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INTRODUCCION.

El lupus eritematoso sistémico (de aqui en adelante LES) es una enfermedad
autoinmune multisistémica, debido a la produccion de autoanticuerpos contra
autoantigenos y a la formacion de mdaltiples inmunocomplejos que median respuestas
inflamatorias al depositarse en diversos érganos y tejidos, incluidos los rifiones, el
corazén, los pulmones, el cerebro, la sangre, las articulaciones y la piel, etc. Su
expresion abarca desde manifestaciones relativamente leves, hasta cuadros clinicos

grave.

El primero en describir la enfermedad en Pierre Louis Alphée Cazenave (1851). Segun
estimaciones, en Alemania acerca de 40.000 personas, sobre todo mujeres jovenes en
edad fértil, sufren LES. En Europa el lupus eritematoso sistémico se presenta con
incidencia anual de entre 25 y 27 nuevos casos por 100.000 personas, mientras en la
EE. UU. es mayor. La tasa de supervivencia de 5 afios se sitda en el 95%, mientras que

la tasa de supervivencia de 10 afios, en el 85%.

Hay diferentes pruebas de laboratorio que se realizan a pacientes con sospecha de
LES, como pruebas hematoldgicas, quimicas, serolégicas, entre otras; estas en
conjunto ayudan al diagndéstico. También hay una prueba no menos importante de
anticuerpos antinucleares (ANA), que describe una variedad de anticuerpos que
reacciona con los constituyentes de los nudcleos celulares incluyendo DNA, ARN vy
varias proteinas y ribonucleoproteinas. Esta prueba puede ser realizada por diferentes

métodos. Por tanto, el presente trabajo de investigacion estuvo enfocado en un analisis



comparativo de la sensibilidad y especificidad entre la determinacion de los métodos de
anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia indirecta y aglutinacion con

particulas de latex para el diagnéstico de lupus eritematoso sistémico.
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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Muchos de los principales trastornos reumatolégicos son de naturaleza autoinmunitario,
Por tanto, es esencial un conocimiento extenso de los mecanismos de respuesta
inmunitaria para comprender estas enfermedades y sus hallazgos en el laboratorio
clinico. Entre los padecimientos reumatoldgicos que tienen patologias inmunitarias se
encuentran el lupus eritematoso sistémico.

El LES es una enfermedad inflamatoria de causa desconocida, caracterizadas por
ciertos criterios clinicos que ayudan a guiar el diagndstico como eritema malar, lupus
discoidal, tlceras nasofaringeas, serositis, artritis, afectacion renal, afectacién neuronal,
alteraciones hematoldgicas y afectaciones inmunologicas que son determinadas por
pruebas de laboratorio como ANA que determina anticuerpos antinucleares positivos y

titulos elevados, en cualquier momento de la enfermedad.

La prevalencia de LES en la poblacién general es de 20 a 150 casos por cada 100,000
habitantes dependiendo de la zona geogréfica, el origen étnico, factores dependientes
del sexo y la raza, influyen de modo notable en la mayor o menor incidencia de la
enfermedad en diversos subgrupos. Asi la prevalencia en mujeres caucdasicas es de
164 por 100,000, frente a 406 por 100,000 en las mujeres afroamericanas. La incidencia
del LES es 10 veces mas alta en las mujeres que en los hombres, correspondiendo el

90 % de los casos a mujeres en edad reproductiva.

En El Salvador el nUmero de personas registradas bajo control de un especialista en

reumatologia es limitado. Segun datos de la asociacion salvadorefia de reumatdlogos


https://es.wikipedia.org/wiki/Prevalencia
https://es.wikipedia.org/wiki/Incidencia
https://es.wikipedia.org/wiki/Blanco_(persona)
https://es.wikipedia.org/wiki/Afroamericana
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(ASR) en El Instituto Salvadorefio del Seguro Social (ISSS) hay un aproximado de 600
pacientes, mientras que en el Hospital Nacional Rosales hay alrededor de 350. El

Hospital Nacional Zacamil registra un promedio de 150 casos.

Es una enfermedad en la que se presentan una serie de autoanticuerpos en mas del
95% de los pacientes, pero su presencia es comun en otras enfermedades como artritis
reumatoide, esclerosis mudltiple, esclerodermia, hipertiroidismo, hipotiroidismo,
enfermedades autoinmunes de la piel y también pueden estar presentes en titulos bajos
en poblacién normal, por ello es preciso enfatizar que esta prueba no es confirmatoria

por si sola, pero si ayuda a guiar diagnéstico.

Tanto el método de anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia indirecta como
el método de aglutinacién por particulas de latex son pruebas conocidas en el
diagnéstico de LES, pero sin embargo se desconoce que método resulta mas sensible y
especifico para guiar el diagndstico de la enfermedad y asi a partir de ello, poder

disminuir el riesgo de obtener resultados falsos positivos y falsos negativos.

Por lo anterior expuesto se plantean las siguientes preguntas:
¢, Cual es la sensibilidad y especificidad de la prueba de anticuerpos antinucleares por
inmunofluorescencia indirecta en pacientes diagnosticados con lupus eritematoso

sistémico?
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¢, Cudl es la sensibilidad y especificidad de la prueba por aglutinacion con particulas de

latex en pacientes diagnosticados con lupus eritematoso sistémico?

¢ Cuél es el grado de concordancia entre los resultados de ambas pruebas?
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Il. JUSTIFICACION
Esté proyecto de investigacion se realiz6 porque permiti6 comparar la sensibilidad y
especificidad entre los métodos de determinaciébn de anticuerpos antinucleares por
inmunofluorescencia indirecta y el método por aglutinacion con particulas de latex,
ambas pruebas son parte del prondstico de lupus eritematoso sistémico, sin embargo,
se consider6 importante conocer el método mas sensible y especifico para asegurar un

diagndstico oportuno.

Durante estas dos ultimas décadas, se han desarrollado pruebas sanguineas mas
especificas que han permitido reconocer verdaderos casos de lupus, pero no es dificil
imaginar que en los resultados de las pruebas se obtengan falsos positivos por
reacciones con otras enfermedades y esto retrase el diagndstico para un paciente, de
ahi nace la importancia de realizar la presente investigacion porque no se conoce el

método mas sensible y especifico para LES.

El estudio planteado ayuda, entre otros aspectos, a proporcionar informaciéon que sera
atil para profesionales de la salud, que se interesen por proporcionar una prueba con

mas valor, para el diagndstico de LES.
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lll. OBJETIVOS

Objetivo general

% Realizar un andlisis comparativo de la sensibilidad y especificidad entre los
meétodos de determinacidén de anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia
indirecta y aglutinacion con particulas de latex en pacientes con lupus
eritematoso sistémico atendidos en el Hospital Nacional Rosales de marzo a

junio de 2018.

Objetivos especificos

% Determinar la sensibilidad y especificidad del método de anticuerpos
antinucleares por inmunofluorescencia en pacientes diagnosticados con lupus

eritematoso sistémico.

+ Establecer la sensibilidad y especificidad de la prueba de aglutinacién con

particulas de latex en pacientes diagnosticados con lupus eritematoso sistémico.

X3

%

Determinar el grado de concordancia entre los resultados de las pruebas de
anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia y la prueba de aglutinacion

por particulas de latex.
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IV. MARCO TEORICO.

Aspectos inmunolégicos.

El responsable de mantenernos sanos y protegidos es el sistema inmunitario, ya que
puede reconocer a millones de microbios diferentes y producir moléculas solubles y
células especificas contra ellos. El sistema inmunitario tiene la enorme capacidad de
distinguir entre las células del organismo y los componentes que no le son propios. Por
lo tanto, si una molécula ajena al organismo es detectada por el sistema inmune, éste
se lanzard al ataque de inmediato. No obstante que este sistema debe trabajar con la
exactitud de la maquinaria de un reloj, la vigilancia inmunitaria puede fallar y entonces
ataca a las células o tejidos del propio organismo, lo cual da lugar a diferentes dafos,

incluso la muerte (Leticia, 2015, 2-4).

