se realiz6 un
estudio de tipo descriptivo y de corte transversal para relacionar los anticuerpos
antinucleares por ELISA e inmunofluorescencia indirecta en pacientes atendidos en el
laboratorio Roybis, Ciudad Bolivar, estado Bolivar en el periodo comprendido entre
julio a septiembre del afio 2022. La poblacion estuvo representada por 70 pacientes
de ambos géneros a los cuales se les realizd la prueba de anticuerpos antinucleares
por el método de ELISA e inmunofluorescencia indirecta. De la poblacion estudiada,
29 pacientes dieron positivo por inmunofluorescencia indirecta (41,43%) y 7
pacientes por el método de ELISA (10,00%). En cuanto al género, se observé que el
total de la poblacion que resulto positivo en las pruebas era del sexo femenino (IFI:
41,43%. ELISA:10%), segun el test de Fisher (igual a 0,04), este resultado fue
significativo (p<0,05). De los 29 pacientes que presentaron positividad por IFI, 13
pacientes (18,58%) se encontraban en el rango etario de 25-45 afios, asociandose con
la edad reproductiva de los pacientes, igualmente a través del método de ELISA, de
los 7 pacientes (10,00%) que resultaron positivos, 4 (5,71%) se encontraban dentro
del rango etario de 25 a 45 afios, estos resultados segun el test exacto de Fisher no
fueron significativos. Luego de describir los resultados positivos y negativos por los
métodos de inmunofluorescencia indirecta y ELISA, se aprecia que 58,57% de los
pacientes arrojaron resultados negativos en ambos métodos. El 31,43% reflejaron un
resultado positivo por el método de inmunofluorescencia indirecta y negativo en
ELISA y 10,00% fueron positivos tanto por inmunofluorescencia indirecta como por
ELISA. Cabe destacar que los pacientes positivos por ELISA tenian un titulo de
anticuerpos mayor a 1:160 en la prueba de inmunofluorescencia indirecta.

PALABRAS CLAVES: Anticuerpos antinucleares, inmunofluorescencia indirecta,
ELISA, reumatologia, Lupus eritematoso sistémico.
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INTRODUCCION

Los anticuerpos antinucleares (ANA) son inmunoglobulinas dirigidas contra
componentes nucleares y citoplasmaticos de células autélogas, los cuales reflejan la
pérdida de la tolerancia inmunoldgica y su origen es multifactorial. Su produccion
depende de la carga genética, medio ambiente, cambios hormonales entre otros.
Ademas de los anticuerpos antinucleares autoinmunes, existen otros tipos de
anticuerpos antinucleares que pueden detectarse en la circulacion, como los naturales,
presente en algunos individuos a titulos relativamente bajos cuyo estimulo antigénico
aun es desconocido y los infecciosos que se producen como resultado de la
contaminacion con bacterias como Mycobacterium tuberculosis y virus como el
Sarscov2 cuyos titulos descienden cuando el paciente supera la infeccion (Cabiedes et
al., 2010).

El estudio de los anticuerpos antinucleares se inici6 con la identificacion de
las células LE en pacientes con lupus eritematoso generalizado descrito por
Hargreaves en 1948. A principios de la década de 1950 fue descrita por Coons,
Kaplan y Weller la técnica de inmunofluorescencia indirecta en la que utilizaron
como principal sustrato secciones crioconservadas de 6rganos primarios de roedores.
No fue hasta mediados de la década de 1970 cuando se descubrio que las células de
cultivo de tejido humano, como las células epiteliales humanas tipo 2 (células HEp-2)
derivadas del carcinoma de laringe, eran mejores que las secciones de Organos
primarios, ya que la produccién de este tipo de células en gran nimero era mas fécil,
tenian ndcleos mas grandes y expresaban antigenos en varias etapas del ciclo celular
(Oliva et al., 2019).

En la década de 1970 considerando que la presencia de autoanticuerpos en

muestras de suero podria tener valor diagnéstico, en los siguientes 20 afios sucesivos



también se desarrollaron diferentes técnicas para como la inmunodifusion, la
hemaglutinacion, la fijacion del complemento, la contrainmunoelectroforesis, el
Western blot y los ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), todos

destinados a identificar a los anticuerpos antinucleares (lrure et al., 2022).

Los anticuerpos antinucleares positivos detectados por inmunofluorescencia
indirecta deben reportarse teniendo en cuenta el patron y el titulo de dilucion
considerandose verdaderamente positivos los patrones con titulos iguales o0 mayores a
1:160. El siguiente paso recomendado es la caracterizacion de la especificidad
(reactividad frente a antigenos nucleares extraibles ENA, dsDNA, Smith entre otros)
que son utiles para el diagnostico y seguimiento de pacientes con enfermedades
autoinmunes, y por tal razon, su deteccion debe realizarse de forma ordenada y
razonable utilizando guias o estrategias enfocadas al buen uso e interpretacion de los

autoanticuerpos (Cabiedes et al., 2010).

La frecuencia de anticuerpos antinucleares es alta en el lupus eritematoso
sistémico, sindrome de Sjogren, esclerodermia, enfermedad mixta del tejido
conectivo, hepatopatias autoinmunes, entre otras. Se ha estudiado el valor diagnéstico
de la determinacién de anticuerpos antinucleares en diferentes enfermedades,
mostrando el significado de anticuerpos antinucleares en el lupus sistémico y la
esclerodermia, y asimismo se evidencia aun sobre la interpretacion de los altos titulos
de anticuerpos antinucleares en otros trastornos autoinmunes como en enfermedades

sin patogénesis autoinmunes (Oliva et al., 2019).

La técnica de anticuerpos de inmunofluorescencia indirecta (IFI) es el método
de referencia para detectar los anticuerpos antinucleares, ya que demuestra la union a
estructuras intracelulares especificas dentro de las células, lo que da como resultado
una serie de patrones de tincion que generalmente se clasifican segin los

componentes celulares reconocidos y el grado de union, como se refleja en la



intensidad de la fluorescencia o el titulo. Los patrones de anticuerpos antinucleares
pueden guiar las pruebas de confirmacion Utiles para dilucidar un diagndstico o
prondstico clinico especifico. Sin embargo, EI uso rutinario de la prueba
inmunofluorescencia indirecta de anticuerpos antinucleares como prueba de deteccion
global se ve obstaculizado por su trabajo intenso, subjetividad y especificidad
diagnostica limitada (Tebo, 2017).

Las principales ventajas de la prueba de anticuerpos antinucleares por
inmunofluorescencia indirecta son la amplia gama de anticuerpos detectables, la alta
sensibilidad y la posibilidad de determinar simultdneamente la reactividad, el titulo y
el patron de inmunofluorescencia. Sin embargo, la inmunofluorescencia indirecta
visual tiene algunas desventajas sustanciales. Estos ensayos requieren la lectura por
parte de expertos, lo que requiere mucho tiempo y trabajo. Ademas, el
reconocimiento correcto del patron depende de la calificacion y experiencia
individual del investigador. Por lo tanto, la inmunofluorescencia indirecta visual es
costosa y propensa a la variabilidad interlaboratorio e intralaboratorio (Loock et al.,
2017).

El reconocimiento de un patron de anticuerpos antinucleares por técnica de
IFI, bien definido utilizando el sustrato de células HEp-2 puede ser util para
determinar los autoanticuerpos méas probables presentes en el paciente, asi como para
sugerir posibles asociaciones clinicas para especificidades conocidas. En este sentido,
un patron de deteccidn de anticuerpos antinucleares positivo puede guiar las pruebas
de confirmacion y también puede ser util para dilucidar un diagnostico o prondstico
clinico especifico. Los anticuerpos contra el ADN de doble cadena (dsDNA) y Smith
(Sm) se asocian comunmente con lupus eritematoso sistémico (LES), mientras que
los que se dirigen a SSA-52 (antigeno A relacionado con sindrome de Sjogren) y

Ro60 son marcadores importantes de sindrome de Sjogren, aunque se observan en



una variedad de otras enfermedades sistémicas reumaticas autoinmunes incluyendo al
LES (Tebo, 2017).

