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1. Introduccion

Los anticuerpos antinucleares (ANA) estan presentes en
una gran cantidad de enfermedades autoinmunes sisté-
micas (EAS), siendo un estudio muy solicitado en la
practica clinica, asi como una técnica de alta demanda en
los laboratorios clinicos. Si bien en la tltima década ha
habido un gran esfuerzo regional ¢ internacional para
consensuar y estandarizar la prueba, en nuestro pais los
laboratorios presentan disparidad en cuanto a las técnicas
utilizadas y a la dilucion inicial de tamizaje. Asi mismo,
en la practica clinica, la indicacion de la prueba muchas
veces no se encuentra bien dirigida. En el Congreso Uru-
guayo de Patologia Clinica del 2016 se dict6 un Curso de
Educacion Médica Continua sobre el Uso de los ANA y
se reconocio una vez mas la necesidad de uniformizar las
practicas tanto clinicas como de laboratorio en torno a la
prueba. Con el afan de generar un 1°" Consenso Urugua-
yo sobre ANA se conformo un grupo directivo de trabajo
para discutir acerca de los temas a consensuar.
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2. Metodologia empleada

La metodologia del presente consenso esta basada en el
Método de elaboracion de recomendaciones de buenas
practicas del maximo organismo estatal de salud de
Francia'.

Dicha metodologia fue seleccionada por el grupo
directivo por contar con las siguientes fortalezas: pre-
senta como objetivo primordial realizar un pequefio
nimero de recomendaciones que seran concisas, basa-
das en el acuerdo de expertos y en la literatura disponi-
ble segun el nivel de evidencia, dando respuesta a las
preguntas formuladas; esta conformado por tres grupos
de trabajo: Grupo directivo, de votacidon y de redaccion
o revisor; establece la independencia del grupo directi-
vo con el grupo de votacion y, por Gltimo, no busca
convergencia de opiniones durante las reuniones del
grupo directivo.

El presente consenso posee algunas diferencias me-
todologicas con respecto al método de HAS, a saber: La
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creacion de un cuarto Grupo de referentes o expertos
(cuatro integrantes nacionales y cuatro internacionales),
realizacion de dos encuestas no presenciales (una al gru-
po de votacion y otra al grupo de revision y referentes),
seguidas de una reunion final presencial entre todos los
grupos de trabajo (excepto el grupo de expertos interna-
cionales). Las recomendaciones surgen de aquellas afir-
maciones que tuvieron acuerdo en la encuesta al grupo
de votacion, incluyendo enmiendas sugeridas por el gru-
po de expertos.

En dos reuniones del grupo directivo, llevadas a
cabo en agosto del afio 2018, se resolvio trabajar en seis
puntos controvertidos:

Nombre de la prueba

Indicaciones

Técnica de tamizaje

Dilucioén inicial de tamizaje

Informe del resultado

Utilidad de los anticuerpos antinucleares en el diag-
nostico.

Y se definio los participantes del grupo de votacion,
de revision, y se propuso un grupo de referentes, tenien-
do como objetivo incluir a la mayor cantidad de profe-
sionales involucrados en el procesamiento, validacion e
interpretacion de la prueba de ANA, asi como la mayor
representacion posible de laboratorios del interior del
pais donde se realiza la prueba.

El grupo directivo realizé una primera encuesta al
grupo de votacion a través de una plataforma digital
(SurveyMonkey) con 26 afirmaciones, acompanada de
un resumen bibliografico adjunto basado en una revi-
sion sistematica y una sintesis de la literatura sobre cada
tema a consensuar. Cada afirmacion debia ser pondera-
da con una escalanuméricadel 1 al 9, siendo 1 desacuer-
do total y 9 acuerdo total. Posteriormente se analizaron
las respuestas, obteniéndose la mediana de cada una. Se
evaluaron segun el criterio de puntajes establecido en la
metodologia utilizada: puntajes del 1 al 3 indican no
acuerdo, del 4 al 6 indican indecision y del 7 al 9 indican
acuerdo (cuadro 1).

Enuna instancia posterior se realizé una segunda en-
cuesta, esta vez dirigida al grupo de revision y al de refe-
rentes nacionales, compuesta por las 17 afirmaciones
que obtuvieron acuerdo en la primera encuesta, con el
propdsito de dar una opinidon formal sobre el contenido
de la version inicial de las recomendaciones, en particu-
lar su aplicabilidad, aceptabilidad y comprensibilidad.

El dia 21 de noviembre, en el marco del XVII Con-
greso Uruguayo de Patologia Clinica, se realiz6 una Jor-
nada del 1* Consenso Uruguayo de Anticuerpos Anti-
nucleares, donde se expusieron los resultados a los gru-

pos de votacion, revision y de referentes nacionales, y se
incluyeron las enmiendas que surgieron de la reunion.
Se redactaron tres documentos: la argumentacion cienti-
fica de la bibliografia consultada (resumen bibliografi-
co), el documento completo del consenso con las reco-
mendaciones finales y una ficha de sintesis. Por ultimo,
en el mes de diciembre se enviaron los documentos via
correo electronico al grupo de referentes internacionales
para su revision final.

3. Nombre de la prueba

= El nombre mas adecuado para denominar la prueba
de anticuerpos antinucleares (ANA) por inmuno-
fluorescencia indirecta (IFI) sobre células HEp-2 es
anticuerpos antinucleares.

= El nombre mas adecuado para denominar la prueba
de ANA por IFI sobre células HEp-2 es anticuerpos
antintcleo-citoplasma (ANA).

» El nombre mas adecuado para denominar la prueba
de ANA por IFI sobre células HEp-2 es anticuerpos
anticelulares (ANA).

Desde su incorporacion en el algoritmo de estudio
de las enfermedades autoinmunes, la inmunofluores-
cencia indirecta (IFI) sobre células HEp-2 ha sido deno-
minada como ANA (del inglés anti-nuclear antibody) o
FAN (factor antinticleo) para hacer referencia a la mis-
ma, ya sea desde la solicitud de parte del médico clinico
0 ala hora de emitir el informe por parte de los laborato-
rios. Esta denominacion, tal cual lo indica su nombre, se
limitaria a la reactividad objetivada frente a antigenos
presentes en las estructuras del nucleo exclusivamente,
excluyendo los patrones de fluorescencia por reactivi-
dad frente a otras estructuras celulares, ya sean citoplas-
maticas, del aparato mitético, de membrana, etc. Ade-
mas, las células HEp-2 permiten reconocer anticuerpos
dirigidos contra estructuras proteicas expresadas en di-
ferentes fases del ciclo celular, como proteinas del
centromero (por e¢jemplo, CENP-F), contra antigeno
nuclear de células en proliferacion (PCNA) y otras.

Por lo tanto, si bien esta terminologia es por un lado
especifica, a lo largo del tiempo ha sido utilizada de un
modo genérico, sin un acuerdo concreto, a la hora de re-
ferirse a otros patrones de fluorescencia no nucleares.
Esta falta de acuerdo entre los laboratorios deja librado a
quien realiza el informe la manera de como comunicar
estos otros patrones no nucleares, sobre todo citoplas-
maticos, y a la interpretacion de quien recibe la informa-
cioén que abarca un resultado negativo.

Este aspecto ha sido considerado a nivel internacio-
nal y regional por diferentes grupos de expertos®™.

En agosto de 2008 se llevé a cabo en Buenos Aires
el Primer Consenso Argentino para la Estandariza-
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Tabla 1. Nuevas denominaciones recomendadas para
la prueba de ANA. (Adaptado de Dellavance A., et al. |l
Consenso Brasileiro de Fator Antinuclear em Células
HEp-2)(5).