Durante el siglo XX se pudo describir una serie de padecimientos muy distintos entre si,
pero que contaban con una caracteristica en comun: el dafio tisular en todos ellos era
ocasionado por la respuesta inmune. El conocimiento que se tenia entonces,
especialmente a principios de siglo, relacionaba automaticamente a la respuesta
inmune con mecanismos de proteccion. Los doctores Gell y Coombs propusieron la
primera clasificacién de los mecanismos inmunoldgicos de dafio celular.

En su propuesta estos autores establecen la existencia de cuatro mecanismos

inmunoldgicos de lesion que se resumen de la manera siguiente:
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Tipo | o hipersensibilidad inmediata. En este grupo se incluyen las enfermedades
alérgicas como la rinitis alérgica, el asma bronquial, el choque anafilactico, la
urticaria, entre otras. El efector de la respuesta inmune que participa en el dafio

es la inmunoglobulina G o anticuerpo reaginico.

Tipo 1l o hipersensibilidad citotoxica. En este mecanismo, los anticuerpos del
isotipo inmunoglobulina G e inmunoglobulina M son los efectores responsables
del dafo. Un ejemplo clasico es la reacciéon a la transfusibn de sangre
incompatible en el sistema ABO de los eritrocitos humanos. En este tipo de
transfusiones, los anticuerpos naturales reaccionan sobre la superficie de los
eritrocitos y activan el sistema del complemento, con lo cual se produce lisis
extensa e inmediata de los de los eritrocitos que puede incluso legar a producir

muerte.

Tipo Ill o hipersensibilidad por complejos inmunes. Los anticuerpos responsables
en este tipo de mecanismo son el isotipo inmunoglobulina G e inmunoglobulina
M. en este caso, los antigenos pueden provenir de microorganismos (como
bacterias, hongos, o virus), o bien, de antigenos propios (como el DNA en el
caso de enfermedades autoinmunes como lupus, artritis reumatoide) o de
enfermedades neoplasicas como polipos adenomatoso familiar, leucemia
mieloide y leucemia linfoblastica, linfoma folicular, etc. La estimulacion continua
del sistema inmune induce una respuesta de anticuerpos cuya concentracion

aumenta en la circulacion.
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A su encuentro con el antigeno, estos anticuerpos reaccionan formando
complejos inmunes de diferente tamafo. Tras activarse el sistema del
complemento se originan los fragmentos C3a y Cb5a, que son quimiotacticos y
con efecto vasoactivo. Su presencia lleva a la acumulacion de células de tipo
polimorfonucleares en el sitio del depésito de esos complejos inmunes, lo que
propicia la liberacion de enzimas lisosomales, las cuales contribuyen al dafio
tisular. Por otro lado, estos mismos fragmentos tienen efecto de anafilotoxinas.
La libracidbn de leucotrienos, prostaglandinas, serotonina, histamina y otros
mediadores contribuye a potenciar o aumentar la inflamacién tisular del sitio

afectado.

Tipo IV o hipersensibilidad celular o tardia. Este es el Unico mecanismo que es
mediado por células y no por anticuerpos. El nombre de hipersensibilidad tardia
indica que generalmente tarda de 24 a 72 horas para que se manifieste el dafio
después de que ha ocurrido la reaccion entre el antigeno y los linfocitos
sensibilizados. El ejemplo clasico es la respuesta de una persona sensibilizada
con Mycobacterium tuberculosis a la inyeccion intradérmica o prueba de la
tuberculina, de manera semejante en otras enfermedades infecciosas cronicas
producidas por bacterias intracelulares como Nocardia brasiliensis, Salmonella
typhi, Brucella abortus, etc. También algunos hongos son capaces de inducir una

respuesta de este tipo (Mario, 2010, 136-146).
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LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO.

El nombre de lupus es de origen incierto, proviene del latin lupus que significa lobo, ya
que las lesiones en el rostro de la gente afectada por el lupus recuerdan una mordedura
de lobo. Fue hasta 1981 que se le denomino lupus eritematoso sistémico (LES). El
lupus se presenta en edades que van de 15 a 40 afos durante los picos de fertilidad,
por lo que los estrégenos, hormonas sexuales femeninas, se consideran como un factor
clave en el desarrollo del lupus. Los factores ambientales pueden disparar el lupus. Por
ejemplo, la luz solar, que exacerba la enfermedad induciendo entre otros factores, la
inflamacion y alteraciones a nivel renal en algunos pacientes. La prescripcion de ciertas
drogas, en donde se incluyen medicamentos para el corazon y antipsicoticos, pueden
causar efectos lupidicos. Los virus y bacterias pueden afectar al sistema inmunoldgico

haciéndolo mas susceptible a su desregulacion (Sergio, H. 2004,173-180).

Esta enfermedad fue reconocida por primera vez en la Edad Media por la descripcion
de sus manifestaciones dermatoldgicas. El término lupus se atribuye al médico
Rogerius (siglo XllI), que lo utilizé para describir el eritema malar clasico. El periodo
neoclasico se anuncié con el reconocimiento que hizo Méric Kaposi, en 1872, de la
manifestacion sistémica de la enfermedad y el moderno descubrimiento en 1948, de las
células del lupus eritematoso células LE(aunque el uso de estas células como
indicadores de diagndstico se ha abandonado en gran parte) y se caracterizé por los
avances en el conocimiento de la fisiologia patoldgica y de las caracteristicas clinicas y

de laboratorio de la enfermedad, asi como por los progresos en el tratamiento.
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El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmune de curso crénico, de
causa desconocida y tiene numerosas manifestaciones clinicas y multisistémicas
debido a la produccion de autoanticuerpos contra autoantigenos y a la formacion de
multiples inmunocomplejos que median respuestas inflamatorias al depositarse en
diversos 6rganos y tejidos, incluidos los rifiones, el corazon, los pulmones, el cerebro, la

sangre, las articulaciones y la piel, etc. (Witjal, 2017, 1-18).

TIPOS DE LUPUS.

Lupus eritematoso cutaneo subagudo. Recientemente algunas formas de lupus
denominadas seronegativas, han despertado gran interés clinico por su asociacion con
los anticuerpos anti-Ro. Tal es el caso de una variante fotosensible que fue descrita por
Sontheimer y Gilliam. Las lesiones clinicas estan constituidas por lesiones policiclicas,
eritematoescamosas no cicatriciales con caracteristicas e histologia similar a la del LES.
La distribucion de éstas ocurre principalmente en areas expuestas al sol, especialmente
en la parte superior del térax, dorso de brazos, antebrazos, cuello y, en ocasiones,
existen lesiones en la cara, piel cabelluda y extremidades inferiores. La caracteristica
serologica del lupus eritematoso cutaneo subagudo es la presencia de anticuerpos anti-
Ro en un 60% y en un 36% anti-La. Algunos pacientes pueden desarrollar en forma
concomitante sintomas de disminucion de las secreciones hasta en un 44%. Sin
embargo, el dato clinico mas relevante es la fotosensibilidad, cuyas lesiones inclusive

pueden ser inducidas por exposicién a la radiacion ultravioleta.
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La fraccidn ultravioleta-B penetra la epidermis y es absorbida en la parte superior de la
dermis, en tanto que la irradiacion ultravioleta-A penetra hasta lo mas profundo de la
dermis. A las moléculas responsables de absorber la luz se les denomina croméforos.
La melanina es el principal cromoforo, el cual absorbe longitudes de onda que van
desde 350 a 1200 nm. La luz absorbida puede producir cambios quimicos en un
proceso que se llama fotoquimica y al rango de longitud de onda con suficiente energia

para causar estos cambios se le denomina espectro de absorcion.

