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Resumen

La determinación de anticuerpos anti-citoplasma de neutrófilos (ANCA) es 
utilizada en la clínica diaria como una herramienta diagnóstica en distintas 
formas de vasculitis de pequeños vasos (vasculitis asociadas a ANCA), inclu-
yendo la granulomatosis con poliangeítis (antes: granulomatosis de Wegener), 
poliangeítis microscópica y granulomatosis eosinofílica con poliangeítis (an-
tes: síndrome de Churg-Strauss), y como apoyo diagnóstico de colitis ulcerosa, 
colangitis esclerosante primaria y enfermedad de Crohn. Estos anticuerpos 
están dirigidos contra distintos epítopos antigénicos de diferentes proteínas 
presentes en el citoplasma del neutrófilo. La determinación de ANCA, habi-
tualmente realizada por la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI), pre-
senta cierto grado de complejidad en la definición de las imágenes de los dife-
rentes patrones, variabilidad en la forma de trabajo y expresión de resultados. 
El 24 de octubre de 2018 en el marco del X Congreso Argentino de la Calidad 
en el Laboratorio Clínico y VIII Jornadas Latinoamericanas de la Calidad en el 
Laboratorio Clínico, en la Ciudad de Buenos Aires, se realizó una reunión de 
Armonización de la Determinación de ANCA por IFI con el objeto de presentar, 
discutir y consensuar los distintos aspectos que se presentan en esta técnica. 
Las propuestas iniciales fueron discutidas arribándose a recomendaciones ge-
nerales para proporcionar estándares de trabajo e interpretación de imágenes 
con el objeto de disminuir la variabilidad de resultados entre los laboratorios 
clínico–inmunológicos.

Palabras clave: Anticuerpos anti-citoplasma de neutrófilos; Armonización; 
Inmunofluorescencia indirecta

Harmonization of the determination of ANCA by indirect 
immunofluorescence: first argentine meeting

Abstract

Anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) tests are widely used in dai-
ly clinical practice as a useful tool for the diagnosis of pathologies such as 
granulomatosis with polyangiitis, microscopic polyangiitis, pauci-immune nec-
rotizing segmental glomerulonephritis and eosinophilic granulomatosis with 
polyangiitis, ulcerative colitis, primary sclerosing cholangitis, Crohn’s disease, 
etc. These antibodies are directed against different antigenic epitopes of var-
ious proteins which are present in the neutrophil cytoplasm. ANCA testing is 
usually carried out by using indirect immunofluorescence (IIF) method. The 
determination of ANCA presents some difficulties in the definition of the 
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Introducción
Los anticuerpos (Ac) anti-citoplasma de neutrófilos 

(ANCA) probaron ser biomarcadores muy útiles en dife-
rentes patologías. Desde su descripción se pudo demos-
trar su utilidad diagnóstica en distintas formas de vas-
culitis de pequeños vasos (vasculitis asociadas a ANCA 
= VAA), incluyendo granulomatosis con poliangeítis 
(GPA), poliangeítis microscópica (PAM) y granuloma-
tosis eosinofílica con poliangeítis (GEPA) (1) (2) (3). 

Estos Ac también están asociados a otras patologías, 
con frecuencias variables, en particular en la colitis ul-
cerosa (CU: 60–87%), colangitis esclerosante primaria 
(CEP: 60–92%), hepatitis autoinmune (HAI: 50–96%) 
y, en menor medida, en enfermedad de Crohn (EC: 
5–25%), como así también a otras condiciones clínicas 
(4) (5) (6) (7) (8) (9) (10).

Los ANCA están dirigidos contra distintas proteínas 
presentes en los gránulos citoplasmáticos primarios y se-
cundarios de los neutrófilos polimorfonucleares (PMN) 
y monocitos. Los antígenos descriptos asociados son: mie-
loperoxidasa (MPO), proteinasa 3 (PR3), lactoferrina 
(LF), proteína inmovilizadora de yodo (PII), catepsina G 

(CG), catalasa, enolasa, y otros. Estos Ac son predomi-
nantemente de isotipo IgG (11) (12) (13) (14) (15).

Los ANCA son clásicamente estudiados por IFI, uti-
lizando como sustrato neutrófilos humanos fijados con 
etanol y, de ser necesario, con formalina. El uso de eta-
nol produce un artefacto que hace que algunas proteí-
nas catiónicas se redistribuyan migrando a la periferia 
del núcleo cargado negativamente. Por lo tanto, mien-
tras la MPO, en PMN fijados con etanol se carga positi-
vamente, migra al núcleo y da un teñido periférico; la 
PR3 permanece en el citoplasma y da una coloración 
citoplasmática. La formalina mantiene los gránulos en 
su posición nativa, por lo que antígenos como la MPO 
dan tinción citoplasmática.

En el primer taller internacional sobre ANCA, pu-
blicado en 1989, se acordó, como procedimiento están-
dar para la detección de ANCA por IFI, la utilización 
de leucocitos humanos purificados y fijados con etanol 
como sustrato. Se utilizó la nomenclatura C-ANCA para 
el patrón citoplasmático y P-ANCA para el patrón peri-
nuclear (16).

