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Reactivos para la determinacion cualitativa de anticuerpos anti-queratina
Sélo para uso in vitro en el laboratorio clinico

BioSystems

ANTI-KERATIN ANTIBODIES (AKA)

ANTICUERPOS
ANTI-QUERATINA (AKA)

Inmunofluorescencia Indirecta
ESOFAGO DE RATA

FUNDAMENTO DEL METODO

Los anticuerpos anti-queratina del suero (AKA) se unen a la filagrina
presente en el corte de eséfago de rata (tercio medio). Una vez unidos, los
anticuerpos se ponen de manifiesto mediante la incubacion con un
anticuerpo contra las inmunoglobulinas G humanas conjugado con
fluoresceina y se visualizan por microscopia de fluorescencia.

CONTENIDO

COD 44618
A.  Portaobjetos 12 x4 pocillos
B.  PBS(10x) 1x100 mL
C—. Control Negativo 1x0,3mL
D.  IgGFITC/Evans (R, CL) 1x3mL
E.  Mounting Medium 1x3mL
F.  Papel secante 1x12

COD 44517
A.  Portaobjetos ‘ 12 x4 pocillos

COMPOSICION

A. Portaobjetos: Cortes de eséfago de rata (tercio medio).

B. PBS (10x): Fosfato de sodio 112,5 mmol/L, fosfato de potasio
30 mmol/L, cloruro sédico 1,15 mol/L, azida de sodio 0,95 g/L, pH 7,2.

C—. Control Negativo: Suero humano, azida de sodio 0,95 g/L.

D. IgG FITC/Evans (R, CL): Anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulinas
IgG humanas conjugados con isotiocianato de fluoresceina (FITC),
azul de Evans 0,01 g/L, azida de sodio 0,95 g/L

E. Mounting Medium. Medio de Montaje: Glicerol 78%, fosfato de sodio
6 mmol/L, fosfato de potasio 1,6 mmol/L, cloruro de sodio 60 mmol/L,
azida de sodio 0,95 g/L.

F. Papel secante.

Los sueros humanos utilizados en la preparacion del control negativo y el
control positivo eran negativos para el antigeno HBs y para los anticuerpos
anti-HCV 'y anti-HIV. Sin embargo, los controles deben tratarse con
precaucion como potencialmente infecciosos.

CONSERVACION

Conservar a 2-8°C.

Los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta siempre que se conserven bien cerrados y se evite la
contaminacion durante su uso.

Indicaciones de deterioro:
— Componentes liquidos: Presencia de particulas, turbidez.

— Portaobjetos: Roturas en el sobre contenedor, defectos macroscdpicos
como ralladuras o despegues en el cultivo de células.

REACTIVOS AUXILIARES
B. PBS (10x).

D. IgG FITC/Evans (R, CL), conjugado con contratincion de azul de
Evans.

E. Mounting Medium. Medio de Montaje.
C+. Control Positivo: anticuerpos anti-queratina (AKA).
C—. Control Negativo.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

PBS: Efectuar una dilucion 1/10 del Reactivo B con agua destilada.
Estable 1 semana a 2-8°C.
Los demas componentes estan listos para su uso.

EQUIPO ADICIONAL

— Céamara himeda
— Cubeta de lavado
— Cubreobjetos de 24 x 60 mm

— Microscopio de fluorescencia equipado con filtros de excitacion de 495
nmy de emisién de 525 nm para la visualizacion del FITC.

MUESTRAS

Suero o plasma recogidos mediante procedimientos estandar. Estable una
semana a 2-8°C.

Diluir las muestras 1/10 en PBS (ver Preparacion de los Reactivos) antes
del ensayo.

Para la titulacion de una muestra positiva, realizar diluciones dobles en
PBS a partir de la 1/10.

PROCEDIMIENTO

1. Atemperar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente.

2. Depositar una gota (50 pL) de la muestra diluida o de los Controles
en los pocillos del portaobjetos (A), procurando cubrirlo perfectamente
(Nota 1).