1. FAN - Busqueda de anticuerpos contra componentes del nicleo,
nucléolo, citoplasma y aparato mitético.

2. FAN Busqueda de autoanticuerpos.
3. Bisqueda de autoanticuerpos (antinucleares y citoplasmaticos).

4. Bisqueda de anticuerpos contra componentes del nicleo (FAN),
nucléolo, citoplasma y aparato mitético.

5. Bisqueda de autoanticuerpos — nlcleo (FAN), nucléolo, citoplasma
y aparato mitético.

6. Busqueda de autoanticuerpos contra antigenos intracelulares (FAN).

cion de la determinacion de ANA por IFI-HEp-2, con
la participacion de 28 expertos. Se discutieron los as-
pectos metodologicos mas importantes y se decidid
llamar a la determinacion “anticuerpos anti nticleo-ci-
toplasmaticos” (FAN/ANA), considerando que es el
nombre mas explicativo y adecuado, aclarando entre pa-
réntesis (FAN/ANA), siglas con las que se identifica es-
ta determinacion en espafiol y que estan referidas a fac-
tor antinuclear/anticuerpos anti-nucleares®.

Por otro lado, en 2003 el II Consenso Brasilero con-
siderd que la terminologia tradicional de FAN debia ser
sustituida por una denominacién que contemplara la de-
teccion de anticuerpos contra todos los constituyentes
celulares, y no solo contra los antigenos nucleares, in-
corporando a la sigla FAN las otras determinaciones
realizadas en el examen, definiendo seis opciones posi-
bles para ser utilizadas por los laboratorios en sus infor-
mes (tabla 1) ©.

Las recomendaciones italianas del Forum Interdisci-
plinare per la Ricerca nelle Mallattie Autoimmuni
(FIRMA) establecen explicitamente que un patron cito-
plasmatico debe considerarse ANA positivo (http://www.
gruppofirma.com). Ni la ACR ni las recomendaciones
EASI/IUIS establecen una posicion clara hacia los pa-
trones de citoplasma/aparato mitdtico que se consideran
ANA negativos o positivos. La recomendacion
EASI/IUIS solo establece que “ademas de los patrones nu-
cleares, también se deben informar y especificar los patro-
nes citoplasmaticos y de los aparatos mitoticos cuando sea
posible”. Finalmente, el Grupo de estudio europeo de bus-
queda de consenso sobre investigacion de laboratorio en
reumatologia (ECGSG), que forma parte de la Liga euro-
pea contra el reumatismo (EULAR), considera un patron
citoplasmatico como ANA negativo (comunicacion
personal, Johan Ronnelid, Suecia)®.
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Tabla 2. Entidades que pueden asociarse con
positividad de anticuerpos antinucleares (adaptada de
Among-Levin N, et al)(2.

« Lupus eritematoso sistémico

« Lupus inducido por farmacos

« Esclerosis sistémica (difusa/limitada)

« Fenémeno de Raynaud

« Sindromes de solapamiento

« Enfermedad mixta del tejido conectivo

« Sindrome de Sjogren

« Enfermedad indiferenciada del tejido conectivo
o Artritis idiopatica juvenil

o Artritis reumatoide

« Miopatias inflamatorias/Dermatomiositis

« Colangitis biliar primaria

« Hepatitis autoinmune

« Sindromes linfoproliferativos

« Infecciones: endocarditis, neumonia (Mycoplasma)
« Tiroiditis autoinmune

« Enfermedad celiaca

4. Indicaciones

= Los ANA orientan a enfermedad autoinmune sisté-
mica (EAS) y deben solicitarse solo en los casos de
cuadro clinico sugestivo de ésta.

= Los ANA orientan a EAS y su solicitud debe ser el
final de un proceso de descarte de otras entidades.

Los ANA son de gran utilidad en el diagndstico y
clasificacion de las enfermedades autoinmunes sistémi-
cas (EAS)®. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que
existen ciertas consideraciones fundamentales: hay pa-
cientes sin EAS que tienen ANA positivos (a diferentes
titulos); las EAS son relativamente poco frecuentes en
la poblaciéon general; muchos pacientes con ANA posi-
tivos no desarrollaran una EAS en la evolucion”.

Las ANA son frecuentes en el lupus eritematoso sis-
témico (LES) (96,5%), sindrome de Sjogren (SSj), escle-
rosis sistémica (ES), miopatias inflamatorias (MI) (63%),
enfermedad mixta del tejido conjuntivo (EMTC), hepato-
patias autoinmunes (HAI), entre otras®”. Diversos tra-
bajos han mostrado una frecuencia variable de titulos
positivos de ANA en la poblacion general. Enun estudio
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Tabla 3. Sintomas orientadores de enfermedad
autoinmune sistémica.

o Artritis

« Lesiones cutaneas caracteristicas
« Rush (brote) cutaneo fotosensible
« Ojo/boca seca

« Poliserositis

« Alopecia

« Sedimento urinario patolégico (en particular, leucocitos, glébulos
rojos, proteinuria, cilindros)

« Citopenias
« Recién nacido con bloqueo auriculoventricular

« Fiebre de origen desconocido descartadas las causas infecciosas
mas prevalentes

« Fendémeno de Raynaud

« Sindrome miopatico, descartadas las causas mas frecuentes

se observo que el 31,7% de sujetos sanos tenian ANA
positivos por IFI en titulos 1/40, 13,3% en titulos 1/80 y
5% en titulos 1/160"”

Titulos positivos de ANA por IFI pueden detectarse
en pacientes con diversas patologias. En el LES presen-
tan una sensibilidad muy elevada, cercana a 98%, pero
una especificidad mas baja, entorno al 60%. Por lo tanto,
es razonable que se planteen como el primer estudio a
realizar si la sospecha clinica de LES es elevada. En el
caso de la ES, la sensibilidad es de 85% y la especifici-
dad de 54%, mientras que en el grupo de las Ml la sensi-
bilidad cae a 61% y la especificidad a 63%"".

Asimismo, los ANA pueden ser positivos en otras
enfermedades autoinmunes, enfermedades oncolégicas
e infecciosas (tabla 2)"?. La interpretacion debe ponde-
rar varios aspectos, la presentacion clinica, incluyendo
la edad, la sintomatologia y la carga de morbilidad aso-
ciada de cada caso en particular, los titulos y el patrén in-
formado por el laboratorio. Es probable que el valor pre-
dictivo positivo (VPP) sea mayor en la medida en que
los titulos son més elevados"®. Por su parte, las mujeres
jovenes tienen mas riesgo de presentar titulos positivos
de ANA en relaciéon con los hombres mayores, asi como
los pacientes que presentan autoanticuerpos antitiroglo-
bulina y anticuerpos antigliadina®.

El desafio consiste en estudiar los ANA en aquellos
pacientes que tienen una clinica compatible o sugestiva
de una EAS, evitando hacer screening de autoinmuni-
dad en casos no justificados. Para ello, es deseable hacer
un correcto interrogatorio y examen clinico, estable-

ciendo la probabilidad pretest de presentar una EAS. En
la tabla 3 se describen las manifestaciones clinicas su-
gestivas de la presencia de una enfermedad autoinmune
para tener en cuenta en la primera consulta o en los pri-
meros contactos con este tipo de pacientes. La sola pre-
sencia de ANA no permite realizar diagnostico de nin-
guna entidad clinica”.

