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RESUMEN

Introduccion: los anticuerpos anticitoplasma de neutroéfilos contribuyen al
diagndstico de las vasculitis sistémicas.

Objetivo: demostrar el valor diagnéstico de la determinacion de estos anticuerpos
mediante inmunofluorescencia indirecta realizando su estandarizacion y validacion.
Material y Métodos: se realiz6 la estandarizacion y validacion de la determinaciéon
de anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos mediante inmunofluorescencia
indirecta. La muestra estuvo constituida por 20 pacientes con vasculitis sistémica,
45 con enfermedades reumaéticas y 24 individuos sanos.

Resultados y Discusion: la sensibilidad, especificidad, valores predictivos y
eficacia del método fueron adecuados y se obtuvo una buena concordancia con los
ensayos de referencia. Estos anticuerpos estuvieron presentes en los pacientes con
vasculitis (54%b), con artritis reumatoide (19%) y con lupus eritematoso sistémico
(37%).

Conclusiones: el método desarrollado tiene una gran utilidad diagnoéstica y puede
ser aplicado en el estudio de las vasculitis sistémicas, encontrandose una buena
concordancia entre los patrones y las especificidades antigénicas.

Palabras clave: vasculitis, estandarizacion, validaciéon, Inmunofluorescencia
Indirecta.

ABSTRACT

Introduction: antineutrophil cytoplasmic antibodies contribute to the diagnosis of
systemic vasculitis.

Objective: demonstrate the diagnostic value of Antineutrophil cytoplasmic
antibodies assessing by indirect immunofluorescence doing its standardization and
validation.

Material and methods: standardization and validation of antineutrophil
cytoplasmic antibodies determination by indirect immunofluorescence. The sample
consisted of 20 patients with systemic vasculitis, 45 with rheumatic diseases and 24
healthy individuals.

Results and Discussion: the sensitivity, specificity, and predictive values were
adequate. Good method performance and good agreement was obtained with the
reference tests. These antibodies were present in patients with vasculitis (54%),
rheumatoid arthritis (19%) and systemic lupus erythematosus (37%).
Conclusions: the developed method has a great diagnostic usefulness and can be
applied in the study of systemic vasculitis, finding a good match between the
patterns and antigenic specificities

Key words: vasculitis, standardization, validation, indirect immunofluorescence.

INTRODUCCION

Las vasculitis asociadas a anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos pertenecen al
grupo de vasculitis de pequefios vasos y son enfermedades autoinmunes
sistémicas, donde la determinacion de anticuerpos anticitoplasma de neutrofilos
(ANCA) es el biomarcador mas importante. * # 3 Su incidencia varia de 0,3 a 20
casos por millén de habitantes. *°
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Los ANCA son autoanticuerpos dirigidos contra proteinas de los granulos
citoplasmaticos de neutréfilos y monocitos. Se determinan mediante
inmunofluorescencia indirecta y por el método de inmunoabsorcién ligado a
enzimas (ELISA). ® Para un mejor diagnéstico se realiza primero la
inmunofluorescencia indirecta y después el ELISA, por lo que se logra la maxima
sensibilidad y especificidad. "*°

Son detectados generalmente en los pacientes con ciertos sindromes vasculiticos
como la granulomatosis con poliangeitis (granulomatosis de Wegener), la
poliangeitis microscoépica, la poliangeitis con granulomatosis eosinofilica (Sindrome
de Churg-Strauss). ™

Existen dos patrones principales de fluorescencia en la determinacién de ANCA
mediante inmunofluorescencia indirecta. El patron citoplasmatico (CANCA), tiene
como antigeno principal la Proteinasa 3. Mas de 90% de los pacientes con
granulomatosis con poliangeitis activa poseen anticuerpos contra PR3. 23 E|
patréon perinuclear (pANCA) ocurre solamente cuando los neutréfilos son fijados en
etanol, el cual permeabiliza la membrana de los granulos citoplasmaticos y permite
que la mieloperoxidasa, antigeno principal del pANCA, salga y se una a la
membrana nuclear. Cuando los neutréfilos son fijados en formalina el patron pANCA
se observa como cANCA, ya que la mieloperoxidasa se mantiene en los granulos. El
patron pANCA se observa de 70% a 80% de pacientes con poliangeitis microscopica
y en la granulomatosis eosinofilica. * % 1*1°

OBJETIVO

Fue demostrar el valor diagndstico de la determinacion de los ANCA mediante
inmunofluorescencia indirecta, realizando su estandarizacion y validacion en el
Laboratorio de Inmunologia perteneciente al Centro Nacional de Genética Médica.

