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1. INTRODUCCION

El diagnéstico de las enfermedades autoinmunes (EAI) e infecciosas puede realizarse utilizando un
gran numero de técnicas inmunologicas. Las mismas, permiten tanto la identificacion como
cuantificacion de los antigenos especificos reconocidos. Ademas, este tipo de técnicas han
evolucionado de manera importante en las ultimas décadas, ya que se han desarrollado pruebas con
mayor especificidad y sensibilidad. Entre las técnicas mas utilizadas se encuentra la
inmunofluorescencia indirecta (IFI), que consiste en la identificacion de los anticuerpos que
reconocen estructuras antigénicas celulares nativas.

Esta técnica es un poco mas compleja que la inmunofluorescencia directa (IFD), requiere mas pasos
y es posible que sufra mas interferencias, pero en contrapartida es mucho mas flexible que una técnica
directa. En este aspecto, ya que es posible que un anticuerpo primario una a mas de un anticuerpo
secundario, existe un efecto de amplificacion que también aumenta la sensibilidad de la técnica.
Recordemos que los anticuerpos constan de dos partes, una region variable, que es la que reconoce al
antigeno y una constante, reconocida por el anticuerpo secundario. Asimismo, s posible que existan
varios anticuerpos que reconozcan diferentes antigenos (es decir que tengan diferentes regiones
variables) pero que comparten la misma region 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 ¢l esfuerzo técnico y el costo de modificar cada uno de los anticuerpos
primarios para acarrear ¢l fluoréforo.

La interaccion se evidencia por medio de un anticuerpo anti-inmunoglobulina humana, obtenido en
conejo, cabra o cobayo, dirigido contra las fracciones constantes (Fc) de las inmunoglobulinas IgG,
IgA y/o IgM. Este anticuerpo anti-inmunoglobulina humano esta conjugado o acoplado a un
fluoroforo, generalmente isotiocianato de fluoresceina (FITC). Las improntas utilizadas en ¢l ensayo,
una vez finalizada la técnica de IFI, se observan en un microscopio de epifluorescencia (Hernandez
Ramirez y Cabiedes, 2010).

Sin embargo, para poder desempeiiarnos de una forma mas completa en el ¢jercicio profesional, s

relevante el manejo de los datos clinicos, lo que implica interaccion activa con el equipo de salud.

2. ENFERMEDADES AUTOINMUNES
2.1. Fundamento tedrico - conceptual

La deteccion de anticuerpos dirigidos contra antigenos nucleares, citoplasmaticos y mitdticos pucde

realizarse utilizando como sustratos lineas celulares epiteliales humanas como las células HEp-2.
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El nombre es un acrénimo acuiiado por el grupo de investigacion original que proviene de Human
Epidermoid carcinoma strain; actualmente se utiliza también segun la connotacion Human
Epithelioma (Toolan, 1954).

Las c¢lulas originales provenian de un tumor metastasico nodular de laringe; extirpado en el afio 1952
de un paciente masculino de 57 afios de edad que padecia cancer de garganta. Las mismas,
quirargicamente removidas, fueron posteriormente implantadas en ratas inmunosuprimidas por
irradiacion con rayos X y cortisona, para finalmente ser establecidas en cultivo celular (Toolan, 1954;
Fjelde, 1955).

Un sustrato ideal de células HEp-2 debe cumplir ciertos estandares (Hammar, 2013):

e Los nucleos celulares deberian ser grandes y de tamafio y forma regulares.

e La distribucion de células no deberia ser ni demasiado densa, ni demasiado dispersa, ¢l
numero optimo deberia estar entre 70 y 100 células por campo a un aumento de 400, menos
de 50 o mas de 110 no es adecuado.

e Es neccesario que tengan citoplasmas amplios, donde puedan distinguirse claramente
diferentes patrones citoplasmaticos y donde el nucleo se encuentre claramente delimitado.

e Debe poseer un numero considerable de células en diferentes fases del ciclo celular.

e Decbe permitir ver un nimero limitado de cromosomas (<10) con claridad. De dos a seis
cromosomas en los cuales de uno a tres se encuentran en metafase es lo 6ptimo.

o Debe tener una fluorescencia de fondo minima.

Hasta el dia de hoy, la deteccion de autoanticuerpos por medio de células HEp-2 sigue manteniendo
un rol central. En casos en que se sospecha una enfermedad autoinmune, el ensayo sobre células HEp-
2 es el método de tamizaje recomendado, el cual ademas tiene una excelente relacion beneficio/costo
y permite un diagndstico diferencial de alta calidad entre varias enfermedades autoinmunes (EAI).
Cualquier resultado positivo, es seguido por lo general de una bateria de determinaciones en etapas,
las cuales, dependiendo de la reactividad que presentan los anticuerpos frente a HEp2, pueden incluir
otras prucbas inmunoldgicas tales como ELISA  (acrénimo del inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay - ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima) para anticuerpos individuales

o 1nmunoblot.


https://es.wikipedia.org/wiki/Epitelioma
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer
https://es.wikipedia.org/wiki/Inmunosupresi%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Rayos_X
https://es.wikipedia.org/wiki/Ciclo_celular
https://es.wikipedia.org/wiki/Autoanticuerpo
https://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad_autoinmune
https://es.wikipedia.org/wiki/Diagn%C3%B3stico_diferencial
https://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpo
https://es.wikipedia.org/wiki/Inmunoblot
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Los cultivos celulares, o los cortes histoldgicos de tejidos presentan a los antigenos relevantes en su
ambiente natural, ademas de que permiten la determinacién de multiples anticuerpos
simultdneamente con una alta sensibilidad. La deteccion de autoanticuerpos por medio de células
HEp-2 provee mucha mas informacién que una simple sefial, positiva o negativa. Muchos anticuerpos
presentan patrones de fluorescencia caracteristicos, (homogéneo, granular, nucleolar, punteado,
citoplasmaético) que permiten la diferenciacidn en varios grupos de autoanticuerpos. En especial para
la determinacién de ANA/FAN, las células HEp-2 de cultivo proveen una mayor sensibilidad que los
cortes histolégicos de tejidos de mamiferos. Los diferentes patrones de fluorescencia son facilmente
discernibles en la monocapa de células HEp-2, mientras que son dificiles de apreciar en los cortes de
tejido de higado y rifiobn de rata. Asimismo, los anticuerpos que reconocen antigenos drgano-
especificos, se investigan en improntas de cortes de tejidos especificos, tales como corazon,
estomago, higado y rifién de rata, tiroides de conejo fijados y sin fijar, es6fago de mono.

Los anticuerpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) son un grupo de autoanticuerpos
principalmente de tipo 1gG, dirigidos contra antigenos que se encuentran presentes en el citoplasma
de los neutrofilos. Se pueden detectar en un gran nimero de EAI, pero se encuentran particularmente
asociados a la vasculitis sistémica, también llamada vasculitis asociada a ANCA.