En pacientes con EAS durante la planificacion de
embarazo, o bien durante el embarazo, es deseable veri-
ficar la negatividad de los anticuerpos anti-SSA/Ro, da-
do el riesgo de bloqueo cardiaco u otras manifestaciones
del lupus neonatal. Las manifestaciones cardiacas feta-
les y neonatales tienen relacion con los anticuerpos an-
ti-SSA/Ro (y/o anti-SSB/La), y no con la enfermedad
materna, sea LES, Sjogren u otras enfermedades autoin-
munes"' ",

5. Técnicas de tamizaje

m La técnica patron de oro para el estudio de ANA es
la IFT sobre células HEp-2.

= No se recomienda utilizar otras técnicas diferentes a
la IFI como estudio inicial de ANA, porque las mis-
mas no poseen todos los antigenos que la célula
HEp-2 expresa en forma constitutiva, dando resulta-
dos falsos negativos.

= De optar por la realizacion de técnicas distintas a la
IF1, debe aclararse en el informe la técnica utilizada y
enumerar en detalle cuales fueron los anticuerpos estu-
diados segun la combinacion de antigenos que incluya
el ensayo. Ante la positividad de ANA por IFI a titulo
significativo debe investigarse la especificidad de los
anticuerpos mediante alguna de las técnicas que discri-
minan separadamente los mismos.

= Se han desarrollado sistemas informaticos para la
lectura automatizada de las laminas que reconocen
la positividad de la fluorescencia y algunos de los
patrones mas frecuentes. Sin embargo, como no re-
conocen la totalidad de los patrones descriptos hasta
el momento, se recomienda que las imagenes sean
revisadas a posteriori por un observador entrenado.

5.1 Desarrollo y generalizacion de la IFI

Pasada la época en que se revelo la autorreactividad nu-
clear por el descubrimiento del fenomeno LE, surge la
técnica de IFI para ANA iniciada en 1957. Utilizé como
sustrato cortes de tejido de rata, que luego, a partir de la
década de 1970, fueron sustituidos por una linea celular
en monocapa de células HEp-2 de carcinoma laringeo
humano. Estas células expresan en su ntcleo y su cito-
plasma mas de 150 antigenos, frente a los cuales reaccio-
nan los autoanticuerpos presentes en el suero, generando
patrones de fluorescencia caracteristicos, que en algunos
casos permiten reconocer hacia cudl estructura molecular
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van dirigidos estos autoanticuerpos (por ejemplo, los an-
ticentromero, los antirribosomal p, etc.)¥.

Eselunico ensayo, entre todos los que se han comer-
cializado, que posee tal diversidad de antigenos expre-
sados en su forma nativa y ubicados constitutivamente
en el sitio celular de origen. Esta es su principal ventaja
con respecto a otro tipo de inmunoensayos en los cuales
la unién covalente de las proteinas a la fase solida afecta
su conformacion, eliminando algunos epitopes nativos y
generando neoepitopes durante el proceso'”.

Se le reconocen cuatro desventajas que se analizan a
continuacion:

La baja especificidad es debida en parte a que un nu-
mero elevado de individuos sanos pueden resultar ANA
positivo a titulo 1/40. Esto se subsana, en parte, con la
propuesta de elevar el titulo basal para iniciar el estudio,
comentado en otra seccion. Consideradas las enferme-
dades autoinmunes en su globalidad, la positividad de
los ANA atitulos significativos orienta a la existencia de
alguna de ellas, descartadas las otras causas de ANA po-
sitivos. Sera el patron o la determinacion posterior de la
especificidad antigénica, sumados al cuadro clinico, los
elementos que llevaran a la orientacion diagnodstica. Pa-
ra esto se recomienda a posteriori la realizacion de otro
tipo de técnicas que mas que confirmatorias serian dis-
criminatorias, porque investigan especificamente la mo-
lécula blanco o target hacia la cual van dirigidos los au-
toanticuerpos, pudiendo ser inmunoblots, inmunodots,
ELISAs, ensayos con esferas fluorescentes o de quimio-
luminiscencia, etc.1?).

La laboriosidad y el tiempo insumido en su realiza-
cion son un inconveniente en los laboratorios a gran es-
cala, regionales, con poblaciones de cobertura numero-
sas que analizan un volumen muy importante de mues-
tras. A esto se le suma el aumento de las solicitudes de
ANA en los tltimos afios, sean estas justificadas o no, lo
que hizo necesaria la automatizacion para optimizar los
tiempos de respuesta®”. Esta desventaja debe ser pon-
derada en cada laboratorio seglin sus caracteristicas, ya
que para laboratorios de menor escala con personal ca-
pacitado, podria insumir mas horas de la jornada labo-
ral: el mantenimiento, la preparacion, la supervision y la
finalizacion de un equipo automatizado, de las que insu-
miria realizar la técnica manualmente. Asi mismo, la va-
loraciéon del tiempo requerido para la observacion al
microscopio va a depender del volumen de muestras a
informar y de la disponibilidad de personal entrenado en
el medio.

La variabilidad analitica inter-laboratorios que difi-
culta la comparacion de resultados a la hora de llevar a
cabo estudios multicéntricos, derivo en la necesidad de
estandarizacion del test. Para ello, se establecieron espe-
cificaciones en cuanto a las diluciones, el conjugado, la
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lampara, el microscopio, etc. Y se dispone de paneles de
sueros de referencia para ser utilizados como controles
de calidad externos, tanto comerciales como de organis-
mos internacionales®.

La subjetividad en la lectura al microscopio es otra
de las desventajas que se mencionan de la IFT y es uno de
los argumentos en pos de la automatizacion de la lectura.
En esta direccion en la introduccion de las recomenda-
ciones internacionales para el manejo de los autoanti-
cuerpos frente a antigenos celulares llamados antinu-
cleares, publicada en 2014, se expresa que la IFI implica
experiencia técnica sustancial, y si bien se considera el
patron de oro, sera tan buena como el laboratorio que la
realice!'?. Cabe una consideracion a este respecto: mas
alla de los métodos de medicion para innumerables ana-
litos en el laboratorio, que tienden a mejorar la precision
y la exactitud, existe también otro gran grupo de para-
metros médicos subjetivos que requieren de la habilidad
de un observador de morfologias, 1éase la citologia, la
histologia, etc. La subjetividad no es en si misma una
desventaja cuando es correctamente aplicada. Ni qué
hablar del momento del acto clinico, en el que la infor-
macion recabada durante la anamnesis y el examen fisi-
co del paciente va a depender de la capacidad que tenga
ese médico de detectar y reconocer los elementos
fundamentales para el diagndstico. Mediante el razona-
miento clinico integrador, llegard a una conclusion
acertada, valiéndose de sus conocimientos, su experien-
cia y también de su subjetividad.

A lo largo de los ultimos afios la industria fue desa-
rrollando numerosos ensayos con la pretension de susti-
tuir a la IFI sobre células HEp-2 en el tamizaje de ANA,
en lo que seria la segunda etapa de las técnicas.

5.2 Técnicas especificas e intento de sustituir la IFI

Estos inmunoensayos en fase solida (Solid phase as-
says: SPA, por su sigla en inglés) son de diversos tipos:
primero ELISA, luego ensayos con esferas fluorescen-
tes o de quimioluminiscencia, etc. Utilizan una combi-
nacion de antigenos seleccionados por su reconocida
asociacion a enfermedad autoinmune sistémica median-
te una mezcla de proteinas recombinantes o péptidos
sintéticos unidos a la fase solida. Algunos tienen agre-
gado un extracto de células HEp-2.

