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Anticuerpos antinucleares 
en pacientes con sospecha clínica 
de enfermedades autoinmune

 Los anticuerpos antinucleares (ANA) son inmunoglobulinas que reconocen 

componentes  celulares  autólogos (nucleares  y  c i toplasmáticos) .  La 

inmunofluorescencia indirecta (IFI) es el método de referencia para la determinación 

de estos anticuerpos. En el siguiente trabajo se determinó 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  núcleo y  c itoplasma.  La 
determinación de anticuerpos antinucleares 
(ANA) se emplea para su cribado. Se estima una 
incidencia de EAI entre 1-20/100,000 habitantes al 
año con una pre- valencia de 3 al 5% en población 
general. La inmunofluorescencia indirecta (IFI) es 
el método de referencia para la determinación de 
ANA y establece expresividad y patrón en células 
HEp-2. Se realizó un estudio epidemiológico 
transversal para establecer la prevalencia de 
expresividad de ANA y sus antígenos específicos 
en 540 muestras de pacientes con sospecha clínica 
de EAI. Se determinó la expresividad de ANA 
usando plataforma HELIOS™ y paralelamente IFI 
n o  a u t o m a t i z a d a  c o n  l e c t u r a  p o r  d o s 
observadores entrenados para establecer 
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concordancia entre métodos. Las muestras 
positivas (HELIOS™) fueron sometidas a detección 
cualitativa de IgG (17 antígenos ANA) usando 
enzimoinmunoensayo de membrana. La edad 
promedio de los pacientes fue de 43.4 ± 16.7 años 
con predominio del sexo femenino (75.8%). La 
expresividad de ANA (IFI-HELIOS™) fue de 27.9% 
(IC 24.1-31.7%),30.9% en mujeres y 17.24% en 95% 

hombres (p < 0.05). El patrón más frecuente fue el 
moteado fino (35.76%). El 31.8% (IC 24.4-39.2%) de 95% 

los ANA positivos (n = 151) expresaron algún 
anticuerpo por inmunoblot, siendo el más 
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 relación 
directamente proporcional entre el título de ANA-
IFI y la expresividad de antígenos por inmunoblot.
P a l a b r a s  c l a v e :  A N A ,  a u t o m a t i z a c i ó n , 
concordancia, prevalencia, antígenos.

INTRODUCCIÓN

Las enfermedades autoinmunes (EAI) 
tienen una incidencia estimada a nivel mundial de 
90/100,000 personas al año y una prevalencia de 3 
al 5% en población general.1-4 Caracterizadas por 
pérdida de la tolerancia inmunológica con 
p r o d u c c i ó n  d e  a u t o a n t i c u e r p o s  c o n t r a 
estructuras del núcleo y citoplasma celular que 
provocan daño local o sistémico. (5,6) 

L a  d e t e r m i n a c i ó n  d e  a n t i c u e r p o s 
antinucleares (ANA) en sustratos de células 
humanas HEp-2 por (IFI) es el estándar de oro en el 
cribado diagnóstico de (EAI) establecido por el 
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)(,7,8) 
permitiendo identificar inmunoglobulinas de tipo 
IgG en enfermedades autoinmunes, reumáticas, 
hepáticas, virales, gástricas y malignas con 
significancia clínica al relacionarse con la 
sintomatología del paciente.(2,3,8-11) Se han 
establecido prevalencias de expresividad de ANA 
q u e  o s c i l a n  d e  1 . 1 - 2 0 %  e n  p o b l a c i o n e s 
seleccionadas (donantes de sangre, personal de 
salud, entre otros).(2,10-12)

Si bien la IFI es una técnica altamente 
sensible 70.96% y específica 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 
deben tener los observadores para definir tanto su 

positividad como los diferentes patrones, estos 
últimos de particular importancia para uso clínico, 
por cuánto 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 patrón de 
tinción (kappa = 0.627). (17,18)

En años recientes se han desarrollado 
plataformas automatizadas para IFI en busca de 
mejorar el desempeño de la prueba diagnóstica, 
disminuyendo los factores de variación asociados 
a la técnica y empleando sistemas de comparación 
contra patrones de imagen que apoyen al 
operador en la definición tanto de positividad 
como de patrón identificado. (19,20) 

La sensibilidad declarada para este tipo de 
plataformas IFI es de 96.7%, con especificidad de 
8 9 . 2 % 2 1  c o n  c o n c o r d a n c i a s  p ú b l i c a s 
intraobservador e interobservador de 90 y 95% 
entre la interpretación manual y automatizada 
(kappa 0.554-0.69), lo que mejora su desempeño 
diagnóstico. (21-23)

Sobre la base de lo expuesto, el presente 
estudio establece la prevalencia de ANA 
empleando un anali zador automatizado de 
fluorescencia en población con sospecha clínica 
de (EAI) en muestras remitidas para este 
propósito a un laboratorio de análisis médicos, así 
como la definición del patrón de mayor frecuencia 
y su relación con el anticuerpo específico 
e s t a b l e c i d o  m e d i a n t e  i n m u n o b l o t . 
Paralelamente, se evaluó la concordancia de 
hallazgos de la plataforma automatizada frente a 
la metodología estándar de IFI.