MATERIAL Y METODOS

La muestra estuvo constituida por 65 pacientes, quienes asistieron a la consulta de
Inmunologia del Centro Nacional de Genética Médica de enero de 2011 a diciembre
de 2013: con vasculitis asociadas a ANCA (8 con granulomatosis con poliangeitis, 3
con granulomatosis eosinofilica, 2 con poliangeitis microscoépica), segun criterios
establecidos, ' 7 con sospecha de vasculitis asociadas a ANCA, 10 con artritis
reumatoidea, 35 con lupus eritematoso sistémico (LES) y 24 individuos sanos para
un tamafo de muestra de 89.

Determinacion de ANCA mediante Inmunofluorescencia Indirecta

Se realiz6 el aislamiento de neutréfilos en Ficoll mediante el Método de Boyum. *°
La determinacion de ANCA por inmunofluorescencia indirecta se realizé segun el
método empleado por Savige y col. (1999). '/

Estandarizacion: Se evaluaron los controles obtenidos en el laboratorio, las
laminas portaobjetos con neutroéfilos y su conservacion, la dilucion de la muestra y
el conjugado. *®
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Validacién: Se determind la sensibilidad y especificidad diagndsticas, los valores
predictivos, la eficacia y el indice de concordancia'® *° con los ensayos de referencia
de inmunofluorescencia indirecta (Immunoconcepts, Alemania) y de ELISA
antiproteinasa 3 y antimieloperoxidasa (ORGENTEC, Alemania).

Métodos estadisticos: Se utilizé el programa Statistica 8.0. Se realiz6 la prueba
de X?con la correccion de Yates. Como criterio de significacion estadistica se tomo
p<0,05.

Aspectos éticos: Se cumplieron los principios enunciados en la Declaracion de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial actualizada en el 2008.%° El consentimiento
informado de participacion fue entregado a todos los pacientes con indicacion de
ANCA en la consulta, con tiempo suficiente para decidir su participacion y antes de
las extracciones de sangre. Se les explicé verbalmente el objetivo de la
investigacion. La informacion obtenida fue de caracter confidencial.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la titulacion (maxima dilucién a la que se observd fluorescencia) de los controles
del laboratorio en el ensayo de referencia (Figura), se observé que el control
negativo se mantuvo de esta forma a todas las diluciones, el control positivo de
CcANCA tuvo un titulo 1/160 y el control positivo de pANCA present6 un titulo de
1/640, lo cual demuestra que los controles obtenidos en el laboratorio son
adecuados, segln lo reportado en la literatura.*®

B Control negativo O Control positivo c- ANCA O Control positivo p-ANCA
7
G
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referencia laboratorio referencia laboratorio

Figura. Evaluacion de los controles al realizar la determinacidn anticuerpos
anticitoplasma del neutrdfilo, en el sistema del laboratorio v el ensayo de referencia.
Dilucian: 1: 110, 2: 1020, 3. 1440, 4. 1/80, 5. 1A160, B: 1/320, 7 1/840. ¢ ANCA: Patrdn de

fluarescencia citoplasmatica. p ANCA: Patran de fluorescencia perinuclear.

En la evaluacion, en el sistema soporte-sustrato desarrollado en el laboratorio con
respecto al ensayo de referencia, utilizando los controles obtenidos (Figura), se
observé un buen grado de concordancia para el control negativo y el control
positivo pANCA. El control positivo cANCA mostré un titulo mayor en el sistema
soporte sustrato del ensayo de referencia. Estas diferencias consideramos que se
deben a la metodologia empleada para el aislamiento de los neutréfilos. No
obstante cumple con los requisitos establecidos ya que existe una buena
discriminacion con el control negativo y no se observaron reacciones inespecificas.
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Como se observa en la Tabla 1, en las laminas conservadas por 1 mes de 2-8 °C, el
control positivo cANCA no present6 fluorescencia y aunque el control positivo
pPANCA mantuvo su titulo, se observaron reacciones inespecificas. Sin embargo, en
las laminas conservadas a -20°C, se obtuvieron resultados adecuados. *® El control
negativo no mostré fluorescencia en laminas incubadas a diferentes tiempos. El

control positivo cANCA mostré un titulo de 1/160 en todos los tiempos de

conservacion, el control pANCA disminuyd el titulo a medida que aumentd el tiempo
de conservacion en las laminas con neutrofilos fijados en etanol. En las [aminas con
neutrofilos fijados en formalina, no varié la fluorescencia de los controles con el
tiempo de conservacioén. El tiempo 6ptimo de conservacion del soporte con el
sustrato es de 3 meses, ya que con este tiempo se alcanza la mayor fluorescencia
de los controles.

Tabla 1. Influencia de las condiciones de almacenamiento de las laminas portaobjetos
en la determinacion de anticuerpos anticitoplasma del neutrdfilo

Tipo de
lamina
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Formalina
Formalina

Formalina

Tiempo
iMeses)

1
1

d= | L2

W]

Temperatura

("¢
287

Contral
negativo

a

o ool o a O

AMCA Anticuerpos anti citoplasma del neutrdfilo.

*Se ohservaron los neutrdfilos deshidratados. ™5e observaron reacciones inespecificas.