Un grupo inglés estudié en paralelo, por dos técni-
cas, 89 muestras de ANA, resultando 40 positivos por
ELISA (45%), mientras que 72 fueron positivos por IFI
sobre HEp-2 (81%). E1 ELISA fue menos sensible, pero
mas especifico para LES u otras EAS asociadas a ANA.
Sin embargo, esta técnica no detectd el estandar del
CDC con patron nucleolar. Una cantidad no desprecia-
ble de estos pacientes negativos por ELISA, pero positi-
vos por IFI HEp-2, presentaban enfermedades asocia-
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das a ANA o fenomeno de Raynaud, en el cual ANA es
factor pronodstico. La misma situacion se describio en
publicaciones en pacientes con ES, LES, o artritis idio-
patica juvenil®”.

Otro grupo demostrd que el 54 % de los pacientes
que cumplia los criterios del Colegio Americano de
Reumatologia (ACR) para LES y eran ANA positivos
por IFI, resultaron negativos por otros inmunoensayos
en fase solida"”.

Otro ensayo comparo tres técnicas en una poblacion
seleccionada de pacientes con diagnostico de LES, SjS,
SSc, Ml y EMTC. La sensibilidad result6é de 95% para
IFI con lectura automatizada, 80% para un enzimoinmu-
noensayo fluorescente y 86% para uno de quimiolumi-
niscencia. La sensibilidad varia al separar el analisis por
patologias, como era de esperar, dando mas alta en aque-
llas en que los autoanticuerpos presentes van dirigidos
hacia antigenos que estan incluidos en los ensayos en fa-
se solida. Finaliza concluyendo que la combinacion de
IFI y ensayos en fase solida agrega valor®").

Existen infinidad de publicaciones comparando las
diferentes técnicas, expresando los resultados de forma
variada y promovidas por diferentes industrias; en nin-
guna de ellas se concluye que se pueda prescindir de la
IFL, por lo cual comienza la tercera etapa abocada a ha-
cer de ésta una técnica mas rapida y mas estandariza-
ble.

5.3 Vuelta a la IFl y automatizacion de la lectura

La lectura automatizada permite el reconocimiento de
patrones mediante programas informaticos dotados de
algoritmos matematicos. La llamada microscopia auto-
matizada demostré poder discriminar con exactitud en-
tre un ANA positivo y un ANA negativo, ademas de re-
conocer algunos de los patrones hallados mas frecuen-
temente. Sin embargo, en varias de las publicaciones
que analizan estas plataformas, se sigue recomendando
la verificacion posterior de la lectura por un observador
entrenado, debido a discordancias halladas en los infor-
mes automatizados y a que mediante estos sistemas aun
no se ha logrado reconocer toda la variedad de patrones
con implicancias clinicas descriptos hasta ahora®*.

En una reciente publicacion se brinda un listado de
las multiples plataformas disponibles comercialmente
en la actualidad con el detalle de sus principales caracte-
risticas: empresa fabricante, discriminacion entre positi-
vo/negativo, patrones reconocidos, patrones mixtos re-
conocidos, colorante nuclear, el nimero de mues-
tras/hora, capacidad de laminas, un mismo equipo para
IFI y lectura o dos, calibracion, validacion final del re-
sult(ezlgo, control de calidad y método de analisis de patro-
nes”.

6. Dilucion inicial de tamizaje

= El titulo inicial adecuado en poblacion adulta (> 16
aflos) para iniciar la busqueda de ANA por IFI sobre
células HEp-2 es 1/40.

= El titulo inicial adecuado en poblacion adulta (= 16
afios) para iniciar la busqueda de ANA por IFI sobre
células HEp-2 es 1/80.

= En poblacion adulta (> 16 afios) para iniciar la bus-
queda de ANA por IFI sobre células HEp-2 es
1/160.

En un estudio se comprobo que en individuos sanos
la frecuencia de ANA no difirié significativamente en-
tre los cuatro subgrupos de edad 20-60 afios. Esta po-
blacion, en apariencia normal, fue ANA positivo en el
31,7% de los individuos a la dilucién 1/40 del suero,
13,3% en 1/80, 5,0% en 1/160 y 3,3% en 1/320. En
comparacion con los resultados entre los subgrupos con
enfermedad autoinmune, un bajo punto de corte a un ti-
tulo de 1/40 (alta sensibilidad, baja especificidad) po-
dria tener valor diagndstico, ya que clasificaria virtual-
mente a todos los pacientes con LES, SSc o SjS como
ANA positivo. Por el contrario, un valor de punto de
corte alto a un titulo de 1/160 (alta especificidad, baja
sensibilidad) seria ttil para confirmar la presencia de la
enfermedad en solo una parte de los casos, pero proba-
blemente excluye al 95% de individuos normales. Una
pregunta fundamental, que generalmente no se aborda
completamente con respecto a los autoanticuerpos en
personas normales, o individuos sin manifestaciones
clasicas de la enfermedad, es la importancia clinica y
biolégica de los anticuerpos de bajo titulo"?.

En otro estudio se establecié una mayor probabili-
dad de presentar EAS en aquellos pacientes con dilucio-
nes mas altas, ya desde su primera consulta. Estos valo-
res mantienen la diferencia con la artritis reumatoide
(AR), enfermedad de naturaleza autoinmune que pre-
senta mayor niimero de pacientes entre sus muestras po-
sitivas para titulos <1/160. En una comparacion de este
nivel de titulaciones para la prueba de ANA en una uni-
dad de reumatologia con estudios previos desarrollados
por otras especialidades médicas, se muestra un VPP en
las conectivopatias notablemente superior, tanto en las
diluciones mas bajas (>1/80 = 36% vs 10%), como para
diluciones altas (>1/1.280 = 85% vs 38,9%).

En conclusion, todos estos datos muestran el incre-
mento de la frecuencia de ANA en titulos elevados ob-
servados por IFI desde la primera muestra en enferme-
dades con EAS respecto a las no EAS, estableciéndose
esta asociacion para diluciones >1/320%%,

Otro estudio afirma que cada laboratorio debe esta-
blecer, en individuos normales y segtin la edad, el valor
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Tabla 4. Personas normales/Frecuencia de resultados
positivos de ANA (adaptada de Kavanaugh A.)@8).

1:40 20%-30%
1:80 10%-12%
1:160 5%
1:320 3%

de corte por debajo del cual el resultado se considera ne-
gativo. Para individuos adultos, la recomendacion es de
ensayar la determinacion en dos titulos: 1/40 y 1/160,
aclarando qué porcentaje de individuos sanos dan resul-
tados positivos a estas diluciones. Teniendo en cuenta
razones econdmicas, se propone hacer el tamizaje a la
dilucion de 1/80 con una sensibilidad de 90% a 95%. En
individuos mas jévenes se recomendaria una dilucion de
corte de 1/40%.

La interpretacion de los resultados depende del pa-
tron observado, el nivel de los autoanticuerpos y la edad
del paciente. Los ancianos, especialmente mujeres, son
propensos a desarrollar autoanticuerpos de bajo titulo
(<1/80) en ausencia de clinica de una enfermedad au-
toinmune. Por el contrario, uno puede realizar los ANA
de muestras de suero de pacientes mas jovenes a una di-
lucién de 1/407.

