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uUso

Los kits para determinacion de anticuerpos por Inmunofluorescencia de MeDiCa,
se usan para la determinacién cualitativa y semicuantitativa de clases especificas
de autoanticuerpos IgG en suero humano, y como medio de diagndstico de ciertas
enfermedades.

MeDiCa Series | kits*

MeDiCa |Catalogo # Pocillos/|Anticuerpo Substrato

Kit Porta Detectado

AMA 3001 4+8 mitocondrial (M) rifion de rata o raton
(k)

A-nDNA-A (2001 4+8 DNA nativo (nDNA) |C. luciliae

ASMA 4001 4+8 musculo liso (SM) |estémago (s) de rata o
ratén

ATA 6001-TA + 4+8 tiroides (T) tiroides de mono

6001-MI
INTRODUCCION

El espectro de autoanticuerpos encontrado en humanos es muy amplio y dirigido a
diferentes epitopos antigénicos, Los autoanticuerpos pueden ser divididos en dos
grandes grupos. Como ejemplos de autoanticuerpos especificos de érganos o
células se incluyen los anti-tiroideos o los anticuerpos anti islotes pancreaticos.
Como ejemplos de autoanticuerpos no especificos de 6rgano se incluyen los
anticuerpos anti nDNA o los anticuerpos anti-histona. Ha sido documentada la
relacién entre la presencia de autoanticuerpos y las enfermedades autoinmunes. El
mecanismo patogénico de los autoanticuerpos, se ha establecido en 5 clases: lisis
mediada por el complemento, fagocitosis o citotoxicidad, inmuno-complejos,
interaccion con el receptor e interaccion con factores fisiol6gicos. La detecciéon y
cuantificaciéon de los autoanticuerpos especificos permite el diagnéstico y
monitorizacion de las enfermedades especificas autoinmunes (1).

FUNDAMENTO DEL TEST

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) es un método ampliamente usado para la
deteccion de autoanticuerpos. La mayoria de los autoanticuerpos no muestran
especificidad estricta, permitiendo que varios tejidos y células sean usados como
substratos para IFIl. En general, los patrones de fluorescencia orientan sobre el tipo
de antigeno y otros pasos de la investigacion. Mientras que la metodologia puede
variar entre los laboratorios: microscopio, personal clinico y substrato empleado, el
protocolo estandar debe ser siempre respetado. MeDiCa fabrica substratos que
proporcionan resultados reproducibles y éptimos.

En las técnicas de IFI, el substrato se recubre con suero del paciente y se
incuba para permitir que los anticuerpos presentes se unan a sus antigenos. Los
lugares donde los anticuerpos (inmunoglobulinas humanas), han reaccionado con
los antigenos del substrato son visibles con anti-anticuerpos humanos marcados
con fluoresceina (conjugado) (1).

COMPONENTES DE LOS KITS MEDICA

NOTA: Cada componente, incluyendo controles positivo y negativo, puede ser
pedidos por separado.

Reactivos

CONJUGADO - anti-inmunoglobulina humana, marcada con fluoresceina en
tampdn fosfato salino (PBS) y 1% de albimina bovina (con o sin Azul de
Evans). Listo para uso.

CONTROL POSITIVO* — da un patrén de fluorescencia positivo. Listo para uso.

CONTROL NEGATIVO* — no da sefial de tincion fluorescente. Listo para uso.

SUBSTRATO - portas de pocillos multiplos de células o finas secciones de
tejidos.
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Componentes no Reactivos
PBS — tampén fosfato salino (en polvo)

MEDIO DE MONTAJE — tampédn con glicerol
SECANTES*
INSTRUCCIONES

* Algunos de los kits MeDiCa no contienen controles o secantes.

MATERIAL ADICIONAL NECESARIO POR TEST (no incluido en el kit)
Pipetas micrométricas: 10-15 pl
Tubos test y gradilla
Jarras Coplin de tincién o similar con soporte para los portas
Pinzas
Cémaras himedas como Placas Petri con papel de filtro himedo
Papel absorbente
Matraz de un litro o probeta graduada
Cubreobjetos de cristal 24 x 60 mm #1
Recipiente para el PBS
Agua destilada
Microscopio de Fluorescencia equipado para FITC (ver especificaciones del
fabricante para cada instrumento)

ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO

Las fechas de caducidad de los portas (tejido substrato), conjugado y controles son
para almacenamiento a —20°C o menos. Los portas de células Hep-2 se pueden
mantener a 0-5°C. Una vez descongelados, el conjugado y los controles son
estables durante 90 dias si se mantienen de 2-8°C. Deben evitarse sucesivas
congelaciones y descongelaciones. El medio de montaje es estable hasta la fecha
de caducidad cuando se guarda en el refrigerador. EI PBS en polvo puede
mantenerse a temperatura ambiente hasta su fecha de caducidad.