El primer antígeno descripto y asociado al patrón 
P-ANCA fue la MPO, luego el segundo antígeno fue 

images of the different patterns, work protocols and result reports uniformity. The “Harmonization Conference on 
the Determination of ANCA by IIF” was held within the framework of the X Argentine Congress on Quality in the 
Clinical Laboratory and VIII Latin American Conference on Quality in the Clinical Laboratory, in Buenos Aires, 
Argentina, on October 24, 2018, in order to present, discuss and agree on different aspects of this method. Some 
initial proposals were discussed, arriving at general recommendations to provide standards of work and an image 
interpretation, with the aim of reducing the variability of results among the clinical-immunological laboratories.
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Harmonização da determinação de ANCA por imunofluorescência indireta: pri-
meira reunião argentina 

Resumo
A determinação de anticorpos anti-citoplasma de neutrófilos (ANCA) é utilizada na prática clínica diária como 
um suporte diagnóstico para várias patologias, como granulomatose com poliangiite, poliangiite microscópica, 
glomerulonefrite segmentar necrotizante pauci-imune e granulomatose eosinofílica com poliangiite, poliarterite 
nodosa, colite ulcerosa, colangite esclerosante primária, doença de Crohn. Esses anticorpos são dirigidos contra 
diferentes epítopos antigênicos de diferentes proteínas presentes no citoplasma do neutrófilo. A determinação 
de ANCA, normalmente realizada pela técnica de imunofluorescência indireta IFI, apresenta certo grau de 
complexidade na definição das imagens dos diferentes padrões, variabilidade na forma de trabalho e expressão 
de resultados. Em 24 de outubro de 2018, no âmbito do X Congreso Argentino de la Calidad en el Laboratorio 
Clínico (X Congresso Argentino da Qualidade no Laboratório Clínico) e VIII Jornadas Latinoamericanas de la 
Calidad en el Laboratorio Clínico (VIII Jornadas Latino-americanas da Qualidade no Laboratório), na cidade 
de Buenos Aires, foi realizada uma Jornada de Harmonização da Determinação de ANCA pelo IFI a fim de 
apresentar, discutir e concordar sobre os diferentes aspectos que são apresentados nesta técnica. As propostas 
iniciais foram discutidas, chegando a recomendações gerais para fornecer padrões de trabalho e interpretação 
de imagens visando reduzir a variabilidade de resultados entre os laboratórios clínico–imunológicos.

Palavras-chave:  Anticorpos anti-citoplasma de neutrófilos; Harmonização; Imunofluorescência indireta 
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la elastasa de neutrófilos humanos (HNE). Al mismo 
tiempo se describió a la PR3, una serino proteasa de 29 
kDa, como responsable del patrón C-ANCA. Todos ellos 
estaban localizados en los gránulos primarios azurófilos 
de los neutrófilos juntos con la CG, proteína bacterici-
da aumentadora de la permeabilidad (BPI) y la azuro-
cidina. Por otro lado, la lactoferrina que se encuentra 
en los gránulos secundarios específicos y la fosfatasa 
alcalina ubicada en los gránulos terciarios secretores, 
también están relacionadas a la imagen P-ANCA (17) 
(18) (19) (20) (21) (22).

En las primeras estandarizaciones de la determina-
ción de ANCA por IFI se consideraba un resultado no 
concluyente cuando el suero del paciente contenía an-
ticuerpos anti-nucleares (AAN), ya que éstos pueden 
enmascarar un patrón perinuclear (16).

El uso de formalina puede ayudar a definir si la posi-
tividad se debe a Ac dirigidos contra antígenos nuclea-
res o contra los antígenos presentes en el citoplasma de 
los neutrófilos.

En el Consenso Internacional de 1999 y en el 
“Addendum” publicado en 2003 se plantean requeri-
mientos mínimos y consideraciones óptimas para la 
realización de la determinación de ANCA por IFI. Se 
describen 4 patrones: C-ANCA (fluorescencia citoplas-
mática granular con acentuación central o interlobu-
lillar), C-ANCA atípico (fluorescencia citoplasmática 
difusa), P-ANCA (fluorescencia perinuclear con o sin 
extensión nuclear) y ANCA atípico (toda otra fluores-
cencia específica de neutrófilos o monocitos distinta a 
las anteriores). Todos los patrones son observados en 
neutrófilos fijados con etanol; no se plantea el uso de 
neutrófilos fijados con formalina ni la determinación 
de AAN en HEp-2 (23)(24). 

Numerosas variables dificultan la correcta interpre-
tación y el aseguramiento de la calidad de la determi-
nación de ANCA por IFI. Entre ellas se pueden men-
cionar: diferencias en la preparación de los sustratos, 
inconsistencias en la definición de los patrones, inter-
pretación subjetiva de los resultados, accesibilidad de 
programas de control externo de la calidad, falta de 
controles primarios positivos, discrepancias en la no-
menclatura utilizada por los distintos laboratorios y 
falta de estandarización del informe. Surge entonces 
la necesidad de realizar consensos que permitan armo-
nizar esta determinación, fomentar la utilización de 
controles de calidad externos y, por último, la necesi-
dad de organizar programas de evaluación externa de 
la calidad locales de fácil acceso y económicos. 

Se realiza el presente consenso con el objetivo de 
armonizar la determinación de ANCA por IFI, con el 
propósito de minimizar las dificultades técnicas, lo-
grar uniformidad en la forma de trabajo, llegar a un 
acuerdo en la nomenclatura e interpretación de las 
imágenes y estandarizar una correcta elaboración del 
informe.

Materiales y Métodos

Durante un año, los organizadores de este evento se 
reunieron periódicamente para delinear el contenido 
a tratar y para consensuar las recomendaciones a ser 
expuestas en la Primera Reunión Argentina de Armo-
nización.

Se realizó una revisión sistemática de la literatura 
recopilando todos los datos disponibles referentes a 
metodologías de trabajo, nomenclatura y patrones de 
fluorescencia, obtenidos principalmente en base a con-
sensos y recomendaciones de expertos.