El IV consenso brasilero inst6 a los laboratorios de
Brasil al uso de la dilucién de tamizaje de 1/80. Se baso
en el hecho de que algunos pacientes con enfermedad
autoinmune pueden tener titulos de 1/80, aunque la ma-
yoria de ellos presentan titulos moderados (1/160 y
1/320) a altos (> 1/640) en el sustrato celular HEp-2,
mientras que sujetos sanos tienden a tener titulos bajos
(1/40 y 1/80); otro aspecto que refuerza la necesidad de
esta recomendacion fue el hecho de que la prueba conti-
nua siendo solicitada por una variedad de especialistas
de diversos tipos de servicios, donde son menos fre-
cuentes las enfermedades reumaticas autoinmunes®.

Diferentes diluciones de tamizaje: 1/40, 1/80y 1/160
se han sugerido como valor de corte para la prueba de
ANA sobre sustrato de células HEp-2. Siguiendo las re-
comendaciones de la ACR y el grupo de Clinicas de Co-
laboracion del Lupus Eritematoso Sistémico (SLICC),y
adoptando las directrices del Instituto de Estandares Cli-
nicos y de Laboratorio (CLSI) para la definicién de los
intervalos de referencia de laboratorio clinico, este estu-
dio establecio la dilucion de 1/160 como titulo anormal
o valor de referencia para el test. En conclusion, se esta-
blecid la dilucion de 1/160 como el titulo inicial de
ANA-HEp-2. Por lo tanto, es importante tener en cuenta
que, en situaciones donde los ANA se realizan fuera de
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contexto clinico, como ocurre en la practica diaria, y de-
bido a la alta frecuencia de resultados positivos en indi-
viduos sanos, el valor de referencia de 1/160 se benefi-
cia de una reduccion en la frecuencia de resultados “fal-
sos positivos™ sin pérdida significativa de sensibilidad
diagnéstica®”.

Resultados débilmente positivos de ANA por IFI
ocurren en porcentajes variables de adultos saludables,
por lo que deben interpretarse con conocimiento de es-
te hecho. Varias fuentes, incluyendo el mencionado
documento del Comité Nacional para los estandares de
los Laboratorios Clinicos (NCCLS), sugieren que cada
laboratorio debe establecer sus propios intervalos de
referencia y reportarlo en los informes de laboratorio.
Con el uso del sustrato HEp-2, aproximadamente el
20% de las personas normales tienen un titulo de ANA
de 1/40 o superior, y aproximadamente el 5% tiene un
titulo de ANA de 1/160 o mayor. Debido a la baja pre-
valencia de LES (40-50 casos por 100.000) en la pobla-
cion general, la mayoria de las personas descubiertas al
azar con un resultado positivo de ANA no tienen LES.
Mientras que el uso de titulos mas altos de ANA para
definir un resultado positivo puede mejorar la especifi-
cidad para el diagnodstico de LES, esta practica dismi-
nuye la sensibilidad diagnostica de la prueba de ANA
(tabla 4)*Y.

La dilucioén inicial recomendada de la muestra es
1/40 y un titulo igual o mayor que 1/160 debe ser consi-
derado positivo.

Titulos bajos (1/40-1/80) de ANA pueden estar pre-
sentes en sujetos sanos (especialmente mujeres embara-
zadas, mujeres mayores de 40 afios y personas mayores)
y como un fendmeno asociado a infecciones virales, en-
fermedades hepaticas, sindromes neurologicos para-
neoplasicos, sindrome de fatiga cronica y neoplasias de
varios tipos.

Titulos bajos de ANA (1/40) raramente estan pre-
sentes en pacientes con patologia autoinmune, pero se
observan en aproximadamente el 32% de sujetos saluda-
ble; este corte es muy sensible y poco especifico.

Titulos altos (>1/160) estan presentes en sujetos en-
fermos, pero solo en 5% de personas sanas; este corte es
un poco menos sensible pero mas especifico. Por cierto,
con un titulo final menor de 1/160, los examenes de con-
trol secundarios producirdn resultados positivos en
menos del 5% de los casos.

Titulos intermedios pueden estar presentes en apro-
ximadamente el 20% de la poblacion sana y en un pe-
queilo porcentaje de sujetos enfermos.

Por estas razones: titulos de 1/40 y 1/160 son consi-
derados niveles de toma de decisiones que requieren al-
goritmos operativos diferentes:
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1. Titulos menores de 1/40 deben considerarse como
negativos.

2. Titulos iguales o mayores que 1/40, pero menos de
1/160, deben considerarse positivos a titulo bajo (en
ausencia de sintomas especificos no se aconsejan
examenes complementarios, pero el paciente debe
ser vigilado clinicamente).

3. Titulos iguales o mayores que 1/160 deben conside-
rarse positivos, y los pacientes deben realizarse estu-
dios complementarios porque probablemente pre-
sentan una enfermedad autoinmune.

Cada laboratorio debe verificar la consistencia de
estos niveles de corte®.

7. Informe del resultado

m  Cuando el laboratorio realiza la deteccion de ANA
por técnica de IFI, el informe de resultados de la
prueba deberia incluir solo patrones nucleares.

= Cuando el laboratorio realiza la deteccion de ANA
por técnica de IFI, el informe de resultados de la
prueba deberia incluir patrones nucleares, citoplas-
maticos y de aparato mitdtico.

®= Cuando el laboratorio realiza la deteccion de ANA
por técnica de IFI, el informe de resultados de la
prueba deberia incluir positivo o negativo, sin pa-
trén ni titulo final.

®m Cuando el laboratorio realiza la deteccion de ANA
por técnica de IFI, el informe de resultados de la
prueba deberia incluirpositivo o negativo, patron:
nuclear, citoplasmatico, aparato mitotico,titulo final
(dilucion mas alta que se mantiene positiva).

= Frente aun ANA con patrén citoplasmatico el infor-
me deberia decirANA negativo, patrén citoplasma-
tico.

= Frente aun ANA con patrén citoplasmatico el infor-
me deberia decir ANA positivo, patrén citoplasma-
tico.

= El informe de ANA también deberia incluirtécnica
empleada, valores de referencia, sugerir pruebas de
seguimiento, relevancia clinica de los resultados.

La estandarizacion y la armonizacién son herra-
mientas complementarias para lograr una mayor calidad
en las pruebas realizadas en el laboratorio clinico.
Ambeas son de gran relevancia y necesarias en el diag-
noéstico de enfermedades autoinmunes. La armoniza-
cion de procedimientos y comportamientos s un objeti-
vo factible y debe incluir necesariamente todas las fases
del proceso de una prueba de laboratorio: en la fase
preanalitica, la adecuacién de las solicitudes de prueba,
la armonizacion de terminologia de autoanticuerpos y
adopcion de nomenclatura uniforme para pruebas de la-

boratorio; en la fase analitica, la armonizacion de las
mediciones y el intercambio de perfiles de prueba y al-
goritmos de diagnoéstico, y en la fase posanalitica, la ar-
monizacion de la presentacion de datos y los criterios
para interpretar los resultados inmunoserologicos,
especialmente la armonizacion de unidades, los interva-
los de referencia, los limites de decision y la definicion
y notificacion de valores criticos.

Aqui se proporciona y se discute un ejemplo en lo
que respecta a la fase posanalitica, especificamente so-
bre qué debe incluir el informe de ANA y particularmen-
te nos referiremos a la prueba de ANA por IFI, ya que es-
ta es considerada como método de tamizaje y, por lo tan-
to, lamayoria de los consensos y recomendaciones giran
en torno a dicha prueba.

Se ha discutido mucho en relacion con diferentes as-
pectos del informe, existiendo actualmente diferentes
recomendaciones disponibles para informar los resulta-
dos de ANA.

