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Antinuclear  antibodies  or  antibodies  against  certain  nuclear
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los que no sea fundamental la experiencia en la observación
3–6
Una de las pruebas clásicas disponibles en los laboratorios de
diagnóstico de autoinmunidad es el estudio de anticuerpos
antinucleares (ANA). Su uso se remonta a la descripción de las
células LE por Hargraves en 1948, aunque su empleo era muy
limitado debido, en gran medida, a la complejidad que presen-
taba la técnica. Al final de la década de los años cincuenta se
empezó a aplicar la recién descrita inmunofluorescencia indi-
recta (IFI) utilizando como sustrato tejido de roedor. Después
se introdujo el uso de células, habitualmente la línea HEp-2,
cultivadas en monocapa y fijadas, que tenían la ventaja de
disponer de un gran núcleo y presentar entre ellas varias en
diferentes fases del ciclo de división celular, lo cual permi-
tía detectar anticuerpos dirigidos frente a ciertos antígenos
nucleares específicos de ciclo celular. Este importante cambio
metodológico facilitó el estudio de los ANA en el laboratorio,
convirtiéndose en un criterio diagnóstico para lupus eritema-
toso sistémico (LES)1. A partir de este momento, el empleo de
los ANA como prueba de diagnóstico se ha generalizado en
la práctica clínica y no solo se considera un marcador de LES,

sino que se utiliza como un parámetro inicial e inespecífico
de cualquier tipo de enfermedad autoinmune, especial-
mente sistémica2. Este cambio de concepto ha acarreado un
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incremento de la demanda de la prueba por parte de los clíni-
cos pudiendo afirmar hoy que por cada 20 peticiones de niveles
de glucosa basal se solicita un estudio de ANA.

La diferencia sustancial entre la detección de ANA
mediante IFI y la medición de los niveles de un analito
como la glucosa es la estandarización y la automatización.
La IFI exige un tratamiento de la muestra individualizado y
visualización del resultado al microscopio por ojos expertos.
Por el contrario, la cuantificación de la glucosa en sangre con
un autoanalizador de una cadena analítica es prácticamente
inmediata y no precisa una experiencia específica en el
método o analito medido. Sin embargo, la presión asistencial
es casi la misma  y la inmediatez del resultado es exigida
por igual. Por este motivo, en la última década, las empresas
fabricantes de productos de diagnóstico in vitro autoinmune
se han esforzado en desarrollar métodos de fase sólida (ELISA,
multiplex, quimioluminiscencia, fluoroenzimoinmunoanáli-
sis, etc.) que puedan detectar ANA en autoanalizadores en
al microscopio y que informen los resultados en el día .
La introducción de este tipo de métodos en el estudio inicial

de los ANA produce un primer error conceptual y que debe ser

licado por Elsevier España, S.L. Todos los derechos reservados.

dx.doi.org/10.1016/j.inmuno.2012.07.001
http://www.elsevier.es/inmunologia
mailto:mlopezhoyos@humv.es
dx.doi.org/10.1016/j.inmuno.2012.07.001


2 0 1 2

t
c
p
d
n
E
a
d
H
n
l
n
d
a
d
m
d
l
A
u
g

e
i
m
d
h
O
l
e
c
c
N
c
i
L
e
d
i
a
l
d
v
m
e
e
d
d
e
q
y
o
d
n
d
r
d

d
f

i n m u n o l o g í a . 

enido en cuenta tanto por el facultativo que realiza la prueba
omo por el clínico que la interpreta. Los análisis de fase sólida
ara la determinación de ANA en realidad no realizan un ver-
adero cribado de ANA. En estos ensayos suele haber extractos
ucleares inmovilizados sobre el soporte sólido (placa de
LISA, micropartículas, etc.) y en esa extracción muchos de los
utoantígenos nucleares con epítopos conformacionales se
esnaturalizan y, a diferencia de lo que ocurre con la IFI sobre
Ep-2, no son detectables. Por lo tanto, en esa sustitución tec-
ológica estamos perdiendo información y la sensibilidad de

a prueba disminuye. Cuando además los reactivos empleados
o utilizan un extracto nuclear sino un conjunto definido
e antígenos purificados, nativos o recombinantes (8-12
sociados a las patologías autoinmunes más  prevalentes), la
iferencia con el pretendido cribado es todavía mayor. Estos
étodos en ningún caso deberían ser tomados como pruebas

e cribado de ANA sino que deberían ser considerados como
o que son, métodos de medición de unos determinados
NA7. Así, el Colegio Americano de Reumatología ha emitido
n documento de posicionamiento en el que se precisa la obli-
atoriedad de realizar la técnica de IFI en el cribado de ANA.

