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/ \breviaturas:

Ac: Anticuerpos.

Ag: Antigeno.

ANA: Anticuerpos Antinucleares.

ANCA: Anticuerpos anti citoplasma de neutrofilos.
ds-DNA: DNA doble hélice o bicatenario

EA: Enfermedades Autoinmunes.

EIT: Electroinmunotransferencia.

EM: Ensayo Mdltiple.

EMTC: Enfermedad Mixta del Tejido Conjuntivo.
Fc: Fraccion constante.

FITC: Isotiocianato de fluoresceina conjugado.
FR: Factor Reumatoide.

HCULB: Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa.
IFI: Inmunofluorescencia Indirecta.

Ig: Inmunoglobulinas.

LES: Lupus Eritematoso Sistémico.

PAGE-SDS: poliacrilamidadodecil sulfato de sodio.
PBS: Buffer fosfato salino

PE: Estreptavidina-ficoeritrina.

QL: Quimioluminiscencia.

REM: Radiaciones electromagnéticas.

RIA: Radioinmunoensayo

ss-DNA: DNA de hélice Gnica o monocatenario.
T2 Temperatura.

UV: Ultravioleta.

UZ: Universidad de Zaragoza.
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1. Resumen y palabras claves.

Introduccioén: El Lupus Eritematoso Sistémico es el prototipo de enfermedad autoinmune sistémica
del tejido conjuntivo. Es una enfermedad crénica inflamatoria de etiologia desconocida, que se
caracterizada por la produccion de autoanticuerpos. Aunque el diagndstico es clinico, sigue siendo
un reto debido a la heterogenicidad de la enfermedad, por lo que el diagndstico de laboratorio
juega un papel importante. Existen multiples técnicas para la deteccion de estos anticuerpos.

Objetivo: Valorar la posibilidad de la técnica de Quimioluminiscencia como técnica “gold standard”
para la deteccion de anticuerpos anti-dsDNA en el Lupus comparandolo con la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta, método tradicional.

Material y métodos: Revision bibliografica realizada en la base de datos PUBMED vy Biblioteca de
la Facultad de Medicina (UZ) seleccionado segun la disponibilidad de version completa,
publicados entre 2010-2017 y relevancia para el estudio. Ademas, andlisis de una cohorte de 50
muestras provenientes del area del Hospital Clinico Lozano Blesa, cuyo criterio de seleccion fue
considerar sélo aquellas muestras con anti-ANA positivo, para el estudio de anti-dsDNA con las
técnicas de Inmunofluorescencia Indirecta y Quimioluminiscencia, y su posterior comparacion.

Resultados y discusion: Las muestras con resultados positivos para ambas técnicas se podrian
dar por buenos independientemente de los valores obtenidos por una u otra técnica. En el grupo
de resultados discrepantes, sueros positivos por Inmunofluorescencia Indirecta y negativos por
Quimioluminiscencia podrian ser aceptados, mientras que al contrario, sueros negativos por
Inmunofluorescencia Indirecta y positivo por Quimioluminiscencia serian cuestionables. Los
sueros negativos por ambas técnicas son los mejores resultados desde el punto de vista de una
buena correlacién, pues si ambas técnicas son negativas se puede decir que no se detectan
anticuerpos contra dsDNA.

Conclusién: La Quimioluminiscencia no puede sustituir a la Inmunofluorescencia Indirecta para la
investigacion de anti-dsDNA en el diagnostico de LES, aunque su empleo resulta Gtil para
discriminar resultados negativos.

Palabras claves: “Enfermedad autoinmune”, “anticuerpos”, “anti-dsDNA”, “anti-ANA”,
“Quimioluminiscencia”, “Inmunofluorescencia”, “Crithidia”, “Lupus”.
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Abstract.

Introduction: Systemic Lupus Erythematosus is the prototype of systemic autoimmune disease of
connective tissue. It is a chronic inflammatory disease of unknown etiology, which is characterized
by the production of autoantibodies. Although the diagnosis is clinical, it remains a challenge due
to the heterogenicity of the disease, so laboratory diagnosis plays an important role. There are
multiple techniques for the detection of these antibodies.

Objective: To evaluate the possibility of Chemiluminescence as a gold standard technique for the
detection of antibodies anti-dsDNA in Lupus, comparing it with the Indirect Immunofluorescence
technique, which is the traditional method.

Materials and Methods: Bibliographic review of the PUBMED database and Library of the Faculty
of Medicine (UZ) selected according to the availability of full version, published between 2010-2017
and relevance for the study. In addition, analysis of a cohort of 50 samples from the area of the
Hospital Clinico Lozano Blesa, whose selection criterion was to consider only the samples with
anti-ANA positive for the study of anti-dsDNA with the Indirect Immunofluorescence and
Chemiluminescence technique, and their subsequent comparison.

Results and Discussion: Samples with positive results for both techniques could be considered
good independently of the values obtained by either technique. In the group of discrepant results,
positive samples by Indirect Immunofluorescence and negative by Chemiluminescence could be
accepted, whereas on the contrary, negative samples by Indirect Immunofluorescence and positive
by Chemiluminescence would be questionable. The negative samples by both techniques are the
best results from the point of view of a good correlation, because if both techniques are negative it
means that antibodies against dsDNA are not detected.

Conclusion: Chemiluminescence can not replace Indirect Immunofluorescence for the investigation
of antibodies against dsDNA, although its use is useful to discriminate negative results.

Keyword: “Autoimmune diseases”, “autoantibodies”, “anti-dsDNA”, “Anti-ANA”

“chemiluminescence”, “immunofluorescence”, “Crithidia” y “Lupus”.
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2. Introduccion.

2.1.Enfermedades autoinmunes.
La autoinmunidad es una condicion de respuesta inmunolégica anémala frente a uno o varios
antigenos propios, que se caracteriza por una pérdida de tolerancia inmune. Una respuesta
autoinmune persistente genera un dafio tisular que perdura en el tiempo y alteracion de la
homeostasis que da lugar a la enfermedad autoinmune. Mientras que la autoinmunidad es un
fendmeno fisioldgico, la enfermedad autoinmune es un sindrome clinico, que se caracteriza por la
activacion de células T y/o B, que conducen al dafio tisular, y por lo tanto, patologia [14].

Las causas son multifactoriales (inmunolégicos, hormonales, ambientales y genéticas) y la
predisposicion genética es poligénica, estando relacionados sobre todo aquellos involucrados con
el reconocimiento de proteinas de superficie de membrana celulares del sistema inmunolégico y
las que forman el resto del organismo. Existen ejemplos de asociacion entre las EA y
determinados antigenos del Sistema Principal de Histocompatibilidad, ya que estos genes pueden
influir en la seleccién de los linfocitos autorreactivos y en el desarrollo de autotolerancia [13].

Las EA se clasifican en sistémicas y O6rgano-especificas. En las EA sistémicas los anticuerpos
atacan a antigenos en mas de un Organo o sistemas, en este grupo encontramos las
enfermedades del tejido conjuntivo (LES, Esclerosis Sistémica, Sindrome de Sjérgen,
Dermatomiositis-Polimiositis y las mixtas), Sindrome de Goodpasture, Vasculitis Sistémicas,
Sindrome Antifosfolipidos y Artritis Reumatoide; mientras que en las EA 6rgano-especificas se
afectan un érgano en particular, que con frecuencia suele ser endocrino [13, 14].

En los dltimos 30 afios se ha producido un aumento en la incidencia de enfermedades alérgicas y
autoinmunes en los paises desarrollados. El 5% de la poblacion occidental padece un EA [14].

En cuanto a la edad de aparicion, se sitla en la segunda década de la vida y respecto al género
son mucho mas frecuentes en la poblacién femenina, en una proporcion de 8:1 [14].

Nos centraremos en la enfermedades autoinmunes sistémica, un grupo de patologias de gran
importancia por sus manifestaciones clinicas y complicaciones durante su evolucion, y que en
ocasiones nos plantea dificultad para el diagnéstico y el tratamiento, y dentro de este grupo, en las
enfermedades del tejido conjuntivo en las que se incluyen entidades mas o menos diferenciadas
gue presentan con gran frecuencia signos y sintomas comunes, lo que hace cada vez mas
necesario la utilizacion de pruebas diagnosticas que las diferencien.

Una de las caracteristicas de las enfermedades autoinmunes sistémicas del tejido conjuntivo es la
produccion de anticuerpos (Ac) dirigidos contra estructuras celulares propias. La mayoria son
anticuerpos antinucleares (ANA), aunque otros son anti citoplasmaticos o reconocen estructuras
en la superficie celular (Anexo: llustracion 1y Tabla 1).

2.1.1. Lupus Eritematoso Sistémico

El Lupus Eritematoso Sistémico es el prototipo de las enfermedades autoinmunes del tejido
conjuntivo. Es una enfermedad crénica inflamatoria de etiologia desconocida, caracterizada por la
produccion de autoanticuerpos y complejos inmunes que puede afectar a muchos 6rganos,
incluyendo la piel, las articulaciones, el sistema nervioso central y los rifiones [2].
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La incidencia de la enfermedad es de 5-7 casos/100.000 habitantes/afo, y su prevalencia es de
15-50/100.00 habitantes en Europa y Norte América, las variaciones dependen de la edad, género
y grupo étnico. Ciertos grupos étnicos tienen mayor predisposicion a desarrollar esta enfermedad:
mujeres caucasicas de entre 15 a 64 afos tienen una prevalencia de 1/700, mientras que en las
mujeres afro-Americanas y Asiaticas la prevalencia es mayor (1/245) [2, 14].

Es una enfermedad que predomina en mujeres en edad fértil, segunda década de la vida. Su
etiologia es aun desconocida y multifactorial. Las interacciones genéticas con factores
ambientales, en particular con la exposicion a la luz UV solar, infecciones por el virus de Epstein-
Barr, estrés y factores hormonales, pueden iniciar la enfermedad |2, 6].

Las manifestaciones clinicas son variables: afectacién del estado general (fiebre, malestar,
dolores articulares, mialgias y fatiga), asi como de la piel (erupcién malar en “alas de mariposa”),
vasos sanguineos, sistema nervioso, articulaciones vy rifiones. El compromiso de la piel y las
articulaciones son las manifestaciones mas frecuentes, pero la afectacion renal y neuroldgica es lo
qgue define el prondstico de la enfermedad. Aunque el diagnéstico es fundamentalmente clinico,
sigue siendo un reto debido a la heterogenicidad de la enfermedad, por lo que el diagnédstico de
laboratorio juega un papel muy importante en la deteccion del LES [2, 4].

En la actualidad no existen criterios diagndsticos, sino criterios de clasificaciéon. En 1982 el
American College of Rheumatology estableci6 once criterios de clasificacion para el LES,
revisados en 1997 [1] y que son los siguientes:

1) Erupcién malar.

2) Eritema discoide.

3) Fotosensibilidad.

4) Ulceras /aftas orales.

5) Artritis (poliartritis no deforme).

6) Serositis (pleuritis 6 pericarditis).

7) Enfermedad renal (proteinuria >0’5 g/dia o cilindros celulares).

8) Trastornos neurolégicos (psicosis y/o crisis epilépticas).

9) Trastornos hematol6gicos (anemia hemolitica o leucopenia o linfocitopenia o
trombocitopenia).

10) Anticuerpos: anti-DNA, Anti-Sm, falso positivo en estudio seroldgico para sifilis 0
anticuerpos antifosfolipidos positivos.

11) Anticuerpos anti-ANA.

Se deben cumplir cuatro de los once criterios a la misma vez o de forma sucesiva, durante el
intervalo de observacion.

Por otra parte, en el afio 2012 el Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American
College of Rheumatology (SLICC) estableci6 otros criterios de clasificacion en los que se retinen
un nimero mayor de manifestaciones clinicas, determinando un diagnostico de forma mas precoz
con impacto en la morbimortalidad de los pacientes [1].

