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=>2> Los anticuerpos antinucleares (ANA) son inmunoglobulinas que reconocen
componentes celulares autélogos (nucleares y citoplasmaticos). La
inmunofluorescencia indirecta (IFl) es el método de referencia para la determinaciéon

de estos anticuerpos. En el siguiente trabajo se determiné la expresividad de ANA
usado este método no automatizado y uno automatizado.
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RESUMEN

Las enfermedades autoinmunes (EAI) se
caracterizan por producir autoanticuerpos contra
estructuras del ndcleo y citoplasma. La
determinacidon de anticuerpos antinucleares
(ANA) se emplea para su cribado. Se estima una
incidencia de EAIl entre 1-20/100,000 habitantes al
aflo con una pre- valencia de 3 al 5% en poblacidn
general. La inmunofluorescencia indirecta (IFI) es
el método de referencia para la determinacion de
ANA y establece expresividad y patrén en células
HEp-2. Se realizé un estudio epidemiolégico
transversal para establecer la prevalencia de
expresividad de ANA y sus antigenos especificos
en 540 muestras de pacientes con sospechaclinica
de EAI. Se determind la expresividad de ANA
usando plataforma HELIOS™ y paralelamente IFI
no automatizada con lectura por dos
observadores entrenados para establecer
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todos los reactivos necesarios para realizar el ensayo.
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m Lavelocidad permite obtener resultados simultaneos
A EENERENEES

m El primer resultado se obtiene antes de 90 minutos.

m Volumen de muestra:
La muestra se dispensa manualmente. ELISA:
Minimo de muestra 60 uL.
Fijacion de complemento:
Minimo de muestra 120 uL.
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concordancia entre métodos. Las muestras
positivas (HELIOS™) fueron sometidas a deteccion
cualitativa de 1gG (17 antigenos ANA) usando
enzimoinmunoensayo de membrana. La edad
promedio de los pacientes fue de 43.4 + 16.7 afios
con predominio del sexo femenino (75.8%). La
expresividad de ANA (IFI-HELIOS™) fue de 27.9%
(1C,,; 24.1-31.7%),30.9% en mujeres y 17.24% en
hombres (p < 0.05). El patrén mas frecuente fue el
moteado fino (35.76%). El 31.8%(1C,.,24.4-39.2%) de
los ANA positivos (n = 151) expresaron algun
anticuerpo por inmunoblot, siendo el mas
frecuente el dsADN (25%). La concordancia IFI
manual frente a HELIOS™ fue alta (Kappa 0.79). La
prevalencia de ANA identificada es comparable a
la de otras poblaciones y existe una relacidon
directamente proporcional entre el titulo de ANA-
IFlylaexpresividad de antigenos porinmunoblot.
Palabras clave: ANA, automatizacidn,
concordancia, prevalencia, antigenos.

>>> INTRODUCCION

Las enfermedades autoinmunes (EAI)
tienen una incidencia estimada a nivel mundial de
90/100,000 personas al afio y una prevalencia de 3
al 5% en poblacién general.1-4 Caracterizadas por
pérdida de la tolerancia inmunoldgica con
produccién de autoanticuerpos contra
estructuras del nucleo y citoplasma celular que
provocandafolocal o sistémico. (5,6)

La determinacidon de anticuerpos
antinucleares (ANA) en sustratos de células
humanas HEp-2 por (IF1) es el estdndar de oro en el
cribado diagndstico de (EAI) establecido por el
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)(,7,8)
permitiendo identificar inmunoglobulinas de tipo
IgG en enfermedades autoinmunes, reumaticas,
hepaticas, virales, gastricas y malignas con
significancia clinica al relacionarse con la
sintomatologia del paciente.(2,3,8-11) Se han
establecido prevalencias de expresividad de ANA
que oscilan de 1.1-20% en poblaciones
seleccionadas (donantes de sangre, personal de
salud, entre otros).(2,10-12)

Si bien la IFl es una técnica altamente
sensible 70.96% y especifica 85.87%, con un VPP de
77.88% y VPN de 80.85%,13 una de sus principales
limitaciones es el alto grado de entrenamiento que
debentenerlos observadores para definir tanto su
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positividad como los diferentes patrones, estos
ultimos de particular importancia para uso clinico,
por cudnto se asocian con uno u otro tipo de
enfermedad autoinmune. (6,11,14-16)