Los anticuerpos contra las ribonucleoproteinas (RNP) o los complejos RNP
nucleares pequefios (SNRNP) pueden verse en pacientes con LES o enfermedad mixta
del tejido conjuntivo (EMTC). Los pacientes con Enfermedad Mixta del Tejido
Conectivo tienen caracteristicas de diferentes enfermedades reumaticas, y la
presencia de anticuerpos anti-U1-RNP se considera importante para su diagndstico.
Las pruebas de anticuerpos antinucleares también son positivas en casi todos los
casos de esclerosis sistémica con ciertos patrones asociados con mdltiples dianas

antigénicas que son cruciales para la estratificacion clinica y el manejo (Tebo, 2017).

En 2010, debido a las preocupaciones sobre otras tecnologias, como los ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) y otros kits de diagnostico que se
usaban cada vez mas como prueba de deteccion de los anticuerpos antinucleares en
laboratorios de alto rendimiento, el Colegio Estadounidense de Reumatologia
contraté a un grupo de estudio que finalmente publicé un documento de la posicion
que indica que la inmunofluorescencia indirecta en celulas HEp-2 debe seguir siendo
el "estdndar de oro™ para la deteccidén de los anticuerpos antinucleares. Si bien se
podria haber esperado que esto alentara a los laboratorios de diagnostico a volver a la
prueba de anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia indirecta, hay poca

evidencia de que esto haya sucedido (Olsen et al., 2017).

De hecho, cuando se utiliza la técnica inmunofluorescencia indirecta para
identificar anticuerpos antinucleares en sustratos de HEp-2 como prueba pantalla para
el amplio espectro de enfermedades sistémicas reumaticas autoinmunes, hay
problemas con los resultados falsos positivos y falsos negativos y otras limitaciones
que pueden inducir a error al médico. La estandarizacion de los anticuerpos

antinucleares por inmunofluorescencia indirecta ha sido un desafio debido a las



variaciones entre fabricantes en la produccion del sustrato HEp-2, las caracteristicas
del anticuerpo secundario y la experiencia y subjetividad de la(s) persona(s) que
realizan y leen los portaobjetos. Ademas, la falta de consenso sobre la nomenclatura
de patrones anticuerpos antinucleares fue un problema importante que se esta
resolviendo gracias a los esfuerzos del grupo International Consensus on antinuclear
antibodies Patterns (ICAP) (Olsen et al., 2017).

El establecimiento del Consenso internacional sobre patrones de anticuerpos
antinucleares (ICAP) en 2014-2015 fue bien recibido por los miembros de la
comunidad médica como una mejora significativa en la orientacion de la
armonizacion de la interpretacion y el informe de las pruebas de anticuerpos
antinucleares. En los afios siguientes, varias reuniones itinerantes y la interaccion
continua con la comunidad contribuyeron a difundir la armonizacién ICAP sobre los
patrones de inmunofluorescencia observados en el ensayo de inmunofluorescencia
indirecta en células HEp-2 (HEp-2 IFA) y a promover la mejora progresiva en la
clasificacion de los Patrones HEp-2 IFA (Chan et al., 2022).

El estudio de los anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia indirecta
sobre células HEp- 2 debe incluir los patrones nucleares de células en interface y en
mitosis, también en el citoplasma celular, debido a que existen antigenos que solo se
expresan en determinadas fases del ciclo celular o en el citoplasma. Los anticuerpos
antinucleares mediante inmunofluorescencia indirecta en lineas celulares se considera
la prueba “Gold standard” de laboratorio que apoya al diagnostico de las

enfermedades autoinmunes debido a su alta sensibilidad (Oliva et al., 2019).

El método inmunofluorescencia indirecta ahora se considera el método de
referencia para la deteccion de anticuerpos antinucleares y anticuerpos anti-
citoplasma de neutréfilos (ANCA) y una prueba de confirmacion para la deteccion de

anticuerpos anti-dsDNA; otros usos comunes se relacionan con la deteccion de



autoanticuerpos anti-mitocondrias, anti-musculo liso, anti-corteza suprarrenal, anti-
hipofisis y anti-piel. Sin embargo, el método tiene algunas caracteristicas
desfavorables: la necesidad de expertos en morfologia, la subjetividad de la
interpretacion y el bajo grado de estandarizacion y automatizacion (Tozzoli et al.,
2012).

La identificacion y cuantificacion de los anticuerpos antinucleares no solo
incluye antigenos que se localizan en el ndcleo de células HEp-2, sino también
antigenos del citoplasma, de alli la razon por la que ahora sean anticuerpos
anticelulares y no antinucleares. La importancia de usar células HEp-2 como sustrato
se fundamenta principalmente en que tienen un nucleo mas grande de lo normal
debido a su gran cantidad de antigenos nucleares y citoplasmaticos lo que permite
hacer una facil deteccion e identificacion de los antigenos reconocidos por los
autoanticuerpos. Ademas, por ser una linea celular muy activa, se pueden observar
todas las fases del ciclo celular en los cultivos, con lo que se facilita la identificacion
de antigenos presentes solo en las fases de division, como los centromeros
(Hernandez y Cabiedes, 2010).

Se han descrito 29 patrones de inmunofluorescencia indirecta segun el ICAP,
el patron AC-0 (negativo) puede estar representado por varias imagenes, debe quedar
claro que el patrdn AC-0 no debe ser considerado como un ejemplo definitivo, sino
mas bien utilizarse con fines comparativos. Las caracteristicas que enlazan estas
posibles variables es la ausencia de una tincion bien definida en cualquiera de las
estructuras subcelulares. Esta definicidn es tanto subjetiva como semicuantitativa en

el mejor de los casos (Herold et al., 2018).

Patron AC-1 (Nuclear homogéneo) se observa fluorescencia homogénea y
regular a través de todo el nucleoplasma, los nucléolos pueden o no fluorecer

dependiendo del sustrato celular. Las células en mitosis (metafase, anafase y telofase)



tienen la cromatina intensamente fluorescente de manera homogénea. Se encuentra en
pacientes con LES, hepatitis autoinmune crénica o artritis idiopatica juvenil.

Antigenos asociados: dsADN, nucleosomas, histonas (Andrade et al., 2018)

Patron AC-2 (Nuclear granular fino denso) es un patron granular distribuido
por todo el ndcleo de las células en interfase, con heterogeneidad en tamafio, brillo y
distribucion de los granulos. A lo largo del nucleo en interfase, hay algunas zonas
méas densas y mas débiles de los granulos (rasgo muy caracteristico). La placa
metafasica muestra un fuerte patron granular destacAndose algunas manchas gruesas.
Comunmente encontrado con titulos altos por IFI HEp-2 en individuos
aparentemente saludables o en pacientes que no tienen enfermedad reumatica
autoinmune sistémica (ERAS). Antigenos asociados: DFS70/LEDGF (Mariz et al.,
2011).

Patron AC-3 (Centromero) granulos gruesos discretos (40-80/célula) dispersas
en las células en interfase y alineadas en la masa de cromatina en las células
mitéticas. por ejemplo, anti-CENP-B. ComUnmente encontrado en pacientes con
esclerosis sistémica cutanea limitada. Antigenos asociados: CENP-A/B (C) (Conrad
et al., 2015).

Patron AC-4 (Nuclear granular fino), se caracteriza por la deteccion de
granulos diminutos finos a través de todo el nucleoplasma. EI nucleolo puede tefiirse
0 no. Las células mitéticas (metafase, anafase y telofase) tienen la masa de la
cromatina no tefiida. Por ejemplo, anti-SS-A/Ro, anti-SS-B/La, se presentan en
diversos grados en diferentes ERAS, en particular SSj, LES, LES subcutaneo, LES
neonatal, bloqueo cardiaco congenito. Antigenos asociados: SS-A/Ro, SS-B/La, Mi-
2, TIF1y, TIF1B, Ku (Conrad et al., 2015).



Patron AC-5 (Nuclear granular grueso/grande) Granulos gruesos a través de
todo el nucleoplasma. El nucleolo puede tefiirse o no. Las células mitdticas (metafase,
anafase y telofase) tienen la masa de la cromatina no tefiida. por ejemplo, anti-Sm,
anti-ULl RNP. Presente en un grado variable en distintos ERAS, en particular LES,
esclerosis sistémica, sindrome de superposicion SSc-AIM y UCTD (es decir,
pacientes con sintomas reumaticos sin un diagnostico definitivo de ERAS). Antigenos
asociados: hnRNP, ULIRNP, Sm, ARN polimerasa I1l (Northway et al., 1972).