Lupus neonatal. Es una enfermedad rara debida al paso transplacentario de
anticuerpos antinucleares con especificidad Ro y/o La, de una madre con lupus al
producto; de tal forma que el infante neonatal presenta lesiones cutaneas transitorias de
lupus eritematoso cutaneo subagudo (SCLE) y en ocasiones también presenta bloqueo
cardiaco congénito (BCC). En relacion al BCC, se presenta durante la vida intrauterina y
puede ser detectado desde la 162 y 242 semana de gestacion, pero con frecuencia es
irreversible. Histolégicamente se presenta una fibrosis del sistema de conduccién y en
ocasiones el nodo auriculo-ventricular se calcifica. Aun con este recurso, el 10% de los
recién nacidos afectados no responde al tratamiento y muere de insuficiencia cardiaca.

(Abida, 2011, 15-17).

Lupus eritematoso discoide. Se presenta en todas las razas. A diferencia del LES, es
mas comun en mujeres mayores de 40 afios de edad y tiene una evolucién crénica e
insidiosa, constituye una lesion cronica, consistente en placas eritematosas con

descamacion, que se localizan en piel cabelluda, orejas, cara y cuello.
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Los pacientes con LES y lesiones discoides habitualmente tienen baja incidencia de
complicaciones renales. Los examenes de laboratorio generalmente son negativos. Sin
embargo, algunas formas diseminadas pueden cursar con anemia hemolitica y/o
trombocitopenia discretas, aun cuando también se pueden presentar leucopenia y/o
linfopenia, hipergammaglobulinemia, y crioglobulinas y anticuerpos anti-nucleares a
titulos bajos. Los depdsitos inmunes a nivel de union dermoepidérmica (“banda lupica”),
solamente se observan en biopsias de piel enferma. Dado que la exposicion a la
fraccion ultravioleta (UV) de la luz solar incrementa las lesiones, es indispensable usar
filtros o protectores solares y evitar los medicamentos y/o sustancias fotosensibilizantes

(Sergio H. 2004,173-180).

Lupus eritematoso sistémico. Es una enfermedad autoinmune que se caracteriza por
la presencia de autoanticuerpos y un infiltrado linfocitario en las lesiones de piel, riién y
otros oOrganos. Y en sangre periférica se han detectado linfocitos que median la
produccion de autoanticuerpos. Ambos podrian ser considerados factores patogénicos
en la generacion de las lesiones. El depésito de complejos inmunes DNA/anti-DNA en
el endotelio glomerular parece jugar un papel de gran importancia en la induccién de
glomerulonefritis, donde también se ha destacado la participacion del complemento,
citocinas y substancias proinflamatorias en el dafio a los glomérulos. En relacion a los
factores ambientales, se ha demostrado que la exposicion a la luz solar desencadena o
agrava las lesiones cutdneas en el LES, ya que éstas se presentan habitualmente en
zonas expuestas al sol. La fraccion ultravioleta de 290-320 nm (ultravioleta-B) induce

dafio al DNA de las células epidérmicas, con la probable expresién de antigenos
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ocultos, que en presencia de autoanticuerpos inducen la formacién de complejos
inmunes in situ. Algunos de éstos quedan atrapados en la unidon dermoepidérmica,
observandose por inmunofluorescencia la banda lUpica caracteristica, donde también
pueden detectarse cuerpos citoides en dermis papilar, de 1gG, IgM, C3 y fibrinégeno en
biopsias de piel. De tal forma que la participacion cutdnea en el lupus es muy frecuente
y las lesiones pueden ser agudas o cronicas. La lesion aguda mas representativa es el
eritema en alas de mariposa que corresponde a lesiones en region malar y dorso de la
nariz, ademas de otras areas expuestas al sol, como el cuello y los brazos. Las lesiones
cronicas, son llamadas discoides y en la mayoria de los casos, representan la forma

cutanea del padecimiento (Sergio H. 2004, 173-180).

ETIOPATOGENIA.

La etiologia del lupus eritematoso sistémico es desconocida; sin embargo, se sabe que
existe una produccion variable de autoanticuerpos que, unida a factores genéticos y
ambientales pueden estar implicados en su patogenia. Es probable que diferentes
agentes patogénicos y etioldgicos estén implicados, de ahi la heterogeneidad clinica y
de laboratorio que presentan los pacientes con LES. Los factores patogénicos mas
invocados son los autoanticuerpos, las células B y T, los factores genéticos, hormonales
y ambientales y la apoptosis. La produccidén de autoanticuerpos es un rasgo

caracteristico de los pacientes con lupus eritematoso sistémico.

Estos anticuerpos pueden ser una pieza clave en la patogenia, una consecuencia del

dafio tisular o bien la huella de un agente etiolégico desconocido; sin embargo, no todos
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los anticuerpos son patogénicos, los que tienen capacidad para causar lesion tisular
son del tipo 1gG y con alta afinidad por el &cido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas
en inglés) bicatenario, que es un proceso ademas dependiente de la interaccion entre

las células B y las células T colaboradoras CD4+.

En los pacientes con LES se ha descrito la presencia de células T especificas para un
autoantigeno con capacidad para inducir la produccion de autoanticuerpos. Existe una
mayor prevalencia de la enfermedad en familiares de pacientes que en la poblacion

normal y una mayor incidencia de alelos comunes que en un grupo control.

Se ha descrito una asociacion de la enfermedad con antigenos leucocitarios humanos
(HLA, por sus siglas en inglés): HLA-B8, HLADR3. Se ha registrado una baja incidencia
de aparicion de la enfermedad antes de la menarquia o después de la menopausia,
pero se ha observado un aumento de agudizaciones durante el embarazo y el puerperio
0 asociadas al uso de anticonceptivos orales. En pacientes con LES se ha descrito una
forma soluble de la proteina Fas alterada en la que falta el dominio transmembrana. La
participacion de agentes externos como agentes inductores pude ser importante; juegan
un papel fundamental la luz ultravioleta y el virus, sobre todo los rotavirus, asi como el
uso de determinados farmacos como la hidralacina, la procainamida, la isoniacida, la

metildopa y la clorpromacina, ente otros (Jacob, 2011,2-11).
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SINTOMATOLOGIA.

El patron de afectacion mas frecuente es una combinacion de sintomas
constitucionales, junto a la afectacién cutanea, musculo esquelética, hematoldgica y
serolégica, con presencia de autoanticuerpos. Sin embargo, no es infrecuente que
predomine la afectacion de un 6rgano, en especial el rifion o el sistema nervioso
central. Usualmente, el patron que domina durante los primeros afios de enfermedad es

el que predomina a lo largo de la evolucion (Cervera, 2009, 869-874).

Los sintomas constitucionales, incluyendo la astenia, la fiebre y la pérdida de peso,
estan presentes en practicamente todos los enfermos en algin momento de la
evolucion. La astenia es el sintoma mas frecuente, y no se correlaciona directamente
con otros parametros de actividad de la enfermedad. La fiebre merece una
consideracion especial, ya que puede ser debida al LES (hasta en el 50% de los
pacientes), pero siempre se debe descartar la posibilidad de que sea de origen

infeccioso o secundaria a farmacos (Cleanthous, 2012,465-476).

Criterios para la clasificacion del lupus eritematoso sistémico SLICC- 2012):

Eritema malar: eritema fino, plano o elevado, sobre la eminencia malar que respeta los
surcos nasolabiales (en alas de mariposa). lupus cutaneo agudo.

Criterio clinico: rash malar, lupus bulloso, necrolisis epidérmica lapica, rash
maculopapular, rash de fotosensibilidad (en ausencia de fotosensibilidad, lupus

subagudo).
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Fotosensibilidad: rash cutaneo resultante de una reacciéon anormal a la luz solar,

segun historia clinica o examen fisico.

Lupus discoide: placas eritematosas elevadas, con queratosis periférica y

taponamiento folicular que dejan cicatrices atroficas.