1) Lupus cutaneo agudo o lupus cutaneo subagudo.
Eritema malar (no discoide), lupus bullosos, necrolisis epidérmica toxica (variante del LES),
eritema ldpico maculopapular, eritema llupico fotosensible, todo ello en ausencia de
Dermatomiositis; 6 Lupus cutaneo agudo: lesiones psoriaformes no induradas y/o lesiones
policiclicas anulares que se resuelven sin dejar cicatriz, aunque en ocasiones pueden dejar
telangiectasias o despigmentacion tras la inflamacion.




Valoracién de la técnica de Quimioluminiscencia en el diagnostico de Lupus Eritematoso Sistémico.

2) Lupus cutaneo croénico.
Eritema discoide clasico por encima del cuello (localizado) o por encima y por debajo del
cuello (generalizado), lupus cutdneo hipertréfico (verrugoso), paniculitis lapica (lupus
profundus), lupus mucoso, lupus eritematoso tumidis, solapamiento de lupus discoide/
liquen plano.

3) Alopecia no cicatricial.
Adelgazamiento difuso o fragilidad del cabello con pelos rotos visibles, en ausencia de
otras causas como alopecia areata, farmacos, déficit de hierro y alopecia androgénica.

4) Ulceras (aftas) orales.
En cavidad oral o lengua o nasales, en ausencia de otras causas como vasculitis,
enfermedad de Behcet, infeccién por herpes virus, enfermedad inflamatoria intestinal,
artritis reactiva y alimentos &cidos.

5) Afectacion articular: sinovitis en 2 0 mas articulaciones y/o sensibilidad dolorosa en 2 o
mas articulaciones y al menos 30 minutos de rigidez matutina.

6) Serositis (Pleuritis y/o pericarditis).

7) Enfermedad renal (proteinuria >0’5 g/dia o cilindros celulares).

8) Afectacion neurolégica (psicosis y/o crisis epilépticas).

9) Anemia hemolitica.

10) Leucopenia.

11) Plaguetopenia.

Trastornos inmunolégicos [10]:

1) Anti-ANA

2) Anti-DNA

3) Anti- Sm

4) Anticuerpos antifosfolipidos: anticoagulante lUpico, prueba de reagina rapida positiva falsa,
titulos medios o altos de Ac. Anticardiolipina (IgA, IgG 6 IgM), presencia de anticuerpos
anti-b2-glicoproteina I.

5) Niveles bajos de complemento C3, C4 6 CH50

6) Test de Coombs directo positivo en ausencia de anemia hemolitica.

Los criterios son acumulativos y no tienen que estar presentes al mismo tiempo. Para que un
sujeto pueda ser clasificado como LES deben cumplirse de los 11 criterios clinicos y los seis
inmunolégicos por lo menos cuatro y, de estos, uno debe ser, por lo menos, clinico y otro
inmunoldgico o, por otra parte, que el paciente presente nefritis lipica con ANA positivo o anti-
DNA positivo [1].

2.1.1.1. Diagnéstico de laboratorio de LES.

Ante la sospecha de una Enfermedad Autoinmune Sistémica es necesario realizar una analitica
con un perfil inmunolégico basico que incluya: ANA, Factor Reumatoide (FR) y valores de
complemento (Cs, C; y CHsp). La determinacion inicial de estos parametros nos ayudara tanto en
el cribado inicial como en la confirmaciébn de la sospecha o presencia de este tipo de
enfermedades. A continuacion, basandonos en la clinica, exploracién fisica y perfil analitico de
rutina e inmunoldgico basico del paciente, se debe solicitar aquellos parametros con mayor
sensibilidad y especificidad diagndstica de la enfermedad autoinmune sistémica que
sospechemos. En muchos laboratorios estos parametros estan protocolizados por perfiles para
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cada sospecha diagnéstica, de modo que se van realizando de forma secuencial, segun la
validacion y criterio del analista, permitiendo asi una mayor eficacia diagndstica y econémica [14].

Si sospechamos un LES (Tabla 1):

Perfil analitico:
1° Eleccion: Diagnéstico | 2° Eleccidn: Diagnostico, 3° Eleccién:
Sospecha Diagndstica y Prondéstico prondstico y complementarios.
Seguimiento.
e ANA e Anti-dsDNA e Anti-ENAY
LES e FR e Anti-histonas Otros
(15-40 afios, muijer, e Cj, C4, CHsg e Anti-ENA: Sm,
clinica compatible) Ro, La

Tabla 1. Perfil analitico de solicitud para el diagnéstico de LES

La primera prueba que se solicita en la evaluacién de una enfermedad autoinmune son los
anticuerpos anti-ANA. Es la prueba cribado mas representativa para las enfermedades del tejido
conectivo y tiene una sensibilidad del 90%. A pesar de que se detectan en un 95% de los casos
de LES, también pueden estar presentes en otras situaciones e incluso en poblacién sana, sobre
todo en los casos de titulos <1/160, ya que la prevalencia de ANA en la poblacion general
aumenta con la edad, y un pequefio porcentaje de la poblacién > 60 afios puede presentar titulos
bajos sin ninguna significacién clinica, por lo que no esté indicado su determinacion en ausencia
de signos y sintomas de EA. La IFl con sustrato de células Hep-2 es el método estandar y de
primera eleccion para el estudio de estos, aunque también se puede utilizar otras técnicas de
laboratorio como ELISA 6 QL [14, 18].

En IFI para valorar los ANA hemos de considerar el titulo:

e <1/40: negativo

e 1/40 — 1/80: positivo bajo

e 1/160 — 1/320: positivo medio
e > 1/640: elevado

La presencia de ANA positivos medio-altos pueden orientarnos inicialmente a determinadas EA
sistémicas teniendo en cuenta la edad y la clinica que presenta el paciente, siendo el patrén
periférica el mas sugerente de LES (sensibilidad 100% y especificidad 86%). Titulos < 1/80 indica
una probabilidad menor de 3-5% de padecer Lupus, y un resultado negativo nos descartaria LES.
Los falsos negativos son poco frecuentes y por lo tanto, no estaria justificado el uso de otras
técnicas en sueros negativos, esto nos tendria que hacer sospechar otras enfermedades
autoinmunes. [14]

En cuanto al FR, es positivo en adultos sanos en un 5% y en mayores de 75 afios puede llegar a
25%. Aunque sélo es diagndstico de artritis reumatoide (y no es imprescindible), no es exclusivo
de esta enfermedad, ni siquiera de las enfermedades autoinmunes. [14]

Respecto al complemento, las alteraciones de C3, C4 y CH50 no son patognomoénicas de las
Enfermedades Autoinmunes Sistémicas, pero deben de hacernos sospechar sobre todo si
disminuyen, ya que el consumo del complemento se correlaciona con la presencia de actividad
inmunoldgica. [14]
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Por lo tanto, ante un paciente con manifestaciones clinica de LES, resultado ANA positivo, FR
negativo y Complemento bajo, el siguiente paso seria estudiar el resto de anticuerpos que pueden
estar presentes en el LES para confirmar el diagnéstico.

Los anticuerpos que podemos encontrar en este tipo de enfermedad son: Anti-DNA nativo,
monocatenario y/o bicatenario, anti-histonas, anti-Sm, anti-U;-RNP, anti-Ro/SSA, anti-La/SSB,
antiproteinas ribosomales, antifosfolipidos y anti-PCNA [9].

Anticuerpo Anti-DNA:

Comprende un grupo heterogéneo de inmunoglobulinas con especificidades y avidez

diferentes. Pueden ser de tres clases:

- DNA bicatenario (ds-DNA), aungque es muy raro, es especifico del LES

- DNA monocatenario (ss-DNA) son anticuerpos de baja avidez y tiene escaso valor
diagnéstico por su alta especificidad.

- DNA nativo, los mas frecuentes en el LES.

Los Ac anti-DNA naturales son de IgM, polirreactivos y de baja avidez. En cambio, los IgG

son Ac patolégicos, de reactividad restringida y gran avidez, siendo la sublclase 1gG2 mas

patogénica que la IgG1l. En el LES podemos encontrar ambos. La presencia de anti-DNA

nativo en el LES es de un 70-80%, siendo los de IgG altamente especificos, mientras que

los IgM pueden aparecer en otras conectivopatias. La deteccion de estos Ac se

correlacionan con la actividad clinica en el LES. Se asocian sobre todo con nefropatia

lipica y concentraciones bajas de complemento, y en algunos casos con neuropatias,

alteraciones hematolégicas y cutaneas.

Anticuerpos Anti-histonas:

Existen varios tipos segun reconozcan el cuerpo histona o las fracciones aisladas. Su
presencia en el LES varia entre un 50-70%. Se asocian sobre todo con el lupus inducido
por farmacos (procainamida, hidralazina e isoniazida).

Anticuerpos anti-Sm:

Se encuentran entre un 25-30% de pacientes con LES, son especificos. No se ha
confirmado que su presencia se relacione con ninguna caracteristica clinica ni con la
actividad del LES, por lo que su cuantificaciéon no resulta muy util.

Anticuerpos Anti-U;-RNP:

Presentan reacciones cruzadas con los Ac Anti-Sm y es frecuente detectarlos juntos.
Aparece entre un 25-30% de los casos de LES, y son caracteristicos de EMTC. Los de
clase IgM son mas frecuentes en el LES y se asocian con la presencia de fenbmeno de
Raynaud y una baja incidencia de nefropatia.

Anticuerpos Anti-Ro/SSA:

Son los anticuerpos mas importantes a determinar después de los ANA. Todos los
pacientes con Ac Anti-Ro/SSA presentan una clinica predominante cutanea. En el LES se
asocian con el inicio més tardia de la enfermedad, por encima de los 50 afios. Es marcador
de afectacion visceral poco grave, por la menor incidencia de nefropatia, sobre todo si
existe presencia concomitante de Ac Anti-La. Si nos encontramos con Ac Anti-Ro y anti-
DNA nativo, pero no hay Anti-La, la probabilidad de nefropatia grave aumenta
considerablemente.
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Anticuerpos Anti-La/SSB:

Casi siempre se encuentran asociados a los Ac Anti-Ro. Se encuentran en un 10-15% de
LES. Su presencia también confiere buen prondstico, ya que se asocia a un inicio tardia de
la enfermedad y una baja tasa de nefropatia y lesiones cutdneas, y una mayor frecuencia
de artritis, factor reumatoide e hipergammaglobulinemia.

Anticuerpos Antiproteinas P ribosomales:

Son muy especificas del LES, pero sélo aparecen en un 10-30% de los casos. Se detectan
en pacientes con psicosis lUpica y otros autores los correlacionan con LES activo, ademas
se han correlacionado con fotosensibilidad

Anticuerpos Antifosfolipidos:

Existen tres tipos: el anticoagulante lUpico, los Ac anticardiolipina y los Ac antifosfolipidos
distintos de la cardiolipina. Son caracteristicos del Sd. antifosfolipidos, pero también estan
presentes en un 25% de los casos de LES.

Autoanticuerpo LES y prevalencia Importancia Clinica
Sdlo un pequefo porcentaje de
LE por farmaco desarrolla la
Histonas LE por farmacos: 95% enfermedad.
LES: 30-70% En LES, se asocia con
enfermedad activa.
Marcador especifico en LES,
LES: 60-90% correlacionado con la actividad de
LES activo: la enfermedad y marcador de
dsDNA e Con afectacién renal: >95% lesion tisular. Esta asociado con
e Sin afectacion renal: 50-70% | un aumento del riesgo de padecer
LES inactivo: < 40% nefritis.
Indican buen prondstico sobre el
U1-RNP LES: 30-40% desarrollo de la afectacion renal.
Sm LES: 10-30% Muy especifico para LES
Especifico de LES. Se relaciona
Rib-P LES: 20% con enfermedad activa.
Riesgo elevado de padecer lupus
SS-A/Ro LES: 40-50% neonatal si la madre tiene Anti-
SSA/Ro y Anti-SSB/La
Se encuentran casi siempre
SS-B/La LES: 5-15% combinados con Anti-SSA/Ro

Tabla 2. Prevalencia e importancia clinica de los diferentes autoanticuerpos en el LES [14].