Patron AC-6 (granulados nucleares maltiples) Granulos nucleares discretos
contables (6 a 20 Puntos/célula). Por ejemplo, SP-100. Detectados en un amplio
espectro de enfermedades autoinmunes, incluyendo CBP, MIA (DM), y en otras
condiciones inflamatorias (Cozzani et al., 2012). Antigenos asociados al patrén AC-
6: Sp-100, proteinas PML, MJ/NXP-2. Antigenos asociados: Sp-100, proteinas PML,
MJ/NXP-2 (Onouchi et al., 1999).

Patron AC-7 (Granulos nucleares escasos), granulos discretos contables (1 a 6
granulos nucleares/célula. Estas son conocidas como cuerpos de Cajal o cuerpos
enrollados. Tiene un valor predictivo positivo bajo para cualquier enfermedad. Los
antigenos localizados principalmente en los puntos incluyen p80-coilina y complejo
SMN; los inmunoensayos especificos para estos autoanticuerpos actualmente no
estan disponibles comercialmente. Antigenos asociados: P80-coilina, SMN (Onouchi
etal., 1999).

Patron AC-8 (Nucleolar homogéneo) presenta fluorescencia difusa en todo el
nucléolo, mientras que la placa metafasica no muestra tincion. Ej. Anti-PM-Scl-, anti
Th/To. Se encuentra en pacientes con esclerosis sistémica, sindrome de superposicion
SSc-AIM y pacientes con manifestaciones clinicas de otras ERAS. Antigenos
asociados:PM/Scl-75, PM/Scl-100, Th/To, B23/nucleofosmina, nucleolina,
N055/SC65 (Johnson et al., 2012).



Patron AC-9 (Nucleolar grumoso). manifiesta una tincion irregular del
nucléolo y cuerpos de Cajal, con tincion peri-cromosomal en las placas metafasicas.
Este patron es encontrado en pacientes con esclerosis sistémica. Antigenos asociados:
U3snoRNP/fibrilarina (Johnson et al., 2012).

Patron AC-10 (Nucleolar granular) Granulos distinguibles densamente
distribuidos en los nucleos de las células interfasicas. Se puede observar en la
cromatina de las células metafasicas hasta 5 pares brillantes de regiones
organizadoras del nucléolo (NOR, por sus siglas en inglés). El citoplasma de las
celulas mitoticas revela una leve tincion positiva. El patron AC-10 puede ser visto en
varias condiciones, incluyendo esclerosis sistémica, fenémeno de Raynaud, sindrome
de Sjogren y cancer. Antigenos asociados: ARN polimerasa |, hUBF/NOR-90
(Reimer et al., 1987).

Patron AC-11 (Membrana nuclear lisa) Tinciébn homogénea del nucleo con
mayor intensidad en la membrana nuclear externa, sin tincion en las placas de
cromatina de la metafase y anafase. Se puede observar un peculiar aumento de
fluorescencia en los puntos de contacto entre células adyacentes. El patron AC-11 se
encontré con poca frecuencia en las pruebas de rutina de autoanticuerpos y se han
descrito en citopenias autoinmunes, enfermedades hepéaticas autoinmunes,
esclerodermia lineal, SAF y ERAS; La informacion actual sobre las asociaciones
clinicas esta basada principalmente en informes de casos y pequefias cohortes.
Antigenos asociados: Laminas A, B, C, o proteinas asociadas con las laminas (Coppo
et al., 2004).

Patron AC-12 (Membrana nuclear granular) La membrana nuclear revela
tincién punteada en células interfasicas, con peculiar aumento de fluorescencia en los
puntos de contacto entre células adyacentes. No hay tincion en las placas de

cromatina de la metafase y anafase. Se encuentra en pacientes con CBP, asi como en
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pacientes con otras enfermedades hepaticas autoinmunes y ERAS. Antigenos
asociados: Complejo de proteinas de los poros nucleares. Ej. gp210 (Miyachi et al.,
2003).

Patron AC-13 (Parecido a PCNA) Tincion nucleoplasmica granular
pleomorfica, con variabilidad en el tamafio y brillo de los granulos. Durante la
interfase, algunas células son negativas (fase G1), algunas estan intensamente tefiidas
(fase S), y otras presentan granulos dispersos con ocasional tincion nucleolar (fases S
tardia y temprana G2). Las células mitoticas no muestran tincion. El patrén AC-13
anteriormente se considero6 altamente especifico para LES, pero esta especificidad es
debatida. Antigenos asociados: Antigeno nuclear de células proliferativas (PCNA)
(Miyachi et al., 2003).

Patron AC-14 (Parecido a CENP-F) Patron nuclear granular con
sorprendentes en intensidad. La tincion nuclear es negativa o débil en la fase G1, pero
intensa en la fase G2. Los centromeros muestran tincion positiva solamente en la
profase y la metafase, revelando madltiples puntos alineados en la placa
metafasica. Células en profase frecuentemente revelan una tincién débil de la
membrana nuclear, mientras que el citoplasma de células mitoticas revela una tincién
difusa débil. Durante el anafase y la telofase se puede observar una tincién intensa en
el anillo del plano medio que divide las dos células hijas. el patron AC-14 provienen
de pacientes con una diversidad de afecciones neoplasicas (mama, pulmén, colon,
linfoma, ovario, cerebro). Antigenos asociados: Proteina del centromero F (CENP-F)
(Casiano et al., 1993).

Patron AC-15 (citoplasmatico fibrilar linear) Este patrén se caracteriza por
mostrar fibras del citoesqueleto, en ocasiones con depositos granulares pequefios y
discontinuos. La tincion tipica muestra fibras de actina estriadas que abarcan lo largo

del eje de la célula. Ej. Anti-actina, anti-miosina no muscular.
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Encontrado en pacientes con HAI tipo 1, infeccion cronica por VHC y
enfermedad celiaca (isotipo IgA); raro en ERAS. Antigenos asociados: Actina,

miosina no muscular (Conrad et al., 2017).

Patron AC-16 (Citoplasmatico fibrilar filamentar) Tincion de microttbulos y
filamentos intermedios que se extienden desde la membrana nuclear. Ej. anti
citogueratina, anti vimentina, anti-tropomiosina. Se encuentra en varias
enfermedades, pero tipicamente el patron AC-16 no se asocia a enfermedad sismica
autoinmune. Antigenos asociados: Vimentina, citoqueratina, tropomiosina (Moruta et
al., 2001).

Patron AC-17 (Citoplasmatico fibrilar segmentado) Predomina la tincion de
pequefios segmentos, cuerpos densos periodicos a lo largo de las fibras de estrés. Ej.
Anti-Alfa Actina, anti- vinculina Se encuentra con poca frecuencia en pruebas

seroldgicas de rutina. Antigenos asociados: Actina alfa, vinculina (Zhao et al., 2005).

Patron AC-18 (Citoplasmatico granular discreto/parecido a cuerpos GW)
Tincion de los cuerpos GW en el citoplasma de las células en interfase con un nimero
alto en la fase final del ciclo celular S/G2. Ej anti-GW182, anti-Su/Ago2.
Los autoanticuerpos que muestran el patron AC-18 se han reportado en distintas
ERAS y en una variedad de otras enfermedades; su prevalencia en cohortes no
especificas y especificas de enfermedades no ha sido extensamente estudiada.
Antigenos asociados: GW182, Su/Ago2. (No hay evidencia molecular para sustentar

gue este patron esté asociado a objetivos lisosomales) (Bhanji et al., 2007).

Patron AC-19 (Citoplasmatico granular fino denso) El patron aparece
nebuloso, casi homogéneo en todo el citoplasma. Ej anti-PL-7. Se encuentran en
pacientes con lupus eritematoso sistémico y en el sindrome anti-sintetasa (un

subgrupo de MIA), enfermedad pulmonar intersticial, poliartritis, fenomeno de
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Raynaud y manos de mecénico; Estas caracteristicas pueden ocurrir en varias
combinaciones 0 como una manifestacion aislada, especialmente la enfermedad
pulmonar intersticial. Antigenos asociados: PL-7, PL-12, Proteina P ribosomal (Satoh
etal., 2017).

Patron AC-20 (Citoplasmaético granular fino) se evidencian pequefios granulos
dispersos en el citoplasma, en su mayoria con fondo homogéneo o granular fino
denso. Se encuentra en pacientes con sindrome de antisintetasa (un subconjunto de
AIM), enfermedad pulmonar intersticial, poliartritis, fendmeno de Raynaud y manos
mecénicas. Antigenos asociados: Jo-1/ sintetasa del Histidil del ARNt (Fritzler et al.,
2018).