En general, hay acuerdo en que el informe debe con-
tener la técnica que se ha utilizado para realizar el estu-
dio. El tipo de ensayo debe especificar el método utiliza-
do, es decir, IFI en células HEp-2 o sustratos alternati-
vos HEp-2, quimioluminiscencia (CLIA), inmunoensa-
yo de cuentas laser direccionables (ALBIA), ensayo in-
munoadsorbente ligado a enzimas (ELISA), etc. Algu-
nos autores consideran que es deseable proporcionar
también el nombre del fabricante del kit del ensayo, da-
do que algunos autoanticuerpos y sus respectivos patro-
nes aparecen preferentemente en algunas marcas de 1a-
minas HEp-2, como ocurre con anti-SS-A / Ro60 y el
patron antibastones y anillos>***". Sin embargo, dicha
informacion no es relevante para la mayoria de los patro-
nes y autoanticuerpos.

El segundo elemento del informe debe contener infor-
macion sobre la positividad o negatividad de la prueba.

En el caso de las pruebas que miden concentracion de
anticuerpos mediante técnicas no IFI, deberia acompafiase
del nivel de anticuerpos (unidades arbitrarias, U/ml, etc.),
asi como del punto de corte de la técnica y valores de refe-
rencia. Cada laboratorio debe verificar el corte recomenda-
do para los kits utilizados para determinar ANA. Se reco-
mienda utilizar sueros emparejados por edad y sexo de su-
jetos sanos de la poblacion local general; los limites se de-
ben definir como el percentil 95. Estas metodologias no
permiten la identificacion de patrones'?.

Cuando se emplea IFI para realizar los ANA, se pro-
pone que los resultados sean informados en secuencia,
primero positivo/negativo, seguido del titulo y luego el
patron.

Latitulaciony el informe del titulo final (Gltima dilu-
cion positiva) expresa, en el caso de la IFI, el nivel de au-
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toanticuerpos circulantes; se considera clinicamente re-
levante, ya que hay una relacion directamente propor-
cional entre el titulo y la probabilidad de enfermedad au-
toinmune, dicho de otra forma, titulos elevados de ANA
tienen mayor correlacion con el diagnostico®. En este
sentido hay recomendaciones que avalan realizar e in-
formar titulo final; sin embargo, en otras recomendacio-
nes se define un titulo de punto final mas alla del cual no
se necesitan mas diluciones. Las recomendaciones ita-
lianas permiten informar la intensidad de fluorescencia
en lugar del titulo. Esta opcion puede ser valiosa, ya que
existen nuevos sistemas digitales de lectura de ANA que
puntian la intensidad de fluorescencia o proyectan el
titulo de punto final a partir de una tnica dilucion®**?.

Cuando se emplea IFI para realizar los ANA, la ma-
yoria de los autores proponen que debe informarse el pa-
tron observado, lo cual deberia realizarse seglin una ter-
minologia estandarizada. Las recomendaciones actuales
consideran que la nomenclatura para los patrones ANA
debe estar de acuerdo con el consenso alcanzado en el
primer taller ICAP o por lo menos junto al patron infor-
mado colocar entre paréntesis la clasificacion AC de
ICAP®*.

Si bien hay acuerdo en que debe informarse el pa-
tron, se discute cuando se debe informar ANA positivo
en funcion del patron observado. Cuando se trata de pa-
trones nucleares, no hay duda en que debe informarse
ANA positivo, pero cuando la fluorescencia es en cito-
plasma o aparato mitotico es discutible si debe informar-
se como ANA positivo o0 ANA negativo. Algunas reco-
mendaciones sugieren que, ante la presencia de dichos
patrones, debe considerarse ANA negativo y hacerse la
aclaracion de la presencia de citoplasma o aparato mito-
tico positivo en un item aparte.

Este aspecto sigue siendo controvertido, en consen-
sos brasileros sobre ANA se define que los patrones ci-
toplasmaticos se consideren ANA positivos, agregan-
dose un comentario al final del informe en el que se acla-
ra que la prueba de ANA corresponde a una prueba que
detecta anticuerpos contra los diferentes antigenos celu-
lares que comprenden a todas las estructuras celulares y
no solo al nucleo®. Recomendaciones italianas esta-
blecen claramente que un patréon citoplasmatico debe
considerarse ANA positivo. Otras recomendaciones in-
ternacionales no establecen una posicion clara respecto
a estos patrones, proponiendo que ademas de los patro-
nes nucleares, también se deben informar y especificar
los patrones citoplasmaticos y del aparato mitdtico
cuando sea posible! 1>,

Cuando se observan patrones mixtos, se sugiere que
todos los patrones nucleares se informen primero, des-
pués los citoplasmaticos y ??luego los patrones mitoti-
cos. Cada patron se debe informar con el titulo respecti-
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vo. Otros autores proponen que una muestra con un pa-
trén exclusivamente citoplasmatico se informe como
ANA negativo, con una observacion del patron citoplas-
matico y su titulo, mientras que una muestra con un pa-
trén mixto nuclear y citoplasmatico se informe como
ANA positivo™*?.

Enrelacion con la inclusion de comentarios sobre in-
terpretacion o sugerencias de seguimiento en el informe,
las recomendaciones son discordantes. Muchos labora-
torios usan comentarios generales con respecto a posi-
bles asociaciones de enfermedades, sin embargo, la ma-
yoria de las recomendaciones no abordan este aspecto.
Solo en el consenso brasilero se recomienda la inclusion
de tales observaciones en el informe de ANA®. Final-
mente, algunas recomendaciones solicitan no propor-
cionar asociaciones clinicas ya que las mismas estan po-
bremente definidas, en tal sentido cabe destacar que los
patrones se relacionan con los antigenos reconocidos y,
por ende, los autoanticuerpos afines estan asociados con
ciertas enfermedades o manifestaciones de enfermeda-
des. Sibien muchos autores consideran que es importan-
te obtener mas informacion sobre la interpretacion de
los resultados de las pruebas obtenidas, no esta claro el
contenido de esta informacion®.

Con respecto a las recomendaciones acerca de prue-
bas reflejas (aquellas pruebas que se realizan como
pruebas confirmatorias cuando la técnica de screening
es positiva), en algunos lugares se recomienda mencio-
nar los posibles antigenos diana, basdndose en el patron
ANA vy la informacién clinica proporcionada®®*®. De-
pendiendo de las politicas de costos del laboratorio, ins-
titucion, etc., las pruebas reflejas se podrian considerar
en el marco de algoritmos diagndsticos.

Finalmente, se destaca que la emision de un informe
de resultados de ANA que contenga puntos comunes en
todos los laboratorios clinicos es primordial a la hora de
armonizar el mismo y en igual sentido establecer un len-
guaje comun entre los diferentes actores involucrados
en este tema.

8. Utilidad de los anticuerpos antinucleares en el

diagnostico

= Los ANA tienen utilidad en el diagndstico y no de-
ben ser solicitados para evaluar actividad o progre-
sion de una enfermedad autoinmune.

= Puede recomendarse la reiteracion de los ANA en
los casos donde el perfil clinico varia significativa-
mente, que haga sospechar una superposicion con
otra enfermedad, o un viraje hacia otra autoinmune
diferente a la diagnosticada hasta el momento.

= En los casos donde exista elevada sospecha clinica de
la presencia de una enfermedad autoinmune, indepen-
dientemente del resultado de la deteccion de los ANA
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(por IFI), debe analizarse la presencia de antigenos es-
pecificos tales como anti-Jo-1 o anti-SSA/Ro, en fun-
cion del escenario clinico presente.

= Sila sospecha clinica de la existencia de una enfer-
medad autoinmune es elevada y el estudio inicial de
ANA fue hecho mediante una técnica alternativa, es
necesario revalorar los ANA mediante IFI (gold
standar).