De todos estos anticuerpos, el mas utilizado para confirmar el diagndstico de LES son los Anti-
dsDNA, ya que se encuentran en el 60-70% de los pacientes con LES y en un 90% de LES activa,
con un 95% de especificidad, y por esta razon, forman parte de los criterios de clasificacion para
el LES tanto del American College of Rheumatology como del Systemic Lupus International
Collaborating Clinics/American College of Rheumatology (SLICC). Ademas de su valor para el
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diagnéstico, los anti-dsDNA tienen un papel importante en el control de la enfermedad. El aumento
de los niveles de anti-dsDNA se ha asociado con reagudizaciones de la enfermedad, usualmente
en combinacién con la disminucién de los niveles de complemento C3 y C4. Aunque la actividad
de la enfermedad no siempre se correlaciona con estas alteraciones, como describen algunos
autores. Sin embargo, otros autores defienden el valor predictivo de los Anti-dsDNA en el LES,
especialmente en relacién con la nefritis lUpica, pues se ha visto que las exacerbaciones de la
enfermedad estan precedidas por un incremento constante y paulatino de los anti-dsDNA, seguido
de una disminucion subita en el momento en que se manifiesta la reagudizacién. Como la
enfermedad renal es la mayor causa de morbi-mortalidad en el LES, la evidencia de relacién entre
los anticuerpos anti-dsDNA vy el dafio tisular renal permiten utilizar estos anticuerpos con mucha
frecuencia tanto para el diagnéstico como para el seguimiento del LES [5,12].

El resto de anticuerpos son utiles en el diagnéstico, seguimiento y prondstico de la enfermedad
pero su prevalencia es menor, por lo que podemos encontrar pacientes con LES y anti-Sm, anti-
histonas, anti-Rib-P, anti-U1-RNP, anti-Ro y/o anti-La negativos, por lo que su estudio debe
individualizarse segun el paciente.

A pesar de que varios sistemas de ensayos han sido desarrollados en la ultima década para la
deteccién de los anticuerpos anti-dsDNA, persiste la controversia sobre cual es el mejor test para
medir estos anticuerpos. Aunque el RIA (prueba de Farr) era considerado la prueba “gold
standard” para la deteccién de anti-dsDNA ya que detecta anticuerpos de alta avidez, en algunos
laboratorios, actualmente esta cayendo en desuso debido a la utilizacién de material radiactivo,
dejando paso a otras técnicas como ELISA, que detecta los de alta y baja avidez, por lo que es
muy sensible, y a otras mas especificas como la IFI con hemoflagelados de Crithidia luciliae, que
permite identificar los anticuerpos por su union al DNA nativo del quinetoplasto que normalmente
se ubica entre el nlcleo y la base del flagelo (sensibilidad 62% y especificidad 99% en LES), esta
Ultima es la técnica mas implantada en los laboratorios actualmente para la determinacion de los
anti-dsDNA [8, 9].

En cuanto a la interpretacion, es importante distinguir [« PORIIVE " HRHIVE
el quinetoplasto, que se encuentra proximo al flagelo

y es mas pequefio que el nucleo. Los resultados se

expresan como positivos si se observa una ..
fluorescencia verde en el quinetoplasto del parasito, a

Nuclses

Kinetoplast

una dilucién 1/10 y se consideran negativos aquellos
sueros que no presentan fluorescencia en esa
organela. Ademéas, se recomienda titular los sueros
positivos, ya que titulos mayores o iguales a 1/160
sugieren LES en actividad. Es importante no
confundir la fluorescencia del quinetoplasto con la

o RIGATIVE NIGATIVE

NEGATIVE

(18] 18]

A
/
Elassl Body

fluorescencia de la porcion basal del flagelo, el cual
no tiene ningun significado clinico [14].
llustracion 1. Interpretacion de los resultados
segun lugar de fluorescencia. Verde claro y
verde oscuro representan alto y bajo
fluorescencia respectivamente [16].
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Los resultados son graduados de 0 a 4 de acuerdo
con la intensidad: 4) fluorescencia altamente brillante
verde manzana, 3) fluorescencia brillante verde
manzana, 2) fluorescencia positiva claramente
distinguible, 1) fluorescencia especifica mas baja que
permite diferenciar claramente la tincién
quinetoplastica de la fluorescencia de fondo, y 0)
negativo [8].

llustracion 2. Crithidia luciliae 40X

El problema de esta técnica es que es cualitativa 0 semicuantitativa y la lectura e interpretacion de
los resultados requiere de gran experiencia por parte del observador, lo que dificultad la
reproductibilidad entre observadores y entre laboratorios. Por este motivo, aunque la deteccién de
anticuerpos por métodos con IFl y ELISA han estado disponibles durante afios y todavia se siguen
utilizando, la aparicion de instrumentos completamente automatizados usando tecnologia de
guimioluminiscencia en los ultimos afios ha llevado a una rapida adopcién de esta en el
diagnédstico de enfermedades autoinmunes. En 2011 se introdujo BIO-FLASH un analizador de
guimioluminiscencia multiparamétrico, totalmente automatizado y aleatorio, que obtiene los
resultados en 30 minutos a diferencia de la IFI que tarda alrededor de 60 minutos, ademas la
deteccidn es cuantitativa lo que corrige el problema de la falta de reproductibilidad de la IFIl. Otras
ventajas de la técnica de quimioluminiscencia es que ofrece mayor sensibilidad analitica (limite de
deteccién y limite de cuantificacion), mayor especificidad, mayor precisién, mayor linealidad y
mayor versatilidad en la unién de proteinas. Ademas de BIO-FLASH, existen otros analizadores
disponibles como Zenit RA o LIASON, pero el BIO-FLASH es el que tiene su uso mas extendido
en el campo de la autoinmunidad [3].

Mahler M et al. [3] realizaron una revision sobre de la evolucion de la técnica de QL para la
deteccidon de autoanticuerpos y su comparacion con las técnicas convencionales en la deteccion
de estos, con correlaciones en los resultados de moderado a excelentes dependiendo del estudio,
a pesar de esto, estan de acuerdo en que la QL ha mejorado el estudio de los autoanticuerpos
tanto para el diagnéstico como para el seguimiento de las enfermedades autoinmunes y por lo
tanto es un técnica a tener en cuenta.

Infantino M et al. [8] también realizaron un estudio de revision en el que comparando Quanta flash
dsDNA QL con otros métodos (IFI, ELISA Y BioPlex) para ellos seleccionaron 161 sueros, 61
pacientes con LES y 100 controles, y después una segunda cohorte de 69 pacientes testados solo
con Quanta-flash e IFl. En cuanto a las conclusiones, observaron variaciones significativas entre
los distintos métodos de deteccion de dsDNA en la primera parte del estudio y en la segunda parte
observaron que Quanta-flash proporcionaba una buena combinacibn de sensibilidad vy
especificidad en el diagnéstico de LES, ademas de buena correlacion con IFl, por lo que no
consideran necesario el uso de métodos de confirmacion posterior con IFl. Sin embargo, su
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cohorte de pacientes es pequefia a pesar de haber observado variaciones significativas, por lo
gue son necesarios futuros estudios que confirmen sus observaciones.

Gonzéalez DA et al. [7] realizaron un revision para determinar la estrategia mas eficiente (RIA,
ELISA, IFl y QL) en la deteccion de anti-dsDNA para el diagndstico de LES. La conclusion de su
estudio fue la siguiente: para el screening de LES, la detecciébn de anti-dsDNA en aquellos
pacientes que mostraron un patron ANA homogéneo o0 moteado mostr6 un aumento de la
especificidad y del valor predictivo positivo en comparacion con otros patrones ANA. En cuanto a
las técnicas la combinacion RIA + QL demostré ser mas sensible y mas costo-eficiente que el
resto de combinaciones o técnicas aisladas. Sin embargo, se detectaron casos con anti-dsDNA
positivo y anti-ANA negativo, estos resultados pueden ser atribuibles a un error de laboratorio 0 a
la contaminacién de ds-DNA con ss-DNA, que reduce su especificidad. Otras limitaciones de este
estudio fueron el seguimiento de los pacientes so6lo durante 3 afios, pues los anticuerpos pueden
aparecer afios antes que la clinica y, que sus conclusiones no son validas para los pacientes con
resultados anti-dsDNA negativos.

2.2.Técnicas de laboratorio para la deteccion de Enfermedades Autoinmune.

Las técnicas inmunoldgicas son de gran ayuda en las Enfermedades Autoinmunes, ya que
permiten la deteccion de varios autoanticuerpos simultdneamente a partir de volimenes de
muestra pequefios. Gracias al desarrollo de nuevas técnicas, la sensibilidad y especificidad en la
deteccion de los diferentes anticuerpos también han ido en aumento, de tal manera que el
profesional médico puede contar con pruebas que le permiten hacer los diagnosticos tempranos
con mayor certeza y hacer también el seguimiento del curso de la enfermedad en funcién de la
variacion de los anticuerpos presentes en las muestras de los pacientes.

Podriamos dividir las técnicas inmunolégicas en técnicas de luminiscencia, que sobresalen por su
extraordinaria especificidad, y en técnicas inmunoanaliticas que conllevan una gran sensibilidad.
El empleo de esta ultima utilizando deteccién luminiscente o quimioluminiscente satisface los
requerimientos de selectividad y sensibilidad que deben poseer los métodos analiticos que se
empleen en el analisis de biomarcadores.

Entre las técnicas mas utilizadas se encuentran:

2.2.1. Técnicas de luminiscencia.
La determinacién de anticuerpos antinucleares es una prueba de gran utilidad en el diagndstico de
diversas enfermedades del tejido conectivo. El método estandar para su determinacion es la
inmunofluorescencia indirecta, cuyas desventajas, como subjetividad y complejidad, han
propiciado la generacion de nuevos ensayos; uno de ellos es la quimioluminiscencia, siendo ésta
una técnica automatizada de alta sensibilidad.

a. Inmunofluorescencia indirecta.
Es una técnica de alta especificidad pero poco sensible, que consiste en el reconocimiento de
los anticuerpos que reconocen estructuras antigénicas celulares nativas. La interaccion se
evidencia por medio de un anticuerpo antinmunoglobulina humana, dirigido contra las
fracciones constantes (Fc) de las inmunoglobulinas IgG, IgA y/o IgM. Este anticuerpo
antiinmunoglobulina humano esta conjugado o acoplado a un fluoréforo. Se evalian en un
microscopio de epifluorescencia.
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La deteccion de anticuerpos anti-DNA se hace utilizando como sustrato Crithidia liciliae, para la
deteccién de ANA se utilizan como sustratos lineas celulares epiteliales humanas como las células
HEp-2, para la deteccion de ANCA, se utilizan neutrofilos fijados en etanol y formalina, y para los
anticuerpos que reconocen antigenos 6organo-especificos se utilizan como sustratos cortes de
tejidos especificos. (Anexo:Tabla 2)

El problema de esta técnica es que la lectura e interpretacion requieren de amplia experiencia, por
lo que pueden llevar a la falta de reproductibilidad, lo cual ya ha sido documentado,
encontrandose coeficientes de variacién interlaboratorios entre 36 y 51% [13, 17].

b. Quimioluminiscencia.

Aunque el fendbmeno de la Quimioluminiscencia se conoce desde 300 afios a.C., el desarrollo de
aplicaciones analiticas es relativamente reciente. Debido a su alta sensibilidad y selectividad, los
métodos basados en detecciones quimioluminiscente suponen una herramienta analitica de gran
utilidad. Consiste en un proceso de emisién de radiacién electromagnética por parte de un
compuesto en estado excitado. Este estado excitado se habra alcanzado como consecuencia de
una reaccion quimica. La medida de la radiacion emitida por la muestra problema, es directamente
proporcional a la concentracion de analito. Se realiza con un lumindmetro, mucho méas accesible
que un fluorimetro.