Criterio clinico: rash discorde, lupus hipertrofico, paniculitis lUpica, afectacion mucosa,

lupus tumidus, overlap lupus discorde/ liquen plano.

Ulceras orales o nasofaringeas: generalmente indoloras, observadas por un médico.

Criterio clinico: Ulceras nasales, orales, palatinas, en la lengua.

Artritis: no erosiva que afecta a 2 o mas articulaciones periféricas caracterizada por

dolor, tumefaccién o derrame.

Criterio clinico: sinovitis que afecta a 2 o mas articulaciones, o dolor en 2 0 mas

articulaciones y al menos 30 minutos de rigidez.

Serositis: pleuritis: dolor pleuritico, roce pleural o evidencia de derrame pleural.

Pericarditis: confirmada por electrocardiograma, roce o derrame pericardico.
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Criterio clinico: Dolor pleuritico, roce pleural o evidencia de derrame pleural o dolor
pericardico tipico, derrame pericardico, roce o pericarditis confirmada por

ecocardiograma, en ausencia de otras causas.

Afectacion renal: proteinuria persistente mayor de 0.5 gramos en orina de 24 horas.

Cilindros celulares: integrados por hematies o hemoglobina, o de tipo granular.

Afectacion neuroldgica: convulsiones 0 psicosis en ausencia de otras causas
(farmacos o alteraciones metabdlicas). Neuroldgico. Criterio clinico: convulsiones,
psicosis, mononeuritis maltiple, mielitis, neuropatia craneal o estado confusional agudo,

en ausencia de otras causas.

Alteraciones hematolégicas:

Anemia hemolitica.

Criterio inmunolégico: anemia hemolitica;

Leucopenia< 4.000/mm?3 en al menos 2 determinaciones.

Criterio inmunolégico: < 4.000/mm3 en al menos 1 determinacion;
Linfopenia< 1.500/mm?3 en al menos 2 determinaciones.

Criterio inmunolégico: < 1.000/mm? al menos 1 determinacion;

Trombocitopenia<100.000 plaquetas/mm® en ausencia de farmacos inductores.

Criterio inmunoldgico: < 100.000.
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Alteraciones inmunolégicas:

Anticuerpos anti-ADN positivos a titulos elevados. Anti-ADNAd.

Criterio inmunolégico: Niveles de anti-ADNd por encima del nivel de referencia o 2
veces el nivel de referencia si la determinacion es con ELISA.

Anticuerpos anti-Sm positivos. Anti-Sm. Criterio inmunolégico: Presencia de anti-Sm.

Anticuerpos _antifosfolipidos: Anticuerpos anticardiolipina, anticoagulante IUpico, VDRL

falsamente positivo mayor que 6 meses confirmada por la prueba de inmovilizacion del
T. pallidum o de la absorcion del anticuerpo treponémico por inmunofluorescencia.
Criterios inmunolégicos:

-Antifosfolipido: Anticoagulante lUpico positivo, test falso positivo para RPR (reaginina
plasmatica rapida); titulo medio o alto para anticardiolipina o anti-B2 glucoproteina |.
-Complemento bajo: C3, C4 bajos O CH50 bajo.

-Coombs directo: Coombs directo positivo en ausencia de anemia hemolitica.
Anticuerpos antinucleares: Positivos a titulos elevados, en cualguier momento de la
enfermedad, en ausencia de farmacos que induzcan lupus. Criterio inmunoldgico:

ANA por encima del nivel de referencia (A. Pérez, 2013, 1-11).

FACTORES.

Factores genéticos. Desde el punto de vista genético es probables que LES resulte de
los efectos de cierto numero de genes que actian de forma adictiva.

Sin embargo, un individuo podria tener todas las variantes génicas posiblemente

requeridas para desarrollar la enfermedad y aun asi no hacerlo.
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Factores inmunoldgicos. El potencial patogénico de los complejos inmunitarios
depende del anticuerpo, el caracter del antigeno, la capacidad de los elementos
inmunitarios para sufrir solubilizacion por el complemento o unirse a eritrocito y la
capacidad de depuracion del sistema de fagocitos mononuclear, ademas de otros
factores, los pacientes con lupus también elaboran anticuerpos contra los antigenos de
la superficie celular. Los eritrocitos, los leucocitos y las plaquetas recubiertos con tales
anticuerpos son eliminados por la circulacion a través de receptores en los macréfagos
del sistema reticulo-endotelial, mediante citotoxicosis mediada por complemento o
citotoxicosis celular dependiente de anticuerpo, que produce anemia, leucopenia y

trombocitopenia.

Factores ambientales. Entre estos cabe destacar, en primer lugar, los patdgenos
microbianos y en particular, los virus. La mayoria de los pacientes con LES tienen
fotosensibilidad, lo que sugiere una participacion de los rayos ultravioleta en la etiopatia

de la enfermedad.

Se considera gue las lesiones cutaneas tienen origen multi factorial. La luz ultravioleta:
dafia el DNA, aumenta la fijaciébn de anti-Ro, anti-La y anti-RPN a los queratinocitos
activados por la luz ultravioleta, altera el metabolismo de los fosfolipidos de la
membrana celular, aumenta la liberacién de IL-1 a partir de los queratinocitos cutaneos

y las células de Langerhans y afecta las células T supresoras.
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Factores hormonales. Se considera que los estrogenos desempefian un papel
importante en la etiologia de esta enfermedad. Esto se desprende de las siguientes
consideraciones: mayor incidencia femenina, disminucién del predominio del sexo
femenino en las épocas en que no existen unas concentraciones de estrogenos
elevadas, es decir, antes de la menarquia y en la posmenopausia, agudizacién de la
enfermedad en el puerperio o con la administracion de anticonceptivos orales, los
pacientes varones con sindrome de Klinefelter (genotipo XXY) y LES mantiene un pefrfil

hormonal similar al de las mujeres con la enfermedad. (Abida, 2011, 15-17).

PRUEBAS DE LABORATORIO.

En relacion con las pruebas de laboratorio, la leuco-linfopenia y la trombopenia son
hallazgos frecuentes. La velocidad de sedimentacion globular (VSG) puede estar
elevada (secundariamente a hipergammaglobulinemia o a la presencia de anemia),
pero la proteina C reactiva (PCR) no suele presentar elevaciones muy significativas; de
hecho, niveles muy elevados pueden indicar la presencia de infeccion, que como en
otros pacientes inmunocomprometidos puede ser menos sintomatica y mas dificil de
diagnosticar que en los inmunocompetentes. Otras pruebas diagndsticas que se deben
incluir en la evaluacion inicial son: analisis elemental de orina con sedimento (deteccién
de hematuria, leucocitaria y presencia de nitritos, proteinas y cilindros), muestra de
orina de 24 horas para la determinacion de la proteinuria y del aclaramiento de
creatinina, radiografia de térax y un ecocardiograma basal (de utilidad para estimar la
presién arterial pulmonar y descartar la presencia de lesiones valvulares). La presencia

de anticuerpos es el dato mas caracteristico del LES (A. Pérez, 2013,1-11).
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Anticuerpos antinucleares (ANA).

Los anticuerpos antinucleares (de aqui en adelante ANA) son inmunoglobulinas que se
unen a epitopes (sitios especificos) de moléculas de ADN ARN unidas o no a proteinas,
o bien solo a proteinas individuales, de localizacién nuclear, nucleolar y/o citoplasmica.
Los determinantes antigénicos, por tanto, pueden corresponder a componentes de la
cromatina, a particulas de ribonucleoproteinas (RPN) o a proteinas no asociadas con el
ADN o el ARN. Todos estos componentes son “dianas” potenciales en las
enfermedades autoinmunes. En la actualidad los ANA son utiles clinicamente como
marcadores de enfermedades autoinmunes. Su presencia 0 ausencia influye en la
seguridad del diagnéstico; sin embargo, la relacibn entre autoanticuerpos y las

manifestaciones clinicas es, en muchos casos, confusa.