En este caso se utilizan neutréfilos fijados con formalina y etanol.

La Tabla 1 muestra los diferentes tipos de anticuerpos, incluyendo las enfermedades relacionadas con
sus porcentajes de incidencia.

Tabla 1: Incidencia de EAIl y los diferentes autoanticuerpos.

Autoanticuerpos Enfermedad relacionada Sustrato Dilucién de % de
antigénico screening Incidencia
ANA/FAN Lupus Eritematoso Higado/Rifi6n 1/40 95 - 100
Sistémico HEp-2 1/80 70 - 90
Esclerodermia > 95
Sindrome de Sjogren > 90
Acrtritis Reumatoidea 15 - 30
Acrtritis Juvenil 24 - 45
Cirrosis Biliar Primaria 95
Hepatitis autoinmune tipo |
AMA Cirrosis Biliar Primaria Rifony 1/40 95
Hepatitis autoinmune tipo I  Estémago 25 -28
Cirrosis Criptogénica 15 - 30
ASMA Hepatitis autoinmune tipo I  Estémago y 1/40 40 - 70
Cirrosis Biliar Primaria Rifion 50
Cirrosis Criptogénica 28
APCA Anemia perniciosa Estémago 1/40 > 90
Gastritis Atrofica Simple 60
Tiroiditis de Hashimoto 33
Ulcera Gastrica 22


https://es.wikipedia.org/wiki/Cultivo_celular
https://es.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno
https://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpos_antinucleares
https://es.wikipedia.org/wiki/Monocapa
https://es.wikipedia.org/wiki/H%C3%ADgado
https://es.wikipedia.org/wiki/Autoanticuerpo
https://es.wikipedia.org/wiki/IgG
https://es.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno
https://es.wikipedia.org/wiki/Citoplasma
https://es.wikipedia.org/wiki/Neutr%C3%B3filo
https://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad_autoinmune
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Vasculitis_asociada_a_ANCA&action=edit&redlink=1

Practica Electiva - Maria A. Alcaraz

Sindrome de Sjogren 15
ATA Enfermedad de Hashimoto  Tiroides 1/20 70 - 90
Enfermedad de Graves 40
EVI Enfermedad de Chagas - Corazobn 1/20 45 - 75
Cardiopatia Chagaésica
Anti DNAnN Lupus Eritematoso Crithidia 1/10 > 75
Sistémico Luciliae <2
Otras Patologias
Anti - LKM-1 Hepatitis autoinmune tipo Rifidn e Higado 1/40 80
1l 7
Hepatitis C
EMA IgA Enfermedad Celiaca Es6fago de 1/5 100
Dermatitis Herpetiforme mono 90

2.2. Anticuerpos anti-DNAnN
El ensayo se fundamenta en el reconocimiento de los anticuerpos que reaccionan contra el DNA de
la mitocondria gigante (kinetoplasto) del parasito (hemoflagelado) Crithidia luciliae (Fig. 1)
(Schwartz & Stollar, 1985; Griemberg y col, 2006; Wang, 2019).

Fig. 1 Estructura de Crithidia luciliae

Actualmente, la IFI se utiliza en los estudios de autoinmunidad para la deteccion de anticuerpos anti-
DNA de doble cadena (DNAds) o DNA nativo (DNAn) utilizando como sustrato Crithidia luciliae
(Fig. 2).

La prueba sélo se considera positiva cuando se tifie el kinetoplasto independientemente de la tincién
en el ndcleo ya que, en este Ultimo, puede existir reactividad contra otros componentes, lo que podria
dar resultados falsos positivos.

La técnica es altamente especifica, el isotipo 1gG se considera marcador diagnéstico del LES por su
elevada especificidad (> 95%) (Méndez Rayo y col, 2018). Se consideran también marcadores
prondsticos debido a que su presencia marca un curso multisistémico mas grave del LES, asi como
la presencia o el desarrollo de manifestaciones renales o del sistema nervioso central (SNC). Los
titulos de estos anticuerpos se relacionan generalmente con la actividad clinica (especialmente en
nefritis lapica) y por ello, se consideran marcadores de actividad del LES. Los anticuerpos

depositados fijan complemento y sus niveles séricos disminuyen por consumo.
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También se ha visto que la subclase de IgG puede ser importante por estar relacionada con su
capacidad diferente para activar complemento; los anticuerpos isotipos IgG1 son considerados menos
patégenos que los isotipos 1gG2a, ya que son menos eficientes en la activacion de complemento.

En respuesta al tratamiento terapéutico, el titulo de anticuerpos disminuye o se negativiza y el
complemento recupera valores normales.

Sin embargo, no olvidemos que, a pesar de su especificidad, estatécnica es poco sensible, por lo que

es conveniente en ciertos casos confirmar los resultados con otras pruebas como el ELISA.

Fig.2. IFI anti-DNAnN (400X)

Kinetoplasto

Nucleo

2.3. Anticuerpos anti-nicleo-citoplasmaticos (ANA/FAN)

Los ANA/FAN son inmunoglobulinas que reconocen componentes celulares autélogos (nucleares y
citoplasmaticos). Es importante tener en cuenta, que en circulaciéon pueden encontrarse también
autoanticuerpos naturales y relacionados a procesos infecciosos (Cabiedes y Nufiez Alvarez, 2010).
Los ANA/FAN detectados por IFI deben ser considerados teniendo en cuenta el patrén y titulo. La
deteccion especifica de diversos autoanticuerpos (anti-ENA, anti-DNAnN) resulta Gtil en el diagndéstico
y seguimiento de pacientes con enfermedades autoinmunes. Por tal motivo, su deteccion debe
realizarse de manera ordenada y razonable, empleando las guias o estrategias enfocadas al buen uso
e interpretacion de la presencia de autoanticuerpos.

La identificacién y cuantificacion de ANA/FAN no s6lo incluye antigenos que se localizan en el

nucleo de células HEp-2, sino también aquellos presentes en el citoplasma y células mitéticas (Fig.

3).
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Fig. 3. Estructura de la célula HEp-2 en interfase

La importancia de usar células HEp-2 como sustrato se fundamenta principalmente en que tienen
caracteristicas particulares. Un ndcleo més grande de lo normal, debido a su gran cantidad de
antigenos nucleares (mas de 46 cromosomas, mas de 3 nucléolos, abundantes ribonucleoproteinas)
(Cabiedes y Nuafiez Alvarez, 2010). Asimismo, expresan una variedad de antigenos citoplasmaticos
relacionados a organelas como mitocondrias, lisosomas, ribosomas. Todo ello permite hacer una
facil deteccion e identificacion de los antigenos reconocidos por los autoanticuerpos, presentes en
los sueros de los pacientes con enfermedades autoinmunes. Ademas, por ser una linea celular muy
activa, se pueden observar todas las fases del ciclo celular en los cultivos, con lo que se facilita la
identificacion de antigenos presentes sélo en las fases de divisidn, como los centrémeros o aquellos
conocidos como proliferacién celular de antigenos nucleares (PCNA).