Los temas abordados fueron los aspectos técnicos del 
ensayo, la definición de patrones de fluorescencia y el 
diseño del informe para lograr una correcta interpreta-
ción de los resultados. Respecto a los aspectos metodo-
lógicos, se puso énfasis en el adecuado reconocimiento 
de la morfología del neutrófilo, así como también en la 
necesidad de establecer un modo de trabajo basado en 
el uso de neutrófilos fijados con etanol y con formalina 
y de la utilización de la determinación de AAN por IFI 
en HEp-2 ante la observación de fluorescencia nuclear 
en neutrófilos fijados con etanol, para confirmar o des-
cartar la posible interferencia de AAN.

Se discutió sobre la importancia de realizar la titula-
ción del segundo Ac marcado con FITC (isotiocianato 
de fluoresceína) mediante el uso de un control prima-
rio o, en su defecto, un control secundario, teniendo 
en cuenta también la necesidad de establecer el tipo 
del segundo anticuerpo usado y el valor de corte de la 
determinación. 

Un aspecto relevante dentro de los temas tratados, 
fue la definición de los patrones de fluorescencia y la 
nomenclatura usada para referirse a los mismos. 

El último punto discutido se refirió a la correcta ex-
presión e interpretación de los resultados, concluyendo 
con la propuesta de varios tipos de informe.

El día 24 de octubre de 2018 en el marco del X Con-
greso Argentino de la Calidad en el Laboratorio Clínico 
y VIII Jornadas Latinoamericanas de la Calidad en el La-
boratorio Clínico, en la Ciudad Autónoma de Buenos 
Aires, Argentina, ante un auditorio de 39 profesionales 
de 33 laboratorios argentinos con experiencia y conoci-
miento en esta determinación, fueron presentadas las 
conclusiones y recomendaciones a las que se arribaron 
en las sucesivas reuniones. Se llevó a cabo la discusión 
de lo expuesto y el consenso logrado es el motivo del 
presente trabajo.

Inmunofluorescencia indirecta: consideraciones 
técnicas y recomendaciones 

El neutrófilo tiene núcleo polilobulado y distintos ti-
pos de gránulos citoplasmáticos que contienen enzimas 
o proteínas, que pueden ser o no específicos de neutró-
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internacional hasta el año 2017. En este último no se 
discutieron los delineamientos técnicos de la IFI, razón 
por la que esta armonización se basó en la técnica ori-
ginal, en el consenso de 1999 y en el Addendum de 2003 
(23) (24) (28).

1. Consideraciones sobre la elección del sustrato

Un aspecto importante a considerar a la hora de ele-
gir nuestro sistema de trabajo, es la calidad del sustrato. 
Las improntas pueden contener sólo neutrófilos o bien 
el paquete leucocitario completo (neutrófilos, eosinófi-
los, monocitos y linfocitos). Utilizar estas últimas ayuda-
ría a definir la especificidad del Ac.

Es fundamental que los neutrófilos conserven su in-
tegridad durante la preparación de las improntas. Un 
factor a considerar es la activación y degranulación que 
puede producirse durante su obtención y aislamiento 
(por ej.: fagocitosis de componentes utilizados, como 
dextrán) lo que puede resultar en una alteración de 
la composición del citoplasma y la morfología celular, 
como por ejemplo, el aumento en el número de partí-
culas antigénicas o exocitosis (16) (23) (29). 

El agregado de proteínas inertes en el buffer de fosfa-
tos durante la obtención y aislamiento de los neutrófilos 
evitaría su degranulación. En la técnica original se reco-
mienda utilizar seroalbúmina humana en la solución 
de lavado, ya que la utilización de seroalbúmina bovina 
podría ocasionar la formación de inmunocomplejos en 
suero de pacientes con Ac contra dichas proteínas. Sin 
embargo, en el consenso de 1999 se aconsejó utilizar 
seroalbúmina bovina al 1% en el buffer de dilución del 
suero y en la solución de lavado (16) (23) (29). 

Por otro lado, los neutrófilos expresan en su superfi-
cie receptores para el Fc de inmunoglobulinas y compo-
nentes del complemento, los que retienen su capacidad 
funcional aún luego de procedimientos de fijación con 
acetona o etanol, así se puede producir la formación de 
agregados de inmunoglobulinas que entorpecerían el 
ensayo (16). 

El patrón de fluorescencia puede modificarse tam-
bién según el método de preparación del sustrato (cito-
centrifugación, extendido o gota), lo que puede alterar 
los resultados obtenidos, hecho evidenciado por el Ins-
tituto de Patología Molecular de Viena en 1995 (29). 

Hay que tener en cuenta también las modificaciones 
que ocurren durante los procesos de fijación. Cuando 
los neutrófilos son fijados con etanol 96-99%, 5 minu-
tos a 4 °C, las membranas de los gránulos se rompen, 
las proteínas neutras mantienen su ubicación en el ci-
toplasma (como PR3), mientras que las proteínas bási-
cas, cargadas positivamente, son redistribuidas hacia el 
núcleo cargado negativamente, principalmente la MPO 
(30). Sin embargo, cuando los neutrófilos son fijados 
con formalina (0,25% formalina, 45% acetona, en buffer 
de fosfatos 2,2 mM), la MPO permanece en los gránulos 

filos. Los gránulos primarios o inespecíficos contienen 
hidrolasas y peroxidasas, como MPO, PR3, CG, etc. Los 
secundarios, más numerosos, específicos de granuloci-
tos, contienen laminina y lactoferrina (25).

