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(D68 (Kp-1) Mouse Monoclonal Antibody

Para Diagndstico In Vitro (IVD)

Identificacion del Producto

Descripcion

165M-94 0,1 ml concenrado

168M-95 0,5 ml concentrado

168M-96 1,0 ml concentrado

168M-97 1,0 ml prediluida listo para usar
168M-98 7,0 ml prediluido listo para usar

Definiciones de ios Simboios_

codigo
ES [7] prediluir
[c] concentrado :
[2] ascitis
7 [e] SUgr
H| sobrenadante
rango de dilucion del concenrado
Uso Previsto

Este anticuerpo estd destinado para uso diagnéstica i vitro (IVD),

(D68 {Kp-1) Mouse Monaclanal Primary Antibody estd disenado pararel uso 2n la deteccidn
de la glicoproteina (D68 en tejido fijado con farmol e incluido en parafina tedido en una
prueba dz inmunahistoquimica {HC) cualitativa.

Los resultados abtenides con el usa de aste producto junto con la historia clinica relevante
del paciente, otras pruebas diagnasticas y cantroles adecuados debe interpretados un
patdlego cuzlificado,

Resumen y Explicacion

El anti-CD68 marca lineas de células de monacitos/macrdfages. Este anticuerpe es capaz de
tediir monocitos, células de Kupffer, osteaclastas, granuloditos y sus precursores; los linfomas
S0 Negativos o muestran Unos pecosgranulos. Este anticuerpo puede ser il para fa
identificacidn de tumores mielomonaciticos e histioclticos. Sin embarga, por el fiecho de que
detecta un epitope resistente a la formalina que puede estar asociado a aranulos lisosomales,
01ras células ricas en lispsomas pueden también tefir
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El anticuerpo primario indicado puede utilizarse coma anticuerpo primario para Ja tincidn
inmunohistoquimica de cortes de tejide fijada con formel y embebido en parafina. En
generdl, la tincidn inmunohistoquimica junto con el sistema de deteccién mediante union can
peroxidasa de rabano (HRP) o fosfatasa alcalina permite Iz visualizacidn de antigenas a iravés
tle | aplicacidn secusncial de un anticuerpe especifico (anticuerpo primario) al antigeng, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de union} al anticuerpo primario, un complejo enzimatica
 Un sustrato cromogénico con etapas de lavado intermedias. La activacion enzimatica del
cromdgeno da lugar a un producto de reaccidn visible en el sitio del antigeno. La muestra
puede entonces contratediirse y aplicarse un cubreportaobjetos. Los resultados se interpretan
€on un microscopio dptice.

Materiales y Métodos

Reactivos Suministrados

Composicion del Producto

Amortiguader Tris, pH7,3-7.7, con un 1%
de BSA v <0,1% de azida de sodio

Prediluir: dilnido en

Amortiguador ris, pH 7,3-7.7, conun 1%

Einehiatdilcan de BSAy <0,1% de azida de sodiq

Host ratdn
| lsotipe IgG,/k
[ntervalo de dilucidn de mabaj
Chetd 1:100-1:500
recomendado
Fuente sobrenadante

Vea la etiqueta del producto para informacion especifica sobre el lote dcerca de lo siguiente:
1. Concentracion de anticuerpes de inmunoglobulina

2. Detalles de 3 fuente

Reconstitucidn, Mezi‘(a, Dilucidny Titulacion

Bl anticuerpo prediluida estd listo para usar y optimizado para la tincidn. Elanficuerpo
coneentrado et optimizada para diluirlo en el ranga dedilucién con Cell Marque Diamand:
Antibody Diluent.

Materiales y Reactivos Necesarios No Suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para la tincién, pero no se incluyen
ton el anticuerpo primario;

1. Tejido de control positivo y negativo
2. Portacbjetos para microscepio con €arga positiva

3. Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 53-65 °C
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4. Cubetas o bafios de tincion

L

. Crondmetro
6. Xileno o sustituto de xileno
7. Alcohol reactivo o etancl

Nota: H tratamiento previa de un paso de Cell Marque, Tritagy ™ (N.° de catdlogo 920P-06),
Pliede sustitair los elementos de fos punios 6 y 7 anreriores.

8. Aguadesionizada o destilada

9. Equipo de calentamiento, como (2 olla de presion elécirica para el paso del ratamiento
orevio del tejido

10. Sistema de deteccion como HiDef Detection™ HRP Polymer System (N.2 de catalogo
9540-20) o HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (M.2 de catdlogo 9620-20)

11. Gomdgeno, coma DAB Substrate Kit (N.° de catalogo 957D-20) o Permanent Red
Chromogen Kit {2 de catalogo 9600-10)

12, TBS IHC Wash Buffer + Tween®* 20 (N.* de catdlogo 9358-09)
13. Hematoxylin u ira contratincién

14 Diluyentes de anticuerpo, coma Diamond: Antibody Diluent (N.° de catdlogo 9388-05) o
Emerald; Antibody Diluent (N.2 de catélogo 936B-08)

15, Peroxide Block (N.° de catéloge 9258-05) para usar con HAP

16. Avidin-Biotin Blacking Reagents para usar con deteccion con estreptavidina-hiotina
17 Negative Control Reagent (N. de catdloga 939B-02 para universal)

18. Mounting Medium

19 Cubreobjets

20. Microscopio dptico (20-400x)

Conservaciin y Manipulacion

Almacenar a 2-8 °C. No congelar

Para garantizar la dispensacion adecuada del reactivo y |2 estabilidad del anticuerpo, tras cada
utilizacidn se debe volver a poner el tapdn y almacenar el frasco inmediatamente en la nevera,

en posician vertical.

Todlos los reactivas ge anticuerpo tignen una fecha de caducidad. Bl reactivo es estable hasia
la fecha indicada en [z etiquera siempre que se almacene corectamente. No usar el reactivo
después de Iz fecha de caducidad pare el método de almacenamiento descritc.

No hay signas definitivas que indiquen la inestabilidad de este producto, por loque

los controles positives v neqativos deben 2nalizarse simulidneamente con muestras
desconacidas. Contacte con el servicio técnico de Cell Marque si tiene sospechas sobre [a
inestabilidad cel reactivo.

Extraccin y Preparacion de la Muestra para su Andiisis

(uando se utitiza 8l procedimiento habitual, los tejidos fijados en formol en tampdn neutro y
embebidos en parafina resulten adecuados para el uso con este anticuerpo primario cuando
s utiliza con los kits de deteccion d Cell Marque (consulte la seccidn Materiales y reactivos
necesarios no suminisradus). Nota; Cell Marque evallia ¢l resultado solo en tejides humanos.
£l fjador de tefido recomendado es formalina 1amponada neutral 109, Pueden tener lugar
resultados variables come consecuencia de una fijacion prolongada o proceses especiales
tales comeo la descalcificacion en fa preparacion de la médula dsea,

Cada seccion debe cortarse con el grosor apropiado (apraximadamente 3 i) y colocarse
&0 un portanbjetos de vidrio con carga positiva. Los portachjetos que contienen el corte de
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tejido pueden secarse durante al menes 2 horas (pero no mas de 24 horas) enun hoine a una
emperatura de 53-65 °C.

1.

o

fdopte I35 precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. Usar guantes
y batas de laboratorio desechables cuando se manipulen materiales potendialmente
carcindgenos o taxicos (cama xileno).

. Evite el contacto de los reactivos con [0s 0/0s y las membranas mucosas. 1 se produce el

contacto con dreas sensibles, lvese con agua abundante.

. Lag muestras del pacienta y todos los materiales en contacto con eflas deben tratarse

com si fiiesen materiales potencialmente infeccioses y desecharse on las precauciones
adecuadas, Nunca pipetear con la boca.

. bvitar |3 contaminacidn microbiana de los reaciivos, ya que podrian producirse

resultados incorrects,

. Elusuarin debe validar los iempos y femperaturas d incubacion.

. Los reactivos prediluidos listos para usar estdn diluicos dptimamente por lo gue una

dilucién adicional podrfa producir 1 pérdida de tincion del antigena.

. Los reactivos concentrados pueden diluirse dptimamente en base a la deferminacion del

usuario, El usuario deberd validar igualmente tanto la compatibilidad coma el efeco en la
estahilidad de cualquier disolvente utilizado que no esté recomendado especificamente ¢
este documento.

. Este producto no se clasifica como sustancia peligrasa cuando se usa sequn les

instiucciones, Bl conservante del reactiva es inferior al 0, 1% de acida sodica y no cumple
los criterios de fa OSHA para sustancias peligrosas a la concentracion indicada. Consulte la
hoja de datos de seguridad de los materiales.

. Flusuario debe validar cualquier condicién de almacenamiento que no sea una de las

especificadas en el prospecto,

10.E disolvente puede incluir albimina de suero bovino y el sobrenadante puede contener

suero boving. Los productos que contienen suera fetal bovino y los productos que
contienen albimina de suero bovino se compran a los proveedores comerciales. Los
certificados de origen de la fuente animal utilizada en estos productos obran en el archiva
de Cell Margue. Los certificados asequran que las fuentes bovings provienen de paises con
riesqo minimo de BSE y relacionan como fuentes de bavinos EE. ULL y Canad.

11.Coma con cuglquier producin praveniente de fuentes bioldgicas, deberdn emplearse

Instruccionesdelso

procedimientos de manipulacion apropiados.

Protocolos ¢ tincion racomendados para el antiquerpo primario indicado:

HiDef HRP:
HiDef Detection™ HRP Polymer System (N.2 de catdlogo 54D-20)

il

L

Técnica de recuperacion del epitopo: HIER, Reactivo para la recuperacion del epitapo:
Trilogy

. Tiempo de incubacion de anticuerpo (minuts): 10-30
. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Amplifier (minutos); 10
. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Palymer Detector {minutos); 10

. Tiempo de incubacion de DAB (minutosy; 1-10
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b. Deshidrate y cubra el portaobjetos,

HiDef Alk Phos:
HiDef Detection™ Alk Phas Palymer System (N.¢ de catdlago 9620-20)

1. Técnica de recuperacion del epitopo: HIER, Reactivo para la recuperacin del epitopo;
Trilegy

. Tiempo de incubacion de anticugrpa (minutos); 10-30
. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Amplifier (minutos): 10
. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Polymer Detector (minutos): 10

. Tiempo de incubacidn de Permanent Red (minutos): 15-30

F= T o R S )

. Deshidrate y cubra el portaobjetos.

Procedimientos de Control de Calidad

Control de Tejido Fositiva

{ada vez que se realice el procedimiento de tincidn, debe procesarse un control positiva del
tejido. Este tejido puede contener células o companentes del tejido de tincidn positiva y
negativa y servir como tejido de control positivo y neqative. Los tejidos de control deben ser
muestras frescas de autopsia, binpsia o cirugia preparadas o fijadas con la mayar brevedad
€an un proceso idéntico &l de los cortes en estudio. B uso de un corie de tejido fiado o
procesado de forma diferente a la muestra en estudio servird para el control de todos los
eactivos y pasos del méiodo excepto la fijacion y el procesamiento del tejido,

Un tejide con una tincidn positiva débit es mas adecuado para un control de calidad dptimo y
para detectar niveles pequefios de degradacidn del reactivo. Fl control de tejido positive para
el anticuerpe primerio indicado puede incluir lo siguiente:

Cantrol de Tejido Positivo

Tejido . Visualizacion

hmigdalas (itoplasmatica, Membranaso

Los controles de tejido positivos conocidos solo se deben usar para monitoriza: el
comportamiento corecto de los tejidos procesados y los reactivos de la prueba, y no como
ayuda para establecer un diagndstico especifico de las muestras del paciente, Si los controles
positivos del tefido ne muestran una tincidn pesitiva aprapiada, los resultados de las muestras
en estudio se deben considerar na validos.

Control de Tejido Negativo

El misma tejido utilizado para el control de tejido positiva se puade utlizar en el contral

de tejido negativo. La variedad de tipos de células presentes en la mayora de los cartes

de tejidos ofrece sitios de control neqativo internos, pero esta debe verificarlo el usuario.

Los componentes que no Se tifien deben dempstrar la ausencia de tincidn espedifica y
proporcianar una indicacién de tincitn de fondo no especifica. Si se produce una tindién
especifica en los sitios de control de tejido negative, las resultados abtenidos con las muestras
del paciente dzben considerarse no validas,

Discrepancias Inexplicables

Las discrepancias inexplicables de [ns controles deben remitirse de inmediato al
servicio téenica de Cell Margue. Sl losresultados del control de calidad no cumplen [as
especificaciones, los resultados del paciente na son validos, Véase la seccin Resolucign de
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problemas de este prospecto. [dentifique y corrija €l problema; a continuadion, repita todo el
precedimiento con las muestras del paciente.

Reactivo de Contro! Negativo

Se debe utilizar un reactivo de control negativg para cada muestia para ayudar 4 interpretar
los resultadios. Para evaluar una tincion no especifica se utiliza un reactivo de control negativo
en lugar del anticuerpo primario. Se deberd tratar el portaabjetos con ¢l reactiva de contral
negative hadendo coincidir 3 especies huéspedes del anticuerpo primario e iddneamente
con la misma concentracion de lqG. Bl periodo de incubacién para el reactivo de control
negativa deberd seriqual que el periodo de incubacion del anticuerpo primario.

interpretacién de los Resultados

El procedimiento de inmunotincion causa 13 precipitacidn de un producto de reaccion
coloreado en los sitios del antigeno localizados por el anticuerpo primario. Consulte en ef
prospecto camespondiente del sistema de deteccién las reacciones de color esperadas. Un
patdlogo cualificado experimentada en procedimientos de inmunchistoquimica debe avaluar
los controles de tejide positivos y negativos antes de inferpretar los resultados.

Control de Tefida Positivo

El control de tejide positivo tefiido debe examinarse primero para determinar que todos los
reactivos funcionan adecuadamente. La presencia de un producto de reaccion con el color
adecuado deniro de las células diana es indicativa de una reactividad positiva. Consulte en

el prospecto del sistema de detecddn utilizado las reacciones de color esperadas. Sequn sea

la duracitn de la incubacion y la potencia de la hematoxilina empleads, la contratincidn

dard comp resultado una coloracion azul de pélida a oscura de los nicleos celufares. (Ina
cantratincion excesiva 0 incompleta puede comprometer |z interpretacion adecuada de los
resultados. Si los controles de tejidos postivos no muestian una tincign positiva apropiada, los
1esultados de las muestras en estudio se deben considerar no validos.

Control de Tejido Negativo

Elcortrol de tejido negativo debe examinarse después del control de tejido positivo para
verificar la marcadion especifica del antigena diana por el anticuerpo primario, La ausencia

de tincion especifica en el control de tefido negativo confirma |3 ausencia de reactividad
cruzads del anticuerpocon las celulas o los companentes celulares, Si se produce una tincidn
especifica en el contral de tejido negative, los resultados obtenidos con la muestra del
paciente se consideran no validos. La tincion no especifica, si la hay, tendid un aspecto difuso.
También se puede observar una ligera tincién espacifica esporédica del tefido conjuntivo en
cortes de tejidos que no estén fijados Gptimamente. Para l2 interpretacion de los resultados de
la tincidn deben usarse células intactas, Las células necrdicas o degeneradas musstran una
tincidn no especifica,

Tejido del Paciente

Las muestras del paciente se deben examinar al final. Laintensidad de 13 tincitn positiva se
debe valorar en el contexto de cualquler tincidn de fondo del control de reactivo negative.
Como en cualquier prueba de inmunohistoquimica, un resultado negativo significa que el
antigeno en cuestion no se ha detectado, no que el antigena esté ausente de |as células o del
tejidn analizada. Un panel de anticuerpos puede ayudar a identificar reacciones negativas
falsas (consulte |z seccién Sumario de resultados esperados). La morfologfa de cada muestra
del tejido también debe examinarse utilizando un corte contingion de hematoxilina y eosisa
al interpretar cualquier restltado de inmunohistoquimica. Un patdloga cualificado debe
interpretar los resultados morfoldgicos del paciente y sus datos clinicos pertinentes.
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Limitacionss

1. El color det anticueme no afecta le funcionamiento.

J. Estereactivo es'de exclusivo uso profesional’; ya gue fa inmunohistoquimica es un procese
diagnastico de varias €13pas que requiere una formacion especializada en la seleccicin de
los reactivas, tejidos, fijacion y procesemiento apropiados; |2 preparacion del pertabjetos
de inmunohistequimica y la interpretacidn de los resultados de 3 tincidn.

3. Para uso exclusivo de [aboratario.

4. Para diagnastico in witro.

()

. Latinién de los tejidos depende de la manipufacion y el procesamienta dé los
misirios antes de la tincion. Una fijacion, congelacion, descongelacian, lavade, secado,
calentado o corte inadecuados o la contaminacion con otros tejidos o liquides puede
oroducir artefactos, bloguen del anticuerpo o resultados falsos negativos. Los resultados
inconsisterites pueden ser consecuencia de las variaciones en los métodos de fijacion y
embebido, asi como de irreqularidades inherentes dentro del tejido.

6. Una contratincidn excesiva o incompleza puede comprometer la inferprefacidn adecuada
de los resultades.

7. Lainterpretacion clinica de una tincién positiva o de su ausencia debe evaluarse en
el contexto de Iz historia dlinica, la merfologia, otros criterins histopatoldqicos, asi
come otras pruebas diagnsticas Este anticuerpo esta disenado para utilizarlo enun
pang! de anticuerpos si fuera pertinente, Es responsabilidad de un patélogo cualificado
familiarizarse con lgs anticuerpos, reactivas, paneles de diagndstico y métodos usatos
para obiener una preparacion con tincién. La tincidn se debe realizar en un laboraterio
certificado con la supervision de un anatomopatdlogo respansable de Ia revisidn de
los portaabjetos tefiidos y de [ verificacion de la idoneidad de los controles negatives
¥ POSItivES,

8. Cell Marque provee anticuerpos y reactivos en una dilucion Gptima para usar come
se indica, Cualquier desviacidn de los procedimientos recomendados del método
puede invalidar los resultados esperados. Se deben utilizar y documentar los controles
apropiados. Los usuarios deben asumir en cualquier caso 1a responsabilidad de la
interpretacion de los resultades del padente.

9, Cell Marque pravee los anticuerpos primarios e formato concentrado de manera que el
usuario pusda diluirlos después Gprimamente para usarlos sequn determine y observando
las técnicas de validacidn adecuadas. Los usuarios deben validar el uso de cualquier
disolvente que no se recomiende en este documento. Una vez que el anticuerpo primatio
haya sic validado como adecuzdo para usar, cualquier desviacion de los procedimientos
de prueba recomendados puede invalidar |05 resultados esperados, Se deben utllizar y
documentar los controles apropiados. Los usuarios deben asumir en cuglquier caso la
responsabilidad de la interpretacian de os resultados del paciente.

10. Este producto ng esté diseniado para utilizarlo en citometria de flujo.

11. Los reactivos pueden mostear reacciones inesperadas en tefidos no estudiados
previamente. No puede excluirse completamente la posibilidad de reaccines inesperadas,
inclusa en grupos de tejidos analizadas, debido a |2 variabilidad biclogica de (@ expresion
del antigeno en neoplasmas u otros tejidos patol6yicos. Pdngase en contacto con el
servicio técnico de Cell Margue si sospecha que ha habido una reaccibn inesperada
documentada,

12 Los tejidos de personas infectadas con el virus de la hepatitis B y que contengan antigeno
de superficie (HBsAg) pueden mostrar una tincidn na especifica con perogidasa de rabano,

13 Cuznda se utilizan en pasos de blogue, los suercs notmales procedentes del
mismo origen animal que fos antisueros secundarios pueden provocar resultados
de falsos negativos o falsos positivos debido al efecto de los autoanticuerpos o
anticuerpos naturales.
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14. Pueden verse resultadas de falsos positivos debido a la union de proteinas o productos de
reaccion del sustrato por mecanismos no inmuneclégicos. Tambign pueden estar causados
por |3 actividad de la pseudoperoxidasa (eritrocitos), actividad de la peroxidasa endégena
{citocromo C) o biotina enddgena (ejemplo: higade, cerebro, mama, rifdn] dependiendo
del tipo de téenica de inmunatincidn empleada.

15.Como en cualquier prueba de inmunonistoquimica, un resultado negativo significa gue
el antigenc no se ha detectado, no que el antigeno esté ausente de fas células o del
tejido analizado, =

16. Los productos de anticuerpg prediluides estdn optimizados como productos listos para
usar. Debido @ |2 posibilidad de variaciones en la fjacion y procesado del tejide, puede
ser necesario aumentar o redudir el tiempo de incubacion del anticuerpo primario en
muestras individuales.

17 El anticuerpa, en combinacidn con sistemas de deteccidn y sus accesorios, detecta s
antigenos que sobreviven &l proceso habitual de fijacidn con formol, procesado y corte del
tejido. Los usuarios que se desvlen de los procedimientos de prueba recomendados san
respansables, coma o serian en cualquier ceso, de la interpretacion y validacion de los
resultados del paciente,

Sumario de Resultados Esperados

Consulte 1as siguientes tablas de reactividad:

| EstudioNormal
. N°
, Tefiido h.e T
| Tejide [+ Totai | Motas
Cerebro 1 1 et}
Er l‘ex aorenal i 1
Ovaries D 1
Panceeas 0 2 %
Faratiroides D 1 _
Pituitaria 1 1
Testiculas 0 1
Tiraides 0 ]
Pecho 0 -2'
e e
Amigdalas 5 5
Timo ] : 1
Médula dsea i : !
?ulmaﬂe.s- 0 ?
Corazon 0 1
u?so?fagn 0 1
Estdmago | 0 1
Intesting delgado 0 1
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Estudio Normal
Ne
Tefide N2
Tejido {1 Total | Notas
Colon 0 1
Higado 0 1
| Glanduta salival 0 1
Vesicula biliar 1 1
Rinones 0 1
Vejiga 0 1
Préstata 0 i
Utero 0 2
Trompas de Falopio 0 1
mUréEEI 0 . 1
Ceérvix 0 1
Musculos del esguelet 0 P!
Musculo liso 0 4
Piel S| e
Nervios periféricos 0 1 F
Mesorelio 0 1
Grasa 0 1
Placenta 0 1
Este anticuerpo tife tejidos normezles como estd indicado en la literatura,
Estudio de la Enfermedad del Tejido
N2
Tefiido NS
Tejido {+) Total' | Motas
_Leutemia migloide aguda J 2
Hisﬂou’to;s de célu-IQ; de -
Langerhans : 4
Sarcoma de células
dendriticas foliculares ! 1
{E;l;l;tr)nrr;a ductal invasivo J 2
Adenocarcinoma de colon 0 3

Este anticuerpo tine tumares como estd indicado en la literatura.
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Resolucion de Problemas

1. Siel control positivo muestra ung tincién més debil de la esperada, deben analizarse otros
controles positivos realizados en la misma tincidn para determinar si se debe al anticuerpo
primario 0 & ung de los reactivos secundarios comunes.

2. Siel control positivo da neqativo, se deben analizar otios controles positivos usados en 1a
misma ejecucién para determinar i se debe al anticuerpo primario 0 a uno de los reactivos
secundarios comunes, Los tejidos pueden haberse recogido, fijada o desparafinado de
manefa inadecuzda. Deberd sequirse el procedimiento adecuado para la recogida, la
conservacion y la fijacion.

3. Sise produce una tincién de fondo excesiva, pueden haber niveles altos de biotina
enddgena. Se deberd incluir una etapa de bloqueo con bictin a no ser que se esté
utilizando un sistema de deteccidn sin bioting, en cuyo caso ninguna biotina presente seria
un factor que contribuyerz 5 |3 tincién de fando.

4. 5ino s ha eliminado toda la parafing deberd repetirse el procedimientn
de desparafinacion,

5. Silos cortes de tefido lavan el portaobjetos, deben comprabarse los mismos para
Qdrantizar que tienen carga positiva. Otras posibilidades que podrian afectar
adversamente a la adhesion cel tejido incluyen un secado insuficiente del corte de tejido
e el portaobjetos antes de [a tincidn o fijacidn en formol que no fuera neutralizada con
tampon apropiadamente, El grosor de| tejido también puede ser un factor causante.

Para conocer la acdon correctiva, consulte la seccion de las instrucciones de use o contacte
con el servicio técnico de Cell Margue a través de techsupport@cellmargue.com,

Bibliografia

1. Holness CL, et al. Molecular cloning of (D68, a human macrophage marker related to
Iysosomal glycoproteins. Blood. 1993; 81:1607-13,

2. Leong A, et al. Manual of Diagnestic Antibodies far Immunohistachemistry. Greenwich
Medical Media Ltd, 2003; p.135-6.

3. Lau'SK, etal. (D163: a specific marker of macrophages in paraffin-embedded tissue
samples. Am J Clin Pathol. 2004; 122:794-801.

Limitaciones de Responsabilidad

*TWEEN es una marca registrada de (roda International PLC.

©2017 Sigma-Aldrich Co. LLC. Todos los derechos reservados. SIGMA-ALDRICH es una marca
comercial de Sigma-Aldrich Co. LLC, registrada en EE. UU. y en otros paises. Cell Margue,
Trilogy, Declere y HiDef Detection son marcas comerciales de Sigma-Aldrich Co. LLC o de sus
filiales.

EB] www.cellmarque.com
all 6500 Sierra College Blvd. « Rockin, CA 95677 USA - 916-746-8900

EMERGD EURCPE
EC
bl Prinsessegracht 20, 2514 AP The Hague, The Netherlands
(M Templare #2.4

Implemention date 11 Nov 2077

CD6B (Kp-1) Mause Monoclonal Antibody

179


Inmunotech Laboratories SAS

Inmunotech Laboratories SAS
179




Inmunotech Laboratories SAS

Inmunotech Laboratories SAS
180


)@ CELL MARQUE'

a SiGMA-AL DSICH" company

(D79a (JCB117) Mouse Monoclonal Antibody

Para Diagndstico In Vitro (IVD)

Identificacion del Producto.

Descripcién

179M-94 0.1 ml concentrado

179M-95 0,5 ml concentrado

179M-96 1,0'ml concentrado

179M-97 1,0ml prediluido listo para usar
179M-98 7.0ml prediluido listo para usar

codigo
2] pr;ediluir _
toncentrado
[ ascitis
E SUg0 I
5] sobrenadante
range de dilucion del concentrado

Uso Previsto

Este anticuerpo estd destinado para uso diagnéstica in vitr (VD).

(D793 (JCB117) Mouse Monodanal Primary Antibody esté disefiada para el uso en la
detecciin de la proteina C079a en tejido fijzde con formol ¢ incluido en parafina teiiido en
una prueba de inmunohistoguimica (IHC) cualitativa.

Los resultados obtenidos con el uso de este producto junte con |2 historia clinics relevante
del paciente, otras pruebas diagndsticas y controles adecuados debe interpretatlos un
patdlogo cualifcade.

Resumen y Explicacidn

L3 (D79 es una proteina de transmembrana dimérica con dos cadenas de componentes
diferentes: CD75a y (D790, (D792 se expresa en células B desde la fase pro-E hasta la fase
de diferendiacidn de células B.2 D79 es (til como marcador en neoplasias de células 6.2

(MC17929040 » ESRev. 40 - p. 1

El anticuerpa primarip indicade puede utilizarse como anticuerpo primarie para fa tincidn
inmunohistoquimica de cortes de tejido fijzdo con formal y embebido en parafing. En
general, la tincion inmunehistequimica junto con el sistema de deteccién mediante union con
neroxidasa de rdbano (HRP) o fosfatasa alcalina permite la visualizacian de aniigenas a través
de la aplicacion secuencial de un anticuerpa especifico (anticuerpa primario) al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de union) al anticuerpo primaria, un complejo enzimdtico
Y un sustrato cromogénico con etapas de lavada intermedias. La activacion enzimdtica del
aomageno da lugara un producte de reaccion visible en el sitio del antigeno. La muestra
puede entonces contratefirse y aplicarse Un cubreportacbjetos. Los resultados se interpretan
0N LUn Microscopio Gptico.

Materiales y Métodos

Reactivos Suministrados

Composicidn del Producto

Amortiguador Tris, pH7,3-7.7 con un 1%

Lo Ll L de BSA y <0,19% de azida de sodio

Amartiguador Tris, pH 7,3-7,7, con un 1%

=dillm T
L U de BSAy <0,1% de azids de sodio

Haost ratdn

Isotipo lgG,/k
Intervalo de dilucitn de trabajo S
recomendado LG
Fuente sobrenadante

Vea la etiqueta del producto para informacion especifica sobre el lote acerca de o siguiente;
1. Concentracién de anticuerpos de inmunoglobulina

2. Detalles ge 3 fuente

Recanstitucion, Mezcla, Dilucion y Titulacidn

El anticuerpo prediluido estd listo para usar y optimizado para la tincign. El anticuerpo
concentrada estd optimizado para diluirlo én el rango de dilucian con Cell Marque Diamend:
Antibady Diluent.

Materiafes y Reactivos Necesarios No Suministrados

Los siquientes reactivos y materiales pueden ser necesarins para la tincion, per no se inciuyen
ton el anticugrpo primario:

1. Tejido de control positivo y negativo
2. Portaobjetos para microscopio con carga positiva
3, Horno de secado capaz de mantaner una temperatura de 53-65 °C
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. (ubetas o bancs de tingion

. (rondmerro

o L s

. Kileng o sustituto de xileno
7. Alcoho! rzactiva 0 etanol

Nota: £ tratamiento previo de un paso de Cell Marque, Trilagy ™ (N ° de catdlogo 920P-06),
puede ststituir fos elementos de los punios & y 7 afteriores.

8. Aguadesionizada 0 destilada

9. Equipo de calentamiento, como [z olla de presin elécirica para el paso dél tratamiento
orevio del tejido

10.Sistama de dereccion coma HiDef Detection™ HRP Polymer System (N.® de catalogo
9540-20) o HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (.2 de catdlogo 9520-20)

11.Cramégeno, como DAB Substrate it (N.2 de catdlogn 957D-20} o Permanent Red
Chromogen Kit (N.2 de catéloge 9600-10)

12, TS HC Wash Buffer + Tween® 20 (N.° de catdlogo 935B-09)

13. Hematoxylin u ctra contratincion

14, Diluyentes de anticuerpo, coma Diamond: Antibody Diluent (M. de catélogo 9388-05) 0
Emerald: Antibody Diluent (N.2 de catdlogo 9366-08)

15. Peroxide Block (M. de catdlogo 925B-05) para usar con RRP

16. Avidin-Biotin Blocking Reagents para usar con deteccion con estreptavidina-bioting
7. Negative Control Reagent (N.° de catélogo 9398-02 para universal)

18. Mounting Medium

19 (ubreobjetos

20. Microscopio Gptico (40-400x)

Conservacidn y Manipulacion
Almacenar a 2-8 °C. No-congelar.

Para garantizar |2 dispensacidn adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo, tras cada
utilizacién se Gebe volver a poner el tapon y almacenar el frasco inmediatamente en la nevera,
en posician vertical.

Todos los reactivas de anticuerpo tiznen una fecha de coducidad. Bl reactive s estable hasta

|3 fecha indicada en I etiqueta sismpre que se zlmacene correctamente, No usar el reactivo
desputs de fa fecha de caducidad para el método de almacenamientd descrito.

No hay signns definitivos que indiquen 2 inestabilidad de este producto, por 1o que

los controles positivos y negativos dehen analizarse simulténeamente con myesiras
desconpcidas. Contacte con el servicio técnico de Cell Marque si tiene sospechas sobre [2
inestabilidad del reactivo.

Extraccion y Preparacion de la Muestra para su Andilisis

Cuando se utiliza el procedimiento habitual, los tejidos fijados en formol en ©ampén neutra y
embebidos &n parafina resultan adecuados para el use con este anticugrpo primario cuando
se utiliza con los kits de deteccion de Cell Margue {consulte la seccion Materiales y reactivos
necesarios no suministrados), Nota: Cell Margue evalia el resultado solo en tejidos humanos.
£l fjador de tejido recomendado es formaling tamponada neutral 10%. Pueden tener lugar
resultados varlables coma consecugncia de una fijacién prolongada o procesos especiales
tales camo la descalcificacion en la preparacién de la médula osea.

{ada seccion debe cortarse con €l grosor apropiada (aproximadzmente 3 ym) y colocarse
en un portachjetns de vidrio con carga positiva. Los portaohjetos gue contienen el corte de

CMCT7929040 - ES Rev. 40 - p.2

tejido pueden secarse durante al menos 2 horas (pera no més de 24 horas) en un homoa una
temperatura de 53-65 °C.

encias y Precaudiones

1. Adopte las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactives. Usar guantes
y batas de laboratorio desechables cuando se manipulen materiales potencialmente
carcingenos o txicos (coma xileno).

' Fite el contacto de los reactivos con |os 0jos y las membianas mucosas. Si se produce €|
contacto con dreas sensibles, lavese con agua abuncante.

[

3. Las mugstras del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben tratarse
como i fuesen materiales potencislmente infecciosos y desecharse con [as precauciones
adecuadas. Nunca pipetear con ld boca,

4. Fvitar la contaminacian microbiana de los reactivos, ya que podrian proguirse
resultados incorractos,

5. Bl usuario debe validar los fiempos y temperaturas de incubeitn.

6. Los reactivos prediluidos fistos para usar estan diluidos dptimamente por lo que una
dilucion adicional podria producir 1a pérdida de tincitn del antigeno,

7. Los reactivas concentratos pueden diluirse Gptimamente en base & la determinacién del
usuario. B usuario deberd validar igualmente tanto la compatibilidad como el efectoen la
estabilidad dz cualquier disolvente utilizado que no esté recomendadg especificamente en
este d0cumento,

8. Este producto no se clasifica como sustancia peligrosa cuando se usa sequn las
instrucciones. Bl conservante del reactive es inferiar al 0,1% de acida sodica y no cumple
los criterios de |3 OSHA para sustancias peligrosasa la concentracin indicada. Consulie 3
hioja de datos de seguridad de los materiales.

9 Flusuario debe validar cualquizr condicion de almatenamiento que nosea una de [3s
especificadas en el prospecto.

10, El disolvente puade incluir albumina de suero bovino y el sobrenadante puede contener
suern beving, Los productos que cantienen suero fetal boving y los products que
contienen albiimina de suere baving se comipran a los proveedores comerdales. Los
certificacos de origen de [a fuente animal utllizada en estos productos obran en el archivo
de Cell Marque, Los certificados asequrar que las fuentes bovinas provienen de paises con
riesgo minimo de BSE y relacicnan como fuentes de bovinos EE. ULL y Canada.

11 Coma con cualquier producto praveniente de fuentes biologicas, deberdn emplearse
procedimientos de manipulacion apropiados.

instruccionesdeliso

Protacalos de tincién recomendaos para el anticuerpa primario indicada:

HiDef HRP:
HiDef Detection™ HRP Palymer System (N.° de catélage 9540-20)

1. Técnica de recuperacitn dl epitopo: HIER, Reactivo para la recuperacion del epitepo:
Trilogy

2. Tiempo de incubacion de anticuerpa (minutos): 10-30

(s

_ Tiempo de incubacion de HiDef Detection Amplifier (minutcs): 10

. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Polymer Detector (minutos): 10

A

. liempo de incubacién de DAB {minutos): 1-10

(D79 (JCB117) Mouse Monaclonal Antibody
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6. Deshidrate y cubra el porraohjetos.

HiDer Alk Phos:
HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (N.2 de catélogo $620-20)

1. Técnica de recuperacion del epitopo: HIER, Reactivo para la recuperacion el epfiopo:
Trilogy

. Tiempo de incubacin de anticuerpo (minutos): 10-30
. liempo de incubacion de HiDef Detection Amplifier (minutos); 10
. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Polymer Detector {minutos): 10

. Tiempo de incubacidn de Permanent Red (minutos); 15-30

(= T 0 T R UL Y 0

. Deshidrate y cubra el portaobjetos.

Controf de Tejido Positivo

(ada vez que serealice el procedimiento de tincidn, debe procesarse un contral positive del
tejido, Este tefido puede contener células o componentes del tejido de tincidn positivay
neqativa y servir como tejido de control pesitivo y negative. Los tejidos de control deben ser
muestras frescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o fijadas con |2 mayor brevedad
€on un pracess idéntico al de los cortes en estudio, B uso de un corte de tejido fijado o
procesado de forma diferente a la muestra en estudio servird para el control de todas los
1eaCiivos y pasos del método exceptola fijacion y el procesamiento del tejido,

Un tejide con una tincidn positiva débil es mas adecuado para un control de calidad dptimo y
para detectar niveles pequenos de degradacian del reactivo. £l contrel de tejido positive para
el anticuerpo primario indicado puede indluir [o siguiente:

Control de Tejido Positivo
fejido Visualizacion
Amigdalas Membranosa

Los controles e tefido positivos conocidos solo se deben usar para monitorizar 2|
comportamiento cormecta de los tefidos procesados y los reactivos de la prueba, y no como
ayuda para establecer un diagndstico espacifico de las muestras del paciente. Silos controles
positivos del tejico no muestran una tincion positiva apropiada, los resultados de las muestras
en estudio se deben considerar no vélidos,

Control de Tejido Negativo

El mismo tejido tifizado para el control de tejido positivo se puede utilizar en el contral

de tejido negativo, La variedad de tipos de células presentes en la mayorfa de (0 cortes

de tejidos ofrece sitios de contrel negative internos, pero esto debe verificarlo el usuario.

Los companentes que no se tifien debien demostrar fa ausencia de tincidn espacifica y
propoicionar Una indicacion de tincién de fondo no especifica. Si se produce una tindion
especifica en los sitios de control de tejido negativo, los resultados obtenidos con las muestras
del paciente deben considerarse no validas.

Discrepandias Inexplicables

Las discrepancias inexplicables de los controles deben remitirse de inmediato al
servicio téenico de Cell Marque. Si los resultados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultados del paciente no son vélidus. Véase |2 seccin Resolucion de
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prablemas de este prospecto. ldentifique y corrija ¢l problema; a continuacidn, repita todo el
procedimiento con las muestras del paciente.

Reactivo de Control Negative

Se debe utilizar un reactivo de control negativo para cada muestra para ayudar a interpretar
los restiltados. Para evaluar una tincidn no especifica se utiliza un reactivo de control negativg
en lugar del anticuerpo primario, Se deberd tratar el partacbjetos con el reactivo de control
negativo hadiendo coindidir las especies hugspedes del anticuerpo primario e idéneamente
con la misma concentracion de IgG. El periodo de incubacidn para el reactiva de control
negalivo deberd ser igual que €l pericdo de incubacion del anticuerpo primaric.

Interpretacion de los Resultados

£l procedimiento de inmunotincitn causa la precipitacién de un producta de reaccidn
colareada en los sitios del antfgeno localizadas por el anticuerpo primario. Consulte en el
prospecte correspondiente del sistema de deteccitin las reacciones de color esperadas, Un
patdlogo cualificado experimentada en procedimientas de inmunehistoguimica debe evaluar
los controles de tejida positivos y negativos antes de interpretar los resultados.

Contraf de Tejide Positivo

El conttrol de tejido positive tefido debe examinarse primera para determinar que todos los
reactivos funcionan adecuadamente. La presencia de un producto de reaccién con el color
adecuado dentro de las células diana es indicativa de una reactividad positiva. Consulte en

el prospecto de sistema de deteccion utilizado las reacciones de color esperadas, Sequin sea

la duracion dela incubaion y I potencia de 1a hemataxilina empleada, la contratingion

dara como resultado una coloracidn azul de pélida a dscura de los niicleos celulares. Ung
contratingion excesiva b incompleta puede comprometer |3 interpretacion adecuada de los
resultados. Si los controles de tejidos pasitivos no muestian una tincidn positiva apropiaca, los
tesuitados de las muestras en estudio se deben cansiderar no validos.

Control de Tejido Negativo

El control de tejido negativo debe examinarse después ce! contral de tejido positivo para
verificar la marcacién especifica del antigena diana por el anticuerpo primatio. La ausencia

de tincion especifica en el control de tejido negativo confirma 2 ausenda de reactividad
truzada del anticugrpo con las células o los componentes celulares, Sise produce una tincidn
especifica en el control de tejido negativo, los resultados obtenidos con s muesira del
paciente se consideran no validos. La tincion no especifica, si 13 hay, tendrd un aspecto difuso.
También se puede observar una ligera tincion especifica esporddica del tejido conjuntivo en
cortes de tejidas que no estén fijades Gptimamente. Para la interpretacidn de los resultados de
la tincion deben usarse células intactas. Las células necréticas o degeneradas muestran una
tincidn no especifica.

Tejido del Paciente

Las muestras del paciente se deben examinar al finzl. La intensidad de la tincién positiva se
debe valorar en g contexto de cualguier tincidn de fondo del contral de reactivo neqativ,
{omo en cualquier prueba de inmunohistoquimica, un resuliado negativo significa que el
antigenoen cuestion no se ha detectado, no que el antigeno esté ausente de las células o de
tejido analizado. Un panel de anticuerpos puede ayudar a identificar reacciones negativas
falsas (consulte la seccion Sumario de resultados esperades). La morfalogfa de cada muestra
del tejido también debe examinarse utilizando un corte con tincién de hemataxilina y eosina
al interpretar cualquier resultada de inmunohistoguimica, Un patdlogo cualificado debe
interpretar [os resultados morfoltgicos del paciente y sus datos clinicos pertinentes.
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- o .
. [l color del anticuerpo no afecta lo funcionamiente,

Este reactive es ‘de exclusivo uso profesional’, ya que la inmunohistoquimica es un proceso
diagnostico de varias etanas que requiere una farmacidn especializada en la seleccion de
|os reactives, tejidos; fijacitn y procesamiento apropiados, la preparacion del portachjetos
de inmunonistoquimica y la interpretacidn de los resultados de la tincion.

. Parause excusivo de laboratorio.
. Para diagndstico in virr.

. La tincin de les tejidos depende de la manipulacion y el procesamienta de los
mismos antes de la tincian. Una fijacitn, congelacion, descongelacion, lavade, secado,
calentado o corte inadecuados o la contaminacidn con otros tejides o liquides puede
praducir artefactas, blogueo del anticuerpo o resuttados falsos negatives. Los resultados
inconsistenies pueden ser consecuencia de las variaciones en los métedos de Ajacion y
embebido, asi como de irregularidades inherentes dentro del tejido.

. Una contratincin excesiva 0 incompleta puede comprometer la interprezacion adeciiada
de los resuftados.

. Lainterpretacion clinica de una tincién positiva o de su ausentia debe evaluarse en
s| comtexto de |2 historia clinica, la merfologia, otros witerios histopatolgicos, asi
come otras pruebas diagnsticas. Este anticuerpo ests disefiado para utilizarlo enun
panel de anticuerpos si fuera pertinente. Es respensabilidad de un patélogo cualificado
familiarizarse con los anticuerpos, reactivios, paneles de diagnostico y métodos usados
para obiener una preparacion con tincion, La tincidn se debe realizar en un laboratario
certificado con la supervision de un anatomopatdlogo respansable de fa revisian de
los portaabjetos tefiidos y de la verificacién de la idoneidad de |os cantrales negativos
y positivos.

. Cell Marque provee anticuerpos y reactivos en Lina gilucion Gplima para usar coma
se indica, Cualquier desviacién de los procedimientos recomendades del método
puede invalidar los resultados esperados. Se deben uilizar y documentar les controles
apropiados. Los usuarios deben asumir en cualguier caso [a responsabilidad de [a
interpretacion de los resultacos del pacienie.

. Cell Marque provee os anticuerpos primarios en formato concentrada de manera e el
usuario pueda diluirlos después optimamente para usarlos segun determine y observando
las técnicas de validacion adecuadas, Los usuarios deben validar el uso de cualquier
diselvente que no se recomiende en este documento. Un vez que el anticuerpo primatio
haya sida validado como adecuado para usar, cualquier desviacién de las procedimientos
de prusha recomendados puede invalidar os resultados esperadas. Se deben utilizar y
documentar [os controles apropiados. Los usuarios deben asumir en cualquier caso la
responsabilicad de la interpretacion de los resultados del paciente.

(. Este producto na estd diseniada para utilizarlo en citometria de flujo.

1, Los reactivos pueden mostrar reacciones inesperadas en tejidos no estudiados
previamente. No puede excluirse completamente la pasihilidad de reacciones inesperadas,
incluso en grupos de 1ejidos analizados, debido a la variabilidad bioldgica & la expresion
del antigeno en neoplasmas u otros tejidos patoldgicos. Pdngase en contacio con el
servicio lenico de Cell Marque si sospecha que ha habido una reaccion inesperada
documentada.

2. Los tejidos de persanas infectadzs con el virus de 2 hepatitis By que contengan antigeno
de supeificie (HBsig) pueden mostrar una tincién ng especifica con peroxidasa de rabano.

3, Cuando se utilizan en pasas de bloquao, los sueras normales procedentes del
mismo arigan animal que 10s antisuerqs secundarias pueden provocar resuliados
de falsos neqarivos o falsos positivos debido af efecto de los autoanticuerpos o
anticuerpes naturales,
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14. Pueden verse resultados de falsos positivos debido ala union de proteinas o productos de
reaccign del sustrato por mecanismos no inmunolGgicos. También pueden estar causados
por |2 actividad de la pseudoperoxidasa (eritrocitos), actividad de la peroxidasa enddgena
{citacroma C) @ biotina enddgena (ejemplo: higado, cerebio, mama, rifcn) dependienco
del tipo de técnica de inmunotincin empleada.

15.Como en cualquier prusba de inmunohistoguimica, un resultado negativa significa que
el antlgeno no se ha detectadn, no que el antigen esté ausente d las células o def
tejion analizado.

16. Los productos de anticuerpa prediluidos estdn optimizadas como productos listos para
usar. Debida a 13 posibilidad de variaciones en la fijacion y procesado del fejido, puede
ser necesario aumentar o redudirel tiempo de incubacion del anticuerpo primario en
muestras individuales.

17 Hl anticuerpo, en combinacién can sistemas de deteccion y sus accesorios, detecta los
antigenas que sabreviven al proceso habituzl de fjacion con formol, procesada y corte del
tejidn. Los usuarios que se desvien de los procedimientos de prueba recomendados son
responsables, come lo sedfan en cualquier caso, de la interpretacion y validacidn de los
resultados del paciente,

Sumario de Resultados Esperados

Consuite Ias siquientes tablas de reactividad:

Estudio Normal
| N
Tefiida Ne
Tejido [+ Totel | Nefas
Cerebro = 0 1
(()ftexadren;| 0 1
QOvarios 0 1
-Pénueas 0 2
Paratiroides 0 1
"P_'![uitaria 0 1
Testiculos 0 1
 Tinides o |
Pecho 0 .-2 2
B el
Amigdalas [ige! 1
Time ] 1
Méclla dses I 1
Pulmones 0 i
(orazon 0 1
Esifago 0 1
Estomago 0 1
Intestino delgado 3 ¢ 1
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Estudio Normal

i

Tefiido N2
Tejido (+) Toial | Notas
Colon 0 1
Higado 0 1
Glandula salival 0 1
Vesicula biliar 0 1
Rifiones 0 1
Vejiga ¢ 0 1
Pristata 0 p
Utero 0 ol e
Trompas de Falopic 0 1
Uréter - 0 1
Cérvix 0 1
Musculos del esqueleto 0 1
Muscule- lisa 0 4
Piel 0 1
]ewins perilericos 0 1
Mesuteliu__ ‘ 0 1
Grasa 0 1
Placenta D 1

Este anticuerpa tifie tejidos normales coma estd indicado en la literatura.

Estudio de la Enfermedad del Tejido

N.D
Iefido N.°

Tejida [+) Total | Hofas
Linfoma folicular 1 |
Tumor miofibrobldstico i .
inflamatorio
Plasmacitoma 1 1
linfoma linfacriico pequeno 1 1
Carcinoma ductal invasivo "

{ 13
e mama
Adenocarcinoma de colon 0 11

Este anticuerpo tifie tumares como estd indicada en la literatura.
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Resolution de Problemas

1. 5i ¢l control positive muestra una tinion mds débil de la esperada, deben analizarse ouos
controles positivos realizados en |3 misma tincidn para determinar si se debe al anticuerpo
{rimario.o & uno de os reactivos secundarios comunes.

2. Siel control pusitiva da negativa, se deben analizar atros controles positivos usados en 3
misma ejecucidn para determinar si se debe al anticuerpo primario o a uno de los reactivos
secundarios comunes. Los tefidos pueden haberse recogido, fijado o desparafinada de
manera inadecuada, Deberd sequirse el procedimiento adecuado para la recogida, la
conservacion y la fijacion.

3. Sise produce una tincidn de fondo excesiva, pueden haber niveles altos de bintina
endogena. Se deberd incluir una etapa de bloqueo con bioting a no ser que se esté
utilizando un sistema de deteccidn sin biotina, en cuyo €aso ninguna biotina presente seria
un factor que contribuyera & la tincion de fonda.

4, Sino seha eliminaco toda l2 parafina deberd iepetirse el procedimiento
de desparafinacion.

5. Silos cortes de tejido lavan el portacbjetos, deben comprebarse los mismos para
Qdrantizar que tienen carga positva. Orras posibilidades que podr(an afectar
adversamente a la adhesion del tejido incluyen un secado insuficiente del corte e tefido
en ¢l portaobjetos antes de 13 tincidn o fijacién en formol que no fuera neutralizada con
tampon apropiadamente, El grosnr del tejido también puede ser un factor causante.

Para conocer la accion correctiva, consulte la seccién de fas instrucciones de use o contacte
con el servicio técnico de Cell Marque a través de techsupport@ce | marque.com,
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*TWEEN es una marca registrada de Croda International PLC.

©2017 Sigma-Aldrich Co: LLC. Todes los derechos reservados. SIGMA-ALDRICH s una marca
comerdial de Sigma-Aldrich Co. LLC, registrada en EE. UU. y en otros paises, Cell Marque,
Trilogy, Declere y HiDef Detecrion san marcas comerciales de Sigma-Aldrich Ca. LLC o de sus
filiales.
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(D99 (EPR3097Y) Rabbit Monoclonal Primary Antibody

Para Diagndstico In Vitro (IVD)

Identificacién del Producte

Descripcion

199R-14 0,7 ml concentraco

199R-15 0,5 ml concentrado

199R-16 1,0 mi concentrado

199R-17 1,0 mi prediluido listo para usar
199R8-18 7,0 mi predituido listo para usar

Dafiniciones de los Simbolos

cédigo ‘
7] prediLir ‘
concentrado 1
2] ascitls ]I
[E] SUero «
[z] sobrenadante |
1ango de dRucion del concentrado

Uso Previsto

Este anticuerpo estd destinado para uso diagnéstico in vitm (VD]

E1CDIS (EPR30Y7Y) Rabhit Monaclonal Primary Antibady estd disefado para utilizarse en
un laboratorio para detectar [a proteina CD99 en tejides embebidos en parafina, jadas con
formalina y tefiidos en inmunohistoguimica cualitativa (IHC).

Los resultados abtenidos con el uso de este producto junto con lg historia clfnica relevante
del paciente, otras pruebas diagndsticas y controles adecuados debe interpretarios un
patdlogo cualificado.

Resumen y Explicacion

E1 (D99, detectado con varios anticuerpos, se expresa en casi todos |os sarcomas de Ewing
¥ en los tumores neuroectodérmicos primitivos periféricos (ES/PNET) y demuestra tincion

membranosa fuerte y difusa™. Otros tumores que pueden mastrar expresion del (D99 son
los carcinomas neuroendacrines, los condrosarcomas mesenquimales, los tumores fibrosos
solitarios, los sarcomas sinoviales, los tumores vasculares, los tumores de células pequerias,

redondas y azules el linfoma lintoblstico, |z leucemia mieloide aguda y ¢l sarcoma mieloide®.

Sin emboarge, la reactividad membranosa difusa y fuerte del C099 favorece el ES/PNET frente
a las oras consideraciones de diagndstico’. Los otras tumores del CD99+ normalmente
muestran tincion dtoplasmicay mds heterogénea. Por lo @, al realizar una interpratacion
diagnastica final, hay que consicerar al (D99 en un grupo con olros anticuerpos.*s

Principios y Procedimientos

El anticuerpo primario indicado puede utilizerse como anticuerpe primaric para la tincign
inmunohistoguimica de cortes de iejido Rjado con formol y embebido en parafina, En
general, la tincion inmunehistoquimica junto con el sistema ge deteccion mediante unién con
peroxidasa de rabana (HRP) o fosfatasa alcaling permite la visualizacion de antigenos a través
de |a aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico (anticuerpo primario) al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de unidn) al anticuerpa primario, un complejo enzimético
¥ Un sustratd cromogenica con etapas de lavada intermedias. La activacion enzimética del
cramégeno da lugar a un producto de reaccion visible en el sitio del antigeno. La mugstra
puede entonces conlratenirse y aplicarse un cubreportaobjetos. Los resultades se interpretan
con un microscapio Gptico.

Materiales y Métodos

Reactivos Suministrados

Composicidn del Producto

Amortiguador Tris, pH7,3-7 7, con un 1%
de BSAy <0,196 de azida de sodio

Amortiguador Tris, pH7,3-7.7, conun 1%
de BSAy <0,19% de azida de sodio

Prediluir diluidoen

Concentrado: diluido en

Host wnejo
Isotipo lg&

Intervalo de dilucin dz trabajo 110041500
recomendado

Fuente sobrenadante

Vea la etiqueta del producto para informacion especifica sobre el lote acerca de o siguiente:
1. Coneentracion de anticuerpos de inmunioglobuling

2. Detalles de la fuente

Recanstitucion, Mezdla, Dilucién y Titulacidn

El anticuerpo prediluido estd listo para usar y oprimizado para la tincién. B antlcuerpo
concentrado estd optimizado para diluirlo en el rango de dilucidn con Cell Marque Diamand:
Antibody Diluent.
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Materiales y Reactivos Necesarios No Suministrados

Los siguientes reactivas y materiales pueden ser necesarios para la tincién, pero no se incluyen
ton el anticuerpo primario;

1. Tejido de control positivo y negativo

2. Portaobjetes para micrascopio con arga positiva

. Horno de secato capaz de mantener una temperatura de 53-65 °C
. (ubetas o bafios de tinidn

. Crondmetrp

= I R

. Xileno o sustituto de xileno

e |

. Meohol reactivo o etanol

Nota: £ trtamiento previc de un paso de Cell Margue, Trilogy ™ (.° de catdlogo 920P-06),
puede sustituir fos elementos de los puntos 6y 7 anteriores.

8. Aguadesionizata o destilada

9. Equipo de calentamiento, como la olla de presin elécirica para el paso del tratamiento
previn del fgjido

10. Sistema de dataccién como Hibef Detaction™ HEP Polymier System (N.2 de catélogo
954D-20) o HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (N.° de catdlogo 9620-20)

11.Gomdgens, como DAB Substrate Kit (N.2 de catdlogo 9570-20) o Permanent Red
Chromogen Kit (4.2 de catiloge 9600-10)

12, TBS IHCWash Buffer + Tween®* 20 (N.2 de catdlogn 9358-09)
13- Hematoxylin u otré contratingion

14 Diluyentes de anticuerpo, como Diamond: Antibody Diluent (.o de catélogo 9386-03) o
Emerald: Antibody Diluent {N.2 de catélog 936B-08)

15. Peroxide Black (N ° de catélogo 9258-05) para usar con HRP

16. Avidin-Biotin Blocking Reagents para usar con deteccion can estreptavidina-bioting
17.Negative Control Reagent (N © de catalogs 939B-02 para universal)

18, Mounting Medium '

19. Cubreohjets

20. Microscopio 6ptico (40-400x)

Conservaciény Manipulacion
Almacenar 3 2-8°C. No congelar

Para garantizar |a dispensacidn adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo, tias cada
utilizacidn se debe volver a poner el tapdn y almacenar el frasco inmediatamente en la nevera,
en posicidn versical.

Todes los reactivos de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. Bl reactivo s estable hasta

la fecha indicada en |a etigueta siempre que se almacene correctamente. No usar el reactivo
después de fa echa de caducidad para el méicdo de almacenamiento descrito,

No hay signos definitivos que indiquen 2 inestabilidad de este product, por lo que

los controles pesitivos y negativos deben analizarse simultdneamente con mugsiras
desconacidas. Contacte con el servicip técnico de Cell Marque si tiene sospechas sobre [a
inestabilidad oel reactivo,
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Extraccion y Preparacion de la Muestra para su Andlisis

Cuando se utiliza el procedimiento habitlial, [os tejidos fjados en formol en ampdn neutro y
embebidos en parafina resultan adecuados para el uso con este anticugrpa primario cuando
se itiliza con los kits de deteccidn de Cell Marque (cansulie 2 seccion Materiales y reactivos
necesarios no suminisiados). Nota: Cell Marque evalia el resultado solo en tejidos humanos.
El fijador de wjido recomendado e formaling tampenada neutral 10%. Puegen tener lugar
resultados variables come consecuencia de una Njacian prolongada o procesos especiales
tales como la descalcificacion en la preparacidn de la médula dsea.

Cada seccion debe cortarse con el grosor apropiado (aproximadamente 3 ym) y calocarse

20 Un parfachjetos de vidrio con carga positiva. Los portaobjetos que contienen ef corte de
tefido pueden secarse durante &l menos 2 horas {pero no mas de 24 horas) en un hornoa una
temperatura de 53-65 °C.

Advertendias y Precaudones

1. Adoptelas precaucianes adecuadas cuanda se manipulen los reactivos. Usar quantes
y batas de laboratorio desechables cuande se manipulen materiales potendialmente
carcindgenos o toxicos (como xilena),

2. Evite el contacto de los reactivos can los ojos y las membranas mucosas. Si se praduce el
contacto con dreas sensibles, |3vese con agua abundante,

3 Las muestas del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben tratarse
como i fuesen materiales potendialmente infecciosos y desecharse can las precauciones
adecuadas. Nunca pipetear con la boca.

4. Bvitar la contaminacion microbiana de los reactivos, ya que podrian producirse
resulfados incorrectos,

5. El usuario debe validar los tiempos y temperaturas de incubacion,

6. Losreactivos prediluidos listes para usar estan diluidos dptimamente por [0 que una
dilucion adicional podriz producir la pérdida de tincidn del antigeno.

7. Losreactivos concentrados pueden diluirse dptimamignte en base a [ determinacidn del
usuario. Bl usuario deberd validar iqualmente tanto & compatibilidad coma el efecioen la
estabilidad de cualouier disolvente utilizado que no este recomendado especificamente en
este documento.

8 Este prodicto na se clasifica como sustancia peligrosa cuanda se Usa sequn 1as
instrucciones. £l conservante del reactivo es inferior al 0,196 de acida sdica y no cumple
los eriterios de la OSHA para sustandias peligrasas a la concentracidn indicada, Consulte 'z
hoja de datos de sequridad de los materiales.

. Elusuaric debe validar cualquier condicion de almacenamiento que no séa una de 135
espedificades en el prospecic.

101 El disalvente puede incluir albimina de suera bovino v el sobrenadante puede cantener
suero bovin. Los productos que contienen suero fetal boving y los productos que
contienen zlbtimina de suera bovina se compran a los proveedores comerciales. Los
certificados de origen de |3 fuente animal utilizada en estos productos obran en el archivo
de Call Marque. Las certificadns asequran que las fuentes bovinas provienen de paises con
riesgo minimo de B5E y relacicnan como fuentes de bovines EE. UU. y Canads.

11. Coma con cualquler producto proveniente de fuentes bislogicas, deberdn emplearse
procedimientos 6e manipulacion apropiados.

(D9Y (EPR3097Y) Rabbit Monoclonal Primary Antibady
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Instruccienes de Uso

Protocolas de tincion recomendados para el anticuerpo primario indicado;

HiDef HRP:

HiDef Detection™ HRP Polymer System (.2 de catdlogo 954D-20)

1. Técnica de recuperacion cel epitapo: HIER, Reactivo para la recuperacion del epitopo:
Trilogy

2. Tiempo de incubacion de anticuerpo (minutos): 10-30

3. Tiempo de incubacidn dz HiDef Detection Amplifier (minutos); 10

4. Tiempo de incubacidn ce HiDef Detection Palymer Dezector (minutos): 10

5. Tiempo de incubacion de DAB (minutos); 1-10

6

. Deshidrate y cubra el portaobjetos.

HiDef Alk Phos:
HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (.2 de catdlogo 9620-20)

1. Técnica de recuperacién del epitopo; HIER, Reaciivo para la recuperacion del epftopo:
Trilgy

2, Tiempo de incubacidn de anticuerpo (minutes): 10-30
3. Tiempo de incubacién de HiDef Detection Amplifier {minutos): 10

e

. Tiempe de incubacion de HiDef Detecrion Polymer Detector (minutosh: 10

. Tiempo de incubacidn de Permanent Red (minutos): 15-30

o n

. Deshidrate y cubra el porraobjetos,

Controf de Tejido Positivo

(ada vez que se realice el procedimiento de tinci6n, debe procesarse un contral positivo del
tejido. Este tejido puede contener células o camponentes del tejido de tincign positiva v
negativa y servir com tejido de control pastivo y negativo, Los tejidos de control deben ser
muestras frescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o fijadas con |3 mayor brevedad
con un procesa idéntico al de fos certesen estudio. El uso de un corte de tejido fijado o
procesado de forma diferente a la muestra en estudio servird para e control oe todos los
reactivos y pasos del método excepto la Rjacion y el procesamiento del tejido.

Un tejido con una tincién positiva débil es mas adecuado para un control de calidad dptimoy

para detectar niveles pequenos de degradacidn del reactivo. £l control de tejido positivo para
el anticuerpo primario indicado puede incluir |o siquiente;

Control deTejido Positivo

Tefido Visuallzacidn
Sarcoma de Ewing Nembranoso
Pancreas Membranoso

Los controles de te]ido positivos conocidos solo se deben usar para monitorizar el
compartamiento cormecio de los tejidos procesados y os reactivos de la prugba, y no como
ayuda para establecer un diagndstico especifico de las muestras del paciente. Siloc controles
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positivos del tejido no muestran una tincién positiva apropiada, los resultados de las muestras
en estudio se deben considerar no vdlidos.

Control de Tejido Negativo

£l mismo tejido utilizado para el control de tefida positivo se puede utilzar en el control

de tejido neqativo. La variedad de tipos de células presantes en |3 mayorfa de los cortes

tle tejidos ofrece sitios de control negativo internas, pero esto debe verificarlo el usuario:

Los companentes gue na se tifien deben demostrar [a ausencia de tincion especifica y
preporcionar una indicacion de tincidn de fondo no especifica. Si se produce una tincign
aspecifica en los sitios de control de tejido negativo, los resultados obtenidos con las muestras
del paciente deben considerarse no validas.

Discrepancias Inexplicables

Las discrepancias inexplicables de los controles deben remitirse de inmediatoal

servicio técnico de Cell Margue. Silos resultadns del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultados del paciente no son vlidos. Véase la seccion Resolucion de
problemas de este prospecto. [dentifique y corrija ef problema; a continuacién, repita tado el
piocedimiento con las muesiras del paciente,

Reactivo de Control Negalivo

Se debe utilizar un reactivo de control negativa para cada muestra para ayudar a interpretar
los resultados. Para evaluar una tincidn no especifica se utiliza un reactivo de cantral negativo
en lugar del enticuerpo primario. Se deberd tratar el portaobjetos con el reactive de control
niegativo haciendo coincidir las especies huéspedes del anticuerpo primario e idoneamente
can la misma concentracion de loG. H periodo de incubacion para el reactivo de control
negarivo deberd ser igual que el periodo de incubacidn del anticuerpo primario.

El procedimiento de inmunotindion causa la precipitacidn de un producto de reaccion
coloreado en los sitios del antigeno localizados por el anticuerpo primario. Constlte en el
prospecto camespandiente del sistema de deteccion las reacciones de color esperadas. Un
patdlago cualificado experimentada en procedimientas d2 inmunchistoquimica debe evaluar
los controles de tejido positivos y negativos antes de interpretar los resultados,

Control de Tejido Positivo

Elcontrol de tejida pasitivo tefiido debe examinarse primero para determinar que todos los
reactivos funcionan adecuadamente, La presendia de un producto de reaccion conel color
adeguado dentro de las células diana es indicativa de una reactividad positiva. Consulte en

el prospecto del sistema de deteccion utilizade 25 reacciones de color esperadas. Segiin sea

la duracion de |a incubacidn y |a potendia de la hematoxiling emypleada, la contratincion

daré como resulwdo una coloracion azul de palida a oscura de los nicleos celulares. Una
contratincion excesiva o incompleta puede comprometer ld interpretacion adecuada de los
resultados, Silos cantroles de tejidos positivos no muestran una tincion positiva aprapiada, los
resultados de las muestras en estudio se deben considerar no vlides.

Control de Tejido Negativo

El control de tejido negativo debe examinarse despuds del control de tejide positivo para
verificar la matcacidn especiica del antigeno diana por el anticuerpo primario. La ausencia
de tincién especifica en el control de tejido negativo confirma 2 ausencia de reactividad
aruzada del anticuerpio con las células o los companentes celulares. Si se produce una tincién
especifica en el control de tejido negativa, los resultados abtenidos con la muestra del
patiente se consideran no validos, La tincidn no especifica, sila hay, tendrd un aspecto difuso.

(D99 (EPR3097Y) Rabbit Monodlona! Primary Antibody
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También se puede ohservar una ligera tingion especifica esporddica del tejids conjuntivo en
cortes de tejidos que no estén fjados Gotimamente. Para la interpretacion de los resultados de
la tincion deben usarse células intactas. Las células necraticas o degeneradas muestran una
tincion no especifica.

Tefido del Paciente

| as muestias del paciente se deben examinar ¢l final, La intensidad de la tincidn positiva se
debe valorar en el cantexto de cualquier tincidn dz fondo del control de reactiva negativo.
Como en cualquier prueba de inmunchistoguimica, un resultado negativa significa que &l
antigeno-en cuestion no se ha detectado, no que el antigeno esté ausente de las células o del
tejida analizdo. Un pane! de anticuerpos puede ayudar 8 identificar reacciones negativas
falsas {consulte 12 seccion Sumario de resultados esperados). La morfologia de cada muestra
del tejido también debe examinarse utilizando un corte con tincidn de hemataxilina y eosina
alinterpretar cualquier resultado de inmunghistoquimica. Un patélogo cualificado debe
interpreter los resultados marfaldgicos del paciente y sus datos dlinicos pertinentes.

1. Elcolor del anticuerpo no afecta lo fundonamientio.

2 Este reactivo es“de exclusive uso profesional’, ya que |3 inmunohistoquimica es un proceso
diagndstico de varias etapas que requiere una formacion especializada en a seleccion de
[0 reactivos, tejidas, fijacidn y procesamiento apropiados; la preparacidn del portaobjetos
de inmunchistoquimica y la interpretacion de los resultados dela tingion.

3. Para uso exclusivo de laboratario
4. Para diagnostico in vitro.

5, Latincién de los tejicos depende de la manipulacion y el processmiento de os
mismios anies de la tincion. Una fijacidn, congelacion, descongelacion, lavado, secado,
calentado o corte inadecuados o 1a contaminacion con ¢tros fejidos o liquidos puede
producir arrefactos, blogueo del anticuerpo o resultados falsos negativos. Los resultados
inconsistentes pueden ser consecuencia de las variaciones en los métodos de fijacidn y
embebido, asi como de irequlandades inherentes dentro del tefido.

6. Una contratincién excesiva o incompleta pugde comprometer la interpretacion adecuada
de |os resultades.

7. Lainterpresacion dlinica de una tincion positiva o de su ausencia debe evaluarse en
el contexio de [a historia clinica, la morfologla, omos criterios hisiopatoldgicos, asi
como otras pruebas diagnasticas. Esie anticuerpo estd disefado para utilizarlo en un
panel de anticuerpos si fuera pertinente, Es respansabilidad de un patéloge cualificado
familiarizarse con los anticuemcs, reactivos, paneles de diagndstica y métndos usados
para obtener Una preparacidn con tincidn. La tincidn se debe realizar en un laboratorio
certificada con la supervisién de un anatomapaélogo responsable de la revision de
los portaobjetos tefidos y de |a verificacion de 1a idaneidad de los controles negativos
Y POSITvDS,

8 (Cell Marque provee anticuerpos y reactivos en una dilucién dptima para Usar como
se indica. Cualquier desviacion de |os procedimientos recomendados del método
plede invalidar |05 resultados esperados. Se ceben utilizar y documentar los contioles
apropiados. Los usuarios deben asumir en cualquier caso la responsabilidad de [a
interpretacion de los resultados del paciente.

9. Cell Marque provee los anticuerpas primarics en formato concentrado de manera que el

usuario pueda diluirlos después Gptimamente para usarlos seqdn determine y observando

las téenicas de validacion adecuadas. Los usuarios deben validar el usa de cualquier

disolvente que no se recomiends en este documento. Una vez que el anticuerpo primario
haya sido validado como adecuado para usar, cualquier desviacion de los pracedimientos
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de prueba recomendados puede invalidar |os resultados esperades. Se deben utifizary
documentar los controles apropiados. Los usuarios deben asumir en cualquier caso la
responsabilidad de la interpretacion de los resultades del paciente.

10. Este producto no esté disefiado para utilizarlo en citemetrfa de flujo.

11, Los reactivos pueden mostrar reacciones inesperadas en tejidos no estudiados

previamente. No puede excluirse completamente la posibilidad de reacciones inesperadas,
inclusa en grupos de tejidos analizados, debido  la varizbilidad bioldgica de la expresion
del antigeno en neoplasmas b otros tejides patoldaicos. Pongase en contacto con ¢l
servicio técnico de Cell Marque si sospecha que ha habide una reaccion inesperada
documentada.

12 Los tejidos de personas infectadas con el virus de la hepatitis B y que contengan antigeno

de superficie (HBsAg) pueden mostrar una tincidn no especifica con peroxidasa de raliano,

13 Cuanda se utilizan en pasos de bloqued, las sueros normales procedentes del

mismo origen animzl que los antisueros secundarios pueden provocar resultados
de falsos negarivos o falsos positivos debido al efecte de os autoanticuerpos o
anticuerpos naturales,

14, ueden verse resultados de falsos positivos debido a la unidn de proteimas ¢ productes de

reacein del sustrato por mecanismos no inmunolGeicos. También pueden estar causados
por ls actividad de la pseudoperoxidasa (eritracitos), actividad de la peroxidasa endogena
(citocromo €) o biotina enddgena (ejempla: higado, cerebro, mama, rifdn) dependiendo
del tipo de técnica de inmunotinddn empleada.

15. Como en cualquier prieba de inmunohistoquimica, ur resultado negativo significa gue

el antigeno no se ha detectac, no que el antigeno esté ausente de [as células o del
tejido analizado.

16. Los productos de anticuerpo prediluidos estin optimizados como products lists péra

usar, Debido a la posibilidad de variaciones en la fijacion y procesado del tgjido, puede
ser necesario aumentar 0 reduci el tiempo de incubacion del anticugrpo primario en
muestras individuales,

17.H anticuerpa, 1 combinacién con sistemas de deteccidn y sus accesorios, detecta (o5

antigengs que sobreviven al proceso habitual de fijacidn con formol, procesado y corte del
tejido. Los usuarios que se desyien de los procedimienios de prueba recomencagos son
respansables, cama lo serfan en cualquier caso, de la interpretacion y validacion de los
resultados del paciente.

Sumario de Resuftados Esperados

Consulte las siquientes tablas de reactividad:

Estudio Normal
N2
Tefiido K

Tejido {-+} Total | Motas

Cerebo 1 1| Astrocitosdispersas +

Cortexadrenal s 1 1

Qvarios 1 1 foliculos +, Estromas +
_F’;énueas 1 . 1 exoaino +, Endocring +

Pararirpides ] 1
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Este producto anticuerpo marca una variedad de componentes celulares normales camo las
células epiteliales columnares, fibrablastos, astracitas, células del ovario dispersasy sinusoides

hepaticos,

Estudio Normal Estudio de fa Enfermedad del Tejido
N Ne
Tenido N° Teido N2
Tejida (+) Total | Motas Tejido {+ Total | Motas
Pituitaria 1} 1 Adenocarcinoma de colon 14 19
Testiculos 1 1 Células de Sertoli + Linfoma linfoblstico 9 9
Tircides 0 1 Sarcoma de Ewing i b
Pecho 2 2 Conductos difuses +, Adni + Rabdomiosarcoma ] b
Bazo 1 1 Cardinoma ductal invasivo A 23
L
Amigdalas 1 1 bl
T : : | Leiomigsarcoma 3 3
; Precursores de gldbuls EiChi noyl : i =
Médula dsea 1 1 =
blancos + Dermatofibrosarcoma ) 5
Pulmones 0 2 Bt
Coasn 0 ! Tumor del timo 2 | 5
; i : 1
oo 0 | Fibrosarcoma [
Estomagp 0 | Tumor de célula granular 1 1 5
Intesting delgado 1 1 Deriatofibfoma . g
Colon 1 1 Este anticuerpo tifie tumores como estd indicado en [a literatura,
Higado 1 1 sinusoides +
Gldndula salival ] 1 Resolucion de Problemas Y o
Vesicula biliar 1 1 1. Siel control positivo muestra una tincion mds débil de la esperada, deben analizarse otras
Rifones 1 1 controles positivos realizatos en la misma tincidn para determinar i se debe al anticuerpo
primario 0.a uno de los reactivos secundarios comunes.
Vejiga 1 1
9 - 4. Siel control positivo da negativo, se deben analizar otros controles positivos usados en 2
Prostata 0 2 3 misma ejecucion para determinar si se debe al anticuerpo primario o a uno de los reactivas
Utero 2 7 (Blilas endometriales secundarios comunes. Los efidos pueden haberse recagide, fiiado o desparafinado de
= - manera inadecuada. Debera sequirse &l procedimiento adecuado para la recogida, la
Irompas de Falopic I ! conservacion y la fjacian,
Ureter I 1 3. Sise produce una tincidn de fondo excesiva, pueden haber niveles altos de biotin
Céryik 1 1 Epitelio endocervical enddgena. Se deberd incluir una etapa de blogueo con bioting a no ser que se esté
: ; utilizando un sistema die deteccion sin bioting, en cuyo caso ninguna bistina presenite serfa
Mdsculos del esqueleto 0 ! un factor que contribuyera a la tincion de fondo.
Misaulo liso 0 3 4. Sino se ha eliminado toda la parafina deberd repetirse el procedimiento
Piel 0 1 de desparafinacion,
Nervios periféicos 0 1 5. Silos cortes de tejido lavan el portaobjetos, deben comprobarse los mismos para
- qarantizar que tienen carga positiva. Otras pasibilidades que podrian afectar
Mesatelio 0 1 adversamente a la achesion el tefido incluyen un secado insuficiente de! carte de tejido
Grasa 0 1 en ¢l portaobjetos antes de [z tincion o fijacion en formol que no fuera neutralizado con
> tampdn apropiadamente. El grosor el tejido también puede ser un factor causante.
Placenta 1 1 Células estromales -+

Para conocer la accion correctiva, consulte la seccin de las instrucciones de uso o cantacts
con el servicio técnico de Cell Marque a través de techsuppert@cellmarque.com.
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Limitaciones de Responsabilidad

Cell Marque es el fabricante 12gal de los anticuerpos de diagndstico in vio e la marca
Cell Marque -+ RabMAR. Cell Marque utiliza fa tecnelogfa RabMAb de Abcam PLC para
estamarca. La tecnologia monoclona! de congjo estd patentada y RabMAb es una marca
registrada de Abcam PLC.
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(DX-2 (EPR2764Y) Rabbit Monoclonal Primary Antibody

Para Diagnostico In Vitro (IVD)

Identificacian del Producte

[reF] Descripcidn

235R-14 0,1 ml concenirado

2358-15 0,5 ml concentrado

235R-16 1,0 ml coneentrada

235R-17 1,0 ml prediluido listo para usar
235R-18 7.0 ml predilide listo para usar
235R-10 25,0 ml prediluido listo para usar

Definiciones de los Simbolos

digo
[#] prediluir
concentrado
[2] | ati
[£] suero
(5] sobienadante
rango de dilucion dal concentrado

Uso Previsto

Este anticuerpo estd destinado para use dizgnéstico in vitm (VD).

EI (DX-2 (EPR2764Y) Rabhit Monaclonal Primary Antibody estd diseriado para utilizarse en
tn laboraterio para detectar la proteina COX-2 en tejidos embebidos en parafing, fjadas con
formalina y tefidos en inmunohistoquimica cuslitativa {IHC),

Los resultados obtenidos con el usa de este producto junto con 12 historia clinica relevante
0el paciente, atras pruebas diagndsticas y controles adecuados debe interpretarios un
patdlogo cuzlificada:

el adulto nermalmente se presentz en el epitelio intestinal ' Participa en el desarrolloy
mantenimiento de la mucosa intestinal 2 Esta proteina se expresa inmunohistoquimicamente
en los nijcleos del epitelio intestinal normal * La expresidn de 12 proteina del CDK-2

s¢ N2 observado en canceres gastrointestinales. Bl anti-COX-2 ha resultado til para

establecer el origen gastrointestingl de los carcinoides y adenocarcinomas metastasicos®?

¥ tesulta especialmente Gtil para distinguir &l adenocardnoma colorrectal metastsico del
edenogarcinoma pulmonar.'*94 Sin embargo, los carcinemas mucinosos e ovario tambign
se tifien positivamente con este anticuerpo, lo que limita la utilidad de este marcador enla
distincion del adenocarcinoma colorectal metastasico del carcinoma mucinoso de avario®

Principios y Procedimientos

El anticuerpo primario indicado puede utilizarse como anticuerpe primario para la tincidn
inmunohistaquimica de cortes de tejfido ijado con formol y embebido en parafina. En
general, la tincidn inmunchistoguimica junto con el sistema de deteccion mediante unién con
perxidasa de rabano (HRP] o fosfarasa alcalina permite la visualizacion de antigenas a través
de Iz aplicacitn secuencial de un anticuerpo especifico (anticuerpo primario) al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de unidn) al anticuerpo primario, un complejo enzimatico
¥ Un sustrata cromogenico con etapas de lavadu intermedias. La activacion enzimatica del
cromageno da lugar a un producto de reaccidn visible en el sitia del antigena. La muestia
puede entonces contratenirse y aplicarse un cubreportaobjetos. Las resultados se interpretan
CON LN MIcrascopio dptico,

Reactivos Suministrados

Composicion del Producto

Amortiguadar Tris, pH7,3-7,7, con un 1%

Recluciucten de BSA y <0,1% de azida de sodin

Amertiguadar Tris, pH7,3-77, con un 1%

Concentrado: diluido en de BSAy <0,1% de azida de sodio

Hast conejo
[sofipo g6

Interyal iluci j

tervalo de dilucion de trabajo 1100-1:500
recomendado

Fuente sobrenzdante

Vea la etiqueta del producto para informacion especifica scbre el lote acerca de lo siguiente:
1. Cancentracion de anticuerpos de inmunoglobuling

2. Detalles de la fuente

Reconstitiscidn, Mezcla, Dilucidny Titulacidn

El anticuerpo predilufdo esté list para usar y optimizado para Ia tincidn. El anticuerpo
concentrado esta optimizado para diluirlo en el rango de dilucidn con Cell Marque Dizmond:
Antibody Diluent
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Materiales y Reactivos Necesarios No Suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para la tincién, pera nose incluyen
con el anticuerpo primario;

1. Tejido de control positivo y negativo

2. Portaobjetos para microscopio con Carga pasitiva

3. Horno de secado capaz de mantener un temperatura de 53-65 °C
4. (ubetas o barios de tincion

5. Cronémeng

6. Xileno o sustituio de xileno

7. lcohol reactivo o etanol

Nota: £l tratamienta previc de un vaso de Cell Marque, Trilagy™ (V.0 de cardlago 920P-06),
puede sustituir fos elementos de los puntos 6 y 7 anteriores

8. Agua desionizada o destilada

9. Equipo de calentamienta, como la olla de presicn eléctrica para el paso del tratamienta
previodel tejido

10, Sistema de deteccin como HiDef Detection™ HRP Polymer System (N.° de catdlogo
954D-20} 0 HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System {N.0 de eatalago $620-20)

11. Cromdgenc, como DAB Substrare it (N.° de catélogo 9570-20) o Permanent Red
Chromogen Kit (N2 de catdlogo 560D-10)

12, TBS IHC Wash Buffer + Tween®* 20 (N.0 decatalogo 9358-09)
13. Hematoxylin u otra cantratincion

14, Diluyentes de anticuerpg, como Diamond: Antibody Diluent (N.° de catalogn 9388-05) o
Emerald: Antibody Diluent (N2 de catdlogo 5368-08)

15. Peroxide Block (N.2 de catdlogo 9258-05) para usar con HRP

16. Avidin-Biotin Blocking Reagents para sar con deteccidin con estieptavidina-biotina
17. Negative Contral Reagent (N.° de catélogo 9398-02 para universal)

18. Mounting Medium

19, Cubreobjetns

20 Migrascopio dprico (40-200x)

Conservacicn y Manipulacién
Almacenar a 2-8 °C. Na congelar

Para garantlzar Ia dispensacion adacuada del reactiva y |a estabilidad del anticuerpo, tias cada
urtilizacién se debe volver & poner el tapdn y almacenar el frasco inmediatamente en la nevera,
en posicidn vertical.

Todos los reactivas de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. Bl reactivo s estable hasta
la fechaindicadaen |a etiqueta siempre que se almacene comectamente, No usar el reactivo
después de la fecha de caducidad para el método de almacenamiento descrita.

No hay signas definirivas que indiguen 13 inestabilidad de este producto, gor o que

los controles positivas y negativos deben analizarse simulténeamente con mugstras
desconacias Contacte con el servido técnico de Cell Marque si tiene sespechas sobre |3
inestabilidad del reactivo.

CMC23531060 - ESRew.6,0 + p.2

Extraccidn y Preparacion de fa Muestra para su Andlisis

Cuando se utiliza el procedimiento habitual, los tejidos Mjados en formal en tampon neutio y
smbebidos en parafina resulian adecuados para el uso con este anticuerpo primario cuanco
se utiliza con fos kits de deteccion de Cell Marque {consulte la seccitn Materiales y reactivos
necesarios no suministrades). Mota: Cell Margue evaltia 2l resultado solo en tejidos humanos.
El fijadar de tejido recomendada es formalina amponada neutral 10%. Pueden tener lgar
resiliados variables como consecuencia de una fijacon prolongada o procesos especiales
tales como la descalcificacion en [a preparacion de la médula dses.

(ada seccifin debe cortarse con el grosor apropiado (aproximadamente 3 pm} y colocarse

£n un portaohjetos de vidrio con carga positiva. Los portachjetos que cantienen el corie de
tefido pueden secarse durante al menos 2 horas (pero no mas de 24 horas) én un homo a una
temperatura de 53-65 °C.

Advertencias y Precauciones

=

1. Adopte las precauciones adecuadas cuando se manipulen o5 ieactivos. Usar guantes
y hatas e laboratorio desechables cuande se manipulen materiales potencialmente
carcindgenos o txicos (como xilena).

2. Buite el contacto de los reactivos con los ojos y las membranas mucosas. Si se produce el
contacta con dreas sensibles, ldvese can agua abundante,

3. Las muestras del paciente y todas los materizles en contacto con ellas deben tatarse
como si fuesen materiales patendialmente infecciosos y desecharse con las precauciones
adecuadas. Nunca pipetear con |a boca,

4. Byitar fa contaminacion microbiana de [os reactivos, ya que podrian producirse
resultados incormectos.

5. Fl usuario debe validar los tiempos y temperaturas de incubacion.

6. Los reactivos prediluicos listos para usar estdn diluides Optimamente por o que una
dilucién adicional podiia producir a pérdida de tincion del antigenc.

7. Los reactivos concentrados pueden diluirse dptimamente en base a la determinacion del
usuario. £l usuario deberd valiar igualmente tanto la compatibilidad como e efecto en la
estabilidad de cualquier disolvente utilizado que no esté recomendado especificamente en
este documento.

8. Este producto nose clasifica como sustzncia peligrosa cuando se usa seqiin fas
instrucciones. £l conservante del reactive s inferior al 0,1% de acida sédica y no cumple
los criterios de la OSHA para sustancias peligrosas a la concentracion indicada. Consulte la
haja de datos de sequridad de os materiales.

9, Bl usuario debe validar cualquier condicidn de almacenamiento que nosea una de las
especificadas en £l prospecto.

10. Bl disolvente puede incluir albimina de suero bovino y el sabrenadante puece contener
suero hoving. Los productos que contienen suera fetal boving y los productos que
contienen albimina de suero bovino se compran a los proveedores comerciales. Los
certificados de origen de la fuente animal utilizada en estos productos obren en elarchivo
de Cell Marque. Los certificadps asequran que las fuentes bavinas provienen de paises con
riesqo minimo de BSE y relacionan como fuentes de bovinos EE. UU. y Canada.

11, Como con cualquier producto proveniente de fuentes biologicas, deberdn emplearse
oracedimientns de manipulacion apropiados.

(DX-2 (EPR2754Y) Rabbit Monoclonal Primary Antibody
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Instrucciones de Uso

Protocolos de tincion recomendados para el anticuerpo primario indicado:

HiDef HRP:
HiDef Detection™ HRP Polymer Systern (M. de catilogo 954D-20)

1. Téenicz de recuperacion del epitopo: HIER, Reactivo para la recuperacion del epftopo:
Irilogy

- Tiempo de incubacidn de anticuerpo (minutos): 10-30
. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Amplifier (minutes): 10
. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Polymer Detector (minutos): 10

. Tiempo de incubacidn de DAB (minutos): 1-10

=R E - S =

. Deshidrate y cubra el portaobjetes.

HiDef Alk Phos:
HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (M. de catalogo 9620-20)

1. Técnica de recuperacidn del epitopo: HIER, Reactivo para la recuperacin del epitopo:
Trilogy

2. Tiempo de incubacién de anticuerpo (minutes): 10-30
3. liempo de incubacién de KiDef Detection Amplifier {minutos): 10
4. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Polymer Detector (minutos): 10

5, Tiempo de incubacion de Permanent Red (minutos): 15-30

o

. Deshidrate y cubra el portaobjetos.

Control de Tejido Positivo

(Cada vez que se realice el procedimienta de tincion, debe procesarse un control positivo del
tejid, Este tejidn puede contener células o componentes del tejido de tincién positivay
negativay servir como tejido de contiol positivo y negativo. Los tejidos de control deben ser
muestras fiescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o fijadas con |a mayor brevedad
con un procesn idéntico al de los cortes en estudio, I uso de un corte de tejido fiado o
procesado de forma diferente a la muestra en estudic servird para el control de todus los
Teactivos  pasos del mémdo excepto la fjacion y el procesamiento del ejido.

Un tejido con una tindén positiva détil es mas adecuada para un conirol de calidad dptimoy
para detectar niveles pequenios de degradacidn del reactivo. El control de tejide positivo para
el anticuerpo primario indicado puede incluir |n siguiente:

Control de Tejido Positivo

Tejido Visualizacitn

Nuclear

E}Inn

Los controles de tejido positivos conocidos solo se deben usar para monitorizar el
compartamiento comecto e los tejidos procesados y los reactivos de la prusba, y no como
ayuda para establecer un diagndstico especifico de las muestras del paciente. Si los contrales
positivos del tejido no muestran una tingidn positiva aprapiada, |os resultados de las muestras
en estudio se deben considerar no vilidos.

(MC23531060 + ESRev, 6,0 - .3

Coniro! de Tejido Negativo

El mismo tejido utilizado para el control de teidy positivo se puede uilizar en el control

de tejido negativo. La variedad de tipos de células presentes en la mayarfa de los cortes

de tejidos ofrece sitios de control negativo internos, pero esto debe verifcarlo el usuario,

Los componentes que ng se fifien deben demostrar | ausendia de tincidn especifica y
proporcionar una Indicacion de tincion de fondo no especifica. Si se produce una tincién
especifica en los sitios de conrol de tejido negativo, los resultados obtenidos con las muestras
el paciente deben considerarse ng validas,

Discrepancias Inexplicables

Las discrepancias inexplicables de los controles deben remitirse de inmediatoal

servicio téenico de Cell Margue, Si los resultados del control de calidad no cumplen las
espedificaciones, los resultacos del paciente no son validos. Véase la seccign Resalucion de
problemas de este prospecto. Identifique y corrija el problema; a continuacidn, repitatodoel
procedimiento con las muestras del paciente.

Reactivo de Control Negativo

Se debe utllizar un reaciivo de contiol negativo para cada muestra para ayudar a interpretar
los resultados. Para evaluar una tincidn no especifica se utiliza un reactivo de control negativo
en lugar def anticuerpo primario. Se deberd tratar el portaobjetos con el reactiva de control
negativo haciendo coincidir las especies huéspedes del anticusrpo primario e iddneamente
con la misma concentracion de lg. £l periodo de incubacion para el reactivo de control
negativo deberd ser igual que el periodo de incubacidn del anticuerpo primario.

Interpretacidén de los Resultadas

El procedimiento de inmunotincion causa Iz precipitacion de un producto de reaccion
coloreado en los sitios del antigens localizados por el anticuerpo primario. Consulte en el
prospecta comespondiente del sistema de deteccion las reacciones de colar esperadas. Un
patalogo cualificado experfmentado en procedimigntas de inmunohistoguimica debie evaluar
los controles de tejida positives y negativos antes de interpretar los resultados.

Control de Tejido Positivo

El control de tejide positiva teido debe examinarse primera para determinar gue todos los
reactivos funcionan adecuadamente, La presencia de un producto de reaccion con el color
adecuado dentrg de las células diana es indicativa de una reactividad positiva. Consulte-en

el prospecto det sistema de deteccion utilizado las reacciones de color esperadas, Seqin sea
Yla duracion de [ incubacidn y la potencia de 2 hematoxilina empleada, la contratineion

dard coma resultado una coloracion szul de palida a oscura de los nticleos celulares. Una
contratincidn excesiva o incompleta puede comprometer la interpretacitn adecuada de los
resultados. Si los conteoles de tejidos positivos no musstran una tincion positiva aprapiada, los
resultados de las muestras en estudio se deben considerar no valides.

Control de Tejido Negativo

El control de tefido negativo debe examinarse después del control de tejido posttivo para
verificar la marcacidn especifica del antigeno diana por el anticuerpo primario. La ausendia

de tincidn especifica en el control de tejido negativo confirma 2 ausenca de reactividad
aruzada del anticueipo con las células o los componentes celulares, Si se produce una tincidn
especifica en el control de tejide neqative, os resultados obtenidos con la muestra del
paciente se consideran novalidos, La tincidn no especifica, sila hay, tendré un aspecto difuso.
También se puede obseivar una ligers tincidn especifica esporddica del tejido comjuntivo en
cortes de tejidos que no estén fijados Gptimamente. Para la interpretacion de los restltados de

(DX-2 (EPR2764Y) Rabbit Monodlonal Primary Antibody
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|a tincitin deben usarse células intactas. Las células necroticas o degeneradas muestran una
tincidn no especiica:

Tejido del Pociente

Las muestras del paciznte se deben examinar al final. La intensidad de la tincion positiva se
debe valorar en el contexto de cualquier tincidn de fondo del contral de reactivo negative.
Coma en cualquier prueba de inmunofiistoquimica, un resultado negativo significa que el
antiaeno en cuestian na se ha detectado, na gue el antigeno esté ausente de las células o del
tejida analizade, Un panel de anticuerpos puede ayudar a identificer reacciones negativas
falsas {consulte 12 seccion Sumario de resultados esperados). La morfologia de cada muestra
del tejido también debe examinarse utilizando un corte con tincién de hematoxilinay eosina
al interpretar cualquier resuftado de inmunshistoguimica. Un patologo cualificado debe
interoretar los resuliados marfoldgicos del paciente y sus dates dinicos pertinentes.

Limitaciones

1. Elcolor del anticuerpo no afecta lo funcionamiento.

2 Esiereactivoesde exclusiva uso profesional’, ya que la inmunonistoquimica €5 Un proceso
diagnéstico de varias etapas que requiere una formacion especializada en la seleccion de
fos reacivos, tejidos, fjacidn v procesamiento apropiades; la preparaciin del portaobjetos
de inmunchistoquimica y la interpretacion de los resultados de la tincion.

3. Para uso exclusivn de laboratorio.
4 Para diagnostico in viir.

5. La tinci6n e los tejidos depende dela manipulacion y el procesamiento de los
mismos antes de la tincion. Una fijacidn, congelacion, descongelacion, lavado, secado,
calentado o corte inadecuados 013 contaminacidn con otros tejidos o liguidos puede
oroducr artefactos, blogueo del anticuerpo o resultados falsos negativos, Los resultados
inconsistertes pueden ser cansecuencia de las variaciones en los métedos de fjacion y
smbebido, asi comio de ieqularidades inherentes dentro de| tejido.

5. Una contratiricidn excesiva o incompleta puede comprometer la interpretacin adecuada
de las resultados.

7. Lainterpreracion dinica de unatincidn positiva o de su ausencia debe evaluarse en
el contexto o2 [a historia linica, la marfologia, otros criterios histopatoldgicas, asl
como otizs pruebas diagndsticas. Este anticuerpo esta disefiado pare utilizarlo en un
panel de anticuerpos si fusra pertinente. Es responsabilidad de un patdloge cualificado
familiarizarse con los anticuerpes, reactivos, paneles de diagndstico y mémdos usados
para obtener yna preparaci6n con tincidn. La tincion se debe realizar en un laboratorio
certificado con |3 supervisin de un anatomapatdlogo responsable de 1a revision de
[os poctaobjetos tefidos y d |a verificacion de la idaneidad de los coniroles negativos
y pOSITIVOS.

8. Cell Mamue provee anticuerpos y reactivos en una dilucion dptima pdra usar como
se indica. Cualuier desviacion (e los procedimientos recomendados del métado
puede Invalidar los resultados esperades. Se osben uilizar y documentar los controles
aprapizdos. Los usuarios deben asumir en cualquier case la responsabilidad de (3
Interpretacion de los resultados del paciente.

9. Cell Marque provee los anticuerpos primarios en formate concentrado de manera que el
usuario pueda iluirlos después primamente par Usarlos sequn determing y observando
|as thenicas de validacion adecuadas. Los usuarios deben validar el uso de cualquier
disolvente que no se recomiende en este documento. Una vez que el anticuerpo primario
haya sido validade como adecuado para usar, cualquier desviacién de los procedimientos
de prueba recomendados pueds invalidar los restltados esperados. Se deben utlizary
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documentar los controles aprapiados. Los usuarios deben asumir en cualquier cso la
responsabilidad de (2 Interpreracion de los resultados del paciente.

10, Este producto no estd disenado para utilizarlo en citometifa de flujo.

11.Los reactivos pueden mostiar reacciones inesperadas en tefidos no estudiados
previamente. No puede excuirse completamente la posibilidad de reacciones inesperadas,
incluso en grupos de tejidos analizados, debido 2 la variabilidad binlogica de la expresian
del antigeno en neaplasmas U otros tejidos patoldgicos. Pangase en contacto con el
servicio técnico de Cell Marque si sospecha que ha habido una reaccion inesperada
documentada.

12 Los tejidos de persanas infectadas con el virus de fa hepatitis B y que contengan antigeno
de superficie (HBsAg) pueden mostrar una tincion no especifica con peroxitasa de rabano,

13.Cuanda se utilizan en pasos de bloquen, los sueros normales procedzntes del
mismo arigen animal que (0s antisueros secundarios pueden provoaar resuitados
de falsos negativos o falsos positivos debido al efecto o 03 autcanticuerpos o
anticuerpos naturales.

14 Pueden verse resultados de falsos positivos debido a la unidn de protefnas o preductos de
reaceidn del sustrato por mecanismos no inmunoldgicos. También pueden estar Gausados
por la actividad de la pseudoperoxidasa (erimocios), actividad de la peroxidasa enddgena
(citocromo €) ¢ biotina enddgena (ejemplo: higado, cerebre, mama, fifdn) dependiendo
el tipo de técnica de inmunotincidn empleads,

15. Como en cualquier prueba de inmunohistoquimica, un resultadn negativo significa aue
el antigeno no se ha detectado, no gue el antigeno esté ausente de las células o de|
tejido analizado.

16. Los praductos de anticuerpo prediluidos estdn optimizadas como productes listos para
usar. Debido a la posibilidad de variaciones en fa fijacion y procesado del tejido, puede
ser neceszrio aumentar o regucit el tiempo de incubacion del anticuerpo primario en
muestras individuales.

17.El anticuerpe, en combinadién con sistemas de deteccion y sus accesorios, detecta 05
antigenos que sobreviven &l procesa habitual de fijacion con formol, procesado y carte del
tejido. Los usuarias que se desvlen de los procedimientos de prueba recomendagos son
responsables, coma |0 serfan en cualquier caso, de la interpretacion y validacitn de los
resuftados del paciente.

Sumario de Resultados Esperados

Cansulte las siguientes tablas de reactividad:

Estudio Normal
Ne
Tefiido K°

Tejido [+} Total | Notas

Cerebro 0 1

Cortex adrenal 0 1

‘{Jvarios 0 i

Pancreas ; 1 1 nlicleos de epitelio ducial
.i_PaiaLiroides 0 . 1

Pituiteria 0 1

(DX-2 (EPR2764Y) Rabbit Monaclenal Primary Antibedy
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Este anticuerpo tifie tejidos normales como esta indicada en [a literatura

Estudio Normal Estudio de a Enfermedad del Tejido
N2 N°®
[efido N2 Tefiida Ne
Tejido {+) Total | Motzs Tejido {-+) Total | Motas
Testiculos 0 1 Adenacarcinoma de colon 20 20
Tirgides ] 1 Carcinoma ductal invasivo 0 3
Pecho 0 5 de mama
Razo 0 1 Adenocarcingma de estimago 0 S8 & )
Amigdalas 0 | Este anticuerpo tifie tumores como estd indicada en la literatura,
Timp 0 i
Médula dsea 0 I Resolucion de Problemas ey At e
Pulmones 0 2 i 1. Siel control positivo muestra una tincidn més débil de la esperada, deben analizarse otros
et 0 1 controles positivos realizados en | misma tincidn para determinar s se debe al anticuerpo
e primario 0.2 uno de los reactivos secundarios comunes.
Eséfago 0 1 ; N ; : , 0
2. Siel control positivo da negativo, se deben analizar atros coniroles positivos usados en la
Estomago 0 1 misma ejecucidn para determinar i se debe al anticuerpo primario 0@ uno de los reactivos
Inesting delgado 1 1 secundarios comunes. Los tejidas pueden haberse recogido, fijado o desparafinado de
Lo manera inadecuada. Deberd sequirse el procedimiento adecuada para la recogida, la
Colon 1 ! conservacion y la fjacidn.
Higado 0 1 3. Sise produce una tincin de fondo excesiva, pueden haber niveles altos de biotina
Glindula saliva| 0 1 enddgena. Se deberd incluiruna etapa de blogueo con biotina a no ser que se esté
T utilizanda un sisiema de deteccin sin biotina, en cuyo caso ninguna biotina presente serfa
Vesicula biiar 0 ! un factor que contribuyera a la tincion de fondo.
Rifiones 1 1 4. Sino se ha eliminado toda la parafina debers repetirse el procedimiento
Vejiga 1 1 de desparafinacidn.
Préstata 0 7 3. Silos cortes de wjido lavan ef portaobjeros; deben comprobarse los mismos pare
- : garantizar que tienen carga positiva. Otras posibilidades que podrian afectar
Urero 0 . adversamente a la adhesion del tefido incluyen un secado insuficiente del corte de tejido
Trompas dz Falopio 0 1 enel portaobjetos antes de la tincién o fijacion en formel que na fuera neytralizado con
Ui ; ] tampén apropiadamente. El grosor del tejido también puede ser un factor causante,
réter
— Pata conocer [a accion correctiva, cansulte Iz seccidn de las instrucciones de uso o contacte
Cervix 0 1 con el servicio técnico d Cell Marque  ravés de techsupport@celimarque.com.
Mdsculos de! esqueleto 1 1
Misculo lisp ] 3 Bibliografia 30 WAL AR Y
Piel 0 {0 1. Mazziotta RM, et al. COX2 immunostaining as a gastrointestinal marker: expression in lun
. asag p 9
Nervios periféicas 0 1 carcinomas is a potential pitfall. App! Immunohistochem Mol Morphol. 2005; 13:55-60
Mesotelio 0 1 [ 2. Erickson LA, et al. Cdx2 as a marker for neyroendocrine tumors of unknown primary sites.
Endocr Pathol, 2004; 15:247-52,
Grasa 0 1 . o i Mo
3. 5aqi A, etal Usefulness of CDX2 and TTF-11n differentiating gastrointestinal from
Placenta 0 1

pulmionary carcinaids. Am J Clin Pathol. 2005; 123:394-404.

4. 5aad RS, etal. Usefulness of Cdx2 in separating mucinous bronchioloalveolar
adenacarcinoma of the lung fram metastatic mucinous colorectal adenocarcinoma, Am )
Clin Pathol. 2004; 122:421-7.

Ly

. Kaimakichiev\; et al. The homedbox intestinal differentiation factor CDX2 is selectively
expressed in gastrointestinal adenocarcinomas, Mod Pathol. 2004; 17:1392-9,
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6. Werling BW, etal. CDX2, a highly sensitive and specific marker of adenccardinomes
oFintestina! origin: an immunohistacnemical survey of 476 primary and metastatic
carcinomas. Am J Surq Pathal. 2003; 27:303-10,

7. Groisman GM, et al. The value of (dx2 immunosiaining in differentiating primary ovarian
carcinomas from colonic carcinomas metastatic to the ovaries, [nt ) Gynecol Pathol. 2004;
B3,

8. Moskaluk CA, et al (dx2 protein expression in normal and malignant human tissues: an
immunohistochemical survey using tissue microarrays. Mod Pathal. 2003; 16:913-9.

Limitaciones de Responsabifidad

Cell Marque es el fabricante legal de los anticuerpos de diagndsticon vitro de |a marca

Cell Marque + RabMAb, Cell Marque uriliza la tecnologia RabMAD de Abcam PLC para
estamarca. Latecnologia monodonal de conejo estd patentada y RabMAD es una marca
reqistiada de Abcam PLC.

=TWEEN es una marca registrada de Croda [nternational PLC.

©2017 Sigma-Aldrich Co. LLC. Todos los derechos reservados. SIGMA-ALDRICH es una marca
comercial de Sigma-Aldrich Ca. LLC, registrada en EE. UU. y en otros paises. Cell Marque,
Irilogy, Declere y HiDef Detection son marcas comerciales de Sigma-Aldrich Co. LLC o desus
fifiales. ,

[:[lﬂ wiww.cellmarque.com

ol 6600 Sierra Callege Bvel « Rocklin, CA 95677 USA « 916-746-800
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Cyclin D1 (SP4) Rabbit Monoclonal Antibody

Para Diagnéstico In Vitro (IVD)

[rer] Descripcion

241R-14 0,1 ml concentrado
241R-15 0,5 ml concentrado
241R-16 1,0ml concenirado
241R-17 1,0 m| prediluido listo para usar
241R-18 7.0 mi prediluido listo para usar

Definiciones de [os Simbolos

|t
[r] predilui.r
concentrado
[2] ascis
[E] suero
[5] sobrenadante
rango de dilucion del concentrado

Uso Previsto

Este anticuerpo estd destinado para uso diagndstica i vitro (VD).

Elanticuerpo primaric monodlonal de coneja cicling D1 (SP4) estd diseAado para utilizarse en
un [aboratorio para detectar |3 proteina ciclina D1 en tejidos embebidos en parafina, fiados
con formalina y tefiidos en pruebas de inmunchistoguimica (IHC) cualitativa,

Los resultados obtenidos con el uso de este praducta junto con la historia clinica relevante
del paciente, otras pruebas diagndsticas y controles edecuados debe interpretarlos un
patdlogo cualificado.

Resumen y Explicacién

Las ciclinas son proteinas que rigen las mansiciones por distintas fases del ciclo celular
requlando la actividad de las cinasas dependientes de la ciclina.! La ciclina D1, uno de los
requladores principales del ciclo celular, es un protoancogén putativa que se encuerira en una
gran variedad de neaplasias humanas. Este anticuerpa resbita titil pasa distinguir los linfomas
de celulas def manto {positiva en ciclina D1).2
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Principios y Procedimientos

El anticuerpo primario indicado puede utilizarse coma anticuerpe primario para la tincidn
inmunohistoquimica de cortes de tejido fijado con formol y embebido en parafina. En
general, la tincion inmunohistoquimica junto con ¢l sistema de deteccion mediante unidn con
peroxidasa derdbano (HRP) o fosfatasa alcalina permite fa visualizacion de antigenos 2 través
de la aplicacitn secuencial de un anticuerpo especifico (anticuerpo primario) al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de union) al anticuerno primario, un complejo enzimatico
¥ Ur sustrato cromagénico con etapas de lavadointermedias. La activacion enzimatice del
cromogeno da lugar a un producto de reaccidn visible en el sitio del antigeno. La muestra
puede entonces contratefirse y aplicarse un cubreportaobjetos. Los resultadas se interpretan
€on un microscopio dptica,

Materiales y Métodaos

Reactivos Suministrados

Composicion del Producto

AmortiquadorTris, pH7,3-7,7, con un 1%

Heclie dliwian de BSAy <0,1% de azida de sodlo

Amortiguador Iris, pH7,3-7 7, con un 1%

b Sl L de BSAy <0,1% de azida de sodio

Host conejo
Isgtipo g6

| | ilucion de rabaj

ntervalo de dilucion de tranajo £100-1:500
recomendado

Fuente sobrenadante

Yea la etiqueta del producto para informacidn especifica sobre el lote acerca de lo siguiente:
1. Concentracion de anticuerpos de inmunoglobulina
2. Detalles de la fuente

Reconstitucion, Mezcla, Dilucion y Titulacicn

El anticuerpo predilu/do estd listo para usar y optimizado para 3 tincion. El anticuerpo
concentrado estd optimizado para diluirlo en el rango de dilucién con Cell Marque Diamond;
Antibody Diluent,

Materiales y Reactivos Necesarios No Suministrados

Los siguientes reactivas y materiales pueden ser necesarias para la tincién, pero no se incluyen
o el anticugrpo primario: ;

1. Tejido de control positivo y negativo
2. Portaobjetos para micrescopio con carga positiva

3. Homno de secado capaz de mantener una temperatura de 53-65 °C
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4. Cubetas o banos de tincion

(]

. Crongmetro

. Xileno o sustituto de xileno

~ o

. Aleghol reaciivo o etanol

Nota: El tratamiente previo de un paso de Cell Marque, Trilogy™ (V.2 de catdlogo 920P-06),
puede sustiir ios elementos de los puntos oy 7 anreriores.

8. Agua desionizada o destilada

9. Equipo de calentamiento, como la olla de presidn eléctrica para el paso del tratamient
previo del tejido

10. Sistema de deteccifn como HiDef Detection™ HRP Polymer System (N.¢ ¢e catdloga
954D-20) o HiDef Detection™ Alk Phas Palymer Systam (N.0 de catdlogo 5620-20)

11, Gromogeng, como DAB Substrate Kit (N.¢ de catélogo 9570-20) o Permanent Red
Chromogen Kit (N.2 de catdlogo 5600-10)

12 TBS [HC Wash Buffer -+ Tween®* 20 (N.° de catalogo 9358-09)

13, Hematoxylin v otra contratincién

14, Diluyentes de anticuerpo, como Biamond: Antibedy Diluent (N.* de catalogn 9388-05] 0
Emerald: Antibody Diluent (.© de catdlogo $36B-08)

15. Peroxide Block (N.° de catélogo 9258-05) para usar con HRP

16, Avidin-Biotin Blecking Reagents para usar con deteccion con estreptavidina-biotina
= 17, Negative Control Reagent (N.0 de catéloge 939B-02 para universal)

18. Mounting Medium

19. Cubreobjetos

20. Microscopio dptico (40-400x)

Conservacidn y Manipulacién
Almacenar a 2-8 °C. No congelar.

Para garantizar 2 dispensacidn adecuada del reactivo y |2 estabilidad del anticuerpo, tras cada
utilizacidn se debe volver 2 poner el tapén y almacenar el frasco inmediatamente en la nevera,
en posicion vertical,

Todos los reactivos e anticuerpo tienen una fecha de caducidad, El reactivo &5 estabile hasta
la fecha indicada er |2 etiqueta siempre que se almacene correctamente. No usar el reactivo
después de la fecha de caducidad para el método de almacenamiento descrito.

No hay signos definitivas que indiquen I3 inestabilidad de este producte, por [o que

los controles positives y neqativos deben analizarse simultaneamente con mugstras
desconocidas. Contacte con el servicio técnico de Cell Marque sl tiene sospeches sobire 2
inestabilidad def reactivo.

Extraccién y Preparacion de la Muestra para su Andlisis

Cuando se utiliza el procedimiento habitual, los tejidos fijados en formol en Tampén neatro y
embebidos en parafina resultan adecuades para el uso con este anticugrpo primario cuando
seutiliza con los kits de deteccidn de Cell Marque (cansulte la seccion Materfales y reactivos
necesarios no suministrados). Nota: Cell Marque evaliia el resultado solo en tejidos humanos.
El fjadar de tejido recomendado es formalina tamponada neutral 10%. Pueden tener lugar
resultados variables coma consecuencia de una fijacién prolongada o procesos especiales
tales como |3 descalcificacion en la preparacidn de la médula dsea.

Cada seccitn debe cortarse con el grosor apropiaco (aproximadamente 3 jim] y colocarse
en un portaohjetes de vidrio con carga positiva. Los portaobjetos que contienen e corte de
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tejido pueden secarse durante al menas 2 foras (pera no més de 24 horas) en un harmo @ una
temperaiuia de 53-65 °C

Advertencias y Precaudones

1. Adopte las precauciones adecuadas cuando se manipulen losreactivos, Usar guantes
y hatas de laboratorio desechabiles euando se manipulen materiales potencialmente
carcindgenos o towicos (como xilena).

2. Eyite el contacto de los reactivos con los ojos y las mambranas mucosas. Si se produce el
contacto con 4reas sensibles, |dvese con agua abundante.

3. Lasmuestras del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben tratarse
como si fuesen materiales perencialmente infecciosos y desecharse con las precauciones
adecuadas, Nunca pipetear con la boca,

4. Fyitar la contaminacion migrobianade [os reactivos, ya que podrian producirse
resultadns incorrecios.

S, El usuario debe valicar los tiempaos y temperaturas de incubacion.

6. Los reactivos prediluidas listos para usar estén diluidos Gptimamente por [o que una
dilucién adicional podtia producir [ pérdida de tincion def antigenc.

7. Los reactivos concentrados pueden diluirse 6ptimamente en base a la determinacion el
usuario. £l usuario deberé validar igualmente tanto la compatibilidad como el efecto en la
estabilidad de cualguier disolvente utilizado que no esté recomendado especificamente en
este documento.

B, Este producte nose diasifica come sustancia peligrosa cuando se usa sequin las
instrucciones. £l conservante del reactivo es inferior al 0,1%6 de acida sdica y no curnple
los criterios de la OSHA para sustancias peligrosas a 12 concentracidn indicada. Consulte [a
hoja de datos de sequridad de los materiales.

9, Elusuario debe validar cualquier condicidn de almacenamiento que no sea una de las
especificadas en el prospecto.

10. El disolventz puede incluir albdming de suero bovino y el sobrenadante puede contener
suerg boving. Los productos que contienen suero fetal bovino y los productas que
contienen albtimina de sugro boving se compran a los proveedores comeiciales, Los
certificadas de origen de la fuente anima| utilizada en estos productos obran en el archiv
de Cell Marque. Los certificados aseguran que las fuentes bovinas provienen de pajses con
tlesgo minimo de BSE y relacionan como fuentes de bovinos EE. UU. y Canagd.

11, Coma corl cualquier producto provenients de fuentes bialdgicas, deberdn emplearse
procedimizntos de manipulacion apropiaduos. :

instrucciones de Uso

Protacolos de tincién recomendados para el anticuerpo primario Indicado:

HiDef HRP:
HiDef Detection™ HRP Polymer System {N.2 de catélnge 954D-20)

1. Técnica de recuperacion del epitopo: HIER, Reactivo para la recuperacidn del epitopo:
Triloay

. Tiempo de incubacién de anticugrpo (minutos): 10-30
. Tiempo de incubacién de HiDef Detection Amplifier (minutos): 10
_ Tiempo de incubacidn de HiDef Detection Polymer Detector (minutos): 10

LA o ws o

. Tiempo de incubacidn de DAB (minutos): 1-10

Cyclin D1 (SP4) Rabbit Manodional Antibocy
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6. Deshidrate y cubra el portaobjetos.

HiDef Alk Phos:
HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (N. de catélogo 962D-20)

1. Técnica de recuperacién del epitopo; HIER, Reactivo para Ia recuperacion del epitopo:
Trilogy

2. Tiempo de incubacién de anticuerpo (minutos): 10-30

3. Tiempo de incubacicn de HiDef Detection Amplifier {minutos); 10

o

. Tiempo de incubacidn de HiDef Detection Polymer Detector (minutos): 10

. Tiempo de incubacién de Permanent Red (minutos): 15-30

[= L o ]

. Deshidrate y cubra el portaobjeros,

Procedimientos de Control de Calidad

Control de Tejido Positivo

(ada vez que se realice el procedimiento de tincidn, debe procesarse un contral positivo del
tejido. Este tejido puede contener células o camponentes del tejido de tincién psitivay
negativa y servir coma tejida de control positivo y neqativo. Los tejidos de control deben ser
muestras frescas de autopsia, biopsia o drugia preparadas o fijadas con Ia mayar brevedzd
con un procesa idéntico al de los cortes en estudin, Bl uso de un corte de tejide fjado o
procesado de forma diferente a la muestra en estudio servir3 para el control de todas los
reactivos y pasos del método excepto la Rjacidn y el procesamiento del tejido.

Un tejido con una tincidn positiva débil es mas adecuado pata un control de calidad Gptimoy
para detectar niveles pequedios de degradacién del reactivo. £ control de tejido positivo para
el anticuerpo primaria indicade puede incluir o siguiente:

Control de Tejido Psitivo

Tejido Visuallzagidn

Linfoma de célula del manio Nuclear

Los controles de tejido positivos conodidos solo se deben usar para monitorizar el
cemportamiento corecto de 105 tejidos procesados y los reactives dea prueba, y no como
ayuda para establecer un diagndstico especifico de las muestras del paciente. Si los contrales
positivos del tefido no muestran una tincion positiva apropiads, 0s resultados de las muestras
en estudio se deben considerar no validos.

Control de Tejido Negativo

£l mismo tejido utilizado para el contral de tejico positivo se puede utilizar en el control

de tejido negativo. La variedad de tipus de células presentes en la mayoria de los cortes

de tefidos ofrece sitios de control negativo internos, pero esto debe verificarlo el usuario,

Los componentes gue no se fifien deben demostrar la ausencia de tincién especifica y
proporcienar una indicacién de tincidn de fondo no especifica. Sise produce una tindén
especifica en los sitios oe contral de tejido negativ, los resultadas obtenidos con las muesiras
del paciente deben considerarse no validas,

Discrepancias Inexplicables

Las discrepandias inexplicables de los contrales deben remitirse de inmediato al
servicio técnico de Cell Margue. Si los resultados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultados del padiente no son validos. Véase la seccion Resolucidn de

CMC2A131040 « ESRev.40v1 - .3

probiemas de este prospecto. ldentifique y corrija el problema; & continuacion, repita todo el
procedimienta con las muestras del paciente,

Reactivo de Control Negativo

Sedebe utilizar un reactivo de cantrol negativo para cada muestra par ayudara interpretar
los resultados. Para evaluar una tincidn no especifica se utiliza un reactivo de control negarivo
en lugar del anticuerpo primario. Se deberd tratar el poriaobjetos con el reactiva de control
negativo haciendo coincidir las especies huéspedes del anticuerpo nrimario ¢ idoneamente
con la misma concentracién de IgG. E periodo de incubacion para el reactivo de control
negativo deberd ser igual que el periodo de incubacién del anticuerpo primaio.

Interpretacion de fos Resultados

El procedimiento de inmunotincion catsa la precipitacian de un producto de reaccion
coloreado en los sitios del antigeno localizados por el anticuerpo primario, Consulte ¢n el
prospecto carespondiente del sistema de deteccién las reacciones de color esperadas, Un
patdlogo cualificado experimentada en procedimientos de inmunetistoquimica debe evaluar
los controles de tejido positivos y negativos antes de interpretar los resultados.

Contro! de Tefido Positivo

&l control de tejido positive tefido debe examinarse primero para determinar que tados los
reactivos funcionan adecuadamente. La presencia de un producto de reaccion con el color
acetuado dentro de las células diana es indicativa de una reactividad positiva. Consulte en

el prospecto del sistema de deteccion utilizado |as reacciones de color esperadas, Seglin sea

la duracion de 2 incubacién v Ia potencia de la hemataxilina empleada, la contratineion

dard como resultado una coloracidn azul de palida a oscura de los ndcleos celulares, Una
contratincidn excesiva o incompleta puede comprometer la interpretacion adecuada de los
resultados. Si los controles de tejidos positivos no muestran una tincidn positiva apropiada, los
resultados de las muestras en estudio se deben considerar no vlidos.

Control de Tejido Negativo

El cantrol de tejido neqative debe examinarse después del control de tejido positivo para
verificar la marcacidn especifica del antigeno diana por el anticuerpo primario, La ausencia

de lincidn especifica en el cantrol de tejido negativo confirma la ausencia de reactividad
cruzada del anticuerpo con las células o los componentes celulares. Sise produce una tincion
especifica en el control de tejido negatiuo, Ios rasultados obtenidos con la muestra del
paciente se consideran ng validos. La tincion no especifica, s 12 hay, tendra un aspecto difuse.
También se puede observar una ligera tincidn especifica esporadica del tejido conjuntivo en
cortes de tejidos que no estén fijados Gptimamente, Para la interpretacidn de los resulrados de
la tinci6n deben sarse células intactas. Las células necréticas o degeneradas muestran una
tincion o especifica.

Tejido del Paciente

Las muestras del paciente se deben examinar al final. La intensidad de la tincidn positiva se
debe valorar en ef contexto de cualquier tincion de fondo del contral oz reactivo negative,
Como en cualquier prueba de inmunohistoquimica, un resultado negativo significa que el
antigena en cuestion no se ha detectadn, no que el antigeno esté ausente de |35 células o del
tejico analizada. Un panel de anticuemos puede ayudar a identificar reacciones negativas
falsas (consult |2 seccion Sumario dz resultados esperados). La morfologla de cads muestra
deltejido también debe examinarse utifizando un corte con tincidn de hematoxiing y ecsina
al interpretar cualquier resultada de inmunohistaquinica. Un patdlogo cualificado debe
interpretar los resultados morfoldgicos def paciente  sus datos clinicos pertinentes.

Cyclin D1 (SP4) Rabbit Monodlonal Antibody
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1
2

£l color del anticoerpo no afecta [ funcionamiento,

Este reactivo es"de exclusivo uso profesional”, ya que f3 inmunehistoquimica es un proceso
diagndstico de varias etapas que requiere una formacion especializada en la seleccion de
los reactivos, tejids, fjacion y procesamienta apropiados; la preparacidn del portaobjetos
de inmunahistoquimica y la interpretacion de [os resultados de la tincion.

. Para uso axclusiva de laboraterio
. Paradiagnostico fn vitro.

- Latingidn delos tejidos depende d la manipulacion y el procesamiento de fos

mismos antes de la tincion, Una fjacitn, congelacion, descongelacian, lavado, secado,
calentads o corte inadecuados 0 la contaminacidn con otros tejidos o liquidos puede
produci artefactos, bloqueo del anticuerpo o resultados falsos negativos. Los resultados
inconsistenites pueden ser consecuendia de las variaciones en los métodos de fijacion y
embebido, asi como de irreqularidades inherentes dentro del tejide,

. Una contratincin excesiva 0 incompleta puede comprometer |z interoretacidn adecuada

de los resultados,

_ La interpretacidn clinica de una tincidn positiva 0 de su ausencia debe evaluerse en

¢l contexto de fa historia clinica, la morfologfs, otros criterios histopatologices, asi
comg otras pruebas diagndsticas. Este anticuerpo estd disefiado para utilizarlo en un
panel de anticuerpossi fuera pertinente, Es responsahilidad de un patélogo cualificado
familiarizarse con los anticuerpos, reactives, paneles de diagndstico y métedos usados
para obtener una preparacion con tincion, La tincién se debe realizar en un laboratorio
certificzdo con I3 supervisién de un anatomaopatdlogo respansable de fa revisién de
los portaobjetos tefiidos y de la verificacién de la idoneidad de os contrales negativos
y positivas.

. Cell Marque provee anticuer pos y reactivos en una dilucion dptima para usar como

se indica. Cualquier desviacidn de los procedimientos recomendadas del método
puede invalidar les resultados esperados. Se deben utilizar y documentar los controles
apropiados. Los usuarios deben asumir en cualquier caso la responsabilided de la
interpretacion de los resultados (el paciente.

. Cell Margue orovee os anticuerpos primarios en formato coneenirado de manera que el

usuario pueda diluirlos después primamente para usarlos sequin determine y observando
|as técnicas de validaridn adecuadas. Los usuarios deben validar el uso de Cualquier
disolvente que no se recomiende en este documento. Una vez que €l anticuerpo primario
haya sido validada como adecuado para usar, cualquier desviacion de los procedimientos
de prueba recomendados puede invalidar los resultados esperados. Se deben utilizar y
documentar [os cantrales apropiados. Los ususrics deben asumir en cualquier caso la
responsabilidad de la interpretacion de los resuliados del paciente.

10. Este producto no esté disefiado para utilizar o en ditometria de flujo.

11, Los reactivos pueden mostrar reacciones inesperadas en tejidos no estudiados

previamente. No puede excluirse completamente la posibilidad de reacciones inesperadas,
incluso en grupos de tejidos analizados, debido a la variabilidad bioldgica de la expresidn
del antigeno en neaplasmas u arros tejidos patcldgicos. Pongase en contact con el
servicio (Ecnico de Cell Margue si sospecha que ha habido una reaccion inesperada
documentada.

12. Los tejidos de personas infectadas con el virus de la hepatitis B y que contengan antigeno

de superficie (HAsAq) pueden mostrar una tincion no especifica con peroxidasa de ribane.

13, Cwando se utilizan en pasos de blequeo, los sueros normales procedentes del

mismo crigen animal que los antisueros secundarios pueden provocar resultados
de falsos neqativos o falsos positivos debido al efecto de [os autoanticuerpos o
anticuerpos naturales.

KEY-CODE | (MC(24731040 « S Rev, 40v1 - p.4

14, Pueden verse resulzados de falsos positivos debida a [a unién de protefnas o productos de
reaccion del sustrato por mecanismos ne inmunaldgicos. También pueden estar causados
por la actividad de |3 pseudaperoxidasa (eritrocitos), aciividad de la peroxidasa enddgena
{citocromo €} o bintina enddgena {zjemplo: higade, cerebro, mama, fifidn) dependiendo
del tipo de téenica d inmunotincién empleada.

15. Coma en cualquier prueba de inmunohistoguimica, un resultada negative signinca que
el antigeno no se ha detectada, no que el antigeno esté ausente de fas células o del
Tejido anzlizado.

16. Los preductos de anticuerpo prediluidos estan optimizades como productos listos para
usar, Debido a la posibilidad de variaciones en la fijacién y procesado del tejido, puece
ser necesario aumentar o redudr £ tiempo de incubacion det anticuerpo primatio en
mugstras individuales.

17. El anticuerpo, en combinacion con sistemas de deteccidn y sus accesorios, detecta los
antigenos que sabreviven &l proceso habitual de fijacian con farmol, procesado y corte del
tejido. Los usuarios que se cesvien de los procedimientas de prueba recomendados son
responsahles, como la serfan en cualguier caso, de l2 interpretacion y validacién delos
resultados del paciente.

Sumario de Resuitados Esperados

Consulte fas siguientes tablas de reactividad:

Estudio Nurmal.
N2

Tenido N.e
Tejido [+ Iotal | Metas
Cerabro “D : 1
(drtex adrenal “0 1 4
Ovarios 0 1

En_uess 0 IM "
Paratiroides 0 1
Pituitaria 0 - 1
[esticulos 0 1
Tirnides 0 1 )
Pecho N 0 i
Bam_ - 0 1
Amigdalzs 0 1
Timo ¢ 1
Médula 6sea 0 1 ¥
Pulmones 0 2
Corazon 0 1
Esdfago 1 1
Estamago 2 1 1
! Intesting delgado I 1 1 ]
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Estudio Normal
N2

Teﬁido N:2
lejido (+) Total | Notas
Colon 0 1
Higado 0 1
Glandula salival 0 1
Vesicula bilfar 0 1
Rifiones 0 1
Vejiga 0 1
Prostata 0 1
Uterg a 1
Trompas de Falopio 0 1
Uréter 0 1
Cérvix 0 1
Musculos del esqueleto 0 1
Musculoliso 0 i
Piel 1 1
Mervios perifé@_ 0 2
Mesotelio 0 |
Grasa 0 1
Placenta 1 1

Este anticuerpo tine tejidos normales como estd indicado en la literatura.,

Estudio de la Enfermedad del Tejido

N2
Tenido N2

Tejida (+) Toral | Moras
(arcinoma de mama

; g g
Metastdsico
(arcinoma ductal in situ de 6 6
Mmama
Carcinoma de colorectal f ]
Linfoma de célula de| manto 3 3
Carcinoma de células 3 3
£5CaM 0535 metastasico
Leucemia de células pilosas 1 3
linfoma linfocitica pequeno 1 3
Leiemioma 0 3

Este anticuerpo tifie tumores como est3 indicado en |a literatura.

CMC24131040 - ESRev. 40v1 « 1.5

Resolucion de Problemas

1. Siel contrel positivo muestia una tincion mas débil de la esperada, deben analizarse otros
contrales positivos realizados en |3 misma tincidn para determinar si se dehe al anticuerpo
primario 0 & uno de los reactivos secundarios comunes,

2. Siel control positiva da negativo, se deben analizar otros controles positivosusados en la
misma ejecucidn para determinar si se debe al anticuerpo primario o a uno de los reactivos
secundarios comunes. Los tejidos pueden haberse recogido, fijada o desparafinada de
manera inadecuada. Deberd sequirse el procedimiento adecuaco para la recogida, la
conservacion y la fijacion.

3. §ise produce una tincion de fondo excesiva, pueden haber niveles altos de hiotina
enddgena. Se deberd indluir una etapa de blogueo con bigtina ¢ no ser que se esté
utilizando un sistema de deteccin sin biotina, en cuyo caso ninguna biotina presente seria
un factor que contribuyera a la tincidn de fondo.

4. Sinose ha eliminado toda |a parafing deberd repetirse el procedimiento
de desparafinacidn,

5. Silos cortes de jida lavan el portzobjetos, denen comprobarse os mismos para
garantizar que tienen carga positiva. Otras posibilidades aue podrian afectar
adversamente a I3 adhesion del tejido incluyen un secado insuficiente del corte de tejido
en el portaobjetos antes de la tincion o fijacion en formel que no fuera neutealizado con
tampén apropiadamente. £l grosor del tejido también puede ser un factor causante.

Para conocer |3 accidn cormective, consulte |z seccion de las instrucciones de uso o contacte
con el servicio técnico da Cell Marg e 3 través de techsupport@cellmarque com.

Bibliografia
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Limitaciones de Responsabilidad

¥TWEEN es una marca registrada de Croda International PLC.

©2018 Sigma-Aldrich Co. LLC. Todos los derechos reservados. SIGMA-ALDRICH es una marca
comercial de Sigma-Aldrich Co. LLC, registrada en EE. UU. y en otros paises. Cell Margue,
Trilogy, Declere y HiDef Detection san marcas comerciales de Sigma-Aldrich Co. LLC o de sus
filiales.
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Cytokeratin 20 (Ks20.8) Mouse Monoclonal Antibody

Para Diagndstico In Vitro (IVD)

Ide cion del Produs 2 :
Descripcién
320M-14 G, ml concentrado
320M-15 0,5 ml concenirado
320M-16 1,0 ml concentrado
320M-17 " 1,0 ml prediluide listo para usar
320M-18 7.0 ml prediluide listo para usar
320M-10 25,0 ml prediluidg listo para usar

Definiciones de los Simbolos

o
7] prediluir
concentrado
[2] ascitis
[E] Suer
[z] sobrenadante
rango de dilucion del cancentrado

UsoPreviste
Este anticuerpo esta destinado para uso diagn(‘]hico in vitrg (VD)

El anticuerpo primario manodlonal de raton citoqueratina 20 (Ks20.8) estd disefiado para
utilizarse en un laberatorio para detectar la proteina citogueratina 20 en tejidos embebidos en
parafing, fjadas con formalina y tefides en pruebas de inmunohistoquimica {IHC) cualiativa,

Los resultados obtenidos con el uso de este producta junto con I3 historia clinica relevante
del paciente, otras pruebas diagnosticas y controles adecusdos debe interpretarlos un
patdlogo cualificado.

Resumen y Explicacion

La citoqueraina 20 es una proteina de ilamento intermedia 46 kDa que reacciona
principalmente can células de Merkel, del uratelio y del epitelin intestinal y gastrico.™ La
anti-Cytokeratin 20 resulta Gtil para identificar tipos especificos de estas célules epiteliales en
condiciones normales hiperpldsicas y neopldsicas.’ La citogueratina 20 se ha detectadoen
adenocarcinomas de colon, estomago y de las vias biliares.” Los carcinomas de células de

Merkel han mostrado reactividad. En cambio, los carcinemas de mama generalmente no son
reactivos.

Principios y Procedimientos

£l anticuerpo primario indicado puede utilizarse como anticuerpo primario para [a tincidn
inmunohistoguimica de cortes ¢ tejida fijado con fermol y embebido en parafina. En
general, la tincidn inmunohistaguimica junto con el sistema de detectiin mediante unién ton
peroxidasa de rabano (HRP) o fosfatasa slcaling permite |a visualizacién de antigenos a través
de la aplicacidn secuendial de un anticuerpo especifico (2nticuerpo primario} al antigeno, un
anticuerpo secundario {anticuerpo de union) al anticuerpo primario, un compleje enzimatico
y un sustrato cromogénico con etapas de lavadointermedias. La activacion enzimatica del
cromogeno da lugar a un praducio de reaccian visible en el sitia del antigeno. La muestra
pugede entonces contratedirse y aplicarse un cubreportaobjetos. Los resulados se interpretan
on un microscopio dptico.

Materiales y Métadas

Reactivos Suministrados

Composicidn del Producto

Amortiguador Tris, pH 7,3-7.7, conun 1%

LU de BSAy <0,1% de azida de sndio

Amortiquador [ris, pH7,3-7 7, con un 1%

GOV E de BSAy <0,1% de azida de sodio

Host faton

Isotipo lgG,
Intervalo de dilucion de trabaj ;
ntervalo dedilucion de trabajo T200-1:500
recomendado

Fuente sobrenadante

Vea la etiquera del producte para informacion especifica scbre el lote acerca de lo siguiente:
1. Concentracidn de anticuerpos de inmunoglobuling

2. Detalles dela fuente

Reconstitucicn, Mezda, Ditucian y Titulacidn

Hl anticuerpo prediluido estd listo para usar y eptimizado para la tincion. El anticuerpo
conentrado esta optimizado para diluirlo en el rango de dilucion con Cell Marque Diamond:
Antibody Diluent.
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Materiales y Reactivos Necesarios No Suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para la tincién, perg no se incluyen
€on gl anticuerpo primario:

1. Tejida de control positive y negative
. Pertaobjetos para micioscapio on carga positiva

. Horno de secado capaz de manzener una temperatura de 53-65 ¢

S 6 I )

. (uberas o bafios de tincion
. Cronémetio

. ileno o sustituto de xileno

=~ o n

. Mleohol reactivo o etanol

Nora: £] tratamiento previo deun paso de (ell Margue, Trilagy™ (N.© de catdloge $20P-06),
puede suistituir los elementos de los puntos 6y 7 anteriores,

8. Aquadesionizada o destilada

9. Equipo de calentamiento, comola olla de presicn eléctrica para el paso del traramienta
previo del tejido

10.5isterna de deteccidn como HiDef Detection™ HRP Polymer System (N.° de catélogo
9540-20) o HiDef Detection™ Alk Phos Pelymer System (N.° de catdlogo 962D-20)

11. Grgmdgeno, como DAB Substrate Kit (N. de catdlogo 957D-20) o Permanent Red
Chromogen Kit (N.2 de catélogo 9600-10)

12 TBS IHC Wash Buffer + fween™® 20 (W.0 de catdlogo 9356-09)
13. Hematoxylin u otra contratincidn

14. Diluyentes de anticuerpo, comao Diamond: Antibady Diluent {N. de catdlogo 938B-05) o
Emerald: Antibody Diluent (M. de catdlogo 9368-08)

15 Peraxide Block (N.2 de carélogo 925B-05) para usar con HAP

16. Avidin-Biotin Blocking Reagents para usar con deteccion con estrepiavidina-bioting
17. Negative Control Reagent (N.2 de catéloge 9398-02 para universal)

18. Mounting Medium

19, Cubreobjetas

20. Microscopio fptico (40-400x)

Conservacidn y Manipulacion
Almacenar a 2-8 °C. No congelar,

Para qarantizar la dispensacion adecuada del reactivo v la estabilidad del anticuerpo, tras cada
urilizacion se debe volver a poner el tapén y almacenar el frasco inmediatamente en |2 nevera,
en posicion vertical.

Todas los reactivos de anticuerpo tiznen una fecha de caducidad. El reactivo es estable hasta
la fecha indicada en |2 etiqueta siempre que se almatene correctamente. No usar el reactivo
despues de la fecha e caducidad para el método de elmacenamiento desrito.

No hay signos definitivos gue indiguen la inestabilidad de este producto, por lo que

los controles positivos y negativos deben anglizarse simultdneamente con muestras
desconocidas Contacte con el servicio técnico de Cell Marque si tiene sospechas sobre la
inestabilida del reactivo,

CMC32021040 - ESRey. 4.0 + p.2

Extraccion y Preparacion de fa Muestra pora su Andlisis

Cuanda se utiliza el procedimientd habitual, los tejidos fijados en formal en tampén neutroy
embebidos en parafina resultan adecuados para el uso con este anticuerpo primario cuando
se uiiliza can los kits de deteccion de Cell Margue (consulte la seccion Materiales y reactivos
necesarios no suminisirados). Nora: Cell Marque evaltia el resultad solo en tejidos humanos.
El fijador de tejido recomendade es formalina tamponade neutral 10%. Pueden tener lugar
resultados variables coma consecuenda de una fijacidn prolongada o procesos espediales
tales como fa descalcificacian en la preparacifin de |a médula dsea.

(ada seccion debe cortarse con el grosor apropiado (2proximadamente 3 um) y colocarse

en un portaobjetos de vidrio con carga positiva. Los portaobjetos que contienen el corte de
1gjido pueden secarse durante al menas 2 horas (pero no més de 24 horas) en un hemo a una
temperatura de 53-65 °C.

Advertencias y Precaucignes

1. Adopte las precauciones adecuadas cuanda se manipulen los reactivas. Usar guantes
y batas de laboratario desechables cuando se manipulen matariales potencialmente
carcindgenos o toxicos (como xilena).

2. Bvite el contacto de los reactivos can los ojos y las membranas mucosas. Si se produce el
contacto con dreas sensibles, |3vese con agua abundante.

3. Las muestras del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben tiatarse
comossi fliesen materiales potencialmente infacciosos y desecharse can las precauciones
adecuadas, Nunca pipetear con la boca.

4. Bvitar la contaminacion microbiana de |os reactivas, ya que podrian producirse
resultados incorrectos.

. Elusuario debe validar los tiempos y temperaturas de incubacidn.

(9]

b. Los reactivos prediluidos fistos para usar estan giluidos dptimamente por lo que una
dilucion adicional podria producir la pérdida de tincidn del antigeno,

7. Los reactivos concentrads pueden diluirse Optimamente en base a la determinacicn del
usuario. £l usuarlo deberd validar igualments tanto la compatibilidad como el efecioen la
estabilidad de cualquier disolvente utilizado que no esté recamendado espedificamente en
este documentd,

8. Este producto no se clasifica como sustancia peligrosa cuando se usa seqlin las
instruccignes, Bl conservante del reactivo es inferior al 0,1% de acida sédica y no curnple
los criterins de 3 (SHA para sistancias peligrosas 2 2 concentracion indicada. Consulte [a
hoja de datos de sequridad de los materiales.

(=1

. Hlusuario debe validar cualquier condicion de almacenamiento que no sea una de las
especincadas en ¢! prospecta.

10.El disolvente pueds incluir albtimina de suero bovine y ¢l scbrenadante puede contener
suero bovino. Los praductos que contienen sugr fetal boving y los productos que
contienen albimina de suero bovino se compran & (os proveedores comerciales. Los
certificados de origen de la fuente animal utilizada en estos productos obran en el archivo
de Cell Marque. Los certificados aseguran que [as fuentes bovinas provienen de palses con
riesgo minimo de BSE y relacionan como fuentes de bovings EE. UU. y Canadd.

11, Como con cualquier praducto proveniente de fuentes bioldgicas, deberdn emplearce
procedimientos de manipulacion apropiados.

Cytokeratin 20 {Ks20 B) Mouse Moncclonal Antibody
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Instrucciones de Uso

Protocolos de tincidn recomendados para el anticuerpo primario indicado;

HiDef HRP:

HiDef Detection™ HRP Palymer System (N.° de catélogo 954D-20)

1. Técnica de recuperacion del epftopo: HIER, Reactivo para la recuperacitn del epitopo:
Trilogy

. Tiempo d& incubacién de anticuerpo (minutes): 10-3¢

_ Tiempo de incubacidn de HiDef Detection Amplifier (minutos): 10

. Tiempo de incubacidn de HiDef Detection Polymer Detector (minutos): 10

. Tiempo de incubacidn de DAB (minutos): 1-10

o R R S

. Deshidrate y cubra el pertaobjetos.

HiDef Ak Phas:
HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (I.° de cetalago 9620-20)

1. Técnica de recuperacion del epitopo: HIER, Reactive para la recuperacidn del epitopo:
Trilogy

. Tiempo de incubacion de anticuerpo (minutos): 10-30
. Tiempo de incubacin de HiDef Detection Amplifier {minutos): 10
. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Polymer Detector (minutos): 10

. Tiempode incubacion de Permanent Red (minutos): 15-30

o S HR - S 7 E R 8

. Deshidrate y cubra el portaobjetos.
Procedimientos de Control de (alidad -

Control de Tejido Positivo

(ada vez que se realice el procedimiento de tincidn, debe procesarse un contral positivo del
tejido. Este tejidu puede cantener células o componentes del tejido de tincion positiva y
negativa y servir como tejide de control positivo y negativo, Los tejidos de control deben ser
muestras frescas de autopsia, biopsia 0 cirugia preparadas o fijlacas con [a mayor brevedad
con un proceso idéntico al de los cortes en estudio. Bl uso de un corte de tejido fijado o
procesado de forma diferente & la muestra en estudio servird para el control de tocas los
reactivos y pasos del método exceptola fijacion y el procesamiento del tejido.

Un tejido con una tincidn positiva débil es mas adecuado para un conral de calidad Gptimoy

para detectar niveles pequefios de degradaciin de! reactivo. Bl control de tejido pesitivo para
el anticuerpo primario indicado puede incluir lo siguiente;

Control de Tejido Positivo

Tejido Visualizacién

(ardnoma de colon Citoplasmatica

Los controles de tejido positivos conocidos solo se deben usar para monitarizar el
compartamiento correcto de |os tefidos procesados y los reactivos de la prueba, y no-como
ayuda para establecer un diagndstico especifico de las muestras del paciente. Si los controles
positivos del tejido no muestran una tincion positiva apropiada, los resultados de las muestras
an estudio se deben considarar no validos,
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Control de Tejido Negativo

£l mismo tejido utilizado para el cantrol de tefido positivse puede utilizar en el control

de tejicio negativo, La variedad de tipos de células presentes en |a mayoria de los cortes

de tejidns ofrece sitios de control negativo internes, pero esto debe verificarlo el usuario.

Los componentes que no sé tifien deben demastrar [z ausencia de tincién especifiay
propordonar una indicacian de tintidn de fonde no especifica. Si se produce una tincidn
especifica en los sitios de control de tejido negativo, los resultados obtenidos con las muestras
del paciente deben considerarse no vdlidas,

Discrepancias Inexplicables

Las discrepancias inexplicables de los controles deben remitirse de inmediato al

servicio técnico de Cell Marque. Siles resuliados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultades del paciente 1o son vélidos. Véase la seccin Resolucitin de
problemas de este prospecic. ldentifigue y corrija el problema; a continuacidn, repita todo el
procedimiento con las muestras del paciente.

Reactiva de Control Negativo

Se debe utilizar un reactiva de control negativo para cada muesira para ayudar a interpretar
los resultados. Para evaluar una tincidn no especifica se utiliza un reactive de control negativo
en lugar del anticuerpo primario. Se deberd tratar el portaobjetas con el reactiva de contral
negative haciendo coincidir [3s especies hugspedes del anticuerpo primario e iddneamente
aon lamisma concentracion de lgG. £l perindo de incubacion para el reactivo de cantrol
negativo deberd seriqual que el periodo de incubadion del anticuerpa primario,

interpretacidn de los Resultados

Bl pracedimienta de inmunotingion causa [a precipitacian de un producio de reaccidn
toloreado en los sitios del antigenc localizados por €l anticuerpe primario. Consulte en |
prospacto correspondiente el sistema de deteccion las reacciones de color esperadas. Un
patilogo cualificado experimentado en procedimientos de inmunohistoguimica debe evaluat
los controles de tejido positivos y negativos antes de interpretar 0 resultados.

Comtrol de Tejido Positivo

El control de tejido positivo tenida debe examinarse primerc para determinar que todos los
reactivos funcionan adecuadamente. La presendia de un producto de reaccion con el color
adecuado dentra de las células diana es indicativa de una reactividad positiva. Consulte en

el prospecto del sistemna de deteccidn utilizado 1as reacciones de color esperadas. Seqiin sea

la duracién de la incubacidn y la potencia de la hematoxilina empleada, la contratingion

dard como resultado una coloracion azul de pélida a oscura de los niicleos celulares. [Ina
contratincion excasiva o incompleta puede comprometer [ interpretacion adecuada de los
resultados. Si los controles de tejidas positivos no muestran Una tindién positiva apropiada, los
resultados de las muestras en estudio se deben cansiderar no vatidos.

Control de Tejido Negativo

El control de tejido neqativo debe examinarse después del control de tejido positivo para
verificar la marcacion especifica del antigeno diana por el anticuerpo primario. La ausencia

de tincidn especifica en el control de tejido negative confirma la ausencia de reactividad
Criizada del anticuerpo cor 1as células o los componentes celulares. Sise produce una tincion
especifica en el control de tejico negativo, los resultados obtenidos con la muestra del
paciente se consideran no validos. La tincion no especifica, st la hay, tendrd un aspecte difuso.
También se puede observar una ligera tincidn especifica esporadica del tejida conjuntivo en
cortes de tejidos que no estén fijados dptimamente. Para la interpretacion de los resultados de
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la tincidn deben usarse células intactas. Las células necrdticas o degeneradas muestran una
tincidn no especifica,

Tejido del Paciente

Las muestras d2| paciente se delen examinar el final, La intensidad de la tinein positva se
debe valorar en el contexto de cualguier tincion ce fondo del control de reactiva negative.
Coma en cualquier prueba de inmunohistoguimica, un resultado negativo significa que el
antigeno en cuestidn no se ha detectado, no que el antigeno esté ausente de las élulas o del
tejido analizado. Un panel de anticuerpos puede ayudar a identificar reacciones neqativas
falsas {consulte la seccidn Sumario de resultados esperados}, La morfologia e cada muestia
del t2jido también debe examinarse utilizande un corte con tincion de hematoxilina y egsina
al interpreter cualuier restiltado de inmunohistaguimica. Un patélogo cualificade debe
interpretar los resultados morfologicos de! paciente y sus datos dinicos pertinentes,

Limitadiones |

1. El color del anticuerpo no afectz lo funcionamiento

2. Estereactivo es'de exdusivo uso profesicnal’, ya que [z inmunohistoguimica es un proceso
diagnastico de varias etapas que requiere una formacidn espedializaca en la seleccidn de
Ios reactivos, tefidos, fijacion y procesamiento apropiadas; |2 preparacion del portaohjetos
de inmunohistaquimica y la interpretacidn de los resultados de la tingidn.

3. Para usoexclusivo de laberatorio.
4. Para diagnastico in witro.

5. La tincion de los tejidos depende de 1a manipulacion y el procesamiento de los
mismas antes de 1a tincidn. Una fijacin, congelacion, descongelacion, lavado, secado,
calentado o corte inadecuados a la cantaminacidn con otros tejidos o liquidos puede
producir ariefactes, blogueo del anticuerpo o resultados falsos nagativos. Los resultados
inconsistentes pueden ser consecuencia de [as variaciones en los métodos de fijacidn y
embebido, asi como de imegularidades inherentes deatro del tejido.

6. Una contratincién excesiva o incompleta puede comprometer la interpretacién adecuada
de los resultados,

7. lainterpreracion clinica de una tincidn pasitiva o de su ausencia debe evaluarse en
el contexto de la historia dlinica, |a morfalogia, otros criterios histopatoldaicos, asi
comg otras pruebas diagnosticas. Este anticuerpe est disefiado para utilizarlo en un
panel de anticugrpos i fuera pertinente. Es responsabilidad de un patdlogo cualificado
familiarizarse con los anticuerpos, reactivos, paneles de diagnastico y métodos usados
para obtengr una preparacidn con tincion, La tincion se debe realizar en un laberatorio
certificado con la supervision de ¢n anatomopatdloga responsahle de la revisién de
os portaobjetos tefidos y de la verificacién de la idoneidad de los controles negativos
§ POSITivos

8. Cell Marque provee anticuerpos y reactivos en una dilucion dptima para usar como
seindica. Cualquier desviacion de los procedimientos racomendados del métoda
puede invalidar los resultados esperados. Se deben utilizar y documentar los controles
apropiados. Los usuarios deben asumir en cualquier caso la responsabilidad de la
interpretacién de los resultados del padiente.

9. Cell Marque pravee los anticuerpos primarias en farmato concentrado de manera que el
usuario pueda diluirlos después optimamente para usarlos sequn determing y observando
las tecnicas de validacién adecuadas. Los usuarios deben validar el uso de cualguier
disolvente que no se recomiende en este documenta. Una vez que el anticuerpo primario
haya sido validado como adecuado para usar, cualquier desviacion de los procedimientos
de prueba recomendados puede invalidar os resultados esperados. Se deben utilizar y
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docurmentar os controles aprepiados. Los usuarios deber asumir e cualquier caso la
responszbilidad de la inerpretacin de las restltacos del paciente,

10. Este producto ng estd disenace para utilizarlo en citametria de flujo,

11, Los reactivos pueden mostrar reacciones inesperadas en tejidos no estudiados
previamente, No puede excluirse completamente [a posibilidad de reacciones inesperadas,
incluso en grupos de tejidos analizados, debido a la variabilidad biolgica de |z expresisn
del antigeno en neoplasmas u otros tejfidas pamolégicos. Péngase en contaclo con el
servicio técnico de Cell Marque si sospechz que ha habido una reaccion inesperada
documentada.

12. Los tejidos de personas infectadas con el virus de |2 hepatitis By que contengan antigeno
de superficie (HBsAg) pueden mostar una tincién no especifica con peroxidasa de rabano.

13. Cuando se utilizan en pasos de bloquea, los sueros normales procedentes del
misma origen animal que |0s antisueros secundarios pueden provocar restiltados
de falsos negativos o falsos positivos debida al efeco g los altoanticuerpos o
anticuerpos paturales.

14. Pueden verse resultados de faksos positivos debida & la unidn de proteinas o productos de
reaccion del sustrato per mecanismos na inmunoldgicos. También pueden estar causados
por la actividad de lz pseudoperoxidasa (eritrocitos), actividad de la perovidasa endégena
(citocromo €) o biotina enddgena (ejemplo: higade, cerebro, mama, rifién) dependiendo
del tipo de técnica de inmunotincidn empleada.

15.Como en cualquier prueba de inmunohistoquimica, un resultado negativo significa gue
el antigena no se ha detectads, no que el antigeno esté ausente de las células o del
tejida analizado,

16. Los productos de enticuerpo prediluidos estan optimizados como praductos fistos para
usar, Debidoa la posioilidad de variaciones en la fijacidn y procesade del tejido, puede
ser necesario aumentar o reducir el tiempo de incubiacidn del anticuerpo primario en
muestras individuales.

17 El anticuerpo, en combinacian con sistemas de deteccidn y sus aceesorios, detectz los
antigenos que sobreviven al proceso habitual de Ajacion con formol, procesado y corte del
tejido. Los usuarios que se desvien de los procedimientos de prusba recomendados son
responsables, como [0 serfan en cualquier caso, de la interpretacion y validacion de los
resultades del paciente,

Sumaria de Resultados Esperados

Consulte las siguientes tablas de reactividad:

Estudio Normal
N
Tefiido NE
Tejida () Total | Notas
(erebra 0 1
Cértex adrenal 0 '. 1
Ovarios 0 1
Fancreas 0 1
Paratiroides 0 1
wPituiIaJia 0 1
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Estudio Normal
Ne
Tafiido Ne
Tejido [} Total | Notas
Testiculos ] 1
Tiroides 0 1
Pecho 0 2
Bazo 0 1
Amigdalas 0 1
Timo 0 1
Médula fzea 0 1
Pulmaones 0 2
(orazin { 1
Estfago 0 1
Estdmago 1 1
Intestina delgado 1 1
{olon X 1 1
Higado ] ]
Glandula salival 0 1
Vesicula biliar 0 1
Riflanes 0 1
Vejiga 1 I
Prostate 0 1
Utero 0 1 i
Trompas de Falapio 0 1 ”_|
Uréter 0 1 |
Cérvix 0 1
Misculos del esqueleta 0 1 ]
Msculo liso 0 1
Piel 0 1
Nervios periféricos 0 1
Mesotelio 0 1
Grasa 0 1
: Placenta 0 1 ]

Este anticuerpa tine tejidos normales como estd indicado en la literatura,

Estudio de la Enfermedad del Tejido

N_a

Tenido. N2

Tejido (-+) Total | Notas
Adenocardnoma de colan 16 19
Carcinoma de células ' i
transicionales
Carcinoma ducal invasiva

0 3
de mama
Adenocarcinoma de estimago 0

Este anticuerpo tiie tumares como estd indicado en la [ireratura,

Resolucion de Problemas

1

_ Siel control positivo muestra una tincion mas debil de la esperada, deben analizarse ctros

controles positivos realizados en la misma tingidn para determinar i se debe al anticuerpo
primario 0 & uno de los reactivos secundarios comunes.

. Siel contrel positivo da negativo, se deben analizar otros controles positivos usados en 3

misma ejecucion para determinar si se debe al anticuerpo primario 0 a uno de los reactivas
secundarios comunes; Los tejidos pueden haberse recagido, fijade o desparafinado de
manera inadecuada. Deberd sequirse el procedimients adecuada para la recogida, la
conservacion y la fijacidn.

. Sise produce una tincidn de fonda excesiva, pueden haber niveles altos de biotina

endagena. Se deberd incluir una etapa de bloques con bigtina a no ser que se esté
utilizando un sistema de deteccifn sin bioting, en cuyo caso ninguna biotina presente serfa
un factor que contribuyera & |a tincidn de fondo.

. Sinose haeliminado toda la parafina deberd repetirse el procedimiento

de desparafinacidn.

_ Silos cortes de tejido lavan el portaabjetos, deben comprabarse los mismes para

garantizar que tienen <arga positiva. Qtras posibilidades que podrian afectar
adversamente a la adhesion del tejido incluyen un secade insuficiente del corte de tefido
£n el portaobjetas antes de la tincion o fijacion en formel que na fuera neutralizado con
tarmpdn apropiadamente. El grosor del tejido también puede ser un factor causante,

Para conccer |a accion correciiva, consulte |a seccion de las instrucciones de uso o contacte
con el servicio técnico de Cell Marque 3 través de techsuppori@cellmarque.com.
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Cytokeratin 7 (OV-TL 12/30) Mouse Monoclonal Antibody

Para Diagnéstico In Vitro (IVD)

Identificacién del Producto

@ Descripcion

307M-94 0,1 ml concentrado

307M-55 0,5 ml concentrado

307M-96 1,0 ml concentrado

307M-97 1,0 ml prediluido listo para usar
307M-98 7.0 ml prediluido listo para usar
307M-S0 25,0 mi prediluido lista para usar

Definiciones de los Simbolos

[eveone | | cidgo

] prediluir

concentrado

[2] ascitis

[e] SUerD

[5] sbrenadante

rango de dilucidn del concentrado
Uso Previsto

Este anticuerpo esta destinado para uso diagndstico i vitrm (VD).

£l Cytokeratin 7 (OV-TL 12/30) Mouse Monoclonal Primary Antibody estd disefado para
utilizarse en un labaratorio para detectar la proteina citoqueratina 7 en tejidos embebides en
parafing, fjados con formalina y tefiides en pruebas de inmunohistoquimica (1HC) cuafitativa.
Los resultades ebtenidas con el uso de este producto junto con la historia clinica relevante

del pacientz, otras pruebas diagndsticas y controles adecuados debe interpretarlos un
patolego cualificado.

Resumen y Explicacion

La anti-cytokeratin 7 reacciona con proteinas que se encuentran en 3 mayorfa de las
celulas ductales, glandulares, de transicion y epiteliales del conducto biliar. El marcada de
I Cytokeratin 7 (CK7) puede ayudar a distinguir entre carcdinomas de pulman’ y mama y
cartinomas uroteliales gue normalmenta dan tincidn positiva, i los carcinomas de colon y
préstata, que normalmente carecen da la expresidn CK7.%" CK7 es un marcador comin de

lns adenogarcinomas primarios de pulmdn (casi todos los cases) con menor especificidad,
ya que fambién se observa en otros carcinomas primarios de pulman y en cardinomas no
pulmonares.' La anti-cytokeratin 7 también ha resultado (til en el diagndstice diferencial
de {35 neoplasias de ovario® Este anticuerpo no reconoce las proteinas de los filamentos
intermedios.

Principios y Procedimientos

£l anticuerpo primario indicado puede utilizarse como anticuerpa primario para [a tincion
Inmunohistoquimica de cortes de tejido fijado con formol y embebido en parafine. En
general, [3 tincin inmunohistoguimica junto con el sistema de deteccion mediante union con
peroxioasa de rabano (HRP) o fosfatasa alcalina permite la visualizacion de antigenas a través
de la aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico (enticuerpo primario) al antigeng, un
anticuerpo secundzrio (anticuerpo de union} al anticuerpo primario, un compleje enzimatico
¥ un sustrato cromogénico con etapas de lavado intermedias. La activacién enzimética del
cromAgena da lugar a un producto de reaccion visible en el sitio del antigeno. La muestra
puede entunces contratenirse y aplicarse un cubreportaobjetos. Les resultados s interpretan
£on N microscopia fotico.

Materiales y Métodos

Reactivos Suministradas

Composici6n del Producto

Amortiquador Tris, pH7,3-7,7, con un 1%

EEiiiolib ey e BSA y <0,1% de azida de sodio

Amortiquador Tris, pH 7,3-7.7, con un 1%

S G de BSA y <0,1% de azida de sodic

Host raton
Isotipo g /k

| a0, :
Intervalo de dilucidn de trabajo 1100-1:500
recomendado
fuente sobrenadante

Veea [ etiqueta del producto para informacion especifica sobre el lote acerca de lo siquiente;
1. Concentracion de anticuerpos de inmunoglobulina

2, Detalles de la fuente

Reconstitucion, Mezcla, Dilucion y Titulacion

£l anicuerpo prediluido esta listo para usar y optimizado para la tincion. £l anticuerpo
concentrado esta