La Metodologia es sencilla, rapida y con gran intervalo de respuesta lineal. Sin embargo, las
enzimas empleadas como marcadores que catalizan reacciones quimioluminiscentes pueden
inactivarse durante las reacciones de marcaje. S6lo podran marcar antigenos de bajo peso
molecular.

2.2.2. Técnicas inmunoanaliticas.
Poseen gran sensibilidad, ya que son capaces de detectar biomarcadores en muy bajas
concentraciones, Yy selectividad, pues evitan resultados erréneos (falsos positivos y falsos
negativos). Se basan en reacciones antigeno-anticuerpo y/o enzima-sustrato. Se pueden evaluar
mediante absorcion O emision de radiaciones electromagnéticas (REM), o midiendo las
radiaciones ionizantes emitidas por is6topos radiactivos.

a. Ensayo inmunoenzimatico.

La mas utilizada para identificar o confirmar la especificidad de los anticuerpos presentes en las
muestras de los pacientes con enfermedades autoinmunes. Por su facil estandarizacion, manejo y
variedad de antigenos disponibles, ha desplazado a otras técnicas como el radioinmunoensayo
(RIA) para la deteccion de anticuerpos anti-DNA, ya que no utiliza radiondclidos, lo que hace que
sea una técnica accesible y de bajo riesgo. La mas utilizada en el laboratorio es el ELISA indirecto
Presenta tres elementos constantes (analito, conjugado y sustrato). En la mayoria de los casos se
utiliza enzimas como marcadores inmunoquimicos: peroxidasa, fosfatasa alcalina, glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa y beta-galactoxidasa.

Se fundamenta en el reconocimiento de los anticuerpos especificos presentes en las muestras de
los pacientes mediante un anticuerpo dirigido contra la region Fc humana de cualquier isotipo (IgA,
IgG 6 IgM) e inclusive de cualquier subclase (IgG1, 19G2, 1gG3, IgG4, IgAl o IgA2). Los
anticuerpos anti-Fc estan unidos a las enzimas. Después de permitir la interaccion, se realizan
lavados para eliminar los anticuerpos inespecificos y se agrega el anticuerpo
autiinmunoglobulinahumana unido a la enzima, permitiendo la interaccibn por un tiempo
determinado. Posteriormente, se adiciona la soluciébn que contiene el sustrato-cromogénico
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especifico de la enzima el cual cambiara de color en funcion de la cantidad de anticuerpos
conjugados con la enzima y cuya cantidad depende de los anticuerpos del paciente que
reconocieron al antigeno pegado a la placa. La intensidad de coloracién es directamente
proporcional a la cantidad de anticuerpo unido al antigeno. La técnica puede ser cualitativa o
cuantitativa.

Es una técnica rdpida, con buena sensibilidad y especificidad, y una muy buena respuesta
cuantitativa. Sin embargo, no es posible cuantificar un elevado niumero de biomarcadores debido
a la falta de enzimas especificas, por ejemplo, para antigenos citoplasmaticos o nucleares
desconocidos [17].

b. Ensayo multiple.
Permite la deteccién de hasta 100 diferentes autoanticuerpos que reconocen el mismo numero de
antigenos en una sola determinacion y con un volumen pequefio de muestra (aproximadamente
50 ml). Es una variante del ELISA indirecto, pero la deteccion es distinta: ELISA utiliza
compuestos cromogénicos, mientras que en el EM la deteccién se realiza por flourescencia, con lo
gue la sensibilidad del ensayo es mayor.

La determinacion de la cantidad de anticuerpo unido al antigeno se revela por la interacciéon de un
anticuerpo anti-inmunoglobulina humana conjugado con biotina. Posteriormente adiciona un
conjugado estreptavidina-ficoeritrina (PE). El ensayo se lee en un lumindmetro. Cuando se hacen
pasar por el detector de fluorescencia, las microesferas que contienen los complejos Ag-Ac, el
colorante de las microesferas y la PE se excitan por haces de luz longitudinales de onda 635 y
488 nm respectivamente. La luz del laser que pasa por el filtro de longitud de onda 635 nm excita
el fluorometro de la microesfera, o que permite la identificacion de los antigenos y el laser que
pasa por el filtro 488 nm excita a la PE conjugada permitiendo la deteccién de la cantidad de Ac
especifico presente en la muestra del paciente [17].

c. Electroinmunotransferencia.
Tiene la desventaja de ser cualitativa 0 semicuantitativa.
Se fundamenta en el reconocimiento de anticuerpos que tienen especificidad por antigenos que
se absorben en una membrana (de nitrocelulosa o nylon). Los antigenos adsorbidos en la
membrana fueron previamente separados en geles de poliacrilamidadodecil sulfato de sodio
(PAGE-SDS) y transferidos a las membranas. La unidon de los anticuerpos a los antigenos
especificos se detecta mediante la adicibn de un anticuerpo que reconoce la region Fc de
las inmunoglobulinas humanas, el cual estd acoplado a una enzima (fosfatasa alcalina o
peroxidasa). La unidn se revela con la adicién de un sustrato-cromogénico soluble el cual se
precipita en el sitio donde se encuentra el complejo Ag-Ac por la accion de la enzima.
Es una técnica accesible y de facil interpretacién ya que no requiere de ningun instrumento para
su lectura, pues se hace de forma visual [17].
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3. Objetivos.

1.- Busqueda de recursos bibliograficos relacionados con el trabajo.

2.- Manejo de la tecnologia de Quimioluminiscencia en el diagnéstico de laboratorio.

3.- Estudio de anticuerpos contra dsDNA.

4.- Comparar la técnica de Quimioluminiscencia con la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta.
5.- Utilizacién de un método estadistico sencillo para el analisis de los resultados.

6.- Valorar la posibilidad de utilizar la técnica de Quimioluminiscencia como técnica “gold standard”
para la deteccion de anticuerpos contra dsDNA.

4. Material y Métodos.

4.1. Revision Bibliografica.

La informacién expuesta en dicho estudio se basa en la busqueda bibliografica sistematica
realizada en la base de datos Medline (PUBMED) y en la literatura derivada de libros de la
seccion Inmunologia y Reumatologia de la Biblioteca de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Zaragoza. Para ello, se han tenido en cuenta articulos publicados entre 2010 y 2017 limitando
la busqueda de éstos a lengua inglesa y articulos de habla hispana. Adicionalmente, el
vocabulario ha sido controlado por los términos MeSH (Medical Subject Headings) siendo las
palabras clave: “Autoimmune diseases”, “autoantibodies”, “anti-dsDNA”, “anti-ANA”
“‘chemiluminescence”, “immunofluorescence”, “Crithidia” y “Lupus”.

Con respecto a la busqueda se incluyen un total de 18 referencias sobre las enfermedades
autoimunes, en particular LES, los anticuerpos que podemos encontrar es esta entidad, mas
concretamente los anti-dsDNA asi como los métodos diagnésticos disponibles en la actualidad
seleccionadas segun la disponibilidad de versiobn completa y relevancia para el estudio. Estas son:
1 Manual clinico y técnico de diagndstico de EA, 1 capitulo de libro y 16 articulos de revista.

Respecto a los articulos de revista, estos se corresponden con un protocolo diagnéstico antes la
sospecha de Lupus Eritematoso Sistémico, once revisiones bibliograficas de los cuales dos son
sobre técnicas inmunoldgicas que apoyan el diagnéstico de las enfermedades autoinmunes, tres
actualizaciones del LES: etiopatogenia, manifestaciones clinicas, historia natural, pruebas
diagnésticas y diagnéstico diferencial; dos revisiones sobre la utilidad de los anticuerpos Anti-
dsDNA como criterios de clasificacion en el LES, una revision sobre el papel de los Anti-dsDNA
como predictores de reagudizacion de la enfermedad de LES, y tres articulos que evaluan la
deteccién de estos anticuerpos mediante las técnicas de Inmunofluorescencia con Crithidia y
Quimioluminiscencia. Ademas hay cuatro articulos originales, uno de ellos evalla la asociacién
de los anti-dsDNA y el complemento en la patogénesis de la enfermedad, otro valora el screening
de anti-dsDNA mediante la técnica de Quimioluminiscencia, también hay una comparacién entre
quimiolumiscencia e inmunofluorescencia en la determinacién de ANAs, y un ultimo articulo sobre
la interpretacion de los resultados anti-dsDNA mediante IFI con Crithidia.
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4.2. Analisis de la cohorte.

Este trabajo se ha realizado en el Servicio de Inmunologia del Hospital Clinico Universitario
Lozano Blesa.

4.2.1. Seleccion de las muestras.
Se ha realizado un estudio prospectivo en el que se han incluido 50 muestras (sueros)
provenientes de diferentes servicios a los que se les pedia, entre otros, investigacion de
autoanticuerpos contra nacleo (ANA) y autoanticuerpos contra dsDNA. Las muestras fueron
seleccionadas desde el mes de Enero (momento en el que se propuso el tema del trabajo) hasta
el mes de Abril. Todas ellas en el contexto de un posible diagnostico de Lupus Eritematoso
Sistémico.

El criterio inmunoldgico de seleccion ha sido considerar Unicamente aquellas muestras que tenian
anticuerpos contra nucleo positivos (ANA). Este parametro es mas fiable que otros, incluido los
anticuerpos contra dsDNA que son mas inconstantes y para no condicionar el estudio ya que el
objeto del mismo era comparar los resultados obtenidos de anticuerpos contra dsDNA por el
método tradicional de inmunofluorescencia indirecta (Crithidia luciliae) frente a los datos obtenidos
por quimioluminiscencia para anticuerpos contra dsDNA.

A todas las muertas se les realizo un estudio de los siguientes parametros:

e Anticuerpos contra nucleo (ANA) por inmunofluorescencia indirecta.

e Anticuerpos contra dsDNA por técnica clasica, inmunofluorescencia indirecta, contra
Critidia luciliae.

e Anticuerpos contra dsDNA por Quimioluminiscencia.
Las 50 muestras seleccionadas fueron conservadas a -80° hasta el momento de su
procesamiento por Quimioluminiscencia. Las muestras fueron analizadas en dos tandas de
25 muestras. Todas las muestras tenian previamente las determinaciones para ANA y para
dsDNA.

4.2.2. Origen de la muestra.
Las muestras provienen de los diferentes servicios del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa
y su zona de influencia (Hospital de Calatayud, Hospital Arzobispo Polanco de Teruel). (Tabla 3)

Origen N° de muestras %
Hospital de Calatayud 8 16
Medicina Interna HCULB 24 48
Obispo Polanco Teruel 4 8
Reumatologia HCULB 14 28

Tabla 3. Distribucién de las muestras por servicios.
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4.2.3. Datos epidemiolégicos: distribucion por sexo y edad.

Del las 50 muestras analizadas 11 pertenecian a hombres (22%) y 38 pertenecian a mujeres
(78%).

Relacionthombres@nujeres

120

100

40 2
20 1:
0 o 1

20 Hombres Mujeres

H Total
%

Gréfico 1. Distribucion por sexo (hombres y mujeres) y su porcentaje %.

La edad media de los hombres de la muestra fue de 67 afios y una desviacion estandar del 10% y
en el caso de las mujeres la edad media fue de 53 afios con una desviacion estandar 17%.

67
60 — 53

50

“ Hombres

“ Mujeres

Edad media
Edada media hombres mujeres

Gréfica 2. Distribucién por edad segun sexo y su desviacién estandar.

4.3.Métodos.
4.3.1. Inmunofluorescencia Indirecta.