Patron AC-21 (Citoplasmatico reticular/AAM) presenta tincion de filamentos
granulares gruesos que se extienden a través del citoplasma. Se asocia a anticuerpos
anti- mitocondriales. Se encuentra comdnmente en Cirrosis biliar primaria (PBC),
pero también se detecta en esclerosis sistémica. Antigenos asociados: PDC-E2/M2,
BCOADC-E2, OGDC-E2, subunidad Ela de PDC, E3BP/proteina X (Nardi et al.,
2006).

Patron AC-22 (Citoplasmatico granular polar/parecido a aparato de Golgi) es
granular discontinuo o posee tincion como liston granular perinuclear con
distribucion polar en el citoplasma. El patrén AC-22 se ha informado en un pequefio
grupo de pacientes con una variedad de condiciones; incluyendo LES, AR, ataxia
cerebelar idiopatica e infecciones virales como VIH y VEB. Antigenos asociados:
Giantina/macrogolgina, golgin-95/GM130, Golgina-160, golgina-97, golgina 245
(Stinton et al., 2004).

Patron AC-23 (Bastones y anillos) se evidencia como corpusculos con formas

de anillos, comas o bastoncillos en el citoplasma de células en interfase. Visibles
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también en el nucleo en algunos casos. Se encuentra principalmente en pacientes de
VHC tratados con terapia combinada interferon-o pegilado/ribavirina. Los
autoanticuerpos que dan lugar al patron AC-23 no se detectan antes del inicio del

tratamiento. Antigenos asociados: IMPDH2 (Covini et al., 2012).

Patron AC-24 (Centrosoma) centriolos, visibles como pequefios puntos nitidos
(1-2/ceélula) en citoplasma o en los polos del huso mitotico. El patron AC-24 tiene un
bajo valor predictivo positivo para cualquier enfermedad. Dentro del grupo de
enfermedades reumatoides autoinmunes sistémicas (ERAS), AC-24 puede
encontrarse en pacientes con fendmeno de Raynaud, esclerodermia localizada o
sistémica (ES), LES y Artritis reumatoide. Antigenos asociados: Pericentrina,
nineina, Cep250, Cep110 (Hamaguchi et al., 2015).

Patron AC-25 (Huso mitdtico) presenta una tincién en las fibras del huso entre
los polos en células en mitosis, junto con una tincién con forma de pequefios conos en
los polos. Las fibras del huso pueden tefiirse tanto en patrones parecidos a NUMA
como en algunos no-NuMA. El patron AC-25 tiene bajo valor predictivo positivo
para cualquier enfermedad. Se detecta con escasa frecuencia en la serologia

diagnostica de rutina. Antigenos asociados: HSEg5 (Mozo et al., 2008).

Patron AC-26 (Parecido a NuMA) posee una tincion granular nuclear con
tincion de fibras del huso mitdtico. La mitad de los pacientes con el patron AC-26
tienen caracteristicas clinicas de ERAS (LES, esclerosis sistémica limitada o Artritis

reumatoide) Antigenos asociados: NUMA (Mozo et al., 2008).

Patron AC-27 (Puente intercelular) presenta una tincion del puente que une las
dos células hijas al final de la division celular, pero antes de que las células se separen
totalmente, tiene bajo valor predictivo positivo para cualquier enfermedad. Se ve con

muy escasa frecuencia en la serologia diagndstica de rutina, inmunoensayos
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especificos para la deteccion de esos autoanticuerpos no estdn comercialmente

disponibles. Antigenos asociados: Ninguno (Rattner et al., 1998).

Patron AC-28 (Envoltura cromosomica mitotica) tincion punteada en el borde
de los cromosomas de células en profase y metafase, sin ninguna tincion en células en
interfase. Al igual que el anterior, tiene un valor predictivo positivo bajo para
cualquier enfermedad. Se encuentra con muy poca frecuencia en un entorno de
diagnostico serologico de rutina. Antigenos asociados: Histona H3 modificada,
MCA-1 (Gitlits et al., 2000).

Patron AC-29 (ADN-topoisomerasa | similar a topo-1) El patron similar a
Topo-l incluye la tincidn de cinco regiones sub-celulares. Este patron de
fluorescencia compuesto por estos 5 elementos se observa en la mayoria de los porta-
objetos comerciales con células HEp-2, pero puede haber algunas variaciones en la
expresion de cada elemento de acuerdo a la marca de los porta-objetos. La deteccion
de estos 5 elementos puede ser un reto, especialmente cuando se utiliza una sola
dilucion del suero (p.e.: la tincion intensa de la cromatina en mitosis oculta los NOR),
0 en muchos sistemas semi-automatizados, cuando frecuentemente las imagenes se
seleccionan en un plano focal Unico. Antigenos asociados: DNA-topoisomerasa-|
(Dellavance et al., 2009).

Tras la declaracion realizada por el American College of Rheumatology
(Colegio Americano de reumatologia) de que la técnica inmunofluorescencia
indirecta debe considerarse como el método de cribado estandar (Estandar de oro)
para la deteccion de anticuerpos antinucleares, la industria biomédica ha propuesto
soluciones tecnoldgicas que mejoran significativamente la automatizacion del
procedimiento, no solo en la preparacion de sustratos y portaobjetos, pero también en
la lectura microscopica. Esta innovacidn se basa en los principios de digitalizacién de

imagenes fluoroscopicas y en la clasificacion de patrones utilizando enfoques
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estandarizados (deteccion positiva-negativa automatizada e interpretacion de
patrones) (Tozzoli et al., 2012).

Estos sistemas se basan en el uso de microscopios automatizados, bandejas de
portaobjetos robotizados, camaras de video de alta sensibilidad y softwares dedicados
a la adquisicién y analisis de imagenes digitales. Actualmente, se estan realizando
etapas avanzadas de experimentacion en siete sistemas comerciales (*Aklides,
Medipan, Berlin, Alemania; *Nova View, Inova, S. Diego, EE. UU.; *Zenit G Sight,
A. Menarini Diagnostics, Florencia, Italia; *Europattern, Euroimmun, Libeck,
Alemania; *Helios, Aesku.Diagnostics, Wendelsheim, Alemania; *Image Navigator,
Immuno Concepts, Sacramento, EE. UU.; *Cytospot, Autoimmun Diagnostika,

Strassberg, Alemania) (Tozzoli et al., 2012).

En esta etapa, la inmunofluorescencia indirecta automatizada no puede
reemplazar la inmunofluorescencia indirecta visual, ya que el reconocimiento de
patrones de anticuerpos antinucleares no se realiza a la perfeccién. A pesar de la
buena correlacion de los valores de intensidad de la luz y el titulo, los titulos de punto
final tampoco se pueden predecir de forma fiable. Los desarrollos recientes, como las
mejoras en el reconocimiento de patrones y la prediccion de titulos de punto final,
prepararan el camino gradual para la inmunofluorescencia indirecta automatizada en

el diagnostico de rutina (Loock et al., 2017).

Debido a estas limitaciones y al aumento progresivo de las solicitudes de
pruebas de autoanticuerpos en los laboratorios de autoinmunologia, particularmente
en el caso de anticuerpos antinucleares, en los ultimos 15 afios la innovacion en la
tecnologia de plataformas analiticas ha ofrecido la disponibilidad de soluciones
alternativas al método IFI, basadas en los inmunoensayos manuales o automatizados
(principalmente del tipo ELISA), con el uso de fases sélidas recubiertas por una

mezcla de antigenos nuclear-citoplasmaticos. Los informes de la literatura han
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demostrado que estos manuales 0 automatizados no proporcionan la misma precision
analitica que IFI, en particular para la presencia de resultados falsos negativos (hasta

el 35 % de los casos) en caso de autoanticuerpos raros (Tozzoli et al., 2012).

Por lo tanto, se sostiene que los métodos inmuno-enziméaticos NO representan
un sustituto de IFI, ni siquiera en condiciones analiticas inusuales o ante un alto
volumen de solicitudes de prueba. La introduccion de métodos multiplex, capaces de
medir simultaneamente  varios anticuerpos relacionados con anticuerpos
antinucleares, dio lugar a la hipétesis de que pueden utilizarse como plataforma de
cribado para la prueba de anticuerpos antinucleares como alternativa a la IFI. Sin
embargo, la sensibilidad de la prueba de deteccion de anticuerpos antinucleares con
inmunoensayo multiplex aun no es adecuada y la presencia de resultados falsos
negativos es similar a los métodos inmuno-enzimaticos discutidos anteriormente

variando de 0.2 a 40.5 % dependiendo de la poblacion estudio (Tozzoli et al., 2012).