Los gránulos terciarios, específicos de neutrófilos, 
contienen moléculas involucradas en el proceso de fa-
gocitosis y adhesión. Los ANCA pueden estar dirigidos 
contra cualquiera de estos autoantígenos. Los antíge-
nos MPO y PR3 son los más estudiados por estar invo-
lucrados en las vasculitis asociadas a ANCA. Hay otros 
antígenos con localización en los gránulos citoplasmáti-
cos, como parte del citoesqueleto o asociados a la parte 
interna de la membrana nuclear como la proteína mie-
loide especifica de 50 kDa. También algunas proteínas 
no histónicas cromosomales que se ubican adyacentes 
a la heterocromatina en la periferia nuclear (HMG1, 
HMG2, histona H1) son targets comunes en la enferme-
dad inflamatoria intestinal. La proteína de envoltura 
nuclear laminina B, así como la proteína BPI, serían au-
toantígenos de gran importancia en la colitis ulcerosa. 
Debido a la variabilidad y características de estos antí-
genos, la IFI es el método más adecuado para detectar 
los ANCA (18).

Los ANCA son detectados por IFI, una técnica eco-
nómica y de fácil realización, pero que requiere de un 
operador experimentado para la correcta interpreta-
ción de los resultados. Por estas razones, en el consenso 
de 1999, donde se plantean aspectos técnicos basándose 
en el procedimiento que fue delineado por Alan Wiik 
en 1988, se recomendó como método de tamizaje (23).

Está bien documentado el pobre acuerdo que hay 
entre los diferentes laboratorios en el ensayo de ANCA. 
Las diferencias más importantes generalmente podrían 
deberse a la variabilidad en la metodología de prepara-
ción de los reactivos, incluyendo preparaciones celula-
res, fijaciones, soluciones amortiguadoras y conjugados. 
Diferentes sustratos varían en mostrar la granularidad 
del citoplasma y la acentuación interlobulillar. Otras 
causas que pueden influenciar en los resultados son el 
uso de distintos microscopios, diferentes protocolos de 
trabajo, la definición de los patrones y la experiencia 
de los observadores, por lo tanto, estas diferencias no 
pueden ser atribuidas a un único factor (26).

Se evidenció que la frecuencia y distribución de los 
patrones de fluorescencia difieren entre las distintas 
marcas comerciales de improntas de neutrófilos. El me-
nor acuerdo se encuentra cuando se trata de la presen-
cia de un patrón atípico en pacientes con enfermedad 
inflamatoria intestinal (27).

Los esfuerzos para armonizar la determinación de 
ANCA comenzaron con el workshop de 1988 en Copen-
hague. Más tarde, en 1999, se realizó un consenso inter-
nacional donde se hicieron recomendaciones técnicas, 
entre otras. Si bien en el año 2003 se publicó el Adden-
dum, que recomendaba el uso de controles de calidad 
externo e interno, no se realizó ningún otro consenso 



  Armonización de la determinación de ANCA por IFI 155

Acta Bioquím Clín Latinoam 2021; 55 (2): 151-63

del citoplasma y da un patrón citoplasmático granular 
con acentuación interlobulillar (31). Lo mismo sucede-
ría con la alfa-enolasa, la catalasa, la BPI, las proteínas 
cromosomales no histonas del grupo de alta movilidad, 
la actina, la catepsina G, la elastasa y la lactoferrina (23).

La formalina es un fijador que forma uniones inter-
moleculares de grupos amino libres produciendo una 
red de antígenos entrecruzados. Esto hace que la re-
actividad de los Ac con estas proteínas entrecruzadas 
esté comúnmente disminuida o ausente, ocasionando 
variabilidad en la intensidad de fluorescencia observa-
da. Varios factores, como el antígeno involucrado, la 
proporción de fijadores y el tiempo de fijación, entre 
otros, pueden llevar a que la conversión de la imagen 
P-ANCA en etanol a C-ANCA en formalina sea incom-
pleta: algunas muestras pueden retener la imagen P, 
otras mostrar solo algunas células con imagen C-ANCA 
o negativizarse (27) (32) (33).

También se observó que en neutrófilos fijados con 
formalina los AAN pueden retener la fluorescencia nu-
clear con menor intensidad o negativizarse. Sin embar-
go, no hay consenso en el uso de ambos fijadores para 
diferenciar entre Ac anti-AAN y diferentes imágenes de 
ANCA (24) (34).

2. Uso de controles

La forma óptima de trabajo según lo recomendado 
en el Addendum 2003 (24) es:

•	 Ensayar sueros controles con patrones P-ANCA y 
C-ANCA en cada nuevo lote de improntas (si fue-
ra posible, ensayar todos los patrones para asegu-
rarse que se pueden distinguir patrones típicos de 
atípicos).

•	 En cada ensayo se debe utilizar controles IgG 
ANCA positivo y negativo (si fuera posible, C-ANCA 
y P-ANCA).

•	 Utilizar un control cercano al corte positivo o po-
sitivo titulable.

•	 En cada portaobjetos debe demostrarse un ANCA 
negativo y un ANCA positivo.

La propuesta de mínima sería:

•	 Cada lote nuevo debe ser ensayado con un con-
trol P-ANCA y C-ANCA y un suero negativo.

•	 Cada vez que se realiza la determinación, se debe 
ensayar un control positivo (P-ANCA o C-ANCA) 
y un control negativo. Utilizar preferentemente 
sueros positivos de título conocido, ya que esto 
permite controlar la técnica completa incluyen-
do las diluciones de las muestras. Se recomienda 
participar en programas de control externo de la 
calidad; de no tener esta opción, se recomienda 
utilizar controles externos alternativos. 

3. Conjugado fluorescente

La sensibilidad, la especificidad y el buen desempe-
ño de la determinación de IFI depende, en gran medi-
da, de la elección del conjugado (anti-inmunoglobulina 
humana conjugada con FITC). 