La detección de ANA mediante IFI aporta 2 informaciones
senciales: el patrón de marcaje que se observa en las células
ncubadas con el suero a estudio y el título o dilución del suero

ás  alta a la que se observa dicho patrón. La utilidad clínica
e los ANA radica precisamente en esos patrones, de los que
ay descritos más  de 30, todos ellos con asociaciones clínicas.
bviamente, los más  frecuentes son los mejor estudiados y

os que tienen una relación clínica más  clara. Así, por ejemplo,
l patrón homogéneo se relaciona más  con el LES, el moteado
on el Síndrome de Sjögren y la enfermedad mixta del tejido
onectivo, y el centromérico con el síndrome de CREST.
ormalmente, esos patrones guardan una correspondencia
on unas especificidades antigénicas concretas y que se han
do desvelando en las últimas décadas: DNA nativo, Ro/SS-A,
a/SS-B, snRNP, Sm,  etc. Si nos centramos en los patrones y
specificidades mencionados, la correlación entre la técnica
e IFI y los ensayos de fase sólida en cuestión es elevada,

ncluso con una mayor sensibilidad de los últimos, aunque
 cambio de una pérdida de especificidad8. Habitualmente,
os métodos que emplean antígenos recombinantes pueden
ar resultados falsos positivos a títulos bajos en infecciones
irales4–6,8. Estos cambios de capacidad diagnóstica de los
étodos muchas veces son desconocidos por los clínicos, que

mplean los valores de sensibilidad y especificidad descritos
n los libros clásicos y que normalmente se refieren al método
e IFI. Por ello, es imprescindible conocer las características
iagnósticas de la determinación de los ANA con la técnica
mpleada, consultando la información de validación interna
ue deben realizar los laboratorios clínicos antes de aceptar

 adquirir un nuevo método diagnóstico. Además, no se debe
lvidar que el estudio de ANA mediante IFI es una técnica
e cribado donde interesa tener un elevado valor predictivo
egativo y evitar los falsos negativos. Uno de los problemas
e los ensayos de fase sólida para el estudio de ANA también
adica en el elevado número de falsos negativos lo que

isminuye el valor predictivo negativo.

Por otro lado, el estudio de ANA mediante IFI es capaz de
etectar otros patrones de fluorescencia «esotéricos» o menos
recuentes con implicación clínica9. Esta es una ventaja
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inherente de la técnica de inmunofluorescencia indirecta
en la que puede encontrarse incluso aquello que no se está
buscando. Hay que tener en consideración que el número de
especificidades de ANA (alrededor de 80) es mucho mayor
que el número de patrones (alrededor de 30) y normalmente
no existen métodos disponibles para el estudio de esas
especificidades en la rutina diaria del laboratorio. En cambio,
la observación de un determinado marcaje en las células
HEp-2 puede indicar la presencia de esos ANA y ayudar al
diagnóstico de una enfermedad autoinmune sistémica10. Es
más, se ha descrito la presencia de ANA, sin una especificidad
determinada, en el suero de pacientes varios años antes de
ser diagnosticados de una enfermedad autoinmune o incluso
de debutar con los síntomas11. Por ello, la presencia de ANA
detectados mediante IFI puede servir de marcador precoz
y predictivo de enfermedad autoinmune, especialmente
cuando los títulos son elevados.

Uno de los argumentos esgrimido a favor de la introduc-
ción de los ensayos de fase sólida para la detección de los
ANA es la mejora en términos de gestión y eficiencia, los cua-
les son especialmente sensibles en coyunturas económicas
como la actual. Este argumento puede ser rebatido. En pri-
mer  lugar, la técnica de IFI era considerada como manual y
complicada pero hoy en día se ha conseguido la automatiza-
ción gracias al empleo de preparadores de placas de IFI que
realizan todos los pasos dejando los portaobjetos listos para
colocar el cubre y proceder con la visualización al microscopio.
Este último paso es el único que no se puede automatizar, que
depende del experto en IFI, y que resulta decisivo para aportar
una información completa en el estudio de ANA. Además, la
técnica de montaje de la IFI se complementa con los software
de gestión de los sueros y datos (habitualmente en sistemas
de «middleware»), que conectan a los sistemas de información
del laboratorio (LIS). Gracias a esta conexión, la preparación de
las listas y diluciones de trabajo, así como la transmisión
de resultados desde la misma  lectura al microscopio, se rea-
liza de forma casi inmediata desde la entrada de la muestra
y volante de petición en el laboratorio. El empleo de los
preparadores automáticos de portas y de un «middleware»