ELISA es una de las técnicas mas comunes y versatiles disponibles en los
laboratorios clinicos. Los ELISA para anticuerpos antinucleares disponibles
comercialmente tienen varias configuraciones de Ag y Ac secundarios. Si bien la
mayoria de los ELISA para la deteccién de anticuerpos antinucleares utilizan
extractos de células HEp-2 enriquecidos con una combinacion de proteinas
purificadas asociadas con las ERAS comunes, bastantes no incluyen el extracto de
células HEp-2. Los ELISA para anticuerpos antinucleares disefiados con una mezcla
compleja de antigenos, como el extracto de células HEp-2 con concentraciones
desconocidas, los antigenos pueden competir por unirse a la superficie disponible, lo

que afecta la presentacion de algunos objetivos antigénicos (Tebo, 2017).

En el caso de ELISA la fase s6lida, una placa, se recubre con una mezcla de
autoantigenos relevantes, purificados o recombinantes, especificos contra los

autoanticuerpos que pueden estar presente en las muestras de suero. Si los
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autoanticuerpos estdn presentes en el suero de un paciente, se adhieren a su
autoantigeno correspondiente y se unen mediante un anticuerpo de deteccion unido a
una enzima que genera una reaccién colorimétrica la cual puede ser medida en un

espectrofotometro (Irure et al., 2022).

Durante las ultimas dos décadas, se ha introducido la prueba de anticuerpos
antinucleares con la técnica ELISA con el objetivo de ahorrar tiempo y esfuerzos
necesarios para ANA-IFI y tratando de mejorar el rendimiento de la prueba de
anticuerpos antinucleares. Sin embargo, informes anteriores mostraron que los
ensayos de fase solida todavia tienen una sensibilidad més baja en comparacion con
la inmunofluorescencia indirecta. Los fabricantes de ensayos en fase sélida intentan
mejorar el rendimiento de los ensayos afiadiendo antigenos recombinantes purificados
adicionales (Alsaed et al., 2021).

En 2012 un estudio determind los anticuerpos antinucleares por
inmunofluorescencia indirecta (dilucion 1:160) y por pantalla BioPlex 2200
anticuerpos antinucleares (anticuerpos contra dsDNA, cromatina, proteina ribosomal,
SSA-52, SSA-60, SSB, Sm, SmMRNP, RNP-A, RNP-68, Scl-70, Jo-1 y centromero B)
en 236 pacientes con enfermedad reumatica sistémica en el momento del diagnostico,
149 donantes de sangre, y 134 controles enfermos. BioPlex anticuerpos antinucleares
e inmunofluorescencia indirecta fueron positivos en, respectivamente, el 79 % y el 90
% de los pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES), el 60 % y el 60 % con
lupus cutaneo, 72% y 93% con esclerosis sistémica (SSc), 5,4 % y 6% de donantes de

sangre, y 11% y 18% de controles enfermos (Op De Beéck et al., 2012).

Otro estudio realizado en 2020, comparé la precision de la
inmunofluorescencia indirecta en anticuerpos antinucleares con el método ELISA,
anticuerpos antinucleares en el contexto del diagnéstico de enfermedades del tejido

conectivo. Las comparaciones directas de IFI con ELISA mostraron que ambas
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pruebas tenian una buena sensibilidad (cinco estudios, 2321 pacientes: ELISA: 90,3
% [intervalo de confianza (IC) del 95 %: 80,5 %, 955 %] frente a
inmunofluorescencia indirecta con un punto de corte de 1: 80: 86,8 % [IC 95 %: 81,8
%, 90,6 %]; p = 0,4) pero baja especificidad, con una variacion considerable entre los
ensayos (ELISA: 56,9 % [IC 95 %: 40,9 %, 71,5 %] frente a IIF 1: 80: 68,0 % [IC 95
%: 39,5 %, 87,4 %]; p = 0,5). Se concluyd que una prueba inmunofluorescencia

indirecta negativa es Util para excluir una enfermedad del tejido conectivo.

En un estudio realizado en 2014 (Cordero et al.) se evalu6 la concordancia
entre los resultados obtenidos por la técnica ELISA y por la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) para la determinacion de autoanticuerpos en
hepatitis autoinmune. Se incluyeron 123 pacientes con hepatitis autoinmune, 91
(74%) del sexo femenino y 32 (26%) de sexo masculino, mayores de 18 afos, en los
cuales se realizd un estudio comparativo entre ELISA e inmunofluorescencia
indirecta para la deteccion de los anticuerpos antinucleares (78 pacientes),
anticuerpos antimitocondriales (84 pacientes) y antimicrosoma hepatorrenal (85

pacientes).

De acuerdo al valor kappa obtenido se encontré6 que para el anticuerpo
antimicrosoma hepatorrenal el nivel de concordancia fue muy bueno (k=1,0,
p<0,001); para el anticuerpo antinuclear el nivel de concordancia fue débil, sin
embargo, fue significativo (k=0,37, p<0,001) mientras que para el anticuerpo
antimitocondrial el nivel de concordancia fue pobre (k=0,05, p<0,476). La
determinacion del anticuerpo antimicrosoma hepatorrenal fue la prueba con mayor
sensibilidad, especificidad y concordancia entre ambas técnicas analizadas y se
establecio que la técnica de ELISA para el anticuerpo antimitocondrial solo
concuerda con la técnica de inmunofluorescencia indirecta en sujetos con titulos altos
(Cordero et al., 2014).
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La existencia de diferentes técnicas que nos permitan evaluar la presencia de
un mismo pardmetro, anticuerpos antinucleares en este caso, no debe ser utilizada
como una limitacién sino como una ventaja, ya que un resultado de prueba con una
alta sensibilidad, como cuando se utiliza un HEp- 2 IFI con un titulo de corte de 1:80,
es util para excluir la presencia de enfermedad, mientras que un resultado de prueba
con una alta especificidad, por ejemplo, cuando se usa un SPA o HEp-2 IIF con un
valor de corte alto, es Util para confirmar la presencia de la enfermedad (Irure et al.,
2022).

Debemos ser conscientes de la técnica que se estd utilizando para poder
evaluar correctamente los resultados obtenidos. El rendimiento de HEp-2 IFI y los
ensayos de fase solida depende de la enfermedad. Ninguna técnica Unica puede
identificar correctamente a todos los pacientes con ERAS asociados a anticuerpos
antinucleares, por lo que es fundamental combinar los resultados obtenidos por
diversas técnicas para proporcionar la informacion clinicamente mas valiosa (lrure et
al., 2022).

La importancia de esta investigacion consiste en relacionar los anticuerpos
antinucleares por ELISA e inmunofluorescencia indirecta (IFI) en los pacientes que
acudan al laboratorio Roybis, solicitando dicho examen, en Ciudad Bolivar, estado

Bolivar en el periodo comprendido entre julio a septiembre del afio 2022,



JUSTIFICACION

Los anticuerpos antinucleares desde su descubrimiento se han convertido en
una herramienta diagndstica muy Util en el diagndstico de patologias autoinmunes.
Por ende, existe la necesidad de utilizar la técnica correcta, para realizar una optima
determinacion y reporte a nivel de laboratorio, con la finalidad de orientar el

diagnostico del clinico. (Cabiedes et al., 2010).

Aunque desde el afio 2010 el colegio estadounidense de reumatologia reafirmé
a la inmunofluorescencia indirecta con células HEp-2 como el “estandar de oro” para
la determinacion de anticuerpos antinucleares. En Venezuela esta prueba no se realiza
en los laboratorios de rutina y se prefiere el uso de la técnica ELISA como sustituto
de la IFI-HEp-2, en parte por la dificil adquisicion de los reactivos y la tecnologia de
vanguardia debido a sus altos costos y a la fuerte crisis econémica que azota al pais,
lo que orilla a los laboratorios a solamente ofrecer los ensayos inmunologicos
(ELISA), convencionales para la determinacion de anticuerpos antinucleares,
asumiendo que puede ofrecer los mismos beneficios que la IFI-HEp-2. (Olsen et al.,
2017).