El procedimiento es el siguiente [14]:
e Extraer los portas del envoltorio y dejar que alcancen la temperatura ambiente.
e Aplicar diluciones de suero en los pocillos correspondientes, de forma que se cubra
completamente el antigeno. Evitar tocar el sustrato con la pipeta.
¢ Incubar en camara humeda durante 30 minutos a T2 ambiente.
e Colocar los portas en soportes dentro de una cubeta llena con isotdén para hacer un lavado.
Colocar la cuneta en un agitador durante 5 minutos.
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¢ Repetir el lavado otros 5 minutos.

e Secar cuidadosamente los portas con papel de filtro sin producir arrastre.

e Aplicar sobre los pocillos una gota del conjugado fluorescente FITC.

e Incubar en camara humeda durante 30 minutos a T2 ambiente.

e Hacer dos lavados de 5 y 10 minutos con Isotén

e Secar con papel de filtro

e Aplicar dos gotas de medio de montaje y cubreobjetos.

e Se observa la fluorescencia bajo microscopio de fluorescencia. Si las placas no se van a
leer en el momento, deben guardarse en camara humeda y en la oscuridad.

Lamina con Ag y

Bandeja con pocilos ﬁ‘ ]
Pipetear: sembrar los

sueros y muestras.

Incubar: 20-30 min a
T° ambiente.

[e————

Lavar: durante 5 min,
y repetir lavado otros 5 , '
min.

Pipetear: Aplicar sobre
los pocillos el conjugado
fluorescente FITC

Incubar: 20-30 min a
T° ambiente.

Lavar: durante 5 min,
y repetir lavado otros 5
min.

\_ %

TIE

Montaje y Lectura.

llustracion 1. Proceso esquemaético del fundamento del
método de Inmunofluorescencia Indirecta [14].

a. Estudio de anticuerpos anti-nucleares.
Los anticuerpos anti-nucleares, ANA, fueron detectados por el método de inmunofluorescencia
indirecta (IFI) empleando como sustrato células HEp-2. Las células HEp-2 fueron suministradas
por la casa Viro Immun en kit completo: Azul de Evans, medio de montaje (cubre/porta), PBS,
Conjugado anti-lgG humana, control (+) para anticuerpos contra-nicleo (HEp-2) patron
homogéneo y control negativo para anticuerpos contra-nucleo (HEp-2) patron homogéneo.
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Para su estudio inicial se partié de una dilucién de 1/80, dilucion de corte habitualmente utilizada
en el Servicio de Inmunologia, que elimina positivos, por debajo de esta dilucién, pero que no
tiene significado clinico.

b. Estudio de anticuerpos anti- dsDNA
Los anticuerpos anti-dsDNA, fueron detectados por el método de inmunofluorescencia indirecta
(IFl) empleando como sustrato un protozoo Crithidia luciliae. Las células Crithidia luciliae fue
suministrada por la casa Viro Immun en kit completo: Azul de Evans, medio de montaje
(cubre/porta), PBS, Conjugado anti-lgG humana, Control (+) para anticuerpos contra dsDNA
(Critidia lucilae) y control negativo para anticuerpos contra-dsDNA (Crithidia luciliae).

Para su estudio inicial se partio6 de una dilucion de 1/10. Esta dilucion ya es significativa como
indicativo de la existencia de anticuerpos anti-dsDNA y consiguientemente puede estar asociado
patologia.

Dado que la técnica de inmunofluorescencia indirecta tiene un importante componente subjetivo
(lectura de los portas) se opto por emplear todos los componentes complementarios de la propia
casa comercial que suministré los portas.

4.3.2. Técnica de Quimioluminiscencia.
Las mediciones de anticuerpos contra dsDNA se han realizado en un sistema automatico de
Quimioluminiscencia “BioFlash” de la casa Americana Inova Diagnostics.

Iniciacion del sistema:
- Conectar el BioFlash.
- Encender el ordenador que asiste el aparato.
- Cargar los materiales (cubetas de reaccién tampones y fluidos de lavado)
- Cargar las muestras en el carrusel de muestras (Hasta 30 muestras).
- Cargar los cartuchos de reactivos.
- Las muestras y los reactivos se identifican por codigos de barras.
- Programar el test que se vaya a realizar / en este caso anticuerpos contra dsDNA)
- Comenzar el analisis.
El sistema produce el primer resultado en 30 minutos con una velocidad de proceso de 60
resultados a la hora.

Consultar resultados:
Pulsar el icono consultas. Aparecen todos los resultados que no han sido todavia archivados. El
sistema permite alizar las siguientes operaciones:

- Aceptar los resultados

- Repetir algan resultado

- Imprimir un informe

- Archivar los resultados (previamente aceptados)

- Acceso a resultados archivados

Calibracion del sistema:

El sistema hay que calibrarlo cuando cambie el numero de lote de cada reactivo. Con cada lote
de reactivos se incluyen dos niveles de calibrador; nivel 1 bajo y nivel 2 alto. Una vez sacados de
la caja, los calibradores tienen que ser homogenizados agitandolos suavemente. Para realizar la
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calibracién cada calibrador hay que colocarlo en un soporte como si fuera una muestra mas. Una
vez realizada la calibracion el sistema nos lo indica y lo almacena internamente. El estatus del
calibrador puede comprobarse en cualquier momento. Para poder trabajar, medicion de las
muestras, el sistema indica la calibracion realizada, validada y activada.

Mecanismo:

Dos reactivos, normalmente un substrato y un oxidante en presencia de algunos cofactores,
reaccionan para formar un producto o intermedio de la reaccion, algunas veces en presencia de
un catalizador. Después, parte del producto o intermedio pasa a un estado electronicamente
excitado, que puede a continuacién relajarse hasta el estado fundamental con emision de un
fotén. El substrato es el precursor QL, que se convierte en la molécula excitada electrénicamente,
responsable de la emisién de luz. El catalizador, enzima o i6bn metélico, reduce la energia de
activacion y proporciona el ambiente adecuado para la produccion de una alta eficacia QL durante
el proceso. La luz es directamente proporcional a la cantidad de analito.

Algunos compuestos luminiscentes que participan en muchas reacciones son: Luminol, esteres de
acridinio y lucigenina.

El equipo instrumental necesario para llevar a cabo este método analitico comprende
fundamentalmente una camara de reaccién donde tiene lugar la reaccion quimica que da lugar al
estado excitado del analito, un selector de longitudes de onda para discriminar la radiacion
medida, un detector que genere una sefial y el dispositivo de lectura de la misma.

Para su estudio inicial se parti6 de valores de 9'8Ul, limite inferior de deteccién del sistema.
Valores de 30 Ul se establecen como umbral de corte para considerar la muestra significativa y
por lo tanto indicativo de la existencia de anticuerpos anti-dsDNA, y por consiguiente asociado a
patologia.

T

llustracion 3. Equipo instrumental de Quimioluminiscencia Bio-Flash.
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5. Resultados.

5.1.Analisis de la Cohorte.

El estudio de las muestras seleccionadas ha conducido a los siguientes resultados:

Muestra ANA Titulo ANA Patrén DNA QL
1 + 1/640 Homogéneo 1/40 85,9
2 + 1/640 Moteado <1/10 21
3 + 1/80 Nucleolar 1/80 9,8
4 + 1/320 Moteado <1/10 89,9
5 + 1/80 Homogéneo 1/80 9,8
6 + 1/80 Nucleolar 1/10 9,8
7 + 1/1280 Moteado <1/10 161,2
8 + 1/320 Moteado 1/40 159,7
9 + 1/1280 Homogéneo 120 666,9
10 + 1/320 Homogéneo <1/10 330,9
11 + 1/320 Nucleolar 1/320 9,8
12 + 1/160 Moteado 1/10 33,5
13 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,8
14 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,9
15 + 1/80 Homogéneo 1/10 9,8
16 + 1/1280 Homogéneo 1/20 9,8
17 + 1/160 Homogéneo 1/40 12,4
18 + 1/160 Homogéneo 1/10 14,2
19 + 1/640 Homogéneo <1/10 246,2
20 + 1/80 Homogéneo 1/10 12,5
21 + 1/1280 Homogéneo <1/10 120
22 + 1/320 Moteado <1/10 666,9
23 + 1/1280 Homogéneo 1/20 43
24 + 1/80 Moteado <1/10 37,1
25 + 1/320 Homogéneo <1/10 15,2

Tabla 4. Resultados obtenidos en 25 muestras (1-25)

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos en las 25 primeras muestras analizadas. En
esta tabla estan reflejados los anticuerpos contra nacleo (ANA) con su valor (titulo) expresado en
forma de quebrado y el patrén correspondiente. También figura el resultado obtenido de
anticuerpos contra Crithidia luciliae (dsDNA) con su valor (titulo) expresado en forma de quebrado
y los valores obtenidos en las mediciones de Quimioluminiscencia.
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Muestra ANA Titulo ANA Patrén DNA QL
26 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
27 + 1/1280 Moteado <1/10 9,8
28 + 1/640 Homogéneo <1/10 9,8
29 + 1/1280 Homogéneo <1/10 19,4
30 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
31 + 1/80 Homogéneo <1/10 19,3
32 + 1/80 Homogéneo 1/10 9,9
33 + 1/320 Homogéneo 1/40 83,4
34 + 1/160 Moteado 1/40 21,4
35 + 1/160 Moteado 1/40 23,3
36 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
37 + 1/80 Homogéneo <1/10 114,9
38 + 1/1280 Moteado 1/320 666,9
39 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,8
40 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,8
41 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
42 + 1/160 Moteado <1/10 9,8
43 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,8
44 + 1/80 Moteado <1/10 9,8
45 + 1/80 Moteado <1/10 29,6
46 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,8
47 + 1/80 Homogéneo <1/10 61,7
48 + 1/160 Homogéneo <1/10 218,5
49 + 1/160 Homogéneo 110 53,5
50 + 1/320 Moteado 110 39,1

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos en las 25 siguientes muestras analizadas. En
esta tabla estan reflejados los anticuerpos contra nucleo (ANA) con su valor (titulo) expresado en
forma de quebrado y el patrén correspondiente. También figura el resultado obtenido de
anticuerpos contra Crithidia luciliae (dsDNA) con su valor (titulo) expresado en forma de quebrado
y los valores obtenidos en las mediciones de Quimioluminiscencia.

De los 50 sueros analizados, 32 sueros fueron ANA positivo
gue presentaban un patrén homogéneo (64% del total de
muestras analizadas), de los cuales diez tenian un titulo
positivo 1/80 (el titulo de corte minimo), lo que representa el
31,2% del total de las muestras. Siete muestras tenian un
titulo un poco mas elevado 1/160 (21,8%). Tres de las
muestras tenian un titulo de 1/320 (9,3%) al igual que las
muestras con un titulo ya claramente elevado de 1/640
(9,3%). Finalmente considerar los sueros que teniendo
patron homogéneo dieron un titulo muy elevado 1/1280.
Estos nueve sueros representan el 28,1% del total de las
muestras analizadas con patron homogéneo. En lo referente
a los valores de Quimioluminiscencia, once sueros (34,3%) llustracion 4. Anticuerpos contra nucleo,
superan el umbral de corte establecido (30 UI). Y en cuanto  Patron homogeéneo. Titulo 1/320 60X
a los titulos de anticuerpos contra dsDNA, once (34,3%)

superan titulos iguales o superiores a 1/10 (Tabla 6).
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Muestra ANA Titulo ANA Patron DNA QL
1 + 1/640 Homogéneo 1/40 85,9
5 + 1/80 Homogéneo 1/80 9,8
9 + 1/1280 Homogéneo 1/20 666,9
10 + 1/320 Homogéneo <1/10 330,9
13 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,8
14 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,9
15 + 1/80 Homogéneo 1/10 9,8
16 + 1/1280 Homogéneo 1/20 9,8
17 + 1/160 Homogéneo 1/40 12,4
18 + 1/160 Homogéneo 1/10 14,2
19 + 1/640 Homogéneo <1/10 246,2