La Fig.4 muestra las fases del ciclo celular que deben tenerse en cuenta para identificar los distintos
patrones. Recordemos que cada una de ellas, profase, metafase, anafase y telofase, presentan
caracteristicas antigénicas diferentes.

La deteccion de ANA/FAN por IFI utilizando como sustrato células HEp-2 es Gtil como prueba de
tamizado inicial, debido a que los patrones de tincidbn mas comunes se relacionan con una gran
variedad de antigenos.

Se considera que un ANA/FAN es positivo a partir de la dilucién 1/80 en adultos (aunque algunas
guias recomiendan considerar el limite inferior a partir de 1/160 y en pediatria 1/10 o 1/20 (Hernandez
Flérez y Valor, 2018).

La Tabla 2 muestra los distintos patrones, imagenes y antigenos de fluorescencia relacionados a los
distintos autoanticuerpos.

Tabla 2. Patrones, imagenes y antigenos asociados a autoanticuerpos

Patron Imagen (Nomenclatura segln Antigenos
ANAPatterns)
AC-1 Nuclear homogéneo DNAds, histonas, Ku
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AC-2 Nuclear granular fino DFS70/LEDGF
denso
AC-3 Centromero CENP-A/B

AC-4 Nuclear granular fino

SS-A/Ro, SS-B/La, Mi-2, TIF1, Ku

AC-5 Nuclear granular grueso

HnRNP, UIRNP, Sm, ARN
polimerasa II1

AC-6 Granulos nucleares
multiples

Sp-100, proteinas PMN, MJ/ NXP-2

AC-7 Granulos nucleares
€5¢asos

P80-Colina-SMN

AC-8 Nucleolar homogéneo

PM/Scl, PM/Scl-100, Th/To,
B23/nucleofosmina, Nucleolina,

Nuclear No35/SC63
AC-9 Nucleolar grumoso U3snoRNP/fibrilarina
AC-10 Nucleolar granular ARN polimerasa I, hUBF/NOR-90
AC-11 Membrana nuclear lisa Laminas ABC o proteinas asociadas
con las laminas
AC-12 Membrana nuclear Complejo de proteinas de los poros
granular nucleares: ejemplo gp210
AC-13 Parecido a PCNA Antigeno nuclear de células
proliferativas
AC-14 Parecido a CENP-F Proteinas del centrémero F
AC-29 DNA-topoisomerasa-I DNA-topoisomerasa-I
AC-15 Citoplasmatico fibrilar Antigenos, actina, miosina no
lineal muscular
AC-16 Citoplasmatico fibrilar Vimentina, citoqueratina,
filamentar tropomiosina
AC-17 Citoplasmatico fibrilar Actina alfa, vinculina
segmentado
AC-18 Citoplasmatico granular | GW 182, Anti-Su/Ago2
Ci i discreto
itoplasmatico

AC-19 Citoplasmatico granular
fino denso

PL-7, PL-12, Proteina P ribosomal

AC-20 Citoplasmatico granular
fino

Jo-1/sintetasa del Histidil del ARNt

AC-21 Citoplasmatico
reticular/AAM

PDC-E2/M2, BCOADC-E2,
subunidad E1 de PDC, E3
DP/proteina X

AC-22 Citoplasmatico granular
polar

Giantina/macrogolgina, Golgin-
95/GM 130, Golgin-160, Golgin-97

10
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AC-23 Bastones y anillos
AC-24 Centrosoma

Mitético AC-25 Huso mitético
AC-26 Parecido a NuMA
AC-27 Puente intercelular

AC-28 Envoltura cromosémica
mitotica

IMPDH2

Centriolos

HsEQ5
NuMA

Ninguno

Histona H3 modificada, MCA-1

DNAds: DNA de cadena doble; DNAn: DNA de cadena sencilla o nativa; RNP: ribonucleoproteinas

Fig. 4. Mitosis celular

2.4. Anticuerpos anticitoplasma del neutr6filo (ANCA)

La IFI se utiliza también como prueba de tamizado inicial para la detecciéon de ANCA, debido a que

en ella se observan los 3 patrones de tincidn que se relacionan con manifestaciones clinicas de

autoinmunidad. Los patrones son el citoplasmico o cANCA, el perinuclear o pANCA y el atipico o

XANCA. EIl patrén cANCA se caracteriza por presentar una tincién citoplasmica en neutréfilos

fijados con etanol o acetona. Los anticuerpos que dan el patrén cANCA reconocen proteinas

débilmente catidnicas o neutras como la proteinasa-3 (PR-3) y la proteina catidnica de 57kDa (CAP-

57), las cuales se liberan de los granulos especificos por el tratamiento de las células con alcohol o

acetonay se distribuyen de manera homogénea en el citoplasma de los neutréfilos. (Fig. 5) (Cabiedes

y Nafiez Alvarez, 2010).

Fig. 5. IFI patrdn cANCA (1000X)

El patron pANCA se observa en neutréfilos fijados con etanol o acetonay es perinuclear. El patrén

esta dado por los anticuerpos que reconocen proteinas fuertemente catiénicas como: mieloperoxidasa

11
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(MPO), elastasay azurocidina, las cuales cuando son liberadas de los granulos primarios y especificos
del neutréfilo se reorganizan en la periferia del nacleo, el cual tiene carga negativa por el DNA (Fig.
6) (Herndndez Ramirez y Cabiedes, 2010). El patrén pANCA se debe confirmar en neutréfilos fijados
con formalina. La formalina es un solvente organico que reduce el efecto de atraccion de las proteinas
catiénicas (MPO, elastasa y azurocidina) hacia el DNA, con lo que quedan distribuidas en el

citoplasma.
Fig. 6. IFI patrén pANCA (1000X)

El patron xANCA o atipico es el resultado del reconocimiento de las proteinas: catepsina G, lisozima
y lactoferrina. Dichas proteinas se liberan de los granulos especificos de los neutréfilos y se
redistribuyen en la periferia del nicleo cuando son tratados con etanol, acetona o formalina. Es
importante enfatizar que el efecto de reacomodo perinuclear de las proteinas mencionadas no se ve
modificado en los neutrofilos fijados con formalina (Fig. 7) Por ser un patron perinuclear se puede
confundir con el patron pANCA, por lo que es importante estudiar las muestras de los pacientes que
presentan dicho patron en neutrofilos fijados con alcohol o acetona y en neutréfilos fijados con

formalina (Hernandez Ramirez y Cabiedes, 2010).