Por este motivo se plantea la realizacion de este estudio, con el proposito de
demostrar y convencer a quienes realizan determinacion de anticuerpos antinucleares,
porque la técnica de inmunofluorescencia indirecta es el método de referencia a
emplear en los laboratorios con tal fin. Por lo que se pretende relacionar los
anticuerpos antinucleares por ELISA e inmunofluorescencia indirecta en los pacientes
atendidos en el laboratorio Roybis de Ciudad Bolivar durante el periodo comprendido
entre julio a septiembre del afio 2022.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Relacionar los anticuerpos antinucleares por ELISA e inmunofluorescencia
indirecta en pacientes atendidos en el laboratorio Roybis, Ciudad Bolivar. Estado

Bolivar en el periodo comprendido entre julio a septiembre del afio 2022.

Obijetivos especificos

Sefalar la positividad de los anticuerpos antinucleares por el método de
inmunofluorescencia indirecta y por el método ELISA en los pacientes atendidos en

el referido centro de salud.

Comparar los resultados de anticuerpos antinucleares por el método de

inmunofluorescencia indirecta con el método de ELISA segun género y edad.
Describir los resultados positivos y negativos de anticuerpos antinucleares por el

método de ELISA e inmunofluorescencia indirecta segun el titulo de dilucién y el

patron de inmunofluorescencia
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METODOLOGIA

Tipo de estudio

El presente trabajo fue de tipo descriptivo y de corte transversal.

El tipo de investigacion descriptiva, comprende la descripcion, registro, analisis
e interpretacion de la naturaleza actual y la composicion o procesos de los
fendmenos; el enfoque se hace sobre conclusiones dominantes o sobre como una

persona, grupo, cosa funciona en el presente (Tamayo y Tamayo, 2006).

Por su parte, se considera el estudio de corte transversal debido a la recolecta de
los datos en un tiempo Unico coincidiendo con Tamayo y Tamayo (2010) el cual
expresa que el proposito de una investigacion trasversal es describir condiciones para

analizar su incidencia e interrelacion en un momento especifico.

Universo

La poblacion estuvo conformada por la totalidad de pacientes que acudan a las
instalaciones del laboratorio clinico Roybis de ciudad Bolivar durante el periodo de
tiempo comprendido entre julio y septiembre del afio 2022.

Muestra

La muestra quedo constituida por los pacientes que acudan solicitando la
determinacion de anticuerpos antinucleares por el método de inmunofluorescencia
indirecta en las instalaciones del laboratorio clinico Roybis de Ciudad Bolivar durante

el periodo de tiempo comprendido entre julio y septiembre del afio 2022.
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Criterios de inclusién

Pacientes con solicitud de anticuerpos antinucleares.
Pacientes de ambos géneros.

Pacientes que aceptaron participar en el estudio de acuerdo a criterios bioéticos.

Materiales

Microscopio de fluorescencia

Kit comercial de ELISA para anticuerpos antinucleares (micropocillos, solucion
STOP, patrones, controles, conjugado, etc.)

Kit comercial de inmunofluorescencia indirecta para anticuerpos antinucleares
(Portaobjetos de sustrato, controles, reactivo con anticuerpos fluorescentes, medio
para preparaciones microscopicas semipermanentes

Cubreobjetos

Material volumétrico

Centrifuga

Material de extraccion sanguinea

Agua destilada o desionizada

Solucién buffers

Jarras de coplin

Cémara himeda

Incubador

Lector ELISA

Procedimientos y recoleccion de datos

Se entregd una carta dirigida al director del laboratorio clinico Roybis con la

finalidad de solicitar su autorizacion y el apoyo del personal pertinente en la
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realizacion de dicho trabajo de investigacion (Apéndice A). Luego se procedié a
explicar a los pacientes el motivo y alcance del trabajo para obtener el consentimiento
informado de su participacion (Apéndice B). Los datos como nombre, apellido, edad,
impresion diagnostica y resultados de laboratorio se colectaron con un instrumento
disefiado para tal fin, (Apéndice C), el cual solicito la respectiva validacion de tres
expertos. (Apéndice D).

Toma de muestra sanguinea

Los tubos fueron identificados previamente con el nimero de planilla, nombres
y apellidos del paciente. La toma de muestra se realizd, con el brazo extendido para
facilitar el acceso a la fosa antecubital utilizando una banda elastica aproximadamente
6cm por arriba del sitio de puncion y una vez que se selecciond la vena, se aplicaron
las medidas de asepsias y antisepsias para la extracciéon de la muestra con una jeringa
estéril, descartable, con una capacidad de 3cc y luego se depositdé en el tubo sin

anticoagulante para obtener suero (Ruiz, 2005).

Bajo la supervisién del bioanalista encargado del area, se realizd el
procesamiento de las muestras séricas procedentes de los pacientes, empleando la
técnica para determinar anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia indirecta
(IFI) de la casa comercial MONOCENT (Anexo 1) y por el método de ELISA de la
casa comercial ORGENTEC (Anexo 2)

Criterios éticos

Con la presente investigacion no se afectd de ninguna manera la integridad de los
pacientes ya que sus identidades quedaran en el anonimato por lo cual se respetaran

todos sus derechos tanto humanos como legales, los datos extraidos fueron tomados y
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analizados de forma no personalizada ya que el fin de la investigacion es profundizar
sobre los métodos de laboratorio como tal.

Analisis de resultados y tabulacion

Los resultados fueron presentados mediante tablas de distribucion de
frecuencias y tablas de contingencia utilizando valores absolutos y relativos;
realizados con el programa Microsoft Excel® 2010 para la elaboracion de la base de
datos y el paquete estadistico IBM SPSS Windows version 23 para el analisis de los

mismos.

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizé estadistica descriptiva y
porcentual clinico de pacientes. Para comparar las variables se aplicara Test exacto de
Fisher (bilateral) por tratarse de variables cualitativas, se tomar4 como margen de
confianza resultados superiores de 95% o cuando p<0,05, los cuales se consideraron

como resultados estadisticamente significativos.



RESULTADOS

En la tabla N°1 se evidencia que, de 70 pacientes, 29 dieron positivo por el
método de Inmunofluorescencia indirecta (41,43%) y 41 arrojaron resultados
negativos (58,57%). Por otra parte, solo 7 pacientes resultaron positivos por el
método de ELISA (10,00%) y 63 pacientes resultaron negativos (90,00%). Al aplicar
la prueba de Chi cuadrado con correccion de Yates, se observd que se presentan
resultados estadisticamente significativos entre las variables de IFI/ ELISA en casos

positivos.

En la tabla N°2 al comparar los resultados de anticuerpos antinucleares por
inmunofluorescencia indirecta con el género, se evidencian valores positivos en el
género femenino (n=29) con 41,43%, valores negativos (n=35) con un 50,00%,
representando el 91,43% de la poblacion estudiada, mientras que 6 pacientes del sexo
masculino que representan al 8,57% arrojaron resultados negativos. Al relacionarlos
con la edad, predomina el grupo de 25-45 afios tanto en resultados positivos (n=13)
con 18,58%; como en resultados negativos (n=23) con 32,85%. Solo se observaron
diferencias  estadisticamente  significativas  (p<0,05) entre las variables
inmunofluorescencia indirecta y género con un grado de asociacion bajo entre estas

variables.

En la tabla N°3 al comparar los resultados de anticuerpos antinucleares por el
método ELISA con el género, se observa que los casos positivos (n=7) corresponden
al género femenino con 10,00%, mientas que en 57 pacientes femeninas que
representan el 81,43% arrojaron resultados negativos. Los 6 pacientes masculinos
arrojaron resultados negativos (8,57%). Al relacionarlos con la edad, predomina la
edad de 25-45 afios tanto en resultados positivos (n=4) con 5,71%; como en

resultados negativos (n=32) con 45,71%. Al aplicar el test exacto de Fisher, no se
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observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre las variables
estudiadas.

Al describir los resultados de anticuerpos antinucleares por el método de
ELISA e inmunofluorescencia indirecta se evidencia que 58,57% de los pacientes
(n=41) tuvieron anticuerpos antinucleares negativos por ambos métodos. Aquellos
pacientes negativos por ELISA y positivos por inmunofluorescencia indirecta
resultaron con titulos 1:160 y con los siguientes patrones, homogéneo con 27,14%
(n=19); nuclear granular fino con 1,43% (n=1) y nuclear granular grueso con 2,86%
(n=2). Por su parte, los que resultaron positivos por ambos métodos reflejaron patrén
homogéneo, en dilucion 1:640 (n=3) con 4,29% vy, dilucion 1:320 (n=4) con 5,71%.