A lo antes expuesto se suman las
condiciones técnicas de montaje del ensayo que
pueden generar variaciones en su calidad, por
ejemplo, «background» que atentan contra su
reproducibilidad tanto intraobservador como
interobservador, con concordancias publicadas
que oscilan entre la intensidad de fluorescencia
(kappa = 0.602) y el reconocimiento del patrén de
tincion (kappa=0.627).(17,18)

En afios recientes se han desarrollado
plataformas automatizadas para IFl en busca de
mejorar el desempefio de la prueba diagndstica,
disminuyendo los factores de variacién asociados
alatécnicay empleando sistemas de comparacion
contra patrones de imagen que apoyen al
operador en la definicién tanto de positividad
como de patrénidentificado. (19,20)

La sensibilidad declarada para este tipo de
plataformas IFl es de 96.7%, con especificidad de
89.2%21 con concordancias publicas
intraobservador e interobservador de 90 y 95%
entre la interpretacion manual y automatizada
(kappa 0.554-0.69), lo que mejora su desempefo
diagndstico. (21-23)

Sobre la base de lo expuesto, el presente
estudio establece la prevalencia de ANA
empleando un anali zador automatizado de
fluorescencia en poblacién con sospecha clinica
de (EAl) en muestras remitidas para este
propdsito a un laboratorio de analisis médicos, asf
como la definicion del patrén de mayor frecuencia
y su relacién con el anticuerpo especifico
establecido mediante inmunoblot.
Paralelamente, se evalud la concordancia de
hallazgos de la plataforma automatizada frente a
lametodologia estandarde IFI.

>>> MATERIALY METODOS

Se realizé un estudio epidemioldgico
analitico transversal de punto con la finalidad de
establecer la prevalencia de expresividad de
anticuerpos antinucleares ANA en 540 muestras
remitidas de sujetos con sospecha clinica de




enfermedad autoinmune,ii en los meses de julio a
septiembre de 2017 en NETLAB S.A., un
l[aboratorio clinico de derivacidn localizado en
Quito-Ecuador.

Las muestras fueron seleccionadas con
base en muestreo secuencial, elimindandose del
mismo aquellas muestras con cualquier grado de
ictericia, lipemia o hemdlisis. Una vez
seleccionadas, se procedid a ejecutar ensayo
automatizado de ANA-IFI empleando plataforma
HELIOS™ (AESKU. SYSTEMS) (21,24) y
paralelamente ensayo ANA-IFI no automatizado
(Orgentec®) (21) ambos conforme a protocolo
recomendadoy validado por fabricante. Enambos
casos el cut-offempleado fue de 1:80.(25,26)

La IFl no automatizada fue evaluada por
dos lectores entrenados en rutina y se calificaron
como positivos Unicamente aquellos casos en que
ambos lectores concordaron en el criterio. En las
muestras calificadas como positivas, se procedié a
realizar inmunoblot para la determinacién de 17

antigenos especificos (AESKU-DIAGNOSTICS).

La informacidn fue recopilada en una base
de datos para posterior limpieza y analisis en SPSS
14.0. Las variables cuantitativas se expresaron en
promedio y desviaciones estandar, mientras que
las cualitativas en frecuencias simples y
porcentajes. La prevalencia de expresividad de
ANA se presenta en porcentajes acompanados de
sus correspondientes intervalos de confianza al
95%. Para el anadlisis inferencial se acepté como
valido un nivel de significacién de 95% (a = 0.05), se
empled T de diferencia de promedios para
variables cuantitativas, previa prueba F, y
variables cualitativas T de diferencia de
proporciones. Para el andlisis de concordancia
entre método automatizado y manual para ANA-
IFl se usd repetibilidad compleja y test Kappa de
Cohen.(27).