20 + 1/80 Homogéneo 1/10 12,5
21 + 1/1280 Homogéneo <1/10 120
23 + 1/1280 Homogéneo 1/20 43
25 + 1/320 Homogéneo <1/10 15,2
26 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
28 + 1/640 Homogéneo <1/10 9,8
29 + 1/1280 Homogéneo <1/10 19,4
30 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
31 + 1/80 Homogéneo <1/10 19,3
32 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,9
33 + 1/320 Homogéneo 1/40 83,4
36 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
37 + 1/80 Homogéneo <1/10 114,9
39 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,8
40 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,8
41 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
43 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,8
46 + 1/80 Homogéneo 1/10 9,8
47 + 1/80 Homogéneo <1/10 61,7
48 + 1/160 Homogéneo <1/10 218,5
49 + 1/160 Homogéneo <1/10 53,5

Tabla 6. Resultados obtenidos referidos al patron homogéneo (ANA)

De los 50 sueros analizados 15 (30%) presentaban un patron
moteado. De estos sueros tres (20%) tenian un titulo 1/80.
Cinco muestras (33,35%) tenian un titulo un poco mas
elevado 1/160. Cuatro muestras (26,6%) tenian un titulo de
1/320. Con este patron no aparecen muestras con titulos de
1/640. Los sueros con un titulo elevado (1/1280) fueron tres
(20%). En lo referente a los valores de Quimioluminiscencia
ocho sueros (53,3%) superaron el umbral de corte establecido
30 UI. Los titulos de anticuerpos contra dsDNA, cuatro (26,6%)

superan valores iguales o superiores a 1/10 (Tabla 7)

llustracién 5. Anticuerpos contra nucleo.
Patron moteado. Titulo 1/160.
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Muestra ANA Titulo ANA Patron DNA QL
2 + 1/160 Moteado <1/10 21
4 + 1/320 Moteado <1/10 89,9
7 + 1/1280 Moteado <1/10 161,2
8 + 1/320 Moteado 1/40 159,7
12 + 1/160 Moteado 1/10 33,5
22 + 1/320 Moteado <1/10 666,9
24 + 1/80 Moteado <1/10 37,1
27 + 1/1280 Moteado 1/10 9,8
34 + 1/160 Moteado 1/40 21,4
35 + 1/160 Moteado 1/40 23,3
38 + 1/1280 Moteado 1/320 666,9
42 + 1/160 Moteado <1/10 9,8
44 + 1/80 Moteado <1/10 9,8
45 + 1/80 Moteado <1/10 29,6
50 + 1/320 Moteado <1/10 39,1

Tabla 7. Resultados obtenidos referidos al patron moteado (ANA)

De los 50 sueros analizados, tres (20%) presentaban un
patron nucleolar. De estos sueros dos (66,6%) tenian un
titulo 1/80. Un suero (33,3%) tenia un titulo un poco mas
elevado 1/320. No hay titulos 1/640 ni superiores 1/1280.
Los valores de Quimioluminiscencia en los tres sueros
aparecen como < 9,8 Ul que es valor limite inferior de
deteccion del sistema. Los titulos de anticuerpos contra
dsDNA, tres (100%) superan titulos iguales o superiores a
1/10 (Tabla 8).

llustracién 6. Anticuerpos contra nucleo.
Patrén nucleolar. 60X Titulo 1/160.

Muestra ANA Titulo ANA Patrén DNA QL
3 + 1/80 Nucleolar 1/80 9,8
6 + 1/80 Nucleolar 1/10 9,8
11 + 1/320 Nucleolar 1/320 9,8

Tabla 8. Resultados obtenidos referidos al patron nuclear (ANA)

Dentro de los 50 sueros analizados, 15, (30%) presentaban titulos de ANA +1/80. En diez de
estas muestras (66,6%) el patron era homogéneo; en tres (20%) el patrén era moteado y en otros
dos (13,3%) nucleolar. Seis sueros (1/80 patrbn homogéneo) tenian valores para anticuerpos
contra dsDNA inferiores a 1/10. Tres de los sueros con un patron homogéneo tenian un titulo de
anticuerpos contra dsDNA de 1/10. Un suero tenia un titulo para anticuerpos contra dsDNA de
1/80. En los sueros con patrén moteado el titulo de anticuerpos contra dsDNA era inferior a 1/10.
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En el patron nucleolar uno de los sueros tenia un titulo de 1/80 para anticuerpos contra dsDNA
(Tabla 9).

Muestra ANA Titulo ANA Patréon DNA QL
5 + 1/80 Homogéneo 1/80 9,8
15 + 1/80 Homogéneo 1/10 9,8
20 + 1/80 Homogéneo 1/10 12,5
31 + 1/80 Homogéneo <1/10 19,3
32 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,9
37 + 1/80 Homogéneo <1/10 114,9
39 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,8
40 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,8
46 + 1/80 Homogéneo 1/10 9,8
47 + 1/80 Homogéneo <1/10 61,7
24 + 1/80 Moteado <1/10 37,1
44 + 1/80 Moteado <1/10 9,8
45 + 1/80 Moteado <1/10 29,6
6 + 1/80 Nucleolar 1/10 9,8
3 + 1/80 Nucleolar 1/80 9,8

Tabla 9. Resultados con ANA 1/80.

Los sueros que presentaron un titulo de ANA 1/160 presentaban dos patrones, homogéneo, siete
muestras (58%) y moteado, cinco muestras (42%). En el patrdn homogéneo cuatro sueros tenian
un titulo de anticuerpos contra dsDNA <1/10; dos 1/10 y uno 1/40. Los sueros con patrén
moteado presentaban mas actividad de anticuerpos contra dsDNA, dos sueros <1/10, uno +1/10 y
dos +1/40. Todos los sueros, menos uno, con patron moteado tenian valores de
Quimioluminiscencia > 9.8 Ul. Por el contario todos los sueros, menos dos, con patréon
homogéneo tenian valores de Quimioluminiscencia > 30 Ul (Tabla 10).

Muestra ANA Titulo ANA Patrén DNA QL
13 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,8
14 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,9
17 + 1/160 Homogéneo 1/40 12,4
18 + 1/160 Homogéneo 1/10 14,2
43 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,8
48 + 1/160 Homogéneo <1/10 218,5
49 + 1/160 Homogéneo 1/10 53,5
2 + 1/160 Moteado <1/10 21
12 + 1/160 Moteado 1/10 33,5
34 + 1/160 Moteado 1/40 21,4
35 + 1/160 Moteado 1/40 23,3
42 + 1/160 Moteado <1/10 9,8

Tabla 10. Resultados de los sueros que tenian un titulo de anticuerpos contra-nicleo de 1/160
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Los sueros con un titulo de ANA +1/320 presentan un desplazamiento del patrén homogéneo,
tres sueros (37,5%) hacia el patron moteado 4 sueros (50%). Un suero, con patrén nucleolar tiene
un titulo elevado de anticuerpos contra dsDNA +1/320, pero la Quimioluminiscencia es negativa
(<9,8 Ul). Tan solo uno los sueros con patrén homogéneo y otro con un patrén moteado tienen
un titulo de anticuerpos contra dsDNA de 1/40 el resto fueron negativos. De los tres sueros con
patrén homogéneo dos tenia niveles de anticuerpos detectados por Quimioluminiscencia > 30 Ul y
uno < 30 UI. El suero con patrén nucleolar tenia una concentracién de anticuerpos por
Quimioluminiscencia < 9,8 Ul. Los cuatro sueros que presentaban patron moteado tenian
concentraciones de anticuerpos contra dsDNA por Quimioluminiscencia superiores a 30 Ul. Uno
de ellos fue > 666,9 Ul el maximo valor que puede detectar el aparato (Tabla 11).

Muestra ANA Titulo ANA Patron DNA QL
10 + 1/320 Homogéneo <1/10 330,9
25 + 1/320 Homogéneo <1/10 15,2
33 + 1/320 Homogéneo 1/40 83,4
22 + 1/320 Moteado <1/10 666,9
50 + 1/320 Moteado <1/10 39,1
4 + 1/320 Moteado <1/10 89,9
8 + 1/320 Moteado 1/40 159,7
11 + 1/320 Nucleolar 1/320 9,8

Tabla 11. Resultados con ANA 1/320.

Los sueros con un titulo de ANA 1/640 todos presentaban un patron homogéneo. Uno de ellos
present6 un titulo 1/40 para anticuerpos dsDNA y dos de ellos un titulo < 1/10, siendo uno de ellos
(muestra 28) < 9,8 en quimioluminiscencia. Los otros dos sueros tuvieron concentraciones
elevadas de anticuerpos contra dsDNA por Quimioluminiscencia (Tabla 12).

Muestra ANA Titulo ANA Patron DNA QL
1 + +1/640 Homogéneo +1/40 85,9
19 + +1/640 Homogéneo <1/10 246,2
28 + +1/640 Homogéneo <1/10 9,8

Tabla 12. Resultados con ANA 1/640.

Los sueros con un titulo de ANA 1/1280 (titulo muy elevado) de anticuerpos contra nucleo,
nueve en total (12%) tenian un patron homogéneo y de estos sueros solo tres (42,85%)
presentaron un titulo de anticuerpos contra dsDNA >1/10, (titulo de 1/20). En los otros seis sueros
el titulo de anticuerpos anti-dsDNA fue <1/10. De entre los sueros que presentaban un patron
moteado, dos de ellos tuvieron concentracion de de anticuerpos por Qumioluminiscencia altas o
muy altas (161,2 y >666,9 Ul), siendo uno de ellos anti-dsDNA negativo para IFI (muestra 7) y el
otro positivo con un valor de 1/320. La mitad de los sueros (patrén homogéneo y moteado)
presentaron valores de Quimioluminiscencia superiores a la concentracion de corte (30Ul), uno
de ellos con la concentracidbn maxima que permite detectar el aparato, 666,9 Ul (Tabla 13).
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Muestra ANA Titulo ANA Patrén DNA QL
9 + 1/1280 Homogéneo 1/20 666,9
16 + 1/1280 Homogéneo 1/20 9,8
21 + 1/1280 Homogéneo <1/10 120
23 + 1/1280 Homogéneo 1/20 43
30 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
26 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
29 + 1/1280 Homogéneo <1/10 19,4
36 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
41 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
7 + 1/1280 Moteado <1/10 161,2
27 + 1/1280 Moteado <1/10 9,8
38 + 1/1280 Moteado 1/320 666,9

Del total de 50 sueros analizados 29 (58 %) tenian un titulo de anticuerpos contra dsDNA
<1/10. De estos sueros 22 (69 %) tenian un patron homogéneo. Nueve sueros (31 %) tenian un
patron moteado. Dentro de los sueros con patron homogéneo, seis (27,27%) tenian valores para
Quimioluminiscencia >30Ul. En el caso de los sueros con patrén moteado, cuatro (44,4%) sueros

Tabla 13. Resultados con ANA 1/1280.

alcanzaban valores >30Ul de Quimioluminiscencia (Tabla 14).

Muestra ANA Titulo ANA Patrén DNA QL
13 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,8
26 + 1/2560 Homogéneo <1/10 9,8
27 + 1/1280 Moteado <1/10 9,8
28 + 1/640 Homogéneo <1/10 9,8
30 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
36 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
39 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,8
40 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,8
41 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
42 + 1/160 Moteado <1/10 9,8
43 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,8
44 + 1/80 Moteado <1/10 9,8
46 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,8
14 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,9
25 + 1/320 Homogéneo <1/10 15,2
31 + 1/80 Homogéneo <1/10 19,3
29 + 1/2560 Homogéneo <1/10 19,4
2 + 1/160 Moteado <1/10 21
45 + 1/80 Moteado <1/10 29,6
24 + 1/80 Moteado <1/10 37,1
47 + 1/80 Homogéneo <1/10 61,7
4 + 1/320 Moteado <1/10 89,9
37 + 1/80 Homogéneo <1/10 114,9
21 + 1/1280 Homogéneo <1/10 120
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7 + 1/1280 Moteado <1/10 161,2
48 + 1/160 Homogéneo <1/10 218,5
19 + 1/640 Homogéneo <1/10 246,2
10 + 1/320 Homogéneo <1/10 330,9
22 + 1/320 Moteado <1/10 666,9

Los sueros que presentaron un titulo 1/10 de anticuerpos contra dsDNA, cinco tenian un patrén
homogéneo (62,5%), dos tenian patrén moteado y uno nucleolar. Los dos sueros con patrén
moteado y uno con patrén homogéneo tenian una concentracion de anticuerpos detectados por
Quimioluminiscencia superior al punto de corte (muestra 49 patrén homogéneo: 53,5 Ul; muestra

Tabla 14. Resultados DNA titulo <1/10.