En todos los casos la impresion diagndéstica fue de Lupus Eritematoso Sistémico.
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Tabla 1

Anticuerpos antinucleares positivos por el método de inmunofluorescencia
indirecta y por el método ELISA. Laboratorio Roybis, Ciudad Bolivar, Estado
Bolivar. Julio-Septiembre, 2022.

Positivos Negativos Total
Meétodo n % n % n %
Inmunofluorescencia indirecta 29 4143 41 5857 70 100,00
ELISA 7 10,00 63 90,00 70 100,00
Prueba de Chi cuadrado con correccion de Yates (IFI/ELISA) = 4,89x107° (p<0,05)

significativo.
Fuente: Datos del investigador, noviembre 2022
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Tabla 2,1

Anticuerpos antinucleares por el método de inmunofluorescencia indirecta (IFI)
segun género y edad. Laboratorio Roybis, Ciudad Bolivar, Estado Bolivar. Julio-
Septiembre, 2022.

Anticuerpos antinucleares por

método IFI
Positivo Negativo Total
n % n % n %
Género
Femenino 29 41,43 35 50,00 64 91,43
Masculino - - 6 8,57 6 8,57
Subtotal 29 41,43 41 58,57 70 100,00
Edad (afios)
4-24 6 8,57 7 10,00 13 18,57
25-45 13 18,58 23 32,85 36 51,43
46-66 9 12,85 9 12,86 18 25,71
67-87 1 1,43 2 2.86 3 4,29
Subtotal 29 41,43 41 58,57 70 100,00

Test exacto de Fisher (IFI/Género) = 0,03792 gl=1 (p<0,05) Significativo.
V de Cramer= 0,258

Test exacto de Fisher (IFI/Edad) = 0,7517 gl=3 (p>0,05) No significativo.
Fuente: Datos del investigador, noviembre 2022.



Tabla 2,2
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Anticuerpos antinucleares por el método de ELISA segun género y edad.

Laboratorio Roybis, Ciudad Bolivar, Estado Bolivar. Julio-Septiembre, 2022.

Anticuerpos antinucleares por
meétodo ELISA

Positivo Negativo Total

n % n % n %
Género
Femenino 7 10,00 57 81,43 64 91,43
Masculino - - 6 8,57 6 8,57
Subtotal 7 10,00 63 90,00 70 100,00
Edad (afios)
4-24 2 2,86 11 15,71 13 18,57
25-45 4 5,71 32 45,71 36 51,43
46-66 1 1,43 17 24,29 18 25,71
67-87 - - 3 4,29 3 4,29
Subtotal 7 10,00 63 90,00 70 100,00

Test exacto de Fisher (ELISA/Género) = 1

Test exacto de Fisher (ELISA/Edad) = 0,7576
Fuente: Datos del investigador, noviembre 2022.

gl=1 (p>0,05) No significativo.
gl=3 (p>0,05) No significativo.
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Descripcion de los resultados positivos y negativos de anticuerpos

antinucleares por el método de ELISA e inmunofluorescencia indirecta (titulo y

patron) en muestras de pacientes atendidos en el Laboratorio Roybis, Ciudad

Bolivar, Estado Bolivar. Julio-Septiembre, 2022.

ANA ANA  Cddigo Patron de
ELISA IFI patrén inmunofluorescencia Titulo n %
Negativo Negativo AC-0 Negativo <1:40 41 58,57
Negativo Positivo ~ AC-1  Homogéneo 1:160 19 27,14
Negativo Positivo ~ AC-4  Nuclear granular fino 1:160 1 1,43
Negativo Positivo ~ AC-5 Nuclear granular grueso 1:160 2 2,86
Positivo Positivo ~ AC-1  Homogéneo 1:640 3 4,29
Positivo Positivo ~ AC-1  Homogéneo 1:320 4 571
Total 70 100,00

Fuente: Datos del investigador, noviembre 2022.



DISCUSION

La positividad de los anticuerpos antinucleares por el método de
inmunofluorescencia indirecta fue de un 41,43% de la poblacion, mientras que con el
ELISA fue de un 10,00%. Esto evidencia que el método de inmunofluorescencia
indirecta tiene una mayor tasa de positividad que el método de ELISA. Estos
resultados fueron similares a un estudio realizado por Shovman O, et al., 2021, en el
cual se compararon los metodos de inmunofluorescencia indirecta, ELISA y BioPlex
2200 ANA Screen, donde la frecuencia de resultados positivos fue la més alta (15,5
%) con IFI, en comparacion con resultados 5,5 % logrados con el kit de anticuerpos
antinucleares ELISA y un 7,5% obtenido por BioPlex 2200 ANA Screen.

Luego de comparar los resultados de anticuerpos antinucleares por el método de
IFI, los resultados obtenidos se clasificaron de acuerdo a la edad y el sexo, donde se
observo que el género femenino entre los 25 a 45 afios de edad, representan el grupo
con mayor positividad durante la realizacion de este estudio. Estos resultados difieren
con el estudio realizado por Dinse GE, et al,. 2020, en donde se estudio la prevalencia
de los anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia indirecta en Estados Unidos
en ambos sexos y en diversos grupos etarios, durante 3 periodos de tiempo. En este
estudio se observO mayor prevalencia en el sexo masculino y el grupo etario con

mayor positividad fue en la poblacion con edad mayor a 50 afos.

También se evalud la positividad de los anticuerpos antinucleares por el método
de ELISA vy los resultados concordaron con la investigacion realizada por Edwards
CJ, et al., 2006, en el cual los anticuerpos antinucleares se midieron mediante un
ELISA para anticuerpos antinucleares y se confirmaron mediante
inmunofluorescencia indirecta. Se investigo las asociaciones entre la presencia de

anticuerpos antinucleares y el crecimiento temprano y la exposicion infecciosa en la
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infancia en hombres y mujeres combinados, pero con ajustes por género en todo
momento. Un anticuerpo antinuclear positivo estuvo presente en 73 (10,9%) de los
hombres y 81 (12,2%) de las mujeres. Al igual que con el metodo de
inmunofluorescencia, hubo una mayor positividad en el rango etario de 25-45 afios de
edad, ya que, de los 7 pacientes positivos por ELISA, 4 se encuentran en este rango

etario.

Segun la impresién diagnostica del médico tratante, el 100% de los pacientes
tenian sospecha de LES. Un 10,00% obtuvieron resultados positivos tanto para
ELISA como en inmunofluorescencia indirecta, se relaciond6 con patrones
homogéneos de inmunofluorescencia, pero con titulos mayores a 1:160. Ademas, el
31,43% solo fueron positivos por inmunofluorescencia indirecta y negativos por
ELISA, relacionandose a su vez con un patrén homogéneo en el 27,14% de los casos,
pero esta vez solo se relaciond con un titulo de dilucion menor a 1:160 pero mayor a
1:32 de anticuerpos antinucleares y no se observd ningun caso donde hubiera

resultados positivos para ELISA con resultados negativos para IFI.

Los resultados obtenidos concordaron con el estudio realizado en 2022 por
Choi MY, et al,. en donde se estudiaron 805 pacientes con LES durante un periodo de
5 afios, en los cuales se realizaron la deteccion de anticuerpos antinucleares por los
métodos de IFI, ELISA y autoanticuerpos relacionados con LES. En el momento del
reclutamiento, la positividad de anticuerpos antinucleares (>1:80) fue del 96,1 % por
IFAL (titulo medio 1:1280), 98,3 % por IFA2 (1:2560) y 96,6% por ELISA. Al
menos un ensayo de anticuerpos antinucleares fue positivo para el 99,6 % de los
pacientes en el momento de la inscripcion. En el afio 5, la positividad de anticuerpos
antinucleares por IFA (IFA1 95,2 %; IFA2 98,9 %) se mantuvo alta, mientras que
hubo una disminucién en la positividad de ELISA (91,3 %, p<0,001).
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Se puede observar que, en ambos estudios, el método de ELISA solo arrojo un
resultado positivo si el paciente tiene un alto titulo de anticuerpos y que la
inmunofluorescencia indirecta es méas sensible para aquellos pacientes que tienen

titulos mas bajos de anticuerpos.