Recomendaciones a tener en cuenta en la elección del 
conjugado fluorescente

•	 Relación fluoresceína/proteína (F/P)
Se recomienda que la relación se encuentre entre 
2,5 y 4,0; si la relación F/P fuera menor disminui-
ría mucho la fluorescencia específica y se obten-
drían resultados falsamente negativos y si fuera 
mayor aumentaría la fluorescencia inespecífica y 
se dificultaría la observación (35).

•	 Relación Ac específico/proteína (Ac esp/P)
Esta relación debe ser mayor o igual a 0,1, si fue-
ra menor de 0,1 la especificidad se vería dismi-
nuida (35).

•	 Concentración del Ac específico
La concentración final en la dilución de trabajo del 
Ac específico debe estar entre 30 y 60 μg/mL (36).

•	 Dilución de trabajo del conjugado
Cada laboratorio deberá establecer la dilución óp-
tima de trabajo mediante una titulación del con-
jugado. La misma debe realizarse sobre improntas 
de neutrófilos fijados con etanol. Preferentemente 
debe hacerse para cada lote de sustrato (23) (24). 
Cuando se utilizan conjugados comerciales pre-dilui-
dos o listos para usar, debe tenerse en cuenta que las 
condiciones de trabajo del laboratorio pueden no 
ser iguales a las del fabricante. Por lo tanto, es nece-
sario que el laboratorio evalúe la dilución de trabajo 
recomendada por el fabricante mediante una verifi-
cación. La dilución óptima de trabajo debe estable-
cerse siempre que se cambie el sustrato (tipo, marca 
o lote), el sistema óptico de lectura (microscopio o 
lámpara) o cuando los controles de calidad externos 
o internos no dieran los resultados esperados.

El método recomendado de titulación es la titula-
ción en damero o tablero de ajedrez, para la cual el la-
boratorio debe contar con un suero positivo de título 
conocido o, en su defecto, con un suero control que 
provenga de un programa de evaluación externa de la 
calidad que tenga un 80% de consenso en el resulta-
do, tomando en cuenta el grupo par (por ej.: la misma 
marca comercial). También se debe contar con un suero 
negativo. La determinación se realiza enfrentando dilu-
ciones seriadas del conjugado (por ejemplo 1:50, 1:100, 
1:200, 1:400 y 1:800) con diluciones seriadas de los con-
troles positivo y negativo de modo de cubrir un rango 
por encima y por debajo del título asignado al control 
positivo. Si el título del control positivo fuera 1:160, se 
podrían obtener los resultados que muestra la Tabla I. 
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Se define como “título en la meseta” a la mayor dilu-
ción del suero conocido que arroje un resultado po-
sitivo en al menos tres diluciones diferentes y conse-
cutivas del conjugado, antes de que el título decaiga 
abruptamente. En el ejemplo, el título en la meseta 
sería 1:160. La dilución 1:400 (la mayor dilución del 
conjugado en la meseta o plateau) sería el “punto final 
de meseta o plateau”. Se tomará como dilución de tra-
bajo del conjugado un cuarto de la dilución del punto 
final de la meseta (1:100 en el ejemplo). Se debe co-
rroborar también que no se produzca una coloración 
inespecífica; para ello, el buffer de trabajo debe ensa-
yarse ante cada dilución del conjugado (36).

4. Isotipo o especificidad isotípica del conjugado

Hay disponibles tanto conjugados polivalentes (IgG, 
IgA e IgM) como conjugados anti-IgG específicos [anti-
cadena gamma y anti-cadena liviana, anti-cadena gamma 
solamente o anti-F(ab´)2]. La técnica original recomienda 
como conjugado IgG de conejo anti-cadena gamma (16).

Si bien hay estudios que sugieren una asociación en-
tre el isotipo ANCA-IgM y la manifestación hemorrági-
ca alveolar en las vasculitis asociadas a ANCA (VAA), no 
se ha establecido la frecuencia o la relevancia clínica, ni 
una relación absoluta (37) (38).

Los ANCA de isotipo IgA (ANCA-IgA) también po-
drían estar presentes en pacientes con granulomatosis 
con poliangeítis con manifestaciones de las vías aéreas 
superiores (39).

Dado que en la literatura no hay acuerdo de la uti-
lidad ni de la relevancia clínica de los ANCA-IgA y 
ANCA-IgM y que el consenso internacional no reco-
mienda utilizar conjugados polivalentes por conside-
rar que los conjugados anti-IgM/IgA podrían dar fal-
sos positivos (24), se recomienda utilizar IgG anti-cadena 
pesada gamma con buena purificación o anti IgG molé-
cula entera, la que puede dar mayor inespecificidad.

5. Dilución de trabajo: valor de referencia

La dilución de corte del ensayo dependerá de las 
condiciones generales de trabajo (conjugado, micros-

copio, fuente de luz, etc.). Según la bibliografía utili-
zada, las recomendaciones de dilución de la muestra 
pueden ser 1:20 o 1:40 (16) (23). Algunos fabricantes 
proponen una dilución 1:10. Se recomienda que cada 
laboratorio calcule su valor de corte según sus condicio-
nes de trabajo.

6. Uso de azul de Evans

Se recomienda el uso de azul de Evans como contra-
colorante y se debe tener en cuenta la concentración 
utilizada ya que, en exceso, puede enmascarar resulta-
dos positivos débiles (16) (23). 

7. Microscopio (epi-iluminación) 

Existe una variedad de fuentes de luz y filtros dispo-
nibles. Las lámparas pueden ser halógenas, halógenas 
de alta presión, de mercurio de distintas potencias (50 o 
100 w), o sistema de LED (del inglés: light-emitting diode).

La intensidad de la lámpara de fluorescencia debe 
ser la adecuada. Existen estándares fluorescentes que 
permiten controlar el comportamiento del microsco-
pio. Estos son portaobjetos comerciales que contienen 
microesferas fluorescentes con distintas intensidades. 
La magnificación recomendada para la observación de 
los preparados es de 400X (la filtración de luz primaria 
de banda ancha induce un aumento en la autofluores-
cencia de los PMN y los eosinófilos) (16).