Aungue la presencia de ANA es una de las caracteristicas importantes de esta
enfermedad, en aproximadamente un 5% de los pacientes IUpicos no se detectan estos
anticuerpos en ningun momento de su evolucién. Los estudios mas amplios de
pacientes con LES indican que los pacientes sin ANA presentan con mas frecuencia

lesiones cutaneas discoide (Front, 2003, 3-13).

ANA por aglutinacién con particulas de latex.

la aglutinacién de particulas cubiertas por antigenos a través de anticuerpos reactivos
es uno de los ensayos inmunoldgicos de mayor reconocimiento desde mucho tiempo.
Aun cuando su realizacién es muy sencilla, todos los ensayos de aglutinacion cuentan

con la limitacién de Unicamente ser semicuantitativos.
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Las pruebas de aglutinacién que buscan la presencia de un anticuerpo depende de la
disponibilidad de al menos una particula que se encuentre cubierta por un antigeno
apropiado. En las pruebas de aglutinacion con latex. Las particulas de latex se cubren

ya sea con un antigeno o un anticuerpo definido. (Parslow, 2002, 247-254).

Con el desarrollo de las nuevas tecnologias se ha podido identificar un gran nimero de
autoanticuerpos, inicialmente descritos como marcadores de diferentes enfermedades
autoinmunes y posteriormente utilizados para estudiar y caracterizar diferentes

moléculas esenciales para la funcion y el crecimiento celular.

Desde el punto de vista del diagnéstico, los autoanticuerpos mas importantes por
identificar son los anticuerpos antinucleares (ANA), puesto que la prueba resulta
positiva en mas del 90% de las pacientes, casi siempre al principio de los sintomas.

(Parslow, 2002, 247-254).



32

ANA por inmunofluorescencia indirecta.
La inmunofluorescencia es una técnica de inmunomarcacion que hace uso de
anticuerpos unidos quimicamente a una sustancia fluorescente para demostrar la

presencia de una determinada molécula.

La inmunofluorescencia secundaria, o indirecta (también conocida por sus siglas IFl)
hace uso de dos anticuerpos; el anticuerpo primario es el que reconoce y se une a la
molécula diana, mientras que el secundario que es el que se encuentra marcado con el
fluoréforo, reconoce al primario y se une a él. Esta técnica es un poco mas compleja
que la IFD, requiere mas pasos y es mas posible que sufra interferencias, pero en
contrapartida es mucho mas flexible que una técnica directa y debido a que es posible
que un anticuerpo primario una a mas de un anticuerpo secundario, implica un efecto
de amplificaciébn que también aumenta la sensibilidad de la técnica. Esta técnica es
posible, debido a que los anticuerpos constan de dos partes, una region variable (que
es la que reconoce al antigeno) y una region constante (que es la reconocida por el

anticuerpo secundario).

Es posible que existan varios anticuerpos que reconozcan diferentes antigenos (es
decir que tengan diferentes regiones variables) pero que compartan la misma regién
constante. Todos estos anticuerpos con diferentes especificidades pueden ser
reconocidos a su vez por un Unico anticuerpo secundario que reconozca la region
constante. Esto ahorra el esfuerzo técnico y el costo de modificar cada uno de los

anticuerpos primarios para acarrear el fluoréforo. (Javier,2010).
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Patrones de ANA detectados mediante inmunofluorescencia indirecta.
A continuacion, se describen las caracteristicas de los patrones que con mayor
frecuencia se detectan por IFl en células HEp-2 en sueros de pacientes con

enfermedades autoinmunes (Javier,2010).

Patron homogéneo: se caracteriza por una tincibn homogénea en el ndcleo, cuya

intensidad puede variar dependiendo de la concentracidén de los anticuerpos presentes
en el suero. La placa de la cromatina en células en division puede estar tefiida de

manera compacta, delineada o difusa y los nucléolos pueden o no estar tefidos.

Patron periférico: se caracteriza por tincién regular alrededor del nucleo; el centro de

este patron muestra menos tincion. La placa de la cromatina se tifie de forma delineada

0 compacta

Patrén moteado fino: este se caracteriza por tincion del nucleo con granulos finos o

gruesos, los nucléolos no se tifien, asi como tampoco se tifie la placa de la cromatina
en células en divisién. Esta definicibn de los patrones moteado grueso y fino es mas
facil de entender e interpretar. Ademas, tiene sustento en la diferencia de reactividades

gue muestran los sueros que dan los patrones.

Los patrones de ANA que se observan con mayor frecuencia son los moteados, tanto
fino como grueso. La descripciébn de estos patrones ha generado confusion, en el

sentido de que varios autores definen el patron moteado grueso como aquel en el que
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el nucleo se observa teflido con granulos gruesos y el patrén moteado fino lo definen
como nucleo tefiido con granulos finos. No hay problema cuando los granulos son muy
gruesos o muy finos, en puntos intermedios la interpretacién es subjetiva. Nuestra
propuesta es que el patron moteado grueso se debe definir como tincion en el nacleo
con granulos finos o gruesos, los nucléolos estan tefiidos y la placa de la cromatina en
células en division no se tifie, es decir, no hay reconocimiento de los componentes de la

cromatina.

Patron centromérico: tiene como caracteristicas que los ndcleos se tifien con puntos

finos distribuidos de manera homogénea en el nucleoplasma de las células en interfase.
La tincion en las células en division muestra un punteado fino localizado en la placa de

la cromatina.

Patrén nucleolar: tiene como caracteristica una tincion intensa de los nucleolos. La

placa de la cromatina en las células en division se tifile de manera difusa debido a
reactividad cruzada de los anticuerpos dirigidos contra los RNA nucleolares con el ADN

de la cromatina.

Patrén de lalamina nuclear o laminar: es aquel en el que se observa tincion

concentrada alrededor del nucleo y no se extiende hacia el citoplasma. A diferencia del

patrén periférico, la placa de la cromatina en las células en division es negativa.
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Patron centriolar: se identifica por la tincion intensa de los centriolos en células en

divisién. Las estructuras tefiidas se pueden identificar desde la fase G2, donde se ven
dos puntos muy juntos, y en metafase, donde se localizan en los polos de la célula.
Cuando se tifien los centriolos, los filamentos del huso acromético y las células en
interfase tienen un patron moteado fino. El patron se define como NuUMA-1 (del inglés,
nuclear mitoticapparatus). La tincién de los centriolos y del huso mit6tico sin tincion del

nucleoplasma en células en interfase se define como NuMA-2 (Javier, 2010).

Patrones citoplasmicos: identificados en células HEp-2, se describen a continuacién los

mas frecuentes. El patron citoplasmico se define como tincion homogénea que cubre
todo el citoplasma. El patron mitocondrial se caracteriza por una tincion granular en
hileras punteadas que rodean al nucleo y se extienden hacia el citoplasma sin cubrirlo

por completo (Javier, 2010)

Existe un predominio del Sexo femenino en un 94% y un rango de edad entre 18 y 78
afios con una media de 38 afios. La artralgia y pérdida de peso son las manifestaciones
mas comunes 44 y 62 respectivamente. Solo un 59% de los pacientes cumplia con
criterios de lupus eritematosos sistémico. La prueba de anticuerpo antinuclear es la mas

frecuentemente alterada en un 82%. (Zufiga, 2012, 11-17).

DIAGNOSTICO.
Si un médico general, médico familiar o no especialista sospecha o diagnostica un

Lupus Eritematoso Sistémico, debe derivarlo al reumatélogo o especialista (Ministerio,
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2013,9-12). El reumatélogo deberia constituirse como el médico tratante o de cabecera
del paciente con LES; debe confirmar el diagnéstico, evaluar la actividad y severidad de
la enfermedad, realizar plan terapéutico, coordinar con otros especialistas y hacer el

seguimiento del paciente (Ministerio, 2013,9-12).
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V. DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio: Experimental, sincronica, prospectiva y analitica.

