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RESUMEN

INTRODUCCION: la inmunofluorescencia indirecta (IFl), utilizando células HEp-2
como sustrato, es considerado el método “gold standard” para la investigaciéon de
anticuerpos anti-nucleares (ANA). Existen en la actualidad ensayos basados en
inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA), para la deteccion de ANA. OBJETIVO:
comparar las técnicas de IFI y ELISA (ANA screening), utilizadas en la deteccion de
los ANA, calcular el indice kappa de concordancia y la sensibilidad y especificidad del
método de ELISA con respecto a la IFl. MATERIALES Y METODOS: se utilizaron
resultados de pacientes que acudieron al Laboratorio del Hospital San Roque, con
pedido de ANA por sospecha de alguna enfermedad reumatica autoinmune sistémica
(ERAS), los cuales fueron analizados por los métodos de IFI, con improntas de células
HEp-2000 (IMMUNOCONCEPT) y ELISA (ANA screening; BioSystems)
paralelamente; se calcularon los distintos pardmetros estadisticos con los datos
recolectados en forma retrospectiva. RESULTADOS: de un total de 107 muestras, 61
concordaron en la positividad de los ensayos de IFl y ELISA, y 40 arrojaron resultados
negativos por ambas técnicas. De 65 muestras con ANA positivos por IFI, 4 resultaron
negativos por ELISA, mientras que de 42 muestras con ANA negativos por IFI, 2
fueron positivas por ELISA. La sensibilidad y la especificidad del ELISA resultaron en
un 93,85% (IC 95%= 84,97%-98,26%) y 95,24% (IC 95%= 83,80%-99,28%)
respectivamente y el indice kappa= 0,883. CONCLUSION: se pudo evidenciar que la
técnica estudiada de ELISA, denominada ANA screening, tiene una aceptable
concordancia con la IFl en la deteccion de los ANA. Los valores de sensibilidad y
especificidad en relacién a la IFI son admisibles (> 90%).
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INTRODUCCION

Los anticuerpos antinucleares (ANA) son un grupo heterogéneo de auto-anticuerpos
que se pueden detectar en sueros de sujetos con enfermedades reumaticas
autoinmunes sistémicas (ERAS), como lupus eritematoso sistémico (LES), sindrome
de Sjogren (SSj), esclerosis sistémica (ES), artritis reumatoide (AR), miopatias
inflamatorias idiopéticas (Mll) y vasculitis sistémicas (VS). Los auto-anticuerpos son
muy (tiles en el diagnéstico, evaluacion del pronéstico y monitorizacion de la evolucion
clinica de los pacientes con ERAS (1).

En los ultimos afios, varios estudios han revelado la importancia de la deteccién
temprana de los auto-anticuerpos como predictores de enfermedad en patologias
autoinmunes, fundamentales para la prevencién de estas enfermedades y atenuacion
del impacto clinico (2).

El diagndstico temprano y preciso de ERAS puede ser muy dificil porque el espectro
de signos y sintomas es muy amplio y a menudo se superponen. Después de que se
confirma la presencia de una ERAS, teniendo en cuenta criterios diagnésticos, clinicos
y de laboratorio, deben diferenciarse las patologias entre si. Esto puede complicarse
aun mas por la evolucion de las ERAS de una afeccion a otra. La interpretacion
adecuada de un ANA positivo 0 negativo puede ayudar a aclarar la precision
diagnéstica y pronostica de la enfermedad (3).

Por la elevada sensibilidad diagndstica, la inmunofluorescencia indirecta (IFl),
utilizando células HEp-2, (human epidermoid carcinoma strain #2,), como sustrato, es
considerado el método “gold standard” para la investigacion de ANA. Sin embargo,
resultados positivos de la prueba, pueden ocurrir también, en el contexto de
enfermedades infecciosas, neoplasicas o incluso en individuos saludables (4).