Control c AMNMCA,

14160
14160
14160

Contral p AMCA

1/640 =
1/640
1/640
14160
14160
14160
14160

La dilucién 6ptima de trabajo del conjugado fue de 1/100 y de los controles 1/20
(Tabla 2), lo cual coincide con lo reportado en la literatura para la determinaciéon de

ANCA. %45

Tabla 2. Evaluacidn de la dilucidn de la muestra y el conjugado al realizar la determinacidn
anticuerpos anticitoplasma del neutréfilo

Larminas de etanol

Laminas de formalina

Diluciones
Control de Diluciones del conjugado Diluciones del conjugado
controles 1/80 17100 14120 1/80 14100 1120
110 negativo negativo negativo negativo | negativa | negativo
Megativo 1£20 negativo negativo negativo negativo | negativa | negativo
1/40 negativo negativo negativo negativa | negativa | negativo
N 140 positivo positivo positivo positivo positivo negativo
E'ﬁ}gi 1/20 positivo positivo positivo positivo positivo negativo
1/40 positivo positivo pasitivo positivo pasitivo negativo
110 positivo positivo positivo
Positivo 1/20 positivo positivo positivo
C-ARCA, — — —
1/40 positivo positivo positivo
AMCA Anticuerpos anti citoplasma del neutréfilo.
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Los ANCA determinados mediante inmunofluorescencia indirecta estuvieron
presentes en 7 pacientes con vasculitis asociada a ANCA (54%) y en 3 pacientes
con sospecha de vasculitis asociada a ANCA (43%). Estos valores son inferiores a
los reportados en la literatura, * % ** ** debido fundamentalmente a la diversidad de
criterios clinicos para el diagnéstico de las vasculitis. De los pacientes con lupus
eritematoso sistémico 13 presentaron ANCA (37%) y 2 pacientes con artritis
reumatoidea (19%), valores inferiores a los reportados en la literatura; se encontré
asociacion de los ANCA tanto para el lupus eritematoso sistémico (p<<0,0284) como
para la artritis reumatoidea (p<0,007). Solamente 2 individuos sanos presentaron
ANCA (8%).

Los resultados obtenidos para la determinacion de los parametros de validaciéon del
ensayo se muestran en la Tabla 3. La sensibilidad diagndstica obtenida en los
pacientes con vasculitis asociada a ANCA fue de 100% y la especificidad diagnoéstica
de 91% con respecto al ensayo de referencia. Los valores predictivos positivos y
negativos fueron 90% y 100% respectivamente. La eficacia obtenida para el ensayo
fue de 95%. El indice Kappa obtenido fue de 0,9. Este indice demuestra una buena
concordancia con el ensayo de referencia de inmunofluorescencia indirecta segun la
literatura. & *°

Tabla 3. Positividad de anticuerpos anticitoplasma del neutrdfilo utilizando el
metodo desarrallado en el labaratario y el ensayo de referencia

Ensayo de referencia de Ensayo de referencia
Ensayo del inmunafluorescencia indirecta ELIZA
labaratorio FPositivos Megativos Fositivos Megativos
Fositivos = 1 B 1
Megativos 0 10 0 11

ELISA: Ensayo de inmunoabsorcidn ligado a enzima.

La sensibilidad y especificidad de los patrones cANCA y pANCA obtenidos mediante
Inmunofluorescencia indirecta en pacientes con vasculitis con respecto a la
positividad frente la proteinasa 3 y la mieloperoxidasa determinados mediante
ELISA fueron de 100% y 92% para ambos patrones, los valores predictivos fueron
el positivo de 89% y el negativo de 100%. La eficacia fue de 95% Yy el indice Kappa
de 0,9, lo cual demuestra una buena concordancia con el ensayo de referencia de
ELISA segun lo reportado en la literatura. % *°

Todos los patrones presentes en los pacientes con artritis reumatoidea fueron
pPANCA atipicos, mientras que en el lupus eritomatoso sistémico (LES) se obtuvieron
tanto patrones cANCA como pANCA atipicos.

Los resultados obtenidos permiten la utilizacidon de esta técnica en la practica clinica
en el Laboratorio de inmunologia del Centro Nacional de Genética Médica, donde se
reciben muestras para la realizacion de estudios de autoinmunidad provenientes de
diferentes provincias del pais, a través de la red de Genética Médica.

CONCLUSIONES

El método de inmunofluorescencia indirecta para la determinaciéon de ANCA
estandarizado y validado tiene una gran utilidad diagnéstica y puede ser aplicado
en el estudio de las vasculitis dependientes de ANCA, encontrdndose una gran
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concordancia entre los patrones y las especificidades antigénicas que mas se
asocian a estas enfermedades. Es importante tener en cuenta la presencia de los
ANCA en otras enfermedades como el lupus eritematoso sistémico y la artritis
reumatoidea.
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