Fig. 7. IFI patrén XANCA (1000X)

12
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2.5. Anticuerpos anti-antigenos drgano especificos

La técnica de IFI nos permite evaluar la presencia de los autoanticuerpos presentes en las muestras
de pacientes con enfermedades autoinmunes, los cuales reconocen antigenos especificos de
determinados 6rganos. Para caracterizar los anticuerpos dirigidos contra los distintos antigenos
especificos, es necesario utilizar un ensayo de ELISA. Para la deteccion de anticuerpos 6rgano
especificos, se emplean improntas que contienen cortes de tejidos de 6rganos, en su mayoria de
primates. Entre ellos podemos mencionar, glandulas adrenales, musculo cardiaco, es6fago (para
identificar anticuerpos antiendomisio), rifidn (para identificar anticuerpos antimembrana basal
glomerular) y pancreas (para identificar anticuerpos anticélulas de los islotes pancreaticos). Para
ejemplificar, se observa un corte de estémago y rifién de ratay las iméagenes de fluorescencia (Fig.8).

Fig. 8. Corte de estémago y rifién de rata (400X)

3. ENFERMEDADES INFECCIOSAS

3.1. Fundamento teérico conceptual

Las enfermedades infecciosas representan un importante problema de salud. Con el desarrollo en las
Gltimas décadas del siglo pasado de los antimicrobianos y la inmunoterapia, se insinud en algln
momento que se alcanzaria el control de estas enfermedades, pero en la actualidad continta afectando
a millones de personas, sobre todo en paises con recursos limitados (Garcia Palomo y col, 2010).
Las infecciones exdgenas se producen por una contaminacion directa por microorganismos del
ambiente (presentes en el aire, suelo, agua, animales del entorno, otras personas con infeccién o
portadores); por tanto las vias o rutas de transmisién mas frecuentes serian: la transmision fecal-oral
(a partir del agua, alimentos contaminados), la via aérea (aerosoles o gotas desde las secreciones
respiratorias), inoculacién transcutanea directa y mordeduras, transmisién parenteral (transfusiones
de material contaminado), la via sexual y latransmisién por artrépodos o insectos vectores.

Dado el amplio espectro de signos y sintomas con que pueden presentarse las enfermedades
infecciosas debe realizarse una completa historia clinica que puede ayudar a identificar la localizacion
de la infeccidn, asi como el microorganismo probablemente causal.

Si bien existen diferentes metodologias que permiten el diagndstico de enfermedades infecciosas, la

IFI es una herramienta utilizada en el laboratorio clinico. Es una técnica util para la deteccion
13
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serologica de distintos isotipos de anticuerpos, involucrados en la inmunopatologia de distintas
infecciones, como enfermedad de Chagas, toxoplasmosis, sifilis, entre otras. En algunos casos,
complementa el panel serologico a la hora de diferenciar entre fase aguda y cronica; sin embargo, en
sifilis, resulta util porque es una prueba confirmatoria, al utilizar un antigeno treponémico. Asimismo,
los estandares de referencia guardan relacion con las caracteristicas epidemiologicas de cada una de
cllas, sobre todo lo referente a la endemicidad.

Por cllo, es importante tener en cuenta tres aspectos fundamentales al realizar un método de
diagnostico: ;Cuando realizarlo?, ;Qué tipo de analisis se debe efectuar? y ; Cuales son los objetivos
del analisis?

3.2. Anticuerpos anti - Toxoplasma gondii (T. gondii)

La toxoplasmosis es una de las zoonosis parasitarias mas difundidas en ¢l mundo, causada por el T
gondii.

La adquisicion de una toxoplasmosis en el paciente inmunocompetente suele ser asintomatica, un
numero muy bajo de los nifios y adultos tienen manifestaciones clinicas con la infeccion aguda. La
forma de presentacion es muy variable. La forma de presentacion clinica mas frecuente de la
toxoplasmosis aguda adquirida, en el individuo inmunocompetente, es la linfadenitis. Se presenta con
fiebre, astenia y adenopatias, la ausencia de linfomonocitosis hiperbasofila en el hemograma permite
establecer el diagnostico diferencial con la mononucleosis infecciosa. (Andreu Mata, 2015)

La forma congénita puede mantenerse asintomatica toda la vida o presentar un nimero impredecible
de reactivaciones. La forma adquirida postnatal ocurre durante una pri-moinfeccion donde el ojo es
una de las posibles localizaciones. Desde el punto de vista clinico es muy dificil distinguir entre una
y otra forma de adquisicion.

La infeccidn genera en el individuo la respuesta de la inmunidad humoral y celular. Los anticuerpos
presentes se ponen en evidencia con técnicas de laboratorio especificas. Las pruebas disponibles de
primera linea, utilizadas en una primera instancia o de tamizaje, detectan anticuerpos especificos anti-
Toxoplasma gondii, tipo IgG e IgM. Para la determinaciéon de IgG debe elegirse una técnica sensible
y temprana, estas caracteristicas las cumplen las pruebas de inmunofluorescencia indirecta anti-IgG,
el enzimoinmunoensayo y la aglutinacion directa. En la inmunofluorescencia indirecta el principio de
este procedimiento se basa en ¢l uso de laminas portaobjetos con areas circulares con trofozoitos de
T gondii, previamente fijados y listos para la identificacion de inmunoglobulinas especificas
contenidas en la muestra.

Los anticuerpos de clase IgG presentes en el sucro del paciente, se adhieren a la pared del parasito,
donde se detectan, por medio de una anti-IgG humana marcada con isotiocianato de fluoresceina. La

reaccion se lee al microscopio de fluorescencia y se determina el titulo en la ultima dilucion del suero,
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en la cual se ve fluorescencia en toda la periferia de los trofozoitos. Se considera no reactiva cuando
el parasito se observa completamente rojo o si la fluorescencia se ve localizada en uno de los extremos
lo que se denomina fluorescencia polar.

La deteccidon de anticuerpos IgG, independientemente del titulo obtenido, confirma ¢l estado inmune
de la paciente. Los titulos elevados son expresion de infeccion reciente y estos pueden persistir mas
alla del afio. En las infecciones antiguas predominan los titulos bajos.

Las IgM estan habitualmente presentes en la infeccion aguda y ausentes en la cronica, aunque se
puede persistir reactiva durante meses o afios. (Andret Mata, 2015)

3.3. Anticuerpos anti — Trypanosoma cruzi (T cruzi)

La IFI se aplica al diagnostico de leishmaniasis y la Enfermedad de Chagas utilizando como sustrato
antigénico epimastigotes de T cruzi (Vasquez Huerta y col, 2011).