Poblacién: La poblacién estuvo constituida por el total de pacientes confirmados con
lupus eritematoso sistémico en el Hospital Nacional Rosales durante los meses de

marzo a junio del afio 2018.

Muestra: La muestra se obtuvo a través de un muestreo por conveniencia,
considerando el orden de llegada de las muestras de sangre al laboratorio hasta

completar un numero de 100 pacientes.

Unidad de andlisis:

Expedientes clinicos y muestras de suero de pacientes con LES los cuales fueron

procesados mediante técnicas de laboratorio.

Criterios de inclusién

0

» Pacientes referidos por diagnésticos de LES, por la especialidad de

reumatologia.

X/
o

Pacientes que consulten en los meses de marzo a junio
% Mayores de 12 afios

% Pacientes que cumplen los criterios clinicos para el diagnéstico de LES
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Criterios de exclusioén

% Pacientes con estudio incompleto, que aun no se haya confirmado diagndstico.
+ Pacientes menores de 12 afos.

Fuente y procedimientos de obtencion de datos

Los datos de la investigacion se obtuvieron de los expedientes clinicos en donde se
verifico que los pacientes tuvieran un diagnoéstico de LES. Asi mismo también se
recopil6 informacién de los resultados obtenidos con las pruebas realizadas a pacientes
con LES en el area de serologia de dicho Hospital, previo a la autorizacion de la
Direccion y el Departamento de investigacion y el comité de ética del Hospital Nacional

Rosales.

Para los procedimientos técnicos se emplearon 2 métodos, el primero es la
determinacién de anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia indirecta con el kit
de Innova Diagnostics (NOVA lite HEp-2), (Ver anexo 3) el cual consta de 50
pruebas, este consiste en la determinacion semicuantitativa de anticuerpos

antinucleares utilizando suero humano.

En este método, las muestras en estudio se incuban con un sustrato y posteriormente
se lavan para eliminar los anticuerpos que no han reaccionado, luego se incuban
nuevamente con un conjugado especifico marcado con fluoresceina; al final se realiza
otro lavado para eliminar el reactivo que no se ha enlazado. Cuando se observa al

microscopio de fluorescencia, las muestras positivas para autoanticuerpos mostraran
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una fluorescencia de color verde manzana en las areas de la célula o del nucleo donde

se ha enlazado el autoanticuerpo.

El segundo método es la determinacion de anticuerpos antinucleares por aglutinacion
con particulas de latex con el kit de SLE latex test de HUMAN, (Ver anexo 4) el cual
costa de 50 pruebas y al igual que la prueba anterior nos proporciona un dato

semicuantitativo el cual nos permitird comparar ambos métodos.

Consideraciones éticas

El presente informe de investigacion fue sometido a evaluacion por el comité local de
ética del Hospital Nacional Rosales a fin de verificar su apego a las consideraciones
bioéticas que existen a nivel nacional e internacional para los estudios de investigacion
en salud. Asi mismo no se realizé consentimiento informado ya que solo se utilizaron
fuentes documentales de expedientes clinicos y pruebas de laboratorio. Ademas, se
respetaron los principios de confidencialidad ya que las historias clinicas fueron
procesadas de acuerdo a un registro numérico para proteger su identidad y la

informacion obtenida fue utilizada estricta y exclusivamente para los fines del estudio.
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VI. RESULTADOS

Tabla N° 1

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA PRUEBA ANA POR AGLUTINACION CON PARTICULAS
DE LATEX
LES NO LES TOTAL
POSITIVO 14 3 17
NEGATIVO 2 81 83
TOTAL 16 84 100

Fuentes: Pruebas de laboratorio y expedientes clinicos del HNR

Sensibilidad: Z=x 100 = 87%

1

Especificidad: ——X 100 =96%

Andlisis: La tabla N° 1 nos muestra que la prueba anticuerpos antinucleares por
aglutinacion con particulas de latex presenté una sensibilidad del 87% y una

especificidad 96 %.
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Tabla N° 2
SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA PRUEBA ANA POR INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA
LES NO LES TOTAL
POSITIVO 15 53 68
NEGATIVO 1 31 32
TOTAL 16 84 100

Fuentes: Pruebas de laboratorio y expedientes clinicos del HNR

Sensibilidad: ->-x 100 = 94 %

Especificidad: 22X 100 = 37 %

31+53

Andlisis: La tabla N° 2 nos muestra que la prueba anticuerpos antinucleares por
inmunofluorescencia indirecta presentdé una sensibilidad del 94% y una especificidad
37% demostrando ser una prueba con una mayor probabilidad de dar reacciones

cruzadas con otras enfermedades autoinmunes.
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Tabla N° 3

INDICE DE CONCORDANCIA DE KAPPA DE COHEN

AGLUTINACION CON PARTICULAS DE LATEX
IFI Positivo negativo TOTAL
positivo 15 53 68
negativo 1 31 32
TOTAL 16 84 100

Fuentes: Pruebas de laboratorio y expedientes clinicos del HNR

pCo= 0.46
pCe A = 10.88
pCe D = 26.88
Pe=0.38

pCo — pCe =0.08

Formula:
K=2%=0.21=21%
0.38
Andlisis: El analisis de la concordancia de los resultados emitidos por ambos métodos
mediante el indice de Kappa resulté en un valor de 0.21 (21%) lo que segun la escala

de valores indica un indice de concordancia bajo.
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VIIl. DISCUSION

En nuestro pais, segun investigaciones cientificas realizadas por la asociacion de
reumatologos de El Salvador, existen mas de 3,000 casos atendidos por enfermedades
reumaticas y de estos aproximadamente 242 han sido confirmados como Lupus

Eritematoso Sistémico, de los cuales el 90% de los casos son del sexo femenino.

En la mayoria de casos, la falta de recursos y la similitud en las manifestaciones
clinicas de estas enfermedades reumaticas tales como artritis reumatoide, esclerosis
multiple, hipertiroidismo, hipotiroidismo hacen que el diagndstico para LES sea alin mas
dificil, esto obliga a buscar alternativas de diagnostico viables desde el punto de vista
técnico y econdmico. Asi, basados en que existe esta reaccion cruzada, surge la idea
de utilizar técnicas innovadoras como la Inmunofluorescencia Indirecta para el

diagnéstico de LES.

Es por esta razén que el presente informe realiz6 un analisis de la sensibilidad y
especificidad de la prueba de anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia
indirecta considerada como una prueba innovadora y vanguardista, comparada con una
prueba de aglutinacion con particulas de latex considerada como una prueba

convencional.
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El estudio se realiz6 en el Hospital Nacional Rosales con un total de 100 pacientes, un
porcentaje de ellos con diagnéstico de LES que nos ayudaron a establecer la
sensibilidad de dichas pruebas y otro porcentaje con pacientes negativos a lupus que

nos ayudaron a determinar la especificidad de dichas pruebas.

Para la validacion interna de cada tiraje se utilizaron sueros comerciales de cada kit
tanto positivos como negativos y para su validacion externa se utilizé un pool de suero

de pacientes confirmados con diagndstico de LES

Una vez procesados los sueros de pacientes, los datos obtenidos fueron tabulados en

tablas simples 2 x 2 con el fin de organizar la informacion para su posterior analisis.

En el cuadro N° 1 se muestran los sueros procesados por el método de aglutinacion
con particulas de latex el cual muestra que de 16 pacientes verdaderos positivos 2 de

ellos se presentaron como falsos negativos.

En base a estos datos se calcul6 la sensibilidad y especificidad de dicha prueba, los
cuales, demuestran que este método tiene un 87% de sensibilidad y un 96% de

especificidad.

Comparando esta investigacién con datos de Human Diagnostics que reporta un valor
de especificidad del 98% cuando se empled el test de aglutinacién, concuerda con el

nivel de especificidad del 96% definido en el presente estudio.
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En el cuadro N° 2 se muestran los resultados de sueros procesados por el método de
Inmunofluorescencia indirecta el cual muestra que, de 68 sueros positivos para LES, 53

de estos son falsos positivos.