3. Incubar el portaobjetos en camara himeda durante 30 minutos a
temperatura ambiente (15-30°C).

4. Eliminar las gotas de las muestras inclinando el portaobjetos y
golpeandolo ligeramente. Evitar la mezcla de sueros.

5. Eliminar el suero remanente en el portaobjetos lavandolo con PBS
(ver preparacion del Reactivo). (Nota 2).

6. Lavar el portaobjetos sumergiéndolo en una cubeta con PBS durante
5 minutos. Cambiar el PBS y repetir el lavado.

7. Secar cuidadosamente el portaobjetos utilizando el papel secante
suministrado. El sustrato debe permanecer siempre humedo.

8. Depositar una gota de Reactivo D en cada pocillo. Colocar el
portaobjetos enuna cdmara humeda e incubar a temperatura
ambiente (15-30°C) durante 30 minutos.

9. Lavar (ver paso 6) y secar (ver paso 7).

10. Depositar varias gotas de Reactivo E sobre el portaobjetos y colocar
un cubreobjetos procurando evitar la formacion de burbujas de aire.



LECTURA

Examinar el portaobjetos con un microscopio de fluorescencia (250-400x).
Es recomendable realizar la lectura de inmediato. Para realizar la lectura,
seleccionar campos de observacion en la parte interior de la seccion del
tejido.La intensidad de marcaje en la periferia del tejido no es
representativa de la preparacion.

La observacion de marcaje fluorescente lineal laminado a lo largo del
epitelio escamoso queratinizado del epitelio del eséfago de rata a la
dilucién recomendad indica un resultado positivo. Las muestras positivas
pueden ftitularse. Se define el titulo como la dilucion mayor que da
resultado positivo.

Cuando no se observa el marcaje especifico descrito, el resultado es
negativo para el autoanticuerpo indicado.

CONTROL DE CALIDAD

El Control Positivo (C+) y el Control Negativo (C-) deben ser ensayados
junto con las muestras de los pacientes para verificar la funcionalidad del
procedimiento de ensayo.

El Control Positivo debe proporcionar el marcaje especifico descrito en el
apartado anterior.

El Control Negativo no debe proporcionar marcaje especifico alguno.

Cada laboratorio debe establecer su propio programa de Control de
Calidad interno, asi como procedimientos de correccién en el caso de que
los controles no cumplan con las tolerancias aceptables.

CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

El conjugado IgG FITC/Evans (R, CL) estd calibrado frente al Patron
Internacional de la OMS de anti-inmunoglobulinas humanas de oveja
conjugadas con FITC.

La filagrina presente en el el epitelio del eséfago de rata y reconocida por
los anticuerpos anti-queratina (AKA), es extremadamente sensible a los
cambios de temperatura y puede perder su antigenicidad cuando los
portaobjetos no son refrigerados adecuadamente (2-8°C) durante su
transporte 0 almacenamiento.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

La presencia de titulos elevados de anticuerpos anti-queratina (AKA) es
fuertemente indicativa de artritis rheumatoide. La sensibilidad diagnéstica
para esta enfermedad varia entre el 30 y el 87%, y la especificidad, entre
el 90 y 99%, dependiendo del disefio del estudio y del método utilizado.
Los AKA también se encuentran en un tercio de los pacientes de artritis
rheumatoide con factores rheuméticos negativos 22.

M44618¢-0622

El kit BioSystems de anticuerpos anti-queratina fue usado con 177 sueros
de pacientes con artritis rheumatoide y otras enfermedades conectivas.
Los resultados mostraron una especificidad del 95% y una sensibilidad del
30,4% para la artritis rheumatoide.

Enfermedad n Positivo  Negativo
Artritis rheumatoide (AR) 123 38 49
AR en tratamiento 5 1 4
Sospecha de AR 12 0 12
Otras enfermedades conectivas 37 2 35

El diagnostico clinico no debe basarse exclusivamente en el resultado de
este ensayo, sino que debe integrar los datos clinicos y de laboratorio.

NOTAS

1. Evitar tocar el tejido fijado en el pocillo durante todo el procedimiento.

Utilizar un frasco lavador o pipeta para lavar los pocillos, evitando la
posible contaminacion con las muestras adyacentes.
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