IFT es una técnica de muy buena sensibilidad y especificidad diagndstica y relativamente de bajo
costo debido principalmente a que el sustrato antigénico puede ser preparado en cualquier laboratorio
de mediana complejidad. Esta técnica es utilizada para el diagndstico de varias enfermedades.

La literatura especifica menciona que no es recomendable el uso de la IFI cuando coexisten la
Enfermedad de Chagas y la Leishmaniasis. Ello se debe a que la IFI presenta reaccion cruzada para
estas dos enfermedades, condicion que reduce notablemente su especificidad y por lo tanto su valor
predictivo positivo. Asi mismo existe la necesidad de hacer el diagndstico de leishmaniasis lo cual
permite usar como antigeno epimastigotes de T Cruzi cuando no se pueda contar con cepas de
Leishmania. Ello permitié visualizar diferencias en cuanto a la localizacién de la fluorescencia en el
parasito, segun se trate de sucros de pacientes con infeccion chagasica o leishmaniasica (Griemberg
y col, 2006). Por esta razon es necesario establecer patrones de coloracion para cada enfermedad, ya
que este conocimiento no esta reportado en la bibliografia y puede ser de mucha ayuda en laboratorios
que no cuentan con todos los recursos. Ademas, el cultivo de Tc es relativamente facil en comparacion
con el cultivo de Leishmania (Vasquez Huerta y col, 2011).

La observacion cuidadosa de las improntas preparadas con epimastigotes de T.cruzi y utilizando
sucros de pacientes con infeccion chagasica mostrd un patron de coloracion periférico, es decir,
coloracion fluorescente amarillo verdosa intensa en la membrana celular y en el flagelo y menos
intensa en el citoplasma; el nucleo apenas colored su membrana. Pero si observamos la misma
preparacion antigénica utilizando, esta vez, sueros de pacientes leishmaniasicos, la coloracion
fluorescente fue intensa solo en el nucleo ¢ inexistente en el resto del parasito. A este tipo de

coloracién la denominamos patrén de coloracion nuclear.
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Se considera prueba positiva a la coloracién fluorescente de la membranay flagelo principalmente y
con menor intensidad el citoplasma de los parasitos (patrén de coloracién periférico) utilizando
epimastigotes de T cruzi como sustrato antigénico (Fig. 9).

Fig. 9. IFI epimastigotes de T cruzi (1000X)

Recordemos que la OMS (2002) debido a la distinta capacidad inmunogénica de las distintas cepas
del paréasito, la distinta respuesta inmunitaria entre los pacientes y la existencia de reacciones cruzadas
con otros tripanosomatidos que coexisten en las &reas endémicas cuando utilizamos antigenos crudos
del parasito, recomienda que, al menos, se realicen dos pruebas en paralelo que utilicen antigenos o
principios distintos. En consecuencia, un individuo esta infectado cuando el resultado de dos tests
seroldgicos es positivo. Un problema que habitualmente se plantea con la serologia durante la fase
cronica es la obtencién de resultados discordantes, indeterminados o no concluyentes. Habitualmente
este problema de discordancia de resultados entre técnicas aparece cuando los titulos seroldgicos son
bajos y cercanos al umbral de positividad lo que supone que decidir la reactividad o no de una muestra
conlleva cierta imprecision. En aquellos casos en que dos pruebas seroldgicas distintas, siguiendo las
recomendaciones de la OMS, no sean suficientes para confirmar la infeccién se debe recurrir a una
tercera técnica. Los expertos recomiendan que se utilice la IFI que tiene una sensibilidad del 95 % y
una especificidad del 100 %. A pesar de ello, muchas veces no es lamas aconsejable ya que su lectura
es subjetiva, depende de la experiencia del operador y se recomienda que se realice en un centro
especializado. Se han propuesto alternativas a la IFI como las técnicas que utilizan antigenos de
secrecidn-excrecion del parasito (TESA) utilizados en inmunoblot o ELISA, glicoproteinas 72 y 90
kDa, detectadas mediante radioinmunoensayo (RIPA) o antigenos recombinantes diversos usados en
inmunoblot (Riera, 2012-2013).

3.4. Anticuerpos anti - Treponema pallidum (T pallidum)

La sifilis es una infeccion sistémica crénica producida por T Pallidum. Se transmite generalmente por
contacto sexual y se caracteriza por episodios de enfermedad activa interrumpidos por periodos de
latencia. Tras un periodo de incubacidn promedio de tres semanas, aparece una lesiéon primaria o

chancro duro que con frecuencia se acompafia de adenopatia linfatica regional. En la fase
16



Practica Electiva — Maria A. Alcaraz

bacteriémica secundaria, aparecen las lesiones mucocutaneas simétricas y adenopatia linfatica
generalizada, se continua con un periodo de latencia de infeccion subclinica que dura muchos afios.
En los casos no tratados, s¢ desarrolla la fase terciaria que se¢ ha caracterizado por lesiones
mucocutaneas, musculoesqueléticas o parenquimatosas de caracter destructivo del sistema nervioso
central (SNC) (Carradas Bravo, 2003).

El examen microscopico en campo oscuro ¢s esencial para evaluar las lesiones cutaneas humedas
como ¢l chancro de la sifilis primaria o los condilomas planos de la sifilis secundaria. La
identificacion de un tnico microorganismo moévil caracteristico, efectuada por un observador
experimentado, es suficiente para el diagndstico. Una prucba negativa no excluye la posibilidad de
sifilis.

La infeccion sifilitica provoca la aparicion de dos tipos de anticuerpos - anticuerpo antilipido
“reaginico” y anticuerpo anti treponémico especifico - que puede cuantificarse mediante las prucbas
no treponémicas y treponémicas, respectivamente. Ambas son positivas en las personas que presentan
cualquier tipo de infeccidn treponémica, incluidos el pian, la pinta y la sifilis endémica. (Carradas
Bravo, 2003).

Los anticuerpos no treponémicos contienen IgG ¢ IgM dirigidas frente a un complejo antigénico
cardiolipina-lecitina-colesterol. Las pruebas no treponémicas mas utilizadas para la sifilis es la prueba
del Venereal Disease Research Laboratory (VDRL). En la actualidad se estan evaluando métodos
basados en la técnica de ELISA.

Existen dos pruebas treponémicas: la de absorcion del anticuerpo treponémico fluorescente (FTA-
Abs, Fluorescent Treponemal Antibody Absorption) y la determinacion de microhemaglutinacion
para anticuerpos frente a Tp (MHA-TP). Ambas son especificas y, cuando se las utiliza para la
confirmacion de positividad de las pruebas de anticuerpos reaginicos, tienen un valor predictivo
positivo para el diagnostico de sifilis elevado, aunque incluso estas pruebas dan falsos positivos, hasta
en 1 a 2% de los casos, cuando se utilizan como métodos de deteccion en la poblacion general.