> > > RESULTADOS

Se estudid un total de 540 muestras de
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pacientes remitidos con solicitud de anticuerpos
antinucleares ANA. La edad promedio de los
pacientes fue de 43.4 * 16.7 afios (rango: 2-94
anos), siendo de sexo femenino el 75.8% (n = 424).
La edad promedio de las mujeres fue de 43.1£16.3
anos y de los hombres de 44.3 + 18.1 afos (p >
0.05).iii La prevalencia de expresividad de ANA por
IFI automatizada fue de 27.9% (1C95% 24.1-31.7%),
siendo en las mujeres de 30.9% (1C95% 22.5-39.3%) y
en los hombres de 17.24% (1C95%13.6-20.8) (p <
0.05). La prevalencia de expresividad de ANA por
grupos de edad (ciclo de vida) se describe en el
cuadro I. En los patrones identificados en las
muestras ANA positivas predomind el moteado
fino presente en el 37.1% (n = 56) (cuadro I1). Entre
las muestras positivas (titulos > 1:80), la dilucién
mas frecuente fue 1:80, seguida de 1:160 (figura1).

= > Cuadro I. Prevalencia de expresividad ANA
por grupo de edad (ciclo devida).

Grupos de edad (n)  Prevalencia % (1C95%)
Preescolar (6) 50.0 (10-90)
Escolar (7) 28.6 (Nc)

Adolescentes (16) 12.5 (Nc)

Adultos Jovenes (273) 24.9 (19.8-30)
Adultos (182) 29.7 (23.1-36.3)
Adultos mayores (56) 39.3(26.5-52.1)
Nc = No calculable.

= Cuadro Il. Frecuencia de patrones fluores-
centes ANA-IFIHELIOS™.

Patrén n (%)
Moteado fino 56 (37.1)
Moteado fino denso 30(19.9)
Moteado grueso 20(13.2)
Patrén mixto 13 (8.6)
Nucleolar homogéneo 10 (6.6)
Homogéneo 6 (4.0)
Citoplasmatico mitocondrial 5(3.3)
Centréomero 3(2.0)
NUMA1/NUMA2 2(1.3)
Muiltiples puntos nucleares 1(0.7)
Pocos puntos nucleares 1(0.7)
Nucleolar punteado 1(0.7)
Citoplasmaético granular fino 1(0.7)
Citoplasmatico granular 1(0.7)
Aparato de Golgi 1(0.7)
Total 151 (100.0)
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=>> Cuadro Ill. Frecuencias relativas de
expresividad antigenos ANA por inmunoblot por
patrénIFlidentificado.

Frecuencias relativas

Patrén de expresion por
inmunoblot (IC95%)
Homogéneo (n = 6) 66.7 (Nc)
Moteado fino denso (n =30)  33.3(16.4-50.2)
Centromero (n = 3) 100 (Nc)
Moteado fino (n = 56) 19.6 (2.2-37)

Moteado grueso (n = 20) 55.0 (33.2-76.8)

Multiples puntos 0 (Nc)
nucleares (n=1)

Pocos puntos nucleares 0 (Nc)
(n=1)

Nucleolar homogéneo 10 (N¢)
(n=10)

Nucleolar punteado 0 (N¢)
(n=1)

Citoplasmatico granular 100 (Nc)
fino(n=1)

Citoplasmatico granular 0 (Nc)

(n=1)

Citoplasmatico mitocondrial 0 (Nc)

(n=5)
Aparato de Golgi (n=1) 0 (Nc)
NUMA1/NUMA2 (n =2) 0 (N¢)

Patron mixto (n=13) 38.5(12-65)

Nc = No calculable.

> > Figura 1. Frecuencia de titulacion maxima
ANA positivos.

M 1:80
M 1:160
@ 1:320
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La expresividad de antigenos por
inmunoblot en los sujetos ANA positivo por
inmunofluorescencia (n = 151) fue de 31.8% (1C95%



LA ELECCION DE HOY
QUE LO ACOMPANARA
EN EL FUTURO

La mas amplia gama de Analizadores de Electrolitos

questros equipas, con diseno y produccion en Argentina,
son comercializados en todo el mundo.

= Facil de operar
= Libre de mantenimiento
= Bajo costo por determinacidn

m Se adapta a las necesidades
de su laboratorio

\\ Na+ — K+

Industria Argentina Comunigquese

e www.diestroweb.com con nosotros:
CERTIFICATE info@diestroweb.com  + 54 114709 7707



24.4-39.2%). Las frecuencias de expresividad por
tipo de patrén ANA (cuadro Il1). El anticuerpo mas
frecuente entre quienes mostraron un
inmunoblot positivo (n = 48) fue el dsADN,
presente en 10.4% de los casos como patrén Unico.
Las frecuencias de expresion de anticuerpos se
detallanenlafigura2.