= En los casos donde exista elevada sospecha clinica
de una enfermedad autoinmune o reumatica, el mé-
dico puede solicitar la determinacion de anticuerpos
especificos, independientemente del resultado de
los ANA.

= En casos donde la determinacion de los ANA fue
negativa mediante [FL, frente a la solicitud del médi-
co basado en la sospecha clinica de la existencia de
una enfermedad autoinmune o reumatica, se debe
determinar anticuerpos anti-Ribosomal P para pa-
cientes con sospecha de LES (especialmente nefritis
lupica o lupus neuropsiquidtrico por delirium).

La deteccion de los ANA es el test de laboratorio de
primer nivel en el estudio de una enfermedad autoinmu-
ne o reumatica.

Ladeterminacion de los ANA debe ser utilizada para
establecer el diagnostico de una enfermedad autoinmu-
ne o reumatica y no para monitorear la actividad ni
progresion de la enfermedad.

La variacién en los titulos de ANA por IFI para mo-
nitorear la evolucion de una enfermedad autoinmune o
reumatica no esta aconsejada.

Puede recomendarse la reiteracion de los ANA en
los casos donde el perfil clinico varia significativamen-
te, que haga sospechar una superposicion o un viraje ha-
cia otra enfermedad autoinmune diferente a la ya
diagnosticada.

En los casos donde exista elevada sospecha clinica
de la presencia de una enfermedad autoinmune, inde-
pendientemente del resultado de la deteccion de los
ANA (por IFI), debe analizarse la presencia de antige-
nos especificos tales como anti-Jo-1 o anti-SSA/Ro, en
funcion del escenario clinico presente!'*%”.

Si la sospecha clinica de la existencia de una enfer-
medad autoinmune es elevada y el estudio inicial de
ANA fue hecho mediante una técnica alternativa, es ne-
cesario revalorar los ANA mediante IFI .

En los casos donde exista elevada sospecha clinica
de una enfermedad autoinmune, el médico puede solici-
tar la determinacioén de anticuerpos especificos, inde-
pendientemente del resultado de los ANA en casos pun-
tuales, como se detalla a continuacion.

En casos donde la determinacion de los ANA fue
negativa mediante IFI, frente a la solicitud del médico

basado en la sospecha clinica de la existencia de una en-
fermedad autoinmune, se deben determinar los siguien-
tes anticuerpos en funcion del escenario clinico:

a) Determinacion de anticuerpos anti-Ribosomal P
para pacientes con sospecha de LES (especialmente
neftitis lupica o lupus neurosiquiatrico)®®.

b) Determinacion de anti-Jo-1 para pacientes con sos-
pecha de miopatia inflamatoria.

¢) Determinacion de anti-SSA/Ro para pacientes con
bloqueo cardiaco congénito, lupus neonatal, sindro-
me de Sjdgren, lupus cutineo subagudo!***47,

La presencia de diferentes antigenos nucleares y ci-
toplasmaticos en los sustratos de deteccion puede va-
riar. La matriz mayormente utilizada, sea HEp-2 o
HEp-2 enriquecida con Ro-60kD mediante transfec-
cion, son variables en la concentracion de los antigenos
Ro y La. En algunas ocasiones, esta presente Ro-60,
pero no se encuentra Ro-52, siendo este tltimo el ma-
yormente asociado a bloqueo cardiaco congénito en
hijos de madres con LES.

La baja presencia de algunos antigenos en las matri-
ces de deteccion puede variar, ya sea por ser antigenos
muy solubles (como el caso de SSA/Ro) o estar escasa-
mente representados a nivel celular (como en el caso de
los antigenos Jo-1 y SSA/Ro).

Los estudios de pacientes seleccionados con diag-
nostico de certeza de una enfermedad autoinmune en
quienes los estudios de ANA por IFI (con HEp-2 y
HEp-2 enriquecida con Ro-60kD) fueron negativos, de-
mostraron, mediante ELISA, la existencia de autoanti-
cuerpos tales como anti-SSA/Ro, anti-SSB/La, an-
ti-RNP y anti-Jo-14'".

9. Resultados

De un total de 26 afirmaciones, surgieron 17 recomen-
daciones que obtuvieron acuerdo en la encuesta realiza-
da al Grupo de votacion, considerandose apropiadas. Se
descartaron las nueve afirmaciones en las que hubo de-
sacuerdo o indecision por el Grupo de votacion,
considerandose inapropiadas (cuadro 1).

Se consideraron las enmiendas o aclaraciones reali-
zadas a alguna de las recomendaciones y se incluyen las
mismas en letra cursiva en el listado de recomendacio-
nes (cuadro 2).
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Cuadro 1. Veintiséis afirmaciones sometidas a votacion con sus medianas correspondientes.

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.
25.
26.

El nombre mas adecuado para denominar la prueba de anticuerpos antinucleares (ANA) por inmunofluorescencia indirecta (IFI) sobre
células HEp-2 es anticuerpos antinucleares. Valor de la mediana: 3 (No acuerdo con la propuesta)

El nombre mas adecuado para denominar la prueba de ANA por IFI sobre células HEp-2 es anticuerpos antinticleo-citoplasma (ANA).
Valor de la mediana: 7 (Acuerdo con la propuesta)

Elnombre mas adecuado para denominar la prueba de ANA por IFI sobre células HEp-2 es anticuerpos anticelulares (ANA). Mediana: 5
(Indecision)

Los ANA orientan a enfermedad autoinmune sistémica (EAS) y deben solicitarse solo en los casos de cuadro clinico sugestivo de ésta.
Mediana: 8 (Acuerdo)

Los ANA orientan a EAS y su solicitud debe ser el final de un proceso de descarte de otras entidades. Mediana: 4,5 (Indecision)
La técnica patron de oro para el estudio de ANA es la IFI sobre células HEp-2. Mediana: 9 (Acuerdo)

No se recomienda utilizar otras técnicas diferentes a la IFI como estudio inicial de ANA, porque las mismas no poseen todos los antige-
nos que la célula HEp-2 expresa en forma constitutiva, dando resultados falsos negativos. Mediana: 9 (Acuerdo)

De optar por la realizacion de técnicas distintas a la IFI debe aclararse en el informe la técnica utilizada y enumerar en detalle cuales fue-
ron los anticuerpos estudiados segun la combinacion de antigenos que incluya el ensayo. Mediana: 9 (Acuerdo)

Ante la positividad de ANA por IFI a titulo significativo debe investigarse la especificidad de los anticuerpos mediante alguna de las téc-
nicas que discriminan separadamente los mismos. Mediana: 9 (Acuerdo)

Se han desarrollado sistemas informaticos para la lectura automatizada de las laminas que reconocen la positividad de la fluorescencia 'y
algunos de los patrones mas frecuentes. Sin embargo, como no reconocen la totalidad de los patrones descriptos hasta el momento, se re-
comienda que las imagenes sean revisadas a posteriori por un observador entrenado. Mediana: 9 (Acuerdo)

Eltitulo inicial adecuado en poblacion adulta (= 16 anos) para iniciar la busqueda de ANA por IF] sobre células HEp-2 es 1/40. Mediana:
4 (Indecision)

Eltitulo inicial adecuado en poblacion adulta (= 16 afos) para iniciar la busqueda de ANA por IFIsobre células HEp-2 es 1/80. Mediana:
8 (Acuerdo)