8. Titulación de la muestra

Según la bibliografía, la utilidad del uso de la titula-
ción de los ANCA para predecir la actividad de la enfer-
medad y que conlleve a una terapia, es controversial. Los 
títulos tendrían una leve correlación con la severidad de 
la enfermedad. La relación entre los niveles de ANCA y 
la recaída dependería de los protocolos de tratamientos 
seguidos. El riesgo de recaída tras un aumento de ANCA 
es sustancial, pero no es de un 100%. Las recaídas pue-
den darse sin el mencionado aumento (34).

Según el Consenso Internacional (1999), la titula-
ción de la muestra no sería necesaria y la intensidad de 

Tabla I. Titulación en damero del conjugado fluorescente 

Conjugado 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800

Control primario c(+) c(-) c(+) c(-) c(+) c(-) c(+) c(-) c(+) c(-)

1:20 + + + - + - + - + -

1:40 + - + - + - + - + -

1:80 + - + - + - + - - -

1:160 + - + - + - + - - -

1:320 + - - - - - - - - -

1:640 - - - - - - - - - -

Se tomará para el ejemplo el titulo del control primario como positivo 1:160.  c(+): control positivo; c(-): control negativo.
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fluorescencia puede informarse como negativa, positiva 
débil y positiva fuerte, basándose solamente en la dilu-
ción de tamizado (23).

Sin embargo, la titulación podría ser útil en los si-
guientes casos:

•	 Si existe concomitantemente un Ac anticitoplas-
mático u otra fluorescencia citoplasmática como: 
anticuerpos anti-ribosomal-P o anti-Jo-1. 

•	 Si una muestra previa del mismo paciente fue po-
sitiva por IFI y se desea comparar la variación de 
título de Ac. 

•	 Si el suero es ANCA positivo por IFI y negativo 
para los Ac específicos por enzimoinmunoensayo 
(ELISA). 

Se propone no titular e informar observando la in-
tensidad de fluorescencia, asignándole un valor de 
acuerdo a una escala de 1 a 4 cruces cuando es positiva.

Patrones de ANCA por inmunofluorescencia 
indirecta

Desde el primer reporte de hallazgo de los ANCA ha 
pasado mucho tiempo. Hasta allí, la identificación de 
la imagen de ANCA impresionaba como algo sencillo: 
solo consistía en observar fluorescencia en el citoplas-
ma de los neutrófilos. Ante este hallazgo, Davis et al. 
confirmaron dicha fluorescencia en distintos sustratos, 
correspondientes a diferentes muestras sanguíneas de 
diferentes sistemas ABO, interpretándose que no se tra-
taba de falsos resultados de fluorescencia. Años más tar-
de, la utilización de etanol como fijador proporcionó la 

posibilidad de ver, al menos, una imagen diferente de 
fluorescencia, que se ubicaba en la periferia del núcleo 
de los neutrófilos y no en el citoplasma como se había 
descripto anteriormente (40) (41). Luego fueron defi-
nidos patrones atípicos, llamados A-ANCA o X-ANCA, 
donde pueden coexistir diferentes imágenes de fluores-
cencia. 

En la práctica diaria del laboratorio clínico existen 
dificultades en la definición de imágenes con respec-
to a los diferentes patrones de ANCA (42) (43) (44) 
(45). En los consensos internacionales se definieron las 
imágenes C-ANCA, C-ANCA atípica, P-ANCA y ANCA 
atípica (23). Dada la dificultad de diferenciar los patro-
nes P-ANCA y A-ANCA y éstos de la presencia de AAN, 
diversos autores han evaluado el comportamiento de 
la IFI para ANCA utilizando distintos sustratos. Anali-
zaron diversas marcas comerciales de improntas y mé-
todos desarrollados, comparando el uso de improntas 
fijadas con etanol solamente o asociadas con neutrófi-
los fijados con formalina y línea celular HEp-2. Tanto 
los estudios realizados en pacientes con VAA (32) (46) 
(48) como en enfermedades inflamatorias intestinales 
(27) mostraron una mejor performance de la IFI y un me-
jor acuerdo entre ensayos cuando se combinaba el uso 
de improntas fijadas en etanol con improntas fijadas en 
formalina para ANCA y detección de AAN con HEp-2. 
Todas estas dificultades motivaron la realización de la 
presente armonización, con el objeto de discutir dife-
rentes variables en relación a las imágenes observadas, 
tratando de simplificar las definiciones. Lo concluido se 
describe en la Tabla II. La Tabla III muestra diferentes 
imágenes y sus interpretaciones.

Tabla II. Armonización: patrones de ANCA por IFI

Imagen Fijación con etanol Fijación con formol HEp-2 / linfocito

C-ANCA
Fluorescencia granular 
con acentuación central o 
interlobulillar

Citoplasma granular con 
acentuación interlobulillar

Negativo

P-ANCA Fluorescencia perinuclear
Citoplasma granular con 
acentuación interlobulillar

Negativo

P-ANCA + AAN Fluorescencia nuclear
Citoplasma granular con 
acentuación interlobulillar

Positivo

A-ANCA
Incluye todos los patrones de reactividad especifica para neutrófilos que no son ni P-ANCA 
ni C-ANCA.