MATERIAL Y MÉTODOS 

Se realizó un estudio epidemiológico 
analítico transversal de punto con la finalidad de 
establecer la prevalencia de expresividad de 
anticuerpos antinucleares ANA en 540 muestras 
remitidas de sujetos con sospecha clínica de 

Revista Bioanálisis I Marzo 2020 l 16 años juntos



31

enfermedad autoinmune,ii en los meses de julio a 
septiembre de 2017 en NETLAB S.A. ,  un 
laboratorio clínico de derivación localizado en 
Quito-Ecuador.

Las muestras fueron seleccionadas con 
base en muestreo secuencial, eliminándose del 
mismo aquellas muestras con cualquier grado de 
i c t e r i c i a ,  l i p e m i a  o  h e m ó l i s i s .  U n a  v e z 
seleccionadas, se procedió a ejecutar ensayo 
automatizado de ANA-IFI empleando plataforma 
H E L I O S ™  ( A E S K U .  S Y S T E M S )  ( 2 1 , 2 4 )  y 
paralelamente ensayo ANA-IFI no automatizado 
(Orgentec®) (21) ambos conforme a protocolo 
recomendado y validado por fabricante. En ambos 
casos el cut-off empleado fue de 1:80.(25,26) 

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

antígenos específicos (AESKU-DIAGNOSTICS).

La información fue recopilada en una base 
de datos para posterior limpieza y análisis en SPSS 
14.0. Las variables cuantitativas se expresaron en 
promedio y desviaciones estándar, mientras que 
las cual itativas en frecuencias simples y 
porcentajes. La prevalencia de expresividad de 
ANA se presenta en porcentajes acompañados de 
sus correspondientes intervalos de confianza al 
95%. Para el análisis inferencial se aceptó como 
válido un nivel de significación de 95% (α = 0.05), se 
empleó T de diferencia de promedios para 
variables cuantitativas, previa prueba F, y 
variables cual itativas T de diferencia de 
proporciones. Para el análisis de concordancia 
entre método automatizado y manual para ANA-
IFI se usó repetibilidad compleja y test Kappa de 
Cohen.(27).

RESULTADOS 

Se estudió 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 años (rango: 2-94 
años), siendo de sexo femenino el 75.8% (n = 424). 
La edad promedio de las mujeres fue de 43.1 ± 16.3 
años y de los hombres de 44.3 ± 18.1 años (p > 
0.05).iii La prevalencia de expresividad de ANA por 
IFI automatizada fue de 27.9% (IC95% 24.1-31.7%), 
siendo en las mujeres de 30.9% (IC95% 22.5-39.3%) y 
en los hombres de 17.24% (IC95%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 predominó el moteado 
fino presente en el 37.1% (n = 56) (cuadro II). Entre 
las muestras positivas (títulos > 1:80), la dilución 
más frecuente fue 1:80, seguida de 1:160 (figura 1).

 Cuadro I. Prevalencia de expresividad ANA 
por grupo de edad (ciclo de vida).

 Cuadro II. Frecuencia de patrones fluores-
centes ANA-IFI HELIOS™.

Cuadro III.  Frecuencias relativas de 
expresividad antígenos ANA por inmunoblot por 
patrón IFI identificado.

Figura 1. Frecuencia de titulación máxima 
ANA positivos.

La  expres iv idad  d e  ant ígenos  por 
inmunoblot en los sujetos ANA positivo por 
inmunofluorescencia (n = 151) fue de 31.8% (IC95% 

Revista Bioanálisis I Marzo 2020 l 16 años juntos

>>

>>

>>
>>



33



24.4-39.2%). Las frecuencias de expresividad por 
tipo de patrón ANA (cuadro III). El anticuerpo más 
f r e c u e n t e  e n t r e  q u i e n e s  m o s t r a r o n  u n 
inmunoblot positivo (n = 48) fue el dsADN, 
presente en 10.4% de los casos como patrón único. 
Las frecuencias de expresión de anticuerpos se 
detallan en la figura 2.

Figura 2. Frecuencia de expresión de 
anticuerpos. ANA (inmunoblot) sujetos .ANA IFI 
positivos (n = 151).

La frecuencia de positividad de antígenos 
por (inmunoblot) por dilución se presenta en el 
cuadro IV. Al analizar la concordancia entre ANA-
IFI automatizada comparada con ANA-IFI, ésta fue 
de 92.4% (kappa 0.79) (cuadro V).