50y 12 con patrén moteado, 39,1Ul y 33,5Ul respectivamente) (Tabla 15).

Muestra ANA Titulo ANA Patrén DNA QL
6 + 1/80 Nucleolar 1/10 9,8
15 + 1/80 Homogéneo 1/10 9,8
20 + 1/80 Homogéneo 1/10 12,5
18 + 1/160 Homogéneo 1/10 14,2
32 + 1/80 Homogéneo 1/10 9,9
49 + 1/160 Homogéneo 1/10 53,5
50 + 1/320 Moteado 1/10 39,1
12 + 1/160 Moteado 1/10 33,5

Los sueros con un titulo de anticuerpos contra dsDNA 1/20 tienen un patrén homogéneo y
niveles altos de anticuerpos contra nucleo (1/1280). Uno de los sueros (muestra 9) tiene una
concentracion de anticuerpos por Quimioluminiscencia de 666,9 Ul, muy elevados (Tabla 16).

Tabla 15. Resultados DNA titulo +1/10

Muestra ANA Titulo ANA Patrén DNA QL
9 + 1/1280 Homogéneo 1/20 666,9
16 + 1/1280 Homogéneo 1/20 9,8
23 + 1/1280 Homogéneo 1/20 43

Los seis sueros con un titulo de anticuerpos contra dsDNA 1/40, presentan tres patones
homogéneos y tres patrones moteado. Dos de los sueros con patrén homogéneo tenian valores
de anticuerpos contra dsDNA elevados y uno de los sueros con patron moteado tiene un titulo

Tabla 16. Resultados DNA titulo +1/20.

elevado (159,7 Ul) por Quimioluminiscencia (Tabla 17).
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Muestra ANA Titulo ANA Patréon DNA QL
1 + 1/640 Homogéneo 1/40 85,9
17 + 1/160 Homogéneo 1/40 12,4
33 + 1/320 Homogéneo 1/40 83,4
34 + 1/160 Moteado 1/40 21,4
35 + 1/160 Moteado 1/40 23,3
8 + 1/320 Moteado 1/40 159,7

Los sueros con un titulo de anticuerpos contra dsDNA 1/80, son similares en los resultados por

Tabla 17. Resultados DNA titulo 1/40.

los tres métodos; difieren Unicamente en el patron: nucleolar y homogéneo (Tabla 18).

Muestra ANA Titulo ANA Patron DNA QL
3 + 1/80 Nucleolar 1/80 9,8
5 + 1/80 Homogéneo 1/80 9,8

Tabla 18. Resultados DNA titulo 1/180.

Los sueros que presentan el titulo mas elevado utilizando inmunofluorescencia indirecta con
Crithidia luciliae (1/320) corresponde a un patrén moteado, con titulos anti-dsDNA elevados por
Quimioluminiscencia, y a un patrén nucleolar, negativo para Quimioluminiscencia. (Tabla 19).

Muestra ANA Titulo ANA Patrén DNA QL
11 + 1/320 Nucleolar 1/320 9,8
38 + 1/1280 Moteado 1/320 666,9

Tabla 19. Resultados DNA titulo 1/320.

Cuando seleccionamos los resultados obtenidos sobre los valores de Quimioluminiscencia
<30UlI nos encontramos que hay un total de 31 sueros de los cuales 21 (67,74%) presentan un
patron homogéneo, siete (22,58) tienen un patron moteado y en tres (9,67%) el patron es
nucleolar. Los sueros con patron homogéneo y anticuerpos contra dsDNA, con valores > a 1/10
detectados son 7 (33,33%) y con valores < 1/10 son 14 (66,67%). Los sueros que presentan un
patron moteado son siete (22,58%) y de estos cinco tenian valores de anticuerpos contra dsDNA
< 1/10 (71,42%) y dos (28,57%) tenian valores de anticuerpos contra dsDNA >1/10. El patrén
nucleolar, tres sueros (9,67%) Todos presentaba valores de anticuerpos contra dsDNA >1/10
(Tabla 20).
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Muestra ANA Titulo ANA Patrén DNA QL
3 + 1/80 Nucleolar 1/80 9,8
5 + 1/80 Homogéneo 1/80 9,8
6 + 1/80 Nucleolar 1/10 9,8
11 + 1/320 Nucleolar 1/320 9,8
13 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,8
15 + 1/80 Homogéneo 1/10 9,8
16 + 1/1280 Homogéneo 1/20 9,8
26 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
27 + 1/1280 Moteado <1/10 9,8
28 + 1/640 Homogéneo <1/10 9,8
30 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
36 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
39 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,8
40 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,8
41 + 1/1280 Homogéneo <1/10 9,8
42 + 1/160 Moteado <1/10 9,8
43 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,8
44 + 1/80 Moteado <1/10 9,8
46 + 1/80 Homogéneo <1/10 9,8
14 + 1/160 Homogéneo <1/10 9,9
32 + 1/80 Homogéneo 1/10 9,9
17 + 1/160 Homogéneo 1/40 12,4
20 + 1/80 Homogéneo 1/10 12,5
18 + 1/160 Homogéneo 1/10 14,2
25 + 1/320 Homogéneo <1/10 15,2
31 + 1/80 Homogéneo <1/10 19,3
29 + 1/2560 Homogéneo <1/10 19,4
2 + 1/160 Moteado <1/10 21
34 + 1/160 Moteado 1/40 21,4
35 + 1/160 Moteado 1/40 23,3
45 + 1/80 Moteado <1/10 29,6

Tabla 20. Resultados referidos a QL inferior a 30 1U

En los sueros con valores Quimioluminiscencia >30Ul solamente se detectan dos tipos de
patrones, homogéneo y moteado; el nucleolar desaparece de los patrones encontrados. Se
detectan 19 sueros con valores > 30Ul de Quimioluminiscencia de los cuales once (57,89%)
tienen un patrén homogéneo, de estos, seis tienen valores < 1/10 en anticuerpos contra dsDNA
por inmunofluorescencia y cinco presentan valores >1/10 por inmunofluorescencia (Tabla 21).
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Muestra ANA Titulo ANA Patréon DNA QL
12 + 1/160 Moteado 1/10 33,5
24 + 1/80 Moteado <1/10 37,1
50 + 1/320 Moteado 1/10 39,1
23 + 1/1280 Homogéneo 1/20 43
49 + 1/160 Homogéneo 1/10 53,5
47 + 1/80 Homogéneo <1/10 61,7
33 + 1/320 Homogéneo 1/40 83,4

1 + 1/640 Homogéneo 1/40 85,9
4 + 1/320 Moteado <1/10 89,9
37 + 1/80 Homogéneo <1/10 114,9
21 + 1/1280 Homogéneo <1/10 120
+ 1/320 Moteado 1/40 159,7
+ 1/1280 Moteado <1/10 161,2
48 + 1/160 Homogéneo <1/10 218,5
19 + 1/640 Homogéneo <1/10 246,2
10 + 1/320 Homogéneo <1/10 330,9
9 + 1/1280 Homogéneo 1/20 666,9
22 + 1/320 Moteado <1/10 666,9
38 + 1/1280 Moteado 1/320 666,9

Tabla 21. Resultados referidos a QL superior a 30 U

Todos los sueros estudiados son ANA positivos y tienen anticuerpos contra nuicleo; la mayoria de
ellos con un patrén homogéneo, el 64%. La mayoria con anti-dsDNA por IFI < 1/10, exceptuando
once muestras que tienen un titulo = 1/10, que es el titulo que confiere valor clinico y en la
mayoria de las veces también diagnostico a los anticuerpos contra-dsDNA. Que ocurre con los
anticuerpos contra-dsDNA <1/10, si los comparamos con los valores de Quimioluminiscencia,
pues que solo siete muestras tienen titulos superiores a 30Ul. Hay titulos de ANA elevados, nueve
tiene un titulo de 1/1280, muy elevado, de los cuales Unicamente cinco estan dentro de los sueros
gue presentan valores de Quimioluminiscencia superiores a 30Ul.

Si tomamos como referencia los anticuerpos contra-dsDNA nos encontramos con que 11 sueros
tiene valores de quimioluminiscencia superiores a 30Ul y de entre esos once sueros solamente
hay cinco que tiene anticuerpos contra-dsDNA >1/10, luego la combinacion ANA positivo, patrén
homogéneo, Quimioluminiscencia >30Ul no correlaciona con los valores obtenidos con
inmunofluorescencia indirecta sobre Crithidia luciliae

Cuando seleccionamos el patron moteado y comparamos los valores de Quimioluminiscencia
superiores a 30Ul y los referimos a los anticuerpos contra-dsDNA, ocurre algo parecido; los
valores que se han obtenido son muy bajos o negativos. Unicamente un suero presenta un titulo
anticuerpos contra-dsDNA de 1/320. Los valores de ANA son elevados, hay dos con un titulo de
1/1280. Dos sueros muestras 22 y 38 presentaban resultados dispares. Por un lado, la muestra 22
es ANA+ 1/320, patron moteado, Quimioluminiscencia >668,9 Ul y los anticuerpos contra-dsDNA
<1/10, mientras que en el suero muestra 38, los anticuerpos ANA + es 1/1280, el patron es
moteado, la Quimioluminiscencia > 666,9 y los anticuerpos contra-dsDNA son elevados 1/320. La
muestra 22 presenta una clara contradiccion de resultados, previsiblemente los anticuerpos
contra-dsDNA deberian ser mas elevados, o el resultado puede ser erroneo. Ciertamente tampoco
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se pueden sacar muchas conclusiones ya que se trata Unicamente de un solo suero y el patron
moteado en principio no es buen candidato para que se pueden correlacionar resultados de
Quimioluminiscencia y los obtenidos sobre Crithidia luciliae.

En el patron nucleolar, solamente tres sueros, se encontraron valores positivos para anticuerpos
contra-dsDNA, uno de ellos elevado (1/320), pero los resultado obtenidos por Quimioluminiscencia
fueron <9,8UI

El analisis de los sueros con titulos de ANA 1/80 revela que solamente seis tiene anticuerpos
contra-dsDNA, siendo el resto negativos (<1/10). Aparecen tres sueros que tienen valores de
Quimioluminiscencia >30Ul, dos con patron homogéneo uno patron moteado pero los tres son
ADN <1/10. EIl patron moteado u homogéneo con anticuerpos ANA +1/80 no permite establecer
una buena relacion anticuerpos contra nucleo y los anticuerpos contra- dsDNA. Solamente hay
tres sueros (muestras 37, 24 y 47) que presentaban valores >30UIl por Quimioluminiscencia y
gue son negativos para dsDNA, por lo que la relacion DNA/Quimioluminiscencia no es buena.

Los sueros que presentaban un titulo para anticuerpos antinucleares 1/160, los resultados son
similares a los anteriormente descritos en los ANA 1/80. Hay tres sueros que tiene
Quimioluminiscencia > 30Ul de los cuales uno era DNA 1/10 y Quimioluminiscencia mas baja de
los tres, 35Ul. De los ocho sueros con ADN >1/10, siete tenian valores de Quimioluminiscencia
inferiores a 30Ul. La correlacion tampoco es satisfactoria

Los sueros con titulos ANA 1/320 tienen valores de Quimioluminiscencia elevados >30Ul, excepto
dos (muestra 25 y 11). Dos de esto sueros, muestras 10 y 22, fueron negativos para anticuerpos
contra-dsDNA por IFI, independientemente del patrén obtenido, pero tenian valores elevadisimos
por Quimioluminiscencia. La muestra 11, patron nucleolar, tenia un elevado titulo de anticuerpos
por Crithidia luciliae 1/320, pero era negativo por Quimioluminiscencia.