que conecte con el LIS ha permitido en nuestro laboratorio
que los resultados de ANA negativos estén disponibles en
el HIS (sistema de información del hospital) en menos de
24 h. Avanzando aún más, uno de los «miedos ocultos» a la
hora de emplear la IFI en el estudio de ANA es la dificul-
tad en la interpretación de las imágenes al microscopio en
grandes laboratorios de análisis generales, sin personal cua-
lificado. Conscientes de este problema y de las limitaciones
del empleo únicamente de los ensayos de fase sólida para
el cribado de ANA, los fabricantes han dado un paso más
y están actualmente desarrollando sistemas automáticos de
lectura e interpretación de los portas de IFI12. Estos sistemas
habitualmente manejan un atlas con miles de imágenes, las
cuales cruzan con las imágenes obtenidas en la IFI, y el pro-
grama sustituye el ojo humano para detectar la presencia de
ANA. Esta aproximación es muy reciente y está en proceso
de lanzamiento y mejora. En la actualidad, parece que fun-
ciona razonablemente bien con patrones muy claros y con

títulos elevados de ANA, pero puede llegar a tener proble-
mas  con aquellos sueros con títulos débiles, patrones de IFI
«esotéricos» o con problemas de la muestra (hemolizados,
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lipídicos, etc.). No hay que olvidar que la mayor dificultad en
la lectura de los resultados radica en la toma de decisión de
clasificar a un suero como negativo, mucho más  que en la iden-
tificación de un determinado patrón de marcaje específico13.
Aún más  tratándose de una prueba de cribado, en la que los
resultados negativos son definitivos. Y en ese aspecto los sis-
temas de interpretación de resultados están aún en una etapa
muy preliminar. En los próximos años seguramente asistire-
mos  a avances significativos en esta área.

Por último, se debe tratar el aspecto económico. El coste de
una prueba de ANA no es más  barato cuando se realiza en fase
sólida en un autoanalizador introducido en una cadena frente
al ANA realizado mediante una técnica de IFI que emplea al
menos 2 horas y que luego precisa de una lectura al micros-
copio. De hecho, el coste de los reactivos para la IFI es más
barato y su encarecimiento viene derivado de la laboriosidad
de la técnica, a pesar de la automatización descrita más  arriba.
El abaratamiento de la determinación de ANA no debe ser a
costa del empleo de autoanalizadores que midan más  anali-
tos en un tiempo rápido, sino de la correcta indicación de la
prueba de ANA14,15.

Por ejemplo, en nuestro centro la frecuencia de estudios
de ANA con resultado negativo era del 70-72% hace 10 años,
mientras que en la actualidad ronda el 85%. La solicitud de la
prueba se ha generalizado y su probabilidad pretest es muy
baja, lo cual hace que aumenten los resultados negativos y
la eficiencia de la petición de ANA caiga considerablemente.
Como para cualquier prueba diagnóstica la probabilidad pre-
test de dicha prueba debe primar y no solicitarse porque es
fácil «poner una cruz» o, actualmente, «dar un clic» en el gestor
de peticiones. Además, se debe conocer bien el rendimiento
de la prueba. El estudio repetido de ANA genérico cuando el
paciente ya es conocido y diagnosticado y, por ejemplo, tiene
anticuerpos anti-DNA nativo y anti-Ro, no aporta información
clínica trascendente. En lugar de realizar todo lo que se puede
solicitar en un gestor de peticiones, el laboratorio debe con-
tar con reglas expertas que eviten la realización de pruebas
redundantes o con poca utilidad clínica y que han consen-
suado con los clínicos. Para ello, existen iniciativas lideradas
por grupos de trabajo de sociedades científicas como el Grupo
de Autoinmunidad de la Sociedad Española de Inmunología en
las que se establecen guías clínicas y protocolos de diagnóstico
basadas en la evidencia científica existente.

En resumen, para el estudio de ANA, el método de elec-
ción debe ser la IFI utilizando HEp-2 ya que, además de estar
considerado «gold standard», presenta la mayor eficiencia. La
actuación debe centrarse en la correcta petición de la prueba
e interpretación de los resultados. Los ensayos de fase sólida
tienen su utilidad como método de definición de especificida-

des de ANA una vez detectados mediante IFI y no deberían
emplearse como cribado de ANA, sino como método de deter-
minación de anticuerpos dirigidos frente a las especificidades
de ANA más  prevalentes.
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