DISCUSIÓN 

Las enfermedades autoinmunes son 
patologías multifactoriales, y sistémicas que 
provocan daño intrínseco asociado a un defecto 

del reconocimiento de lo propio, generando 
lesiones de afectación local o sistémica cuyo 
diagnóstico es crucial  para un adecuado 
tratamiento, lo que afecta directamente el 
pronóstico de este tipo de pacientes. (27,28)

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) 
desempeña un papel importante en el diagnóstico 
de  las  enfermedades  auto inmunes  y  es 
considerada en la actualidad como el «estándar de 
oro» con sensibilidades reportadas superiores al 
90%. Una de las limitaciones de la IFI tradicional es 
la dificultad en su estandarización y la baja 
concordancia entre observadores. (9,21-23)

Por esta razón, se han desarrollado 
plataformas automatizadas orientadas a disminuir 
las variaciones analíticas con sensibilidades de 
hasta 96.7%.18 Se estudiaron las muestras 
provenientes de 540 sujetos con sospecha clínica 
de patología autoinmune remitidas para análisis 
de ANA. La media poblacional de la serie estudiada 
(43.4 ± 16.7 años) está por sobre lo evidenciado en 
otros estudios,  donde habitualmente se 
encuentra alrededor de los 30 años; esto se debe 
probablemente a que en la mayoría de estudios se 
evalúan poblaciones de donantes de sangre. 
(2,29)

La prevalencia de expresividad de ANA (IFI-
HELIOS™) detectada fue de 27.9% (IC95% 24.1-
31.7%), siendo mayor en mujeres (30.9%) que en 
hombres (17.24%) debido a que las enfermedades 
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Cuadro IV. Expresividad de antígenos (inmunoblot) por concordancia IFI automatizada (HELIOS™) 
frente a IFI-tradicional.
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a u t o i n m u n e s  e n  m u j e r e s  t i e n e n  m a y o r 
prevalencia a causa de factores hormonales 
relacionados con la menopausia, lo que además 
puede justificar la mayor prevalencia identificada 
en el grupo de adultos y adultos mayores, en 
quienes se suma la disminución de la actividad de 
los linfocitos T reguladores, que conlleva la 
activación de linfocitos autorreactivos con 
capacidad de atacar a antígenos propios.(2,30-32)

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

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

entre 8.229 y 10.7%,2 con una titulación de corte de 
1:40 y 1:80 respectivamente, ya que en el presente 
estudio se trata de población con sospecha clínica, 
a diferencia de los estudios analizados en 
donantes de sangre.25,33 El patrón más frecuente 
fue el moteado fino (35.76%), el cual está asociado 
a  p a t o l o g í a s  a u t o i n m u n e s  t i p o  L E S , 
esclerodermia, Sjögren, entre otras,2 seguidas del 
moteado fino denso (19.9%), que permite 
d i s c r i m i n a r  e n f e r m e d a d e s  r e u m á t i c a s 
autoinmunes sistémicas de otros procesos 
inflamatorios.(31,34-37) 

Al estudiar la expresividad antigénica 
empleando inmunoblot, 31.8% (IC95% 24.4-39.2%) 
de los ANA positivo (n = 151) expresaron algún tipo 
de anticuerpo, siendo el más frecuente el SS-
A/Ro60, un antígeno extraíble del núcleo 
frecuentemente asociado a LES, lupus cutáneo 
subagudo, dermatomiositis, entre otros; además 
s e  e x p r e s a  h a b i t u a l m e n t e  e n  p a t r o n e s 
fluorescentes tipo moteado fino, el patrón de 
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mayor frecuencia en esta serie de casos.(38) Al 
analizar la concordancia entre la IFI 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 mostró un índice Kappa de 0.79, lo que 
confiere una buena concordancia 27 similar a la 
reportada por otros estudios, donde este 
indicador osciló entre 0.60217 y 0.984.(38) 

En  d e fini t i va ,  e l  pre s e nte  e s tud i o 
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 análisis, se 
marcaron como tal por discordancia entre los 
observadores (al menos uno lo identificó como 
positivo), es decir, una discordancia de 7.3% entre 
ellos, lo que ratifica la bondad del uso de IFI en 
plataformas automatizadas al eliminar las 
potenciales discordancias en la definición de 
positividad.

ASPECTOS ÉTICOS
 

El presente estudio respeta las normativas 
de investigación en sujetos humanos y se 
realizaron dentro del consentimiento tácito de un 
procedimiento diagnóstico habitual, preservando 
la confidencialidad de los participantes. El soporte 
brindado por AESKU.GROUP se limitó a la 
provisión de los reactivos e insumos requeridos, 
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en los hallazgos reportados.
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