La técnica de IFI, permite la deteccién de una gran cantidad de antigenos nucleares y
de citoplasma (5). Sin embargo, el ensayo presenta algunas desventajas; es laborioso,
debido a la gran cantidad de diluciones en serie, ademas de la determinacién visual de
los patrones de tincion, para lo cual se requiere de personal entrenado. El ensayo es
subjetivo ya que depende en gran medida de la interpretacién del observador. La
heterogeneidad en las distintas marcas y tipos de lamparas de microscopios utilizados,
la potencia de la luz, aumento de lente y sustratos HEp-2, contribuyen sustancialmente
a su variabilidad; otra limitacién es la baja especificidad de la prueba (2).

En muchos laboratorios de inmunologia, se ha comenzado a trabajar con técnicas
alternativas a la IFI, desde el desarrollo de ensayos de ANA basados en ELISA,
(ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas), técnicas multiplex automatizadas de
alto rendimiento y hasta tecnologias de matriz para la deteccion de ANA (3). El método
de ELISA ofrece una aceptable sensibilidad, alto rendimiento y relativo bajo costo (6).
Pero, debido a una prevalencia significativa de resultados ANA "falsos positivos”
utilizando estos nuevos métodos, ha habido una preocupacidén creciente sobre la
adopcion unilateral de estos ensayos de cribado y alto rendimiento (3).
Desafortunadamente, se ha hecho poco para estandarizar estas técnicas, y la
vigilancia posterior a la comercializacion y garantia de calidad se dejan, en gran parte,
en mano de los fabricantes (6).

En la actualidad los datos publicados sobre el desempefio del ensayo de ELISA para
la deteccion de ANA son escasos, y ho corresponden a estudios de nuestro pais, por
lo tanto, es necesario que cada laboratorio evalle esta técnica antes de ponerla en
marcha (7-10).



Seria de importancia, la verificacion de equipos que utilicen la técnica de ELISA,
disponibles comercialmente en la actualidad, para evaluar la posibilidad de
implementarlos en los laboratorios, como un método de cribado para los ANA.

Si bien estos ensayos por ELISA no constituyen una técnica “gold standard” para la
deteccion de ANA, se podrian utilizar como prueba alternativa, teniendo en cuenta que
la técnica de IFlI es operador dependiente, requiere de un microscopio de
fluorescencia, y personal altamente entrenado para realizarla. Por lo antes
mencionado, es necesario estudiar sensibilidad y especificidad diagnostica del ELISA
(ANA Screening) y realizar ensayos de comparacion que evallen la concordancia del
método, con respecto al de referencia (IFI), para poder incorporarlo como posible
técnica de pesquisa de los ANA, en caso de no contar con la posibilidad de realizar
técnicas de IFI.

OBJETIVOS

Principal
e Comparar las técnicas de IFI y ELISA, utilizadas en la deteccion de los ANA.
Secundario
o Realizar el calculo de concordancia entre ambos métodos, y evaluar exactitud
diagnostica del ELISA respecto a la IFI mediante el calculo del par sensibilidad-
especificidad.
e Evaluar la posible incorporacion de un ensayo alternativo a la IFl en el cribado
de los ANA.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio: se realiz6 un estudio observacional, analitico, transversal y
retrospectivo.

Lugar de realizacion: Laboratorio de Inmunologia, del Hospital San Roque de la ciudad
de Cérdoba.

Muestras y sujetos en estudio: se recolectaron datos del archivo informético del
Laboratorio de Inmunologia del Hospital San Roque correspondientes al periodo
marzo-diciembre del afio 2017. Se analizaron los resultados de la determinacion de
ANA realizada paralelamente por los métodos de IFl y ELISA, de 107 muestras de
suero de pacientes que concurrieron al laboratorio.

Criterios de inclusion: se incluyeron pacientes adultos de ambos sexos mayores de 18
afios y menores de 75 afos, a los cuales se les solicitd la determinacion de ANA por
sospecha de ERAS.

Criterios de exclusiéon: se excluyeron pacientes con datos incompletos del archivo
informatico.

Métodos: las muestras de los pacientes seleccionados fueron analizadas para ANA
por las dos metodologias; |IFI sobre improntas de células HEp-2000
(INMUNOCONCEPT) y por un ELISA comercial (ANA-Screening, BioSystem). Cabe
destacar que se utilizé la misma marca de reactivos en todas las determinaciones.



Ensayo de Inmunofluorescencia indirecta (IFI): la IFI se realizé en improntas de células
HEp-2000 (linea celular modificada genéticamente para aumentar la sensibilidad a los
auto-anticuerpos SS-A/Ro sin afectar los otros patrones ANA observados), utilizando
un titulo de corte de 1:80; se usé buffer fosfato salino (PBS), para realizar las
diluciones de las muestras y los lavados, y un conjugado de antigamaglobulina anti-
IgG marcada con Isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Biocientifica, Espafia), diluido
1:800. La observacion se realizd en un microscopio de fluorescencia de lampara LED
marca BioSystems.

Ensayo de Inmunoabsorcién Ligado a Enzima (ELISA): se realizé la determinacion de
los ANA con un ELISA basado en antigenos nucleares adsorbidos a la superficie de
los pocillos de una microplaca. Se siguieron las instrucciones dadas por el fabricante
en el inserto del equipo. La microplaca esta formada por 12 mddulos de 8 pocillos
cada uno, “sensibilizados” con una mezcla de antigenos SSA 52, SSA 60, SSB,
SmM/RNP, RNP-70, RNP-A, RNP-C, SmBB, SmD, SmE, SmF, SmG, Scl-70, Jo-1,
dsDNA, ssDNA, polinucleosomas, mononucleosomas, histonaH1, histona H2A, histona
H2B, histona H3, histona H4, PMscl-100 y centrémero B. Se incubaron las muestras
diluidas de los pacientes, control positivo (+), control negativo (-), y patron de valor
discriminante (CO), en los distintos pocillos. A continuacion, se incubé con anticuerpos
anti-lgG humana conjugados con peroxidasa. Finalmente, se afadi6 el sustrato TMB
(3,3, 5,5 -tetrametilbencidina) en presencia de H,0O,, que al ser degradado por la
peroxidasa da lugar a un producto color azul. Luego, la reaccidon enzimética se freno
con una solucion de acido sulfarico y el color amarillo del producto final de la reaccion
se midi6é a 450 nm de longitud de onda, en un lector de ELISA. La concentracion de
anticuerpos en la muestra es proporcional a la absorbancia del producto de la
reaccion. Se calcul6 la razon de absorbancia aplicando la siguiente férmula:

Razén de absorbancia = A450nm MUESTRA/A450nm CO

Se consideraron positivas, las muestras con razén de absorbancia superior a 1,2

Se consideraron negativas, las muestras con razon de absorbancia inferior a 1,0

Las muestras con razones comprendidas entre 1,0 y 1,2, fueron consideradas
dudosas.

Andlisis estadistico: el andlisis de los datos se realizd con el programa informéatico
MedCalc versién demo. Para establecer la concordancia entre los métodos se empled
el indice de concordancia kappa (k), se consider6 un indice de concordancia
aceptable k =0,8. Para evaluar la exactitud diagndstica del ELISA se calculd
sensibilidad y especificidad; los valores de ambos estadisticos se expresan junto a sus
respectivos intervalos de confianza del 95% (IC 95%).

RESULTADOS

La sensibilidad calculada del ELISA ANA Screening fue de 93,85% (IC 95% = 84,97%
- 98,26%) y la especificidad de 95,24% (IC 95% = 83,80% - 99,28%). El indice kappa
calculado fue k= 0,883.

De un total de 107 muestras, 61 muestras ANA positivas por ELISA concordaron con
la positividad por IFIl, y 40 muestras ANA negativas por ELISA concordaron con IF
negativa.



Hubo un total de 6 resultados discordantes entre ambas técnicas: 4 negativos por
ELISA, que mostraron fluorescencia positiva, (patrén citoplasmatico y patrén nucleolar)
y 2 positivos por ELISA, que dieron fluorescencia negativa.

En la tabla 1 se muestran los resultados positivos y negativos obtenidos con ambas
técnicas, en el total de las muestras analizadas. Se indican también los valores de los
parametros analiticos calculados.

Tabla 1: comparacién de resultados de ANA por los métodos de IFI (“gold standard”) y
ELISA.

ANA IFI (+) ANA IFI () TOTAL
ANA ELISA (+) 61 2 63 (58,9%)
ANA ELISA () 4 40 44 (41,1%)
TOTAL 65 (60,7%) 42 (39,3%) 107

DISCUSION

Teniendo en cuenta el elevado costo del ensayo, y la necesidad de contar con
profesionales altamente capacitados en la visualizacion de los distintos patrones de
IFI, es que surge la idea de evaluar un ensayo de ELISA, de implementacion mas
sencilla en el laboratorio de inmunologia, e incluso con potencial de automatizacion, en
casos de procesar un alto nimero de muestras.

La deteccion de ANA es parte de los criterios diagnosticos de las ERAS y puede ser
importante también a los fines de monitoreo (11). El método estandar de oro para la
deteccidon de ANA sigue siendo la IFI en células epiteliales humanas (HEp-2), ya que
las pruebas alternativas existentes no muestran una sensibilidad comparable (12).
Durante la dltima década, se han utilizado diferentes estrategias para desarrollar,
evaluar y comercializar ensayos de ELISA para la deteccion de ANA (13).
Comparando con la IFI, la técnica de ELISA es obijetiva, requiere un operador menos
entrenado y tiene potencial para la automatizacion (14). La mayoria de los ELISA de
cribado de ANA utilizan mezclas de antigenos nucleares purificados de fuentes nativas
y/o tecnologias recombinantes. La composicién de estas preparaciones de antigenos
es bastante diversa (14). Por lo tanto, es aconsejable una evaluacion cuidadosa de los
diversos equipos disponibles en el mercado antes de incluir cualquiera de estos
métodos en las pruebas clinicas y de diagnéstico.

En el presente estudio, el ensayo de ELISA tuvo un alto porcentaje de pruebas
positivas, en concordancia con la positividad para esas muestras en la IFI, lo mismo
ocurrid con los ANA negativos, que concordaron para ambos ensayos, ademas se
observd un bajo porcentaje de resultados positivos y negativos que no se
correspondieron en ambas técnicas.

El rendimiento de los ensayos podria variar mediante la manipulacion de los limites de
corte, no obstante, se debe tener en claro que las técnicas pueden detectar solo
anticuerpos para los antigenos que estadn presentes en la microplaca del ELISA y




ningln cambio en los puntos de corte puede modificar esto, a fines de mejorar el
rendimiento del método.

En casos particulares, el ELISA arroj6 resultados negativos, con positividad para IFI,
(falsos negativos). En cuanto a estas discrepancias, se podria explicar la situacion por
la falta de deteccibn de auto anticuerpos frente a antigenos nucleares y/o
citoplasmaticos que solo pueden identificarse mediante IFI debido a su
compartimentalizacion celular y a una mayor densidad de antigenos localizados en
células HEp-2000, que no estan incluidos en su totalidad en el disefio del ELISA
evaluado. Sin embargo, hay alternativas para la mejora de las pruebas de ELISA
disponibles, que podrian incluir la adicion de nuevos antigenos purificados o
recombinantes en los ensayos (13). Particularmente, las muestras que por IFI fueron
ANA positivos, y resultaron negativos por ELISA, mostraron un patrén nucleolar y
citoplasmaético, interpretando esto, como resultado de la ausencia de ciertos antigenos
puntuales del citoplasma y/o nucléolos, en las placas del ELISA ensayado, por lo que
no se pueden detectar los anticuerpos por esta técnica. Estudios recientes demuestran
que se debe prestar atencion al hecho de que para ciertos diagnésticos de
enfermedades reumaticas, se ha demostrado que las pruebas de ELISA no pueden
revelar la presencia de ciertos ANA relacionados con la enfermedad. Se encuentran
deficiencias similares en la deteccion por ELISA en casos IFl positivos de pacientes
con polimiositis y dermatomiositis, debido a que el ELISA contiene principalmente
antigenos nucleares y es capaz de detectar solo anticuerpos contra el antigeno
citoplasmico Jol (13). Por otro lado, la razén de los falsos positivos en el ensayo
podria ser la eleccion del punto corte. Al aumentar el valor de corte, la tasa de falsos
positivos podria disminuir, aunque influir a su vez ligeramente en la sensibilidad del
ensayo.

Los valores de sensibilidad y especificidad que se obtuvieron para ELISA ANA
Screening son s6lo algo inferiores a los reportados por el fabricante (98,9% de
sensibilidad y 97,9% de especificidad), por lo que se considera que seria un buen
ensayo para implementar en la rutina diaria. Por otra parte, la concordancia entre
ambos métodos es aceptable, (k= 0,883).

Se ha evidenciado, en estudios previos, que la asociacion de los ensayos de cribado
en fase sélida con la IFI aumenta la sensibilidad del 89,2% al 97,4% y la especificidad
del 64,6% al 98,4% en las pruebas serolégicas para el cribado de ANA. El ensayo de
ELISA seria un buen método, porque detectaria ANA positivos que luego se
confirmarian con otras técnicas mas especificas, y minimizaria la poblacion ANA
negativo. Un analisis de costos demostrd que la combinacién de las dos técnicas
representa una via de diagnéstico rentable, disminuyendo los costos globales para el
diagnostico inmunoseroldgico de trastornos autoinmunes relacionados con ANA (11).
La eleccion de la prueba dependera no sélo del rendimiento técnico de la misma, sino
también de los costos, la accesibilidad y las metas generales en la realizacién de las
pruebas de ANA.

Los resultados muestran que la concordancia entre ambos métodos es buena, por lo
que ELISA ANA Screening podria reemplazar a la IFl para la deteccién de los
autoanticuerpos, idealmente las pruebas positivas deberian confirmarse e investigarse
adicionalmente, ya sea, como patrones detectados en IFI o mediante el uso de los
ELISA disponibles para la prueba de anticuerpos especificos (13). Sin embargo, mas
all4d de la importancia de estudiar la especificidad de los ANA positivos, para poder
ayudar al diagnéstico de una enfermedad autoinmune en particular, cabe sefialar la
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importancia de contar con una técnica de tamizaje de ANA, con parametros analiticos
altos de sensibilidad/especificidad y una buena concordancia con respecto al método
de referencia. Esto seria una herramienta de gran utilidad en laboratorios que no
cuentan con técnicas mas complejas y costosas como la IFI, para poder utilizar en
reemplazo de la misma, obteniendo resultados confiables y de calidad.

CONCLUSION

Evidenciamos en este estudio, que ELISA ANA Screening tiene una buena
concordancia con la IFl en la deteccion de los ANA. Tanto sensibilidad como
especificidad, fueron superiores al 90%. Por lo tanto, se considera que ELISA ANA
Screening seria un buen método en el cribado de ANA; los resultados positivos se
confirmarian con técnicas mas especificas. Si bien los resultados son alentadores, el
nuamero de casos estudiado es pequefio, por lo que seria interesante comparar estas
metodologias en una poblacidbn mayor, ya que pareceria ser un buen método a
considerar, para implementarlo como técnica alternativa en la pesquisa de los ANA.
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