CONCLUSIONES

La positividad de anticuerpos antinucleares de los pacientes evaluados por el
método de inmunofluorescencia indirecta fue de 41,43% y la positividad por el
método de ELISA fue de 10,00%.

Las mujeres en el grupo etario de 25 a 45 afios fue el grupo predominante y al
utilizar el test exacto de Fisher, solo se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre las variables de inmunofluorescencia indirecta y género.

Se aprecia que el 31,43% reflejaron un resultado positivo por el método de
inmunofluorescencia indirecta y negativo en ELISA. Solo un 10,00% fueron
positivos tanto por inmunofluorescencia indirecta como por ELISA. Dichos pacientes

tenian un titulo mayor a 1:160 en la prueba de inmunofluorescencia indirecta.
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RECOMENDACIONES

Fomentar en los médicos de atencidn primaria que realicen la determinacion de
anticuerpos antinucleares preferiblemente con el método de inmunofluorescencia
indirecta antes que el ELISA, ya que se demostr6 una baja positividad del ELISA con

respecto a la inmunofluorescencia indirecta.

Concientizar a los laboratorios y profesionales que laboran en ellos a través de
jornadas cientificas de actualizacion acerca de las limitaciones de los métodos de
ELISA e inmunofluorescencia indirecta en la determinacion de anticuerpos
antinucleares, resaltando el papel protagonico de la inmunofluorescencia indirecta en
la deteccién de anticuerpos nucleares asociados al diagnéstico de patologias

autoinmunes como el LES.

Incentivar a los laboratorios a la adquisicion del equipo necesario para la
aplicacion del método de inmunofluorescencia en la determinacién de anticuerpos
antinucleares y cuando esto no sea posible, referir a los pacientes a centros que

puedan ofrecer este método para garantizar resultados especificos y sensibles.
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Apéndice A

NUCLEO BOLIVAR
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD
“Dr. Francisco Battistini Casalta”

Ciudad Bolivar, septiembre de 2022.

Sefior Carlos Bisignano
Su despacho. _

Reciba un cordial saludo, por medio de la presente hacemos solicitud, de
llevar a cabo la ejecucion del trabajo de investigacion titulado: CORRELACION
DIAGNOSTICA DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES POR ELISA E
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA EN PACIENTES ATENDIDOS EN
EL LABORATORIO ROYBIS. CIUDAD BOLIVAR, ESTADO BOLIVAR.
JULIO A SEPTIEMBRE DE 2022. Que sera presentado posteriormente como
trabajo de grado, siendo un requisito parcial para optar por el titulo de Licenciado en
Bioanadlisis en dicho ente educativo. Durante la realizacion del mencionado trabajo de
investigacion se contara con la asesoria del Lcdo. Abimael Gomez.

Sin mas que agregar, agradecemos toda su colaboracion en nuestro caso.

Atentamente.

Cremona, Anthony C.I. 27.902.523 Garcia, Jesus C.1. 26.499.866
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Apéndice B

NUCLEO BOLIVAR
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD
“Dr. Francisco Battistini Casalta

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo; portador de la cédula de identidad V() E()
acepto participar en el trabajo de investigacion

realizado por los bachilleres Cremona Anthony y Jesus Garcia como requisito parcial
para optar al titulo de licenciados en bioanalisis, el cual lleva por nombre:
CORRELACION DIAGNOSTICA DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES
POR ELISA E INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA EN PACIENTES
ATENDIDOS EN EL LABORATORIO ROYBIS. CIUDAD BOLIVAR,
ESTADO BOLIVAR. JULIO A SEPTIEMBRE DE 2022. para dicho estudio es
necesario extraer una muestra de sangre, los datos personales seran extraidos del
sistema de esta institucion, se procedera a evaluar los anticuerpos antinucleares por el
método de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y ensayo ligado a enzimas, (ELISA)
es ultimo serd completamente gratuito esto con el fin de obtener informacion para
desarrollar dicho trabajo tomando la importancia aumentar los conocimientos sobre

los métodos y practicas realizadas en el laboratorio clinico.

*NO sera revelado mi nombre o numero personal.
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Apéndice C
Formulario de recoleccion de datos para relacionar los anticuerpos

antinucleares por ELISA e inmunofluorescencia en pacientes atendidos en el

Laboratorio Roybis, Ciudad Bolivar, Estado Bolivar. Julio a septiembre de 2022.

Caodigo ID de muestra: Fecha: / /

Nombre y Apellido:

C.l: Edad: Sexo: M F

Direccion: Teléfono:

Datos Clinicos Epidemiolégicos

Impresion Diagnostica:

Lupus Eritematoso sistémico
Artritis Reumatoide
Sindrome de Sjogren
Esclerosis Sistémica

Otros

0 I R N R A

ANA (IFI): Cdbdigo Patron: Titulo de dilucion:

Negativo

ANA ELISA: Positivo Ul/ml Negativo Ul/ml

Bioanalista
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UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO BOLIVAR
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD

“Dr. Francisco Battistini Casalta”

DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS

Ciudad Bolivar.

Dra. Mercedes Romero

Metodologo

Sirva la presente para saludar y a la vez informar, que con mi caracter de Metodélogo
realice el analisis con caracter de juicio de experto, con la finalidad de validar y corregir de
ser necesario el instrumento de medicion a implementar en este trabajo que lleva por titulo:
CORRELACION DIAGNOSTICA DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES POR
ELISA E INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA EN PACIENTES ATENDIDOS
EN EL LABORATORIO ROYBIS. CIUDAD BOLIVAR, ESTADO BOLIVAR. JULIO
A SEPTIEMBRE DE 2022. el cual es tutorado por el Prof. Abimael Gémez CI.

20.013.129

Sin mas que agregar, nos despedimos.

Atentamente

Cremona, Anthony C.I. 27.902.523 Garcia, Jesus C.I. 26.499.866

En el presente estudio apruebo de forma satisfactoria que el instrumento a utilizar

cumple con los objetivos del mismo.

Dra. Mercedes Romero Metodélogo.
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Apéndice D (2)

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO BOLIVAR
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD

“Dr. Francisco Battistini Casalta”

DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS

Ciudad Bolivar.

Prof. Maria Eugenia Tepedino

Miembro de la Comision de Tesis

Sirva la presente para saludar y a la vez informar, que con mi caracter de Metodélogo
realice el analisis con caracter de juicio de experto, con la finalidad de validar y corregir de
ser necesario el instrumento de medicion a implementar en este trabajo que lleva por titulo
CORRELACION DIAGNOSTICA DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES POR
ELISA E INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA EN PACIENTES ATENDIDOS
EN EL LABORATORIO ROYBIS. CIUDAD BOLIVAR, ESTADO BOLIVAR. JULIO
A SEPTIEMBRE DE 2022. el cual es tutorado por el Prof. Abimael Gémez CI.
20.013.129

Sin mas que agregar, nos despedimos.

Atentamente

Cremona, Anthony C.I. 27.902.523 Garcia, Jesus C.1. 26.499.866

En el presente estudio apruebo de forma satisfactoria que el instrumento a utilizar

cumple con los objetivos del mismo.

Prof. Maria Eugenia Tepedino
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Apéndice D (3)

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO BOLIVAR
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD

“Dr. Francisco Battistini Casalta”

DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS

Ciudad Bolivar.

Prof. Carmen Rodriguez

Especialista en Estadistica

Sirva la presente para saludar y a la vez informar, que con mi caracter de Metodélogo
realice el analisis con caracter de juicio de experto, con la finalidad de validar y corregir de
ser necesario el instrumento de medicion a implementar en este trabajo que lleva por titulo
CORRELACION DIAGNOSTICA DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES POR
ELISA E INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA EN PACIENTES ATENDIDOS
EN EL LABORATORIO ROYBIS. CIUDAD BOLIVAR, ESTADO BOLIVAR. JULIO
A SEPTIEMBRE DE 2022. el cual es tutorado por el Prof. Abimael Gémez CI.

20.013.129

Sin mas que agregar, nos despedimos.

Atentamente

Cremona, Anthony C.I. 27.902.523 Garcia, Jesus C.1. 26.499.866

En el presente estudio apruebo de forma satisfactoria que el instrumento a utilizar

cumple con los objetivos del mismo.

Prof. Carmen Rodriguez - Estadistico
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