A-ANCA
Fluorescencia perinuclear 
combinada con fluorescencia 
citoplasmática

Citoplasma positivo uniforme Negativo

A-ANCA

Fluorescencia citoplasmática 
uniformemente
distribuida (sin acentuación 
interlobulillar)

citoplasma positivo uniforme Negativo

A-ANCA Fluorescencia perinuclear Citoplasma negativo Negativo

C-ANCA: No reactivo
P-ANCA: No reactivo
A-ANCA: No define

Fluorescencia nuclear Negativo Positivo
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Tabla III. Interpretación de patrones de ANCA

Imagen Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5

ANCA etanol Figura 1 Figura 2 Figura 3 Figura 4 Figura 5

ANCA formalina No necesaria Figura 6 Figura 7 Figura 7 Figura 7

HEp-2 No necesaria Figura 8 Figura 9 Figura 8 Figura 8

Informe C-ANCA P-ANCA

C-ANCA negativo
P-ANCA negativo 
A-ANCA no define 
AAN positivo

A-ANCA A-ANCA

ANCA etanol: neutrófilos humanos fijados con etanol. ANCA formalina: neutrófilos humanos fijados con formalina. HEp-2: células de cultivo HEp-2. 
C-ANCA: patrón ANCA citoplasmático. P-ANCA: patrón ANCA perinuclear. AAN: anticuerpos anti-nucleocitoplasmáticos. A-ANCA: patrón ANCA atípico. 

Figura 4: Patrón citoplasmático atípico: 
tinción citoplasmática granular muy fino a 
homogénea sin acentuación perinuclear. 

Figura 5: Patrón citoplasmático atípico: 
gránulos citoplasmáticos aislados. 

Figura 6: Tinción C-ANCA citoplasmática 
granular con acentuación interlobulillar.

Figura 7: ANCA negativo. Figura 8: AAN negativo. Figura 9: AAN positivo, patrón nuclear 
homogéneo (AC-1).

Figura 1: Patrón C-ANCA: tinción 
citoplasmática granular con acentuación 

interlobulillar. 

Figura 2: Patrón P-ANCA: tinción 
perinuclear. 

Figura 3: Patrón P-ANCA: tinción nuclear. 
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Muchos patrones que podrían definirse como atí-
picos, siguiendo la Tabla II, no son antígenos relacio-
nados a ANCA, entre ellos los aloantígenos (NB1 es el 
aloantígeno más difundido), como así también algunos 
Ac citoplasmáticos, en títulos altos, encontrados en sus-
tratos específicos (por ej.: anti-músculo liso, anti-mito-
condrial, anti-ribosomas, anti-Golgi) (23) (40).

Los Ac AAN, cuando están presentes, dificultan la 
interpretación de los ANCA, especialmente el patrón 
nuclear homogéneo, que es el patrón que aparece con 
mayor frecuencia. La interferencia de la imagen de AAN 
no dependería del título de Ac. Específicamente los Ac 
anti-ADN nativo se mimetizan muy bien con la imagen P-
ANCA, ya que el ADN nativo, en células maduras, como 
es el caso de los neutrófilos utilizados como sustrato, se 
ubica en la periferia del núcleo. Es muy importante para 
garantizar el resultado y no desviar la orientación clínica, 
usar células HEp-2 para certificar la presencia o ausencia 
de AAN. También hay que tener en cuenta que muchas 
imágenes de P-ANCA irradian fluorescencia sobre los 
núcleos de los neutrófilos, lo que hace difícil visualizar 
una eventual fluorescencia nuclear específica. Por lo tan-
to, es importante incorporar como sistemática de traba-
jo, la realización de AAN a toda muestra positiva sobre 
neutrófilos y además realizar la IFI utilizando neutrófilos 
fijados con formalina, lo que facilitará la interpretación 
de las imágenes (49). La Tabla II orienta a la hora de 
definir resultados, especialmente los A-ANCA y también 
cuando se observa fluorescencia nuclear.

 

Tipos de informe ¿Cómo informar para una 
correcta interpretación de los patrones?

Todo informe bioquímico constituye un medio de 
comunicación en el cual se reúnen datos relevantes y 
se convierten en una herramienta médica fundamental 
que contribuye tanto al diagnóstico, seguimiento y trata-
miento, como al descarte de distintas patologías. Es un 
documento dirigido a un profesional calificado. Debe 
comenzar con la identificación inequívoca del paciente. 
El informe no debe ser sólo la simple transcripción de re-
sultados, sino que implica una responsabilidad bioquímica 
tan relevante como la realización de la determinación ana-
lítica. Un correcto informe hace a la calidad del ensayo, 
ya que un informe mal confeccionado descalifica todo el 
proceso por más correcto que éste fuera realizado.

El informe debe estar bien identificado, debe ser 
breve y preciso y su información, indubitable (Fig. 10). 

El informe debe tener en cuenta los siguientes ítems

1. Identificación del laboratorio
2. Identificación del paciente
3. Nombre de la determinación
4. Método y sustrato, conjugado 
5. Dilución de corte
6. Resultado:

 a) Valor de referencia
 b) Patrón
 c) Título
7. Observaciones

Es importante hacer algunas consideraciones:
•	 Nombre de la determinación. Internacional-

mente no hay discrepancias en lo que respecta a 
ANCA, sigla aceptada para denominar los Ac anti-
citoplasma de neutrófilo.

•	 Respecto al método, se refiere exclusivamente a 
la IFI, utilizando como sustrato neutrófilos huma-
nos y como conjugado anti-gamma globulina hu-
mana IgG marcada con FITC. 

•	 La dilución de corte debería ser determinada por 
cada laboratorio a través de curvas ROC y puede 
expresarse como dilución, por ejemplo 1/20 o 
bien como proporciones 1:20 de acuerdo a cómo 
se proceda para realizar la misma.