En base a estos datos se calculo la sensibilidad y especificidad de dicha prueba, los
cuales, demuestran que este método tiene un 94% de sensibilidad, pero un 37% de
especificidad. Haciendo evidente la reaccidbn cruzada con otras enfermedades

autoinmunes.

Por ultimo, para determinar el grado de correlacién entre los resultados de las pruebas
de anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia y la prueba de aglutinacion por
particulas de latex se utilizé el indice de concordancia de Kappa de Cohen, ya que este
es un recurso estadistico Gtil cuando se trata de medir el grado de concordancia entre

varios métodos diagnosticos.

Los valores de kappa varian de 0 a 1. Mientras mas alto sea el valor de kappa, mas
fuerte seré la concordancia. En este sentido, cuando se dice que:

e Kappa = 0.76 (concordancia alta)
e Kappa =0.51a0.75 (concordancia media alta)
e Kappa =0.26 a 0.50 (concordancia media baja)

e Kappa = 0 = 0.25 (concordancia baja)
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El analisis de correlacion de los resultados de la prueba ANA por el método de
aglutinacion con particulas de latex frente al perfil IFI indica que es de nivel bajo, con un

indice de kappa de 21%

En la tabla N° 3 se muestra que de 68 muestras positivas por la técnica de IFl, 53 de
ellas dieron falso positivo; y de 32 muestras negativas para la técnica de latex 1 de ellas

dio falso positivo por método de IFI.

Con los resultados del presente estudio se demuestra que la técnica de aglutinacion por
particulas de latex, por tener una alta especificidad puede ser considerada como prueba
de tamizaje, debiéndose acompafar con una prueba de mayor sensibilidad como IFI. El
valor que tiene la técnica de IFI radica en la presencia de un determinado patron
fluorescente que puede orientar al médico hacia una enfermedad autoinmune mas

especifica.
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VIIl. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el presente informe, bajo la interpretacion del analisis

de los resultados podemos concluir lo siguiente:

La prueba de anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia indirecta

presentd una sensibilidad del 94% y una especificidad del 37%.

La prueba de anticuerpos antinucleares por el método de aglutinaciébn con
particulas de latex presentd una sensibilidad del 87% y una especificidad del
96%.

La prueba de anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia indirecta y
aglutinacion con particulas de latex presentan una correlacién del 21%, lo cual
indica que no existe concordancia ya que ambas pruebas difieren en su

sensibilidad y especificidad.
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IX. RECOMENDACIONES

Al Ministerio de Salud Publica:

Mejorar la vigilancia epidemiolégica de los casos que se presenten.

Equipar los hospitales de tercer nivel con instrumentos e insumos de trabajo modernos
y mas eficientes que ayuden a brindar resultados de calidad, garantizando el
diagndstico oportuno del paciente, asi como la implementacion de capacitaciones para

los profesionales de la salud.

A los profesionales de laboratorio clinico:

Reforzar los conocimientos tedricos y practicos con respecto a las pruebas que se
realizan, con énfasis en las pruebas inmunoldgicas, para garantizar resultados
confiables y de calidad que apoyen al médico especialista en el diagndstico, ya que la

evolucion de la enfermedad cada vez representa un reto en su identificacion.

Al médico especialista:
Capacitar a otros médicos no especializados que puedan contribuir en la identificacion
de las sintomatologias que presente el paciente en conjunto de los resultados de

laboratorio, para el tratamiento oportuno.
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A las enfermeras:
Realizar la adecuada recoleccién de la muestra del paciente y que esté debidamente

identificado, para evitar cualquier confusion con la informacion del paciente.

A los pacientes:

Acudir a un centro de salud ante cualquier anormalidad en su salud, que no se auto
mediquen, ya que pueden empeorar y agravar su estado de salud.

Acatar cualquier indicacién médica y cumplir con sus exadmenes de laboratorio que

permitan el diagnostico ante cualquier enfermedad e intervenir a tiempo.

A la Universidad de El Salvador:

Capacitar mejor a los estudiantes, brindandoles informacién actualizada, organizando
congresos sobre los métodos de laboratorio encaminados en la inmunologia y la
genética, para formar profesionales competentes con los nuevos retos en el sector de

salud.

A los estudiantes:

Continuar el presente estudio con una poblacidon mayor, asi mismo encaminar la
investigaciéon en la concientizacion de la importancia de contar con mayores y mejores
recursos de trabajo en el laboratorio clinico que ayuden al pronéstico, diagndstico y

tratamiento al paciente con LES u otras enfermedades autoinmunes.
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ANEXO 1

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FORMULARIO DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA PRUEBA DE ANA POR
AGLUTINACION CON PARTICULAS DE LATEX.

Numero correlativo:

Edad del paciente:

Sexo del paciente: F[_ ] M [_]

Establecimiento de salud procedente:

Diagnoéstico del paciente:

Resultado de la prueba:

53



ANEXO 2

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FORMULARIO DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA PRUEBA DE ANA POR
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

Numero correlativo:

Edad del paciente:

Sexo del paciente: F I:I M I:I

Establecimiento de salud procedente:

Diagndstico del paciente:

Resultado de la prueba:

54
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ANEXO 3

SLE LATEX TEST

Prueba en lamina de aglutinacion en latex
para la deteccion de anticuerpos antinucléicos
asociados con el lupus eritematoso sistémico

(LES)

Presentacion del estuche

40031 20 Determinaciones Estuche completo
40030 50 Determinaciones Estuche completo

Uso previsto

El lupus eritematoso sistémico (LES) se clasifica como el prototipo de una
enfermedad autoinmune severa, involucrando una gran variedad de
tejidos y asociado con una gran variedad de anticuerpos en la circulacion.
En LES, en la mayoria de los casos, se detectan anticuerpos anti-nucléicos
(ANA) que se dirijan contra la desoxirribonucleoproteina (DNP) y
diferentes otros componentes nucleares extraibles'?, asi como contra el
acido desoxirribonucléico nativo (n-DNA). Los 6rganos mas afectados son,
en orden decreciente: articulaciones, piel, rifiones, sistema nervioso
central, corazén y pulmones.

Los ANA pueden ser del tipo IgG, IgM o IgA y se detectan en el 95% de los
pacientes con LES activo no tratado. Como se indica en las notas, los ANA
no son totalmente especificos a LES'? pero en los enfermedades
mencionadas, los titulos son mucho més bajos que en el LES™*.

Los anticuerpos hacia DNP que se detectan con la prueba HUMAN son los
ANA mas frecuentes en el LES. Se detectaron en mas del 90% de los
pacientes con LES’. El ensayo se destina al uso profesional y debe
efectuarse solamente por personal de laboratorio formado.

Principio

El SLE LATEX TEST provee un medio de deteccién de anti-DNP en suero
humano. El reactivo de latex LES es una suspensién tamponada estabi-
lizada de particulas de latex de poliestireno que se recubieron de DNP.
Cuando el reactivo de latex se mezcla con el suero que contiene anticuer-
pos hacia DNP se produce una aglutinacién. Empleando diluciones de la
muestra reactiva del paciente, el titulo anti-DNP puede determinarse.

Contenido, reactivos, composicion
¥ 20050 Reactivo de latex LES (tapa blanca)
Suspension de particulas de latex de poliestireno, recubiertas de
desoxirribonucleoproteina (timo de ternero).
Azida de sodio 0,095 %
0,5 ml Control positivo (tapa roja)
Control liquido, listo para usar con anticuerpos hacia
desoxirribonucleoproteina (humana) suficiente para desarrollar
una aglutinacion
Azida de sodio 0,095 %
1,0 ml Control negativo (tapa verde)
Control liquido, listo para usar, no reactivo con
Azida de sodio 0,095 %

1Lamina con 6 dreas

Estabilidad
R}, y son estables hasta la fecha de caducidad indicada cuando
sealmacenana 2..8°C.

iNo congele los reactivos!