En la sifilis primaria, la deteccion de anticuerpos puede incrementarse mediante la realizacion de la
prucba FTA-Abs (Fig. 10) o simplemente mediante la repeticion de la prueba VDRL al cabo de una
a dos semanas, si la prueba inicial fue negativa; pero una prucba de anticuerpos reaginicos no es
suficiente por si misma para la deteccion de la sifilis tardia sintomatica, en los casos probables de
sifilis tardia se debe realizar de manera sistematica la prucba FTA-Abs que es mas sensible. (Carradas
Bravo, 2003).

Todas las pruebas treponémicas y no treponémicas son siempre reactivas durante la sifilis secundaria,
y un resultado negativo excluye virtualmente la posibilidad de sifilis en un paciente que presente

lesiones mucocutancas compatibles. Menos de 1% de los pacientes con sifilis secundaria presenta
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negatividad o positividad débil en la prueba VDRL con suero no diluido, con positividad para

diluciones séricas mayores, lo que se conoce como fenémeno de prozona. Aunque las pruebas no

treponémicas se negativizan o muestran positividad con titulos bajos tras el tratamiento de la sifilis

inicial, las pruebas treponémicas suelen presentar positividad después del tratamiento y, por tanto, no

son Utiles para determinar la actividad de la infeccion en las personas con antecedentes de sifilis.
Fig. 10. FTA-Abs T pallidum (1000X)

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivos generales
e Adquirir habilidades y destrezas en el manejo de técnicas inmunolégicas.

e Conocery aplicar las normas de Bioseguridad en un laboratorio Clinico.

4.2. Objetivos especificos
e Profundizar los conocimientos inmunopatoldgicos y diagnoésticos, relacionados a distintas
enfermedades infecciosas y autoinmunes.
e Adquirir destreza en el manejo del microscopio éptico con adaptacién de epifluorescencia.
» Reconocer los distintos patrones de fluorescencia.

» Relacionar los patrones de fluorescencia con las diferentes caracteristicas clinicas de los

pacientes.

» Integrar e interaccionar las experiencias con el equipo de salud.
5. MARCO METODOLOGICO
Definicion operacional de variables y categorias
Tipo de variable Variable Categoria

Demogréfica Sexo Masculino/Femenino
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5.1. Lugar de desarrollo

El plan de trabajo de la Practica Electiva se desarrollo en el area Inmunoserologia del Laboratorio
Central del Hospital Escuela “Gral. José F. de San Martin” de la ciudad de Corrientes, por un periodo
de tres meses, a partir del mes de Noviembre de 2020.

5.2. Tipo de estudio y diseiio

Se realizo un estudio con enfoque cuantitativo de alcance correlacional y descriptivo.

6. POBLACION

6.1. Poblacion objetivo

Los pacientes incluidos en este estudio fueron aquellos que consultaron al servicio de Clinica Médica
y/o Reumatologia del Hospital Escuela “Gral. Jos¢ F. de San Martin” de la ciudad de Corrientes, tanto
ambulatorios como internados en €l.

6.2. Criterios de inclusion

Se incluyeron todos los pacientes diagnosticados con alguna enfermedad autoinmune o infecciosa.
6.3. Criterios de exclusion

No se considerd un criterio de exclusion.

6.4. Muestras

Se estudiaron setenta y cinco sueros (75), recepcionados en un periodo de tres meses, correspondientes
a individuos de ambos sexos, con rango etario entre 25 a 70 afios (con una media de 50 afios).
Cuarenta y sicte (47) de ellos corresponden a pacientes que padecian alguna enfermedad autoinmune

ya diagnosticada y dieciocho (18) controles negativos para las enfermedades seleccionadas.

7. PROCEDIMIENTO

Obtencion de la muestra

Las muestras fueron obtenidas por ¢l personal del Laboratorio Central del Hospital Escuela “Gral. Jos¢
F. de San Martin”de la ciudad de Corrientes.

Se realizo utilizando la técnica de puncion venosa convencional. Se incubo a 37°C durante 15-20
minutos hasta formacion del coagulo y luego se centrifugd a 3000 rpm para la separacion del suero.

Las mismas fueron alicuotadas (dos) y conservadas a 4°C hasta su procesamiento (una semana).

ANTICUERPOS ANTI-NUCLEO-CITOPLASMATICOS (ANA/FAN)
Reactivo: kit comercial de Biocientifica.
Procedimiento: se realizo la técnica de IFI utilizando células de la linea celular HEp-2. Se siguieron

los lincamientos del inserto del reactivo, partiendo de una dilucién de tamizaje 1/80 con PBS.
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Criterios de Reactividad

Tincién fluorescente de los nucleos y/o citoplasma de las células en interfase y/o mitdticas, de la linea
celular Hep-2.

Interpretacion de patrones:

Patente nuclear homogéneo (AC-1): se observa una imagen de tincién nuclear soélida con o sin
enmascaramiento aparente del nucleolo (antigenos: dsDNA, histonas)

Patente moteada (distintos patrones de ANApatterns): se observa una imagen de tincioén fina o
granulosa en los nucleolos generalmente sin fluorescencia en ¢l nucleolo (antigenos ENAs,
ribonucleoproteinas, Scl70)

Patente nucleolar (distintos patrones segun ANApatterns): se observa una imagen de tincidén nucleolar
homogénea o granular (antigenos: PM, Scl, U3RNP, NOR90, RNApolimerasa I, Scl170, Ku, otros).
Patente centromérica (AC-3): se observa una imagen nucleolar de tincion granular discreta con
tendencia al aparcamiento en las células en interfase, fuertes puntos alincados en la placa metafasica
durante la metafase (antigenos: proteinas centroméricas, A, B y C)

Criterios de No Reactividad

No se observa tincion fluorescente caracteristica (AC-0).

La interpretacion de los patrones de fluorescencia se realizé siguiendo los lineamientos del Consenso
Internacional sobre Patrones de Anticuerpos Antinucleares, ANApatterns. Es una herramienta que
permite describir los patrones morfologicos observados en IFI utilizando las células HEp-2. La
nomenclatura utilizada en es AC-n (anti-cé¢lula), en donde “n” toma valores desde 0 a 29, los cuales

corresponden a los diferentes patrones.

ANTICUERPOS ANTI - DNA nativo

Reactivo: kit comercial de Biocientifica.

Procedimiento: se utilizo la técnica de IFI sobre Crithidia luciliac. Se siguieron los lincamientos del
inserto del reactivo y en este caso se realizé una dilucion de tamizaje 1/10 con PBS.

Criterios de Reactividad

Tincién verde manzana brillante del kinetoplasto con o sin tincidn del nucleo.