El titulo inicial adecuado en poblacion adulta (= 16 afos) para iniciar la busqueda de ANA por [FI sobre células HEp-2 es 1/160. Media-
na: 4 (Indecision)

Los ANA tienen utilidad en el diagndstico y no deben ser solicitados para evaluar actividad o progresion de una enfermedad autoinmune.
Mediana: 9 (Acuerdo)

Puede recomendarse la reiteracion de los ANA en los casos donde el perfil clinico varia significativamente, que haga sospechar una su-
perposicion con otra enfermedad o un viraje hacia otra autoinmune diferente a la diagnosticada hasta el momento. Mediana: 9 (Acuerdo)

En los casos donde exista elevada sospecha clinica de la presencia de una enfermedad autoinmune, independientemente del resultado de
la deteccion de los ANA (por IFI), debe analizarse la presencia de antigenos especificos tales como anti-Jo-1 o anti-SSA/Ro, en funcion
del escenario clinico presente. Mediana: 9 (Acuerdo)

Sila sospecha clinica de la existencia de una enfermedad autoinmune es elevada y el estudio inicial de ANA fue hecho mediante una téc-
nica alternativa, es necesario revalorar los ANA mediante IFI (gold standar). Mediana: 9 (Acuerdo)

En los casos donde exista elevada sospecha clinica de una enfermedad autoinmune o reumatica, el médico puede solicitar la determina-
cion de anticuerpos especificos, independientemente del resultado de los ANA. Mediana: 8 (Acuerdo)

En casos donde la determinacion de los ANA fue negativa mediante IF1, frente a la solicitud del médico basado en la sospecha clinica de
la existencia de una enfermedad autoinmune o reumatica, se debe determinar anticuerpos anti-Ribosomal P para pacientes con sospecha
de LES (especialmente nefritis lupica o lupus neuropsiquiatrico por delirium). Mediana: 8 (Acuerdo)

Cuando el laboratorio realiza la deteccion de ANA por técnica de IFI, el informe de resultados de la prueba deberia incluir solo patrones
nucleares. Mediana: 1 (No acuerdo)

Cuando el laboratorio realiza la deteccion de ANA por técnica de IFI, el informe de resultados de la prueba deberia incluir patrones nu-
cleares, citoplasmaticos y de aparato mitotico. Mediana: 9 (Acuerdo)

Cuando el laboratorio realiza la deteccion de ANA por técnica de IF, el informe de resultados de la prueba deberia incluir positivo o ne-
gativo, sin patron ni titulo final. Mediana: 1 (No acuerdo)

Cuando el laboratorio realiza la deteccion de ANA por técnica de IF], el informe de resultados de la prueba deberia incluir-positivo o ne-
gativo, patron: nuclear, citoplasmatico, Aparato mitotico, titulo final (dilucion mas alta que se mantiene positiva). Mediana: 9 (Acuerdo)

Frente aun ANA con patron citoplasmatico el informe deberia decirANA negativo, patron citoplasmatico. Mediana: 5 (Indecision)
Frente a un ANA con patron citoplasmatico el informe deberia decir ANA positivo, patron citoplasmatico. Mediana: 7 (Acuerdo)

Elinforme de ANA también deberia incluir técnica empleada, valores de referencia, sugerir pruebas de seguimiento, -relevancia clinica
de los resultados. Mediana: 7 (Acuerdo)
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Cuadro 2. Recomendaciones
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1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

El nombre mas adecuado para denominar la prueba de ANA por IFI sobre células HEp-2 es anticuerpos antintcleo-citoplasma (ANA).
Enmienda del grupo de referentes internacionales. desde un punto de vista lingiiistico, en los paises de habla hispana las siglas de Ac.
antinticleo citoplasma (ANA) deberian ser AAN.

Los ANA orientan a enfermedad autoinmune sistémica (EAS) y deben solicitarse en los casos con un cuadro clinico sugestivo de ésta.
Enmienda del grupo directivo: son de utilidad diagnéstica ademas en ciertas enfermedades autoinmunes organo especificas.

La técnica patron de oro para el estudio de ANA es la IFI sobre células HEp-2.

No se recomienda utilizar otras técnicas, diferentes a la IFI, porque no poseen todos los antigenos que la célula HEp-2 expresa en forma
constitutiva, dando resultados falsos negativos.

Si bien no se recomienda realizar técnicas distintas a la IFI para el estudio inicial de ANA, en caso de realizarse, se debe aclarar en el in-
forme la técnica utilizada y enumerar en detalle cuales fueron los anticuerpos estudiados seglin la combinacion de antigenos que incluya
el ensayo.

Ante la positividad de ANA por IF] a titulo significativo debe investigarse la especificidad de los anticuerpos mediante alguna de las téc-
nicas que discriminan separadamente los mismos.

Se han desarrollado sistemas informaticos para la lectura automatizada de las laminas que reconocen la positividad de la fluorescencia y
algunos de los patrones mas frecuentes. Sin embargo, como no reconocen la totalidad de los patrones descriptos hasta el momento, se re-
comienda que las imagenes sean revisadas a posteriori por un observador entrenado.

El titulo inicial adecuado en poblacion adulta (= 16 afos) para iniciar la busqueda de ANA por IFI sobre células HEp-2 es 1/80.

Los ANA por IFI tienen utilidad en el diagnostico y no deben ser solicitados para evaluar actividad o progresion de una enfermedad au-
toinmune o reumatica.

Puede recomendarse la reiteracion de los ANA en los casos donde el perfil clinico varia significativamente, que haga sospechar una su-
perposicion o un viraje hacia otra enfermedad autoinmune diferente a la ya diagnosticada.

En los casos donde exista elevada sospecha clinica de la presencia de una enfermedad autoinmune, independientemente del resultado de
la deteccion de los ANA (por IFI), debe analizarse la presencia de antigenos especificos tales como anti-Jo-1 o anti-SSA/Ro, en funcion
del escenario clinico presente. Enmienda del grupo revisor: para ello es fundamental la buena comunicacion médico clinica y laborato-
rio mediante la via mas adecuada a cada caso.

En casos donde la determinacion de los ANA fue negativa mediante IFI, frente a la solicitud del médico basado en la sospecha clinica de
la existencia de una enfermedad autoinmune, se debe determinar anticuerpos anti-Ribosomal P para pacientes con sospecha de LES (es-
pecialmente nefritis lupica o lupus neuropsiquiatrico).

Silasospecha clinica de la existencia de una enfermedad autoinmune es elevada y el estudio inicial de ANA fue hecho mediante una téc-
nica alternativa, es necesario revalorar los ANA mediante IFI sobre células HEp-2.

Cuando el laboratorio realiza la deteccion de ANA por técnica de IFL, el informe de resultados de la prueba deberia incluir patrones nu-
cleares, citoplasmaticos y de aparato mitético.

Cuando el laboratorio realiza la deteccion de ANA por técnica de IFI sobre células HEp-2, el informe de resultados de la prueba deberia
incluir:

— Positivo o negativo

— Patron: nuclear, citoplasmatico, aparato mitdtico

— Titulo final (dilucion mas alta que se mantiene positiva).

Frente a un ANA con patron citoplasmatico el informe deberia decir:

— Ac. Antinucleo citoplasmatico (ANA): positivo, patron: citoplasmatico.
Elinforme de ANA también deberia incluir:

— Siempre: técnica empleada y valores de referencia

— Opcional: pruebas de seguimiento sugeridas y relevancia clinica de los resultados.
Enmienda del grupo de referentes nacionales: es preferible la comunicacion del laboratorio con el médico tratante para realizar
estas sugerencias en forma directa y no a través del informe.
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