PRECAUCIONES

Todos los componentes de los kits de MeDiCa son SOLO para diagnéstico in vitro.
No usar pasada la fecha de caducidad. Controles, conjugado y medio de montaje
contienen azida sodica como conservante a una concentracion final de 1:1000.
Este conservante es toxico por ingestion, ademas puede reaccionar con tuberias
de cobre o plomo formando azidas explosivas. Después de desechar la azida
s6dica contenida en las soluciones, aclarar con abundantes cantidades de agua.
Todos los componentes de suero humano han sido testados por métodos
aprobados por la FDA y encontrados negativos para anticuerpos VIH y VHC y no
reactivos para el HBsAg. Sin embargo, ningln test puede asegurar la ausencia de
estos antigenos. Manejar con precaucion TODAS las muestras. No pipetear con la
boca.

TOMA DE MUESTRA

Recoger las muestras de sangre en tubos u otros sistema de recogida.
Inmediatamente después de la formacion del coagulo, separar el suero. El suero
puede ser guardado en el refrigerador hasta 5 dias. Para almacenamientos
superiores congelar a —20°C. Turbidez, hemdlisis, crecimiento bacteriano o drogas
que puedan dar fluorescencia en el suero, pueden afectar negativamente el
desarrollo del test. No usar sueros hemolizados o lipémicos.

DESARROLLO DEL TEST

(A) PBS — Reconstituir disolviendo el contenido en un litro de agua destilada.

(B) MUESTRA SUERO - Diluir la muestra recién recogida, o almacenada
adecuadamente 1:20 en PBS. Para titulaciones, doblar la dilucién (ej. 1:40,
1:80, etc.).

(C) PORTAS — Manejarlos por los bordes. Una presién directa puede dafiar el
substrato. Sacar los portas del congelador y dejar que alcancen la
temperatura ambiente. Retirar los portas de su envuelta (rasgar o cortar con
tijeras).

(D) CONTROLES - Controles positivo y negativo estan listos para uso una vez
que alcanzan la temperatura ambiente. El control positivo puede ser diluido
1+ como se sugiere en la Hoja de Informacién de Titulos (disponible bajo
demanda).

(E) CONJUGADO - Listo para uso una vez que alcanza la temperatura
ambiente.

PASO 1 - Poner suficiente cantidad de suero en cada pocillo con antigeno para
cubrir el substrato. Evitar tocar el substrato con la pipeta. Identificar los pocillos con
controles positivo y negativo y las diluciones del suero a testar. Se debe incluir un
control positivo y negativo en cada dia de analisis. No dejar que los pocillos se
sequen porque podria dar falsos negativos. Incubar en camara himeda 30 minutos
a temperatura ambiente.

PASO 2 — Retirar los portas de la camara humeda. Dar toques en los lados del
porta sobre el papel absorbente para eliminar el exceso de muestra. Sumergir
varias veces los portas en recipiente con PBS fresco, no usar botella lavadora.
Inmediatamente poner los portas en un soporte o jarra Coplin y lavar dos veces



con PBS (5 minutos cada lavado). Se recomienda agitacién suave. Incubaciones

superiores o

lavados

inadecuados pueden dar

resultados con poca

morfologia del substrato y aumento de la fluorescencia de fondo.

PASO 3 - Retirar los portas a la vez del PBS.
Eliminar el exceso de PBS dando toques sobre papel
secante y usar los secantes para secar los portas
alrededor de los pocillos. Afiadir inmediatamente el

RESUMEN

Afiadir diluciones del
suero test y controles

conjugado a cada pocillo para cubrir el substrato. No |

dejar que los pocillos sequen. Incubar 30 minutos.

Incubar 30 minutos

PASO 4 — Repetir el lavado con PBS (Paso 2). |

Afiadir 3-4 gotas de medio de montaje a cada porta y

Lavar 2 x 5 minutos

cubrir con un cubreobjetos #1. Presionar o mover |

lateralmente el cubre podria dafiar el substrato.

Afadir conjugado

Examinar portas en 24 horas con microscopio de |

fluorescencia adecuadamente equipado para trabajar

con FITC.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

El punto final del TITULO es la mayor dilucién que da
un resultado positivo o una intensidad de tincion de la
fluorescencia de 1+ (en una escala de 1+ para la

intensidad méas débil y 4+ para la mas fuerte). Todos

Incubar 30 minutos

Lavar 2 x 5 minutos

Afadir medio de
montaje y cubreobjetos

Examinar

Asociaciones Especificas para Cada Anticuerpo Detectado

los sueros positivos deberian ser diluidos hasta el titulo mas alto usando diluciones
dobles. Si en el suero del paciente hay mas de un autoanticuerpo, podria haber
interferencias. La titulacién de esos sueros puede dar primero uno y luego el otro

autoanticuerpo.

Tiitulo
<1:20

1:20 a 1:160

>1:160

Interpretacion
Test negativo - normal, no hay autoanticuerpos activos
Test positivo — a menudo aparecen enfermedades

autoinmunes

autoinmune activa

Test positivo — sugiere en gran medida una patologia

No hay asociacion definitiva entre los patrones de fluorescencia y enfermedades

especificas, pero se han citado ciertas correlaciones (ver tabla inferior).

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Los kits Series | proporcionan una valiosa ayuda en el diagndstico. Sin embargo,
no deben ser considerados como Unico medio de diagnéstico. Resultados positivos
del test pueden ser obtenidos con sueros de pacientes aparentemente sanos como
resultado de muchos factores (27-29). Asi, todos los resultados deben ser
interpretados por una autoridad médica a la vista de las condiciones generales del

paciente.

Ab Ig Clase |Patron de Descripcion de la Tincion Anticuerpos Especificos Principales Enfermedades Asociadas |Referencias
Tincién
AEmMA IgA Endomisial Componentes reticulares de filamentos Transglutaminasa tisular Enfermedad celiaca, dermatitis (2-4)
SM o endomisio brillantes (tTG) herpetiforme
AMA 19G epitelial Linea celular epitelial del tubulo renal Proteinas E2 y E3 del Cirrosis biliar primaria (PBC) (5)
brillante complejo piruvato
deshidrogenasa (PDC)
ANA 19G o IgM |Difuso/ Nucleos verde claro en interfase: masa dsDNA, ssDNA, histonas Lupus eritematoso sistémico (SLE), lupus |(6-9)
homogéneo cromosomal verde con bordes inducido por drogas, escleroderma,
irregulares en verde brillante con artritis reumatoide
nucleo en mitosis (Hep-2 sélo)
Nucleolar Varios puntos verdes intranucleares; RNA polimerasa |, PM-Scl Esclerosis sistémica (SSc), sindrome de  |(9)
células en mitosis negativo Sjogren (SS), SLE, miositis inflamatoria
Rim/periférico  |Periferia del ntcleo brillante: brillos dsDNA, posiblemente SLE, PBC, sindrome anti-fosfolipidos, (5,9-11)
alrededor del niicleo y masa histonas, componentes de enfermedades del higado y otras
cromosomal periférica con nucleo en la envoltorio del nucleo
mitosis
Moteado Muchos y pequefios granos brillantes Extractos nucleares Ags (ej. |Desorden del tejido conectivo mixto, SLE, |(9)
dispersos sin distincion de la linea Sm, RNP, Scl-70, SS-A, SS, SSc, escleroderma
externa del nlcleo: negativo mitosis SS-B)
Centromerico  |Granos de tamafio medio, brillantes con  [Centrémero del cromosoma  |Sindrome CREST, enfermedad de (12,13)
(Hep-2 solo) nucleo en interfase: granuloso, (kinetocore) Raynaud, PBC
cromosomas en mitosis con forma de
barra
A-nDNA-A 19G DNA nativo Kinetoplasto y nucleo brillantes o sélo dsDNA SLE (14-16)
kinetoplasto
APCA 19G o IgA |Células Células parietales brillates con patrén Bomba de protones Anemia perniciosa, gastritis autoinmune, |(17)
parietales lineal paralelo (H+/K+ATPase) PBC
ASA 19G Sustancia Células epiteliales escamosas de matriz  |Antigenos de la mucosa y piel |Pemphigus vulgaris (18,19)
intercelular intercelular brillante intercelular
Membrana Membrana basal brillante Antigenos de la membrana Pénfigo globuloso (18,19)
basal basal
ASMA 19G Musculo liso Fibras SM de la mucosa muscular Actina Hepatitis autoinmune (type 1), hepatitis (20-22)
brillantes viral aguda, mononucleosis infecciosa,
asma bronquial intrinseco
ATA 19G, IgA, |Microsomal Células citoplasmicas con epitelio Peroxidasa tiroidea Enfermedad tiroidea autoinmune (AITD) ((23-26)
IgM escamoso brillante (ej. Enfermedad de Hashimoto,
enfermedad de Grave)
Tiroglobular Lumen folicular brillante con patrén Tiroglobulina/coloidal Enfermedad tiroidea autoinmune (AITD) |(23-25)
espiga irregular (ej. Enfermedad de Hashimoto,
enfermedad de Grave)
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