Criterios de No Reactividad

No presenta tincion fluorescente especifica del kinetoplasto. La tincion sélo del nucleo o del cuerpo
basal se considera negativo.

ANTICUERPOS ANTI-ANTIGENOS DE TRYPANOSOMA CRUZI, TOXOPLASMA
GONDII, TREPONEMA PALLIDUM

Reactivos: Kits comerciales
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- Inmunofluor Chagas Biocientifica, incluye como sustrato antigénico epimastigotes de T. cruzi
formolados, obtenidos a partir de cultivo.

- Inmunofluor Toxoplasma Biocientifica, incluye como sustrato antigénico trofozoitos de T. gondii
formolados, obtenidos a partir de exudado peritoneal de ratones.

- Inmunofluor Treponema pallidum Biocientifica (FTA-Abs), incluye como antigeno Treponema
cepa Nichols obtenido a partir de testiculo de conejo y mantenido por una serie de pasos. La muestra
sérica se diluyd con absorbente de la cepa Reiter 1/5.

Procedimiento: se utilizo la técnica de IFI /FTA-Abs, siguiendo los lincamientos del inserto de cada
reactivo.

Criterio de Reactividad

T cruzi: se observa una tipica fluorescencia verde manzana que es intensa en toda la membrana y el
flagelo del parasito.

T gondii: se observa una tipica fluorescencia verde manzana alrededor de toda la membrana del
parasito.

T pallidum: se observan tefiidos en forma homogénea, con una tipica fluorescencia verde manzana.
Criterio de No Reactividad

T cruzi y T gondii se observa ausencia total de fluorescencia con predominio de la coloracion del
contracolorante (fondo y parasitos rojizos).

Parasitos coloreados difusamente sin fluorescencia en la membrana.

Parasitos mostrando fluorescencia del citoplasma y estructuras intracitoplasmaticas no homogéneas.

T pallidum se observa ausencia total de fluorescencia o coloracion verde amarilla muy débil opaca.

8. PROCESAMIENTO DE DATOS

Los datos obtenidos fueron ingresados en una planilla de Microsoft Excel para su tratamiento

estadistico.

9. RESULTADOS

Se estudiaron 75 muestras provenientes de pacientes ambulatorios e internados provistos por el
Laboratorio Central del Hospital Escuela “Gral. José de San Martin”, 50 de sexo femenino (66,66%)
y 25 de sexo masculino (33,33%). El rango etario fue entre 25 a 70 afios con una media de 50 afios.
Las muestras séricas correspondieron a pacientes que presentaban alguna EAI ya diagnosticada (47);
enfermedad infecciosa (enfermedad de Chagas, toxoplasmosis, sifilis) (10.) Las muestras de los
controles normales (18) no presentaron positividad, para autoanticuerpos ni enfermedades infecciosas

estudiadas.
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La distribucién de la poblacion estudiada, segun la prevalencia de EAI, se

Tabla 3: Pacientes con EAI estudiados

Pacientes con enfermedades autoinmunes

Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

Artritis Reumatoidea (AR)

Sindrome de Sjogren (SS)

Sindrome de Reiter (SR)

Tiroiditis autoinmune (TA)

No

27

15

muestra en la Tabla 3.

Porcentaje %

57,45

31,91

6,38

2,13

2,13

En el area Inmunoserologia del Laboratorio Central del Hospital Escuela “Gral. José F. de San

Martin” se obtuvieron datos sobre el perfil autoinmune de los 47 pacientes previamente

seleccionados. Observamos que 27 de ellos tenian diagnostico de LES, 15 AR, 3 TA, 1SSy 1SR.

La determinacion de FAN/ANA se realiz6 en los pacientes con LES, AR y SS obteniendo en la

totalidad de los casos un resultado positivo. La distribucion segin patrones de FAN/ANA en los

pacientes con LES, ARy SS se muestran en la Tabla 4, 5y 6, respectivamente.

Tabla 4: Patrones FAN/ANA en pacientes con LES

Patrones de tincién de FAN/ANA

AC-1 Nuclear Homogéneo

AC-2 Granular Fino Denso

AC-4 Nuclear Granular Fino

AC-5 Nuclear Granular Grueso

AC-10 Nucleolar Granular

NO

10

Porcentaje (%)

37,04

22,22

29,63

3,70

7,41
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Tabla 5: Patrones FAN/ANA en pacientes con AR

Patrones de tincion de FAN/ANA N° Porcentaje (%)
AC-1 Nuclear Homogéneo 5 33,33
AC-2 Granular Fino Denso 4 26,67
AC-4 Nuclear Granular Fino 4 26,67
AC-5 Nuclear Granular Grueso 1 6,67
AC-10 Nucleolar Granular 1 6,67

Tabla 6: Patrones FAN/ANA en pacientes con SS

Patrones de tincion de FAN/ANA N° Porcentaje (%)
AC-1 Nuclear Homogéneo 2 66,67
AC-4 Nuclear Granular Fino 1 33,33

La determinacion de aDNAn se realizé en pacientes con LES, AR y SS, resultando positivo en 17
casos (Tabla 7).

Tabla 7: Pacientes con aDNAnN positivo

Determinacion aDNAnN N° Porcentaje %
Lupus Eritematoso Sistémico (LES) 10 58.82
Artritis Reumatoidea (AR) 6 35.30
Sindrome de Sjogren (SS) 1 5.88

Ademas, se realizaron otras determinaciones de laboratorio como cuantificacién de fracciones del

complemento, factor reumatoideo, a-CCP3 (anti péptido citrulinado), anti-ENA (anti anticuerpos
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nucleares extraibles), proteinograma electroforético, eritrosedimentacion, que ayudaron al
diagnéstico de las enfermedades.

Los pacientes seleccionados con alguna enfermedad infecciosa y cuyas muestras fueron
recepcionadas en el area Inmunoserologia del Laboratorio Central del Hospital Escuela “Gral. José
F. de San Martin” fueron diez. Se incluyeron en nuestro caso seis que tenian diagnostico de
enfermedad de Chagas, uno con Toxoplasmosis y tres con Sifilis.

La distribucién segun la prevalencia de enfermedades infecciosas se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8: Pacientes estudiados con enfermedades infecciosas

Pacientes con enfermedades infecciosas N° Porcentaje (%)
Enfermedad de Chagas 6 60
Toxoplasmosis 1 10
Sifilis 3 30

Ademas, se realizaron otras determinaciones de laboratorio como HAI (Hemoaglutinacidn indirecta
de particulas), ELISA, VDRL (Venereal Disease Research Laboratory), que ayudaron al diagnéstico

de las enfermedades.