> > Figura 2. Frecuencia de expresion de
anticuerpos. ANA (inmunoblot) sujetos .ANA IFI
positivos(n=151).
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La frecuencia de positividad de antigenos
por (inmunoblot) por dilucién se presenta en el
cuadro IV. Al analizar la concordancia entre ANA-
IFlautomatizada comparada con ANA-IFI, ésta fue
de 92.4%(kappa 0.79) (cuadroV).

~>> DISCUSION
Las enfermedades autoinmunes son

patologias multifactoriales, y sistémicas que
provocan dafio intrinseco asociado a un defecto
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del reconocimiento de lo propio, generando
lesiones de afectacidn local o sistémica cuyo
diagndstico es crucial para un adecuado
tratamiento, lo que afecta directamente el
prondstico de este tipo de pacientes. (27,28)

La inmunofluorescencia indirecta (IFI)
desempefia un papelimportante en el diagndstico
de las enfermedades autoinmunes y es
considerada enlaactualidad como el «estandar de
oro» con sensibilidades reportadas superiores al
90%. Una de las limitaciones de la IFl tradicional es
la dificultad en su estandarizacién y la baja
concordanciaentre observadores.(9,21-23)

Por esta razdn, se han desarrollado
plataformas automatizadas orientadas a disminuir
las variaciones analiticas con sensibilidades de
hasta 96.7%.18 Se estudiaron las muestras
provenientes de 540 sujetos con sospecha clinica
de patologia autoinmune remitidas para analisis
de ANA. La media poblacional de la serie estudiada
(43.4 £16.7 afos) estd por sobre lo evidenciado en
otros estudios, donde habitualmente se
encuentra alrededor de los 30 afios; esto se debe
probablemente a que en la mayoria de estudios se
evaluan poblaciones de donantes de sangre.

(2,29)

La prevalencia de expresividad de ANA (IFI-
HELIOS™) detectada fue de 27.9% (1C95% 24.1-
31.7%), siendo mayor en mujeres (30.9%) que en
hombres (17.24%) debido a que las enfermedades

= > Cuadro IV. Expresividad de antigenos (inmunoblot) por concordancia IFl automatizada (HELIOS™)

frente a IFl-tradicional.

IF] at_utfg Expresividad de antigenos ANA (inmunoblot) n (%)
matizada
(titulos) A B CDEF GHI1I J KL MNOP Q Total
1:80 1 0 0 0 O 0 3 3 1 0 0 0o 0 ©O 1 1 1 11
' (9.1) (27.3)(27.3)(9.1) (9.1) (0.1) (9.1)
. 1 0 0 0 O 1 3 0 O 0 0 0o 0 ©O 0 O 0 5
1160 | o) (20) (60)
1:320 4 2 3 0 o 0 2 2 1 0 0 0o 0 ©O 0 O 0 14
(28.6)(14.3)(21.4) (14.3)(143)(7.1)
1:640 6 5 6 1 1 1 6 5 1 1 0 2 1 0 1 0 0 37
(16.2)(13.5)(16.2) 2.7) (2.7) (2.7) (162)(13.5)(2.7) (2.7) (54) (2.7) (2.7)
1.1280| 4 3 4 0 0 0 4 4 1 2 0 0 0 0 0 1 0 23
(17.4) (13) (17.4) (17.4)(17.4)(4.3) (87) (4.3)
12560 0 o o o o o 3 2 0 O O 1 0 0 O 1 O 7
(42.8) (28.6) (143) (143)
1:5,120 0 0 0 0 O 0 1 1 1 0 0 0 0 ©0 0 O 0 3
(33.3)(33.3)33.3)

A =S5-A/Ro60; B = SS-A/Ro52; C = dsADN; D = Histonas; E = Nucleosomas; F = SS-B/La; G = CENP-B; H = U1-snRNP; | = Mi-2; J = PO; K= PMScl;L = SmD1; M = PCNA; N = AMA-M2; O = Ku; P = Scl 70; Q = JO-1



autoinmunes en mujeres tienen mayor
prevalencia a causa de factores hormonales
relacionados con la menopausia, lo que ademas
puede justificar la mayor prevalencia identificada
en el grupo de adultos y adultos mayores, en
quienes se suma la disminucidn de la actividad de
los linfocitos T reguladores, que conlleva la
activaciéon de linfocitos autorreactivos con
capacidad de atacaraantigenos propios.(2,30-32)

> > Cuadro V. Concordancia IFl automatizada-
(HELIOS™)frente a IFI-tradicional.