•	 Dentro del resultado son varios los puntos a tratar:
a) Es necesario hacer alusión al valor de referen-

cia, que debe ser negativo en la dilución de 
corte usada.

b) El informe de los patrones en el caso de ANCA 
presenta consideraciones especiales, ya que, a 
diferencia de otros autoanticuerpos determi-
nados por IFI, la definición de los mismos re-
quiere la utilización de un sustrato con diferen-
te fijación y el descarte de interferencia, como 
la presencia de AAN. Por lo tanto, al informar 
cada patrón por separado se avala que se han 
realizado los distintos procedimientos que lle-
van a la definición de los mismos. Con respecto 
a la nomenclatura empleada, al acrónimo acep-
tado internacionalmente se antecede la inicial 
del patrón separado por un guión. Así será C-
ANCA para el patrón citoplasmático; P-ANCA 
para el perinuclear y A-ANCA para el atípico.

c) Para informar el título, el mismo puede ser ex-
presado como intensidad de fluorescencia en 
el valor de corte y se traduce como cruces:

 ++++ positivo alto
 +++ positivo medio alto
 ++ positivo medio bajo
 + positivo bajo

Otra manera sería realizar diluciones al medio 
a partir de la dilución de corte y determinar la 
última dilución con positividad (por ejemplo 
1/160 o bien 1:160). 

•	 El último ítem sería el referente a las observacio-
nes en las cuales se puede realizar interpretaciones 
para mejorar la evaluación del informe, aclaracio-
nes sobre algunos procesos realizados, sugerencias 
que permitan completar el diagnóstico, etc. Un 
ejemplo de una observación sería aclarar la presen-
cia de AAN como interferencia.
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Discusión y Conclusiones

La determinación de ANCA por IFI sigue siendo un 
método muy utilizado en el laboratorio clínico en nues-
tro medio. No solo por su utilidad en las VAA sino tam-
bién en otras patologías.

Estos Ac han constituido una importante herramien-
ta en el diagnóstico de VAA por varias décadas. Actual-
mente, los consensos internacionales enfatizan realizar 
como metodología de tamizaje, inmunoensayos antíge-
no-específicos de alta calidad con la consideración de 
que exista una alta probabilidad pre-test para la enfer-
medad (28). Sin embargo, muchos laboratorios reali-
zan ANCA solo por IFI y aproximadamente el 10% de 
los pacientes con vasculitis sistémicas son positivos solo 
por IFI (23). 

En otras patologías, como enfermedades inflama-
torias intestinales y hepatopatías autoinmunes, la de-
tección de ANCA por IFI es de valiosa utilidad, funda-
mentalmente cuando no se describe un Ac específico 
asociado al diagnóstico diferencial u otras técnicas diag-
nósticas no resultan contundentes.

Por otro lado, la mayoría de los laboratorios reciben 
solicitudes para ANCA con pocos o ningún dato clínico 
ni diagnóstico. Además, son escasas las solicitudes de Ac 
específicos a-PR3 y a-MPO.

 No fue objetivo, ni de la reunión de armonización ni 
de esta publicación, discutir la utilización de la determi-
nación de ANCA para el diagnóstico de las VAA, ni para 
el diagnóstico de ninguna otra patología asociada, sino 
ponderar los detalles técnicos y unificar la interpreta-

ción de los patrones y el informe en la determinación 
de ANCA por IFI. Se considera que la identificación de 
los pasos críticos en la técnica, permite establecer méto-
dos de estandarización y abonar la implementación de 
controles de calidad.

Como resultado de esta reunión de armonización se 
acordó definir tres patrones de fluorescencia: C-ANCA, 
P-ANCA, A-ANCA y no se recomienda utilizar términos 
como C-ANCA atípico o P-ANCA atípico por conside-
rarlos confusos, ya que pueden llevar a errores en la 
identificación del posible Ac específico presente y, por 
lo tanto, en el diagnóstico. 

Se recomienda la utilización de neutrófilos fijados 
con etanol y, de ser necesario, con formalina y la deter-
minación de Ac anti-nucleocitoplasmáticos utilizando 
células de cultivo HEp-2 como sustrato, con el objeto 
de poder definir correctamente el posible Ac involucra-
do. Uno de los principales errores al no utilizar estos 
sustratos adicionales es el de categorizar como P-ANCA 
un paciente con AAN positivo.

Cada laboratorio debe realizar la verificación del va-
lor de corte, la titulación del Ac anti-IgG marcado con 
FITC y, en caso de utilizar anti-IgG (FITC) lista para 
usar, debe verificar su título con un control primario o, 
en su defecto, secundario.

El informe debe ser muy explícito y claro y se deben 
tener en cuenta: método, técnica, sustrato, conjugado y 
resultado, considerando el patrón y el título. Como re-
comendación adicional se puede incluir en el informe 
una frase que describa la forma de trabajo, por ejemplo 
la determinación se realizó sobre neutrófilos humanos 

Figura 10. Propuesta de informe de ANCA.
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fijados con etanol y, adicionalmente, sobre neutrófilos fi-
jados con formalina y HEp-2 para definir correctamente 
el patrón.

Muchos años pasaron desde la primera descripción 
de los ANCA por IFI, sin embargo, su correcta inter-
pretación sigue siendo un desafío. Es fundamental es-
tablecer pautas para minimizar las dificultades técnicas 
y lograr mayor uniformidad en los resultados de los 
distintos laboratorios. En este sentido, resulta muy im-
portante continuar con reuniones de armonización, no 
sólo para afianzar los acuerdos en las condiciones de 
trabajo, la interpretación de las imágenes y el informe, 
sino también para lograr la validación de las propuestas.

El próximo desafío para optimizar el test de ANCA 
será el desarrollo de materiales de referencia y la im-
plementación de controles de calidad externos a nivel 
local y de fácil acceso para los laboratorios clínicos.
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