10. DISCUSION

Los casos presentados de enfermedades autoinmunes correspondieron, en su mayoria, a mujeres
jovenes lo que se condice con la tendencia en cuanto al sexo y rango etario mencionada en la
bibliografia de referencia (Palmezano Diaz y col, 2018).

Si tenemos en cuenta que la determinacién de los ANA/FAN por IFI tiene una excelente sensibilidad
y es una realizacion sencilla de bajo costo, podemos afirmar que esta prueba relne todas las
caracteristicas para ser empleada como la prueba de partida para la deteccién precoz (tamizaje) del
LES (Kokuina, 2016).

En nuestro trabajo, observamos que la totalidad de los pacientes con diagnéstico de LES, AR y SS
presentaron un resultado positivo para la determinacion de FAN/ANA lo que concuerda con lo
mencionado por Conrad (Conrad y col, 2008) acerca de la elevada prevalencia de anticuerpos en EAL.
Las determinaciones de autoanticuerpos como los anti-DNAdc, anti-Sm y anti-CL (anticoagulante
lGpico), por ser menos sensibles, pero mucho mas especificas y costosas, deben ser reservadas como
pruebas de confirmacién o para un segundo nivel del diagndstico del LES.

Recordemos que ante un resultado negativo de ANA/FAN, existe una alta probabilidad de que el

aDNA sea negativo, por lo que no se aconseja realizarlo en forma indiscriminada (Kokuina, 2016).
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Las muestras estudiadas de pacientes con EAI corresponden en su mayoria a LES, hallazgo que
coincide con lo expresado por Méndez Rayo y col (Méndez Rayo y col, 2018). Debemos recordar
que se han encontrado, en baja frecuencia (generalmente menos del 5%), y generalmente en titulos
bajos y con baja afinidad, en pacientes con AR, SS, esclerodermia, fendmeno de Raynaud,
enfermedad mixta del tejido conectivo, lupus discoide, miositis, uveitis, artritis juvenil, sindrome
antifosfolipido, enfermedad de Graves, enfermedad de Alzheimer y en la hepatitis autoinmune. En
nuestro caso, es valido para los pacientes con SS, sin embargo, ¢s considerable en el caso de AR. Por
ello, es interesante ¢l seguimiento de estos pacientes, que podrian tener un LES asociado a AR
(Rhupus), por la posibilidad de desarrollar complicaciones renales o neuroldgicas. La forma de artritis
desencadenada por ¢l lupus es diferente a la causada por AR. Es interesante mencionar, que puede
haber un vinculo genético entre la AR y ¢l lupus y otras afecciones autoinmunes, como ¢l trastorno
inflamatorio intestinal (EII) y la enfermedad celiaca (Solis Cartas y col, 2018).

Los resultados obtenidos en pacientes con diagnostico de enfermedades infecciosas nos muestran que
en ningun caso se¢ observaron patrones atipicos. El grupo estudiado fue muy pequefio para poder
realizar un analisis epidemioldgico — clinico adecuado.

Tal vez, lo que podriamos mencionar es que prevalecio la enfermedad de Chagas, teniendo en cuenta
que se trata de una patologia endémica, coincidiendo con lo expresado por Spillman (Spillmann y
col, 2013).

11.CONCLUSION

Este trabajo me permitié adquirir destrezas en la realizacién e interpretacion de la técnica
inmunologica IFI. Pero no puedo dejar de mencionar que también me permitié profundizar mis
conocimientos en los aspectos clinicos de enfermedades autoinmunes ¢ infecciosas, mediante la
lectura y andlisis detallado de las historias clinicas respectivas.

Me brindé la oportunidad de incorporarme al equipo de salud compartiendo espacios

multidisciplinarios.
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14 ATLAS DE INMUNOFLUORESCENCIA
ENFERMEDADES AUTOINMUNES

La observacion microscopica se realiz6 utilizando aumento de 40X, microscopio de
epifluorescencia Olympus BX 40, aunque en ciertos casos con 100X para destacar ciertas

estructuras observadas en células mitéticas.
ANTICUERPOS aDNAn

Positivo: tincién de kinetoplasto .

Kinetoplasto

Ncleo

Negativo: no se observatincién en kinetoplasto.

ANTICUERPOS ANTI NUCLEO-CITOPLASMATICOS
IMAGENES NUCLEARES
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FAN/ANA
AC-0 - Negativo
Las caracteristicas que enlazan estas posibles variables es la ausencia de unatincién bien definida
en cualquiera de las estructuras subcelulares. Esta definicion es tanto subjetiva como semi-

cuantitativa en el mejor de los casos.

AC-1-Nuclear homogéneo
Fluorescencia homogénea y regular a través de todo el nucleoplasma, los nucléolos pueden o no

fluorescer dependiendo del sustrato celular. Las células en mitosis (profase, metafase, anafase y
telofase) tienen la cromatina intensamente fluorescente de manera homogénea.

LES, lupus inducido por medicamentos, artritis idiopaticajuvenil.

Anafase

Telofase

Profase

1000X 400X

Metafase
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Profase

»x

Telofase

1000X

AC-2-Nuclear granular fino denso

Patrén granular distribuido por todo el nucleo de las células en interfase, con heterogeneidad en
tamafio, brillo y distribucion de los granulos. A lo largo del ndcleo en interfase, hay algunas zonas
mas densas y débiles de los granulos (rasgo muy caracteristico). La placa metafasica muestra un fuerte

patron granular destacandose algunas manchas gruesas.

1000X
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AC-3- Centromero

Granular grueso discreto dispersos en los nicleos de las células en interfase y alineados en la masa

de la cromatina en las células mitéticas.

1000X 1000X

AC-4-Nuclear granular fino

Granulos diminutos finos através de todo el nucleoplasma. El nucléolo puede tefiirse o no. Las células

mit6ticas (metafase, anafase y telofase) tienen la masa de la cromatina no tefiida.
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AC-5-Nuclear granular grueso

Granulos gruesos através de todo el nucleoplasma. El nicleo puede tefiirse o no. Las células mitéticas

(metafase, anafase y telofase) tienen la masa de la cromatina no tefiida.

AC-7-Granulos nucleares escasos

AC-8-Nucleolar homogéneo
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ENFERMEDADES INFECCIOSAS

\Y ANTICUERPOS ANTI TOXOPLASMA GONDII

Toxoplasma gondii

forma caracteristica similar a una “banana”

V ANTICUERPOS ANTI TRYPANOSOMA CRUZI
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ANTICUERPOS ANTI TREPONEMA PALLIDUM

1000X

Espiroquetas de Treponema pallidum
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EQUIPAMIENTO - MATERIALES

Improntas cerradas con lote,

T o, Improntas
vencimiento y conservacion

Microscopio de Fluorescencia

Cubreobjetos 24x60mm
Olympus BX40

Liquido de montaje

36