IFI Tradicional n (%)

IFl automatizada Positivo Negativo
Positivo 110(72.9) 41(27.1)
Negativo — 389 (100.0)
Total 110(20.4) 430 (79.6)

La prevalencia encontrada es superior a la
reportada en otras poblaciones, donde oscila

entre 8.229 y10.7%,2 con una titulacién de corte de
1:40y 1:80 respectivamente, ya que en el presente
estudio se trata de poblacidn con sospecha clinica,
a diferencia de los estudios analizados en
donantes de sangre.25,33 El patrén mas frecuente
fue el moteado fino (35.76%), el cual estd asociado
a patologias autoinmunes tipo LES,
esclerodermia, Sjogren, entre otras,2 seguidas del
moteado fino denso (19.9%), que permite
discriminar enfermedades reumadticas
autoinmunes sistémicas de otros procesos
inflamatorios.(31,34-37)

Al estudiar la expresividad antigénica
empleando inmunoblot, 31.8% (1C95% 24.4-39.2%)
delos ANA positivo (n = 151) expresaron algun tipo
de anticuerpo, siendo el mds frecuente el SS-
A/Ro60, un antigeno extraible del nucleo
frecuentemente asociado a LES, lupus cutdneo
subagudo, dermatomiositis, entre otros; ademas
se expresa habitualmente en patrones
fluorescentes tipo moteado fino, el patrén de
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Hepatopatias autoinmunes
Enfermedades tiroideas

Complement Activity (ITC59035)

: = Determinacién cuantitativa de la actividad
interpretacion.

hemoliticos.

hemolitica total del complemento por la via clasica.
= Mas simple, ofreciendo una mayor objetividad en la

= Tiempo de respuesta mas rapido, estabilidad y
reproducibilidad en comparaciéon con los ensayos



mayor frecuencia en esta serie de casos.(38) Al
analizar la concordancia entre la IFl manual frente
a la automatizada (HELIOS™), ésta fue, en
términos de repetibilidad, compleja de 92.4% y
corregida la probabilidad de concordancia por
azar, y mostré un indice Kappa de 0.79, lo que
confiere una buena concordancia 27 similar a la
reportada por otros estudios, donde este
indicador oscilé entre 0.60217y 0.984.(38)

En definitiva, el presente estudio
demuestra una elevada concordancia entre la IFI
automatizada y el no automatizado; sin embargo,
es importante considerar que en 11 casos
marcados como negativos para el anadlisis, se
marcaron como tal por discordancia entre los
observadores (al menos uno lo identificé como
positivo), es decir, una discordancia de 7.3% entre
ellos, lo que ratifica la bondad del uso de IFl en
plataformas automatizadas al eliminar las
potenciales discordancias en la definicidn de
positividad.

>>> ASPECTOSETICOS

El presente estudio respeta las normativas
de investigacion en sujetos humanos y se
realizaron dentro del consentimiento tacito de un
procedimiento diagndstico habitual, preservando
la confidencialidad de los participantes. El soporte
brindado por AESKU.GROUP se limitd a la
provision de los reactivos e insumos requeridos,
sin que esto hayasignificado conflicto de intereses
enloshallazgosreportados.
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Cadenas Livianas Libres en suero, orina y LCR Proteinas Especiales
Cadenas Pesadas Transferrina, Beta-2 microglobulina en suero y orina

Inmunoglobulinas en suero y LCR Alfa-2 macroglobulina, Alfa-1 glicoprotina acida, Albumina
Subclases de Inmunoglobulina Gy A Cistancia C, Transferrina, Apo Al, Apo B, Microalblimina,
ASTO, PCR, Factor Reumatoideo Prealbiimina, Lipoproteina (a), Alfa-1 antitripsina
Complementos: C1 inhibidor, CH50, C2, C3c, C4 Ceruloplasmina, Haptoglobina
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