Los ANA con un titulo elevado 1/640, patron homogéneo, uno era negativo por
Quimioluminiscencia y Crithidia. Los otros dos los resultados fueron dispares un DNA <1/10 con
Quimioluminiscencia elevada (246.2 Ul) y el otro tenia un DNA elevado 1/40 vy
Quimioluminiscencia > 30UlI.

No hay una buena correlacion entre los sueros que tenian un titulo de ANA muy elevado (1/1280)
y los datos obtenidos de anticuerpos contra-dsDNA. Solamente un suero tiene un titulo elevado
DNA 1/320 con una Quimioluminiscencia >666,9 y patron moteado. Tres sueros mas tuvieron un
titulo ADN 1/20. Uno de ellos con una Quimioluminiscencia >666,9, otro de 43 Ul y un tercero de
9,8Ul. No parece posible a tenor de los resultados analizados hasta ahora que se puede
establecer una correlacion entre anticuerpos DNA y valores de Quimioluminiscencia,
posiblemente por la propia naturaleza antigénica del ADN (Ghirardello et al.[16]).

Dentro de los sueros que son DNA <1/10, diez tiene valores de Quimioluminiscencia que son
superiores a 30Ul. Algunos como el suero 22 es negativo para anticuerpos contra-dsDNA vy tiene
un valor de Quimioluminiscencia de 666,9 Ul, que indica una completa discrepancia. El resto de
los sueros de esta serie son negativos para DNA por IFI y Quimioluminiscencia.

Entre los sueros con un valor minimo +1/10 DNA solamente hay uno que es positivo, con un valor
bajo 33,5 Ul por Quimioluminiscencia. Digamos que ambos resultados podrian ser cuestionables
y la serie, cinco sueros podia ser toda negativa por Quimioluminiscencia, estando el limite de corte
en 30UlI.
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En la serie de sueros DNA con titulos 1/20, encontramos uno, la muestra 9, que tiene un valor
méaximo en Quimioluminiscencia (666,9), lo que tampoco resulta demostrativo y el valor de
Quimioluminiscencia no encajaria con el valor ADN.

Los sueros que tuvieron anticuerpos contra-dsDNA a titulo elevado +1/40 (seis en total) mejoran
un poco en su correspondencia con los valores encontrados en los mismos sueros por
Quimioluminiscencia. Tres de estos sueros eran claramente positivos con valores < 30Ul.

Los sueros con valores de anticuerpos contra-dsDNA 1/80, elevados, tiene una correlacion nula
con Quimioluminiscencia, valores en esta ultima <9,8 UlI.

Finalmente los sueros con anticuerpos contra-dsDNA a titulo muy elevado (1/320) y poco
frecuentes, donde cabria esperar titulos muy elevados de Quimioluminiscencia, solamente uno
(666.9UI) cumpliria esa expectativa.

Los resultados desde un punto de vista operativo y de aplicacion clinica los podriamos resumir
agrupandolos en correlaciones y perfiles tal y como se muestran en las tablas 22y 23.

Anticuerpos anti-dsDNA Anticuerpos anti-dsDNA Total sueros Correlacion
Crithidia luciliae IFI Quimioluminiscencia
Positivos Negativos 12 A
Positivos Positivos 9 B
Negativos Positivos 10 C
Negativos Negativos 19 D

Tabla 22. Comparacion entre los dos métodos Inmunofluorescencia y Quimioluminiscencia.

Anticuerpos Anticuerpos anti-dsDNA
contra nucleo Crithidia luciliae
ANA Inmunofluorescencia Anticuerpos anti-dsDNA | Total sueros | Perfil
indirecta Quimioluminiscencia

Positivos Positivos Positivos 9 1
Positivos Negativos Positivos 10 2
Positivos Positivos Negativos 12 3
Positivos Negativos Negativos 19 4

Tabla 23. Perfiles encaminados a un mejor diagnostico del Lupus Eritematoso Sistémico.
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6. Discusion.

Uno de los objetivos de este trabajo era comprobar la posible utilidad de la Quimioluminiscencia
para determinar anticuerpos anti-dsDNA y eventualmente situar este procedimiento en el contexto
de la técnica mas empleada, la Inmunofluorescencia indirecta. El estudio de los anticuerpos
contar nucleo (ANA), con sus diferentes patrones y el estudio de anticuerpos anti-DNA utilizando
como sustrato Crithidia luciliae; se han mostrado a lo largo del tiempo como Utiles y eficaces en el
estudio de las enfermedades autoinmunes y concretamente en el Lupus Eritematoso Sistémico.
La correlacion A, Inmunofluorescencia positiva y Quimioluminiscencia negativa (12 sueros del
total de muestras analizadas) podria ser aceptable en aquellos sueros con titulos 1/10; la
Inmunofluorescencia es finalmente una técnica de observacion subjetiva y no esta exenta a los
errores del observador. Pero en el resto de los sueros con valores > 1/10, hay una clara
discrepancia. La correlacion B, sueros positivos por ambas técnicas (9 sueros en total) podriamos
dar por buenos los resultados obtenidos en estas condiciones independientemente de los valores
resultantes por una u otra técnica. En la correlacién C, sueros negativos por Inmunofluorescencia
indirecta y positivos por Quimioluminiscencia seria cuestionable que se pudieran dar por buenos
estos resultados en un contexto del diagndstico de un Lupus. La correlacion D, sueros negativos
por ambas técnicas son los mejores resultados desde el punto de una buena correlacién. Si
ambas técnicas son negativas se puede decir que no se detectan anticuerpos anti-dsDNA.

Pero como ya es conocido en el laboratorio una sola prueba no aporta la definicién absoluta de
una determinada patologia. No existe la prueba perfecta que “in vitro” puede dar una orientacion
absoluta de un determinado diagnostico. En este sentido si es cierto que los anticuerpos contra
dsDNA, por no encontrase en practicamente en otros procesos patoldgicos, su presencia si que
es un buen indicativo de correlacién con la enfermedad.

Los resultados obtenidos nos han permitido establecer cuatro tipos diferentes de perfiles. En el
perfil 1 las tres determinaciones son positivas (ANA, dsDNA y Quimioluminiscencia). Como
sabemos la correlacion entre anticuerpos anti-ANA y anti-dsDNA siempre ha sido buena, de hecho
las dos pruebas positivas son indicativas de LES. Dado que la Quimioluminiscencia aparece
también positiva en nueve sueros, en este caso hay una buena correlacion vy el diagnostico se
veria reforzado. El perfil 2, ANA positivo, DNA negativo por IFl y Quimioluminiscencia positiva; en
teoria y este ha sido el objetivo de este trabajo, el resultado de Quimioluminiscencia deberiamos
darlo por bueno junto a los ANA, pero en estos momentos esto estaria vulnerando la ortodoxia del
sistema y seria muy cuestionable que pudiésemos, desde un punto de vista clinico asimilar el
resultado con un lupus, salvo gque la clinica asi lo indicase, como demostr6 Monteiro Callado MR
et al. [11]. EI perfii 3 es el clasico ANA positivos, DNA positivo por IFI y DNA por
Quimioluminiscencia negativa. Perfil 4, las dos pruebas, ANA y Quimioluminiscencia son
negativas. El resultado para la busqueda de anticuerpos contra dsDNA lo podemos considerar
como negativo. Seria esta la situacién mas favorable par la utilizacion de Quimioluminiscencia en
la investigacion de anticuerpos anti-dsDNA.

7. Conclusiones.

1) Un resultado positivo por Quimioluminiscencia puede considerase valido cuando es
positiva la Inmunofluorescencia indirecta sobre Crithidia luciliae.

2) Un resultado negativo por Quimioluminiscencia puede considerase valido cuando es
negativa la Inmunofluorescencia indirecta sobre Crithidia luciliae.
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3)
4)

5)

10.

11.

El empleo de la técnica de Quimioluminiscencia en la busqueda de anticuerpos contra-
dsDNA resulta til para discriminar los resultados negativos.

No se puede prescindir de la inmunofluorescencia indirecta para detectar anticuerpos
contra dsDNA.

La Quimioluminiscencia no puede sustituir a la inmunofluorescencia indirecta para la
investigacion de anticuerpos contra-dsDNA.
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9. Anexos.

Nucleolo Anti-PM/Scl
Anti-P ribosomal

{ Anti-DNA
P Antihistonas

Nucleosoma —PAnticentrémero )
, Anti-Scl 70
Nucleopl Anti-Sm
UCIeoPiasma < Anti-UIRNP | Anti-ENA
Anti-La/SS-B
Anti-Ro/SS-A
Citoplasma {Ant!"]c’l
Anti-SRP
Célula
llustracion 1. Estructuras celulares que generan anticuerpos [14]
Estructura celular Antigeno | Anticuerpo
Cromatina
DNA doble cadena Anti-dsDNA
NUCLEOSOMA DNA cadena sencilla Anti-ssDNA
DNA nativo (doble cadena) Anti-nDNA
H1, H2A, H2B, H3, H4, H5 Antihistonas
r DNA >RNA
P100 Anti-PM/Scl
NUCLEOLO RNA polimerasa | Anti-RNA polimerasa |
r RNA 2’ Ometiltransferasa, componente
principal de U3-RNP Anti-Fibrilarina (= anti Scl-34)
Proteinas no histonas asociadas al DNA
CenpB (nucleosoma) Anticentromero
DNA —Topoisomerasa | Anti- Scl 70
Antigeno celular proliferacién nuclear (factor Anti-PCNA
de la DNA polimerasa 6)
Proteinas alta movilidad Anti-HMG-17
Subunidad reguladora DNA-proteinkinasa Anti-Ku
(p70/80)
NUCLEOPLASMA Helicasa nuclear, regula la transcripcion Anti-Mi-23
Proteinas no histonas asociadas al RNA
UnRNP =UnRNA +Prot Anti-Sm
U,RNP = U;RNA + prot A’B.. Anti-Uz RNP
U;RNP =U;RNA +prot 70.. Anti-U; RNP
La: fp47 Anti-SS-B/La
Ro: p60 y p52 Anti-SS-A/Ro
RNA-pol Il Anti-RNA-pol Il
RNA-pol llI Anti-RNA-pol Il
Proteinas no histonas asociadas al RNA
Ro Anti-SS-A
PO, P1, P2 Anti-Ribosomal
Histidil-Trna-sintetasa Anti-Jol
Treonil-tRNA-sintetasa Anti-PL-7
CITOPLASMA Alanil-tRNA-sintetasa Anti-PL-12
Glicil-tRNA-sintetasa Anti-EJ
Isoleucil-tRNA-sintetasa Ati-0OJ
Particula de Reconocimiento de Sefial Anti-SRP

Tabla 1. Clasificacion de los Autoanticuerpos de las Enfermedades del tejido conjuntivo [14].
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Reactivo Titulo Sustrato Conjugado
Células Hep-2 fijadas a
un porta (son células
ANA, AMA 1/80 epiteliales humanas FITC IgG conjugadas
procedentes de carcinoma
de laringe)
Cortes de estébmago de FICT alta sensibilidad
ASMA, APCA 1/40 rata o ratén, fijados a un IgG conjugado
porta
n DNA 1/10 Crithidia lucilliae FITC IgG conjugado
RETICULINA 1/10 Rifién de rata FITC IgG conjugado
ENDOMISIO 1/10 Eso6fago de mono FITC IgA conjugado
Ac Antimusculo estriado 1/10 Musculo estriado de FICT alta sensibilidad
mono o rata IgG conjugado
Ac Antimembrana basal 1/10 Eso6fago de mono FICT alta sensibilidad
IgG conjugado
Ac anti células de ovario 1/10 Cortes de ovario de FICT alta sensibilidad
mona. IgG conjugado
Ac Antisuprarrenales 1/10 Adrenal de mono. FICT alta sensibilidad

IgG conjugado

Tabla 2. Reactivos son sus sustratos y conjugados para técnica de IFI
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