Muestras

Utilice suero fresco.

Almacenaje hasta 48 horas a 2...8°C.

Procedimiento

LLeve [LR], [PC], y los sueros a temperatura ambiente y mezcle el

reactivo de latex suavemente antes de realizar el ensayo. No caliente los
reactivos en un bafio de agua.

A. Determinacion cualitativa

Coloque en dreas separados de la lamina.

Suero
Suero 30 pl - =
1gota -
o - 1gota
1gota 1gota 1gota

Mezcle con diferentes palillos y esparza el fluido sobre toda la
superficie de las areas. ”
Suavemente incline y rote la lamina por un (1) minuto y verifique si se
produce aglutinacion.

B. Determinacion semicuantitativa

Diluya 250 pul de muestra con 250 pl de NaCl (9 g/l) (Dilucién no. 1) y
proceda de acuerdo al siguiente esquema:

Dil. no. i 2 3 4 5 6
Transfiera 250 ul1  250ul2 250pl3 250pl4  250pl5
NaCl 250l 250ul  250pl | 250ul 250l
Titulo 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64

Continue la prueba como se describe en A empleando cada dilucién
como muestra.

Interpretacion, control de calidad

A. Determinacién cualitativa

y deben absolutamente analizarse con cada serie y compararse
con las muestras para distinguir una posible granulacién de una
aglutinacion.

La prueba se considera negativa cuando no se observa ninguna diferencia
en la aglutinacion entre la muestra y [NC]. .

y sueros positivos deben demostrar una aglutinacion distincta dentro
de 1 minuto.

Una aglutinacién indica la presencia de anticuerpos anti-nucléicos
(especificamente anti-DNP) en un nivel que se encuentra normalmente
en pacientes con LES.

B. Determinacién semicuantitativa

El titulo de anticuerpos anti-nucléicos (anti-DNP) corresponde al valor
reciproco de la dilucién la mas alta que muestra un resultado positivo.

Caracteristicas de la ejecucién

Las caracteristicas de la ejecucion de esta prueba pueden consultarse en
el informe de verificacion, accesible via:
www.human.de/data/gb/vr/Ix-sle.pdf o
www.human-de.com/data/gb/vr/Ix-sle.pdf

Si no puede acceder a las caracteristicas de la ejecucion via internet,
pongase en contacto con su distribuidor local quien se las proporcionara
sin costo alguno.

Notas

1. El suero de pacientes. con escleroderma, artritis reumatoide,
dermatomiositis y una variedad de enfermedades del tejido conectivo
puede dar aglutinacién en la prueba LES en lamina.**

N

. Un cambio del titulo en muestras serieles del mismo paciente no debe
corresponder a un cambio del estado de la enfermedad.

. Utilice laminas limpias y secas previamente enjuagadas con agua

destilada.

R}, y contienen azida de sodio como agente preservante

(0,095%). No ingiera. Evite el contacto con la piel y membranas

mucosas.

w

»

w

Todos los reactivos de origen humano han sido probados para HBsAg y
anticuerpos de VHC y VIH y se encontraron ser no reactivos. Sin
embargo, a pesar de estos resultados negativos, deben tratarse como
material potencialmente infeccioso.

o

Como es el caso en todos los métodos diagnésticos, el diagnéstico final
no debe hacerse con los resultados de la prueba Gnicamente, sino debe
basarse en la correlacién de los resultados con otros hallazgos clinicos.
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ANEXO 4

PROCEDIMIENTO PARA ANA POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.
Muestra requerida: Suero

No deben utilizarse muestras contaminadas, tratadas por calor o que contengan
particulas visibles. Deben asimismo evitarse las muestras lipémicas o hemolizadas.
Tras la recoleccion de las muestras de sangre, el suero debe ser separado del coagulo.

En la técnica de inmunofluorescencia indirecta, las muestras se incuban con un
substrato de antigenos y posteriormente se lavan para eliminar los anticuerpos que no
han reaccionado. El substrato se incuba con un conjugado especifico marcado con
fluoresceina y posteriormente se lava para eliminar el reactivo que no se ha enlazado.
Cuando se observan a través de un microscopio de fluorescencia, las muestras
positivas para autoanticuerpos mostraran una fluorescencia de color verde manzana en
las areas de la célula o del nicleo donde se ha enlazado el autoanticuerpo.

Antes de iniciar:
1. Llevar todos reactivos y muestras a la temperatura ambiente (20-26°C) y agitar.
2. Diluya el concentrado de PBS Il: IMPORTANTE: Diluya el concentrado de PBS Il a
1:40 afadiendo el contenido de la botella de concentrado de PBS Il a 975mL de agua
destilada o desionizada y mezcle completamente. El tampén de PBS Il se utiliza para
diluir las muestras de pacientes y como tampén de lavado. ElI tampén diluido puede
almacenarse un maximo de 4 semanas a una temperatura de 2-8C.
3. Diluya las Muestras de los Pacientes:
a. Screening Inicial: Diluya las muestras de los pacientes a 1:40 con un tampon
de PBS Il diluido (esto es, afiada 50L de suero a 1.95mL del tampon de PBS 1I).
b. Titulacién: Realice series de diluciones dobles a partir de la dilucién inicial de
screening para todas las muestras positivas con el tampon de PBS 1l diluido (p.
ej. 1:80, 1:160,... 1:2560).

Procedimiento de Ensayo

1. Preparacion de los portaobjetos con substrato: Espere a que el portaobjetos
con substrato alcance la temperatura ambiente antes de extraerlo de su funda.
Etiquételo y coloquelo en una camara humeda adecuada. Aflada 1 gota (20-25L)
de control positivo y negativo sin diluir en los pocillos 1 y 2 respectivamente.
Afada 1 gota (20-25L) de la muestra del paciente diluido a los pocillos restantes.
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Incubacion del portaobjetos: Incube el portaobjetos durante 30 + 5 minutos en
una camara humeda (una servilleta de papel humedecida colocada plana en el
fondo de un recipiente cerrado de plastico o cristal le permitird mantener las
condiciones de humedad adecuadas). No permita que el substrato se seque
durante el procedimiento de ensayo.

Lavado de los portaobjetos: Tras la incubacion, utilice un frasco de lavado o
una pipeta para lavar suavemente el suero con el tampon de PBS Il diluido.
Oriente el portaobjetos y el chorro del tampén PBS Il de forma que le permita
evitar, en la medida de lo posible, que la solucion pase por encima de varios
pocillos a la vez. Evite dirigir el chorro directamente sobre los pocillos para
gue no se dafe el substrato. Si es requerido, ponga los portaobjetos en un
tarro de Coplin del almacenador intermediario diluido de PBS Il por hasta 5
minutos.

. Adicién de conjugado fluorescente: Expulse el exceso de tampon PBS II.
Sithe el portaobjetos de nuevo en la camara humeda y cubra inmediatamente
cada pocillo con una gota de conjugado fluorescente. Incube los portaobjetos
durante otros 30 + 5 minutos.

Lavado de los portaobjetos: Repita el paso 3.

. Cubreobjetos: Los procedimientos para los cubreobjetos varian de un
laboratorio a otro; sin embargo, recomendamos el siguiente procedimiento:

a. Sitle un cubreobjetos en una toallita de papel.

b. Aplique el medio de montaje siguiendo una linea continua en el borde inferior
del cubreobijetos.

c. Elimine el exceso de tampén PBS Il y ponga en contacto del borde inferior del
portaobjetos con el borde del cubreobjetos. Deje caer suavemente el
portaobjetos sobre el cubreobjetos de forma que el medio de montaje fluya hacia
el borde superior del portaobjetos sin que se formen burbujas de aire ni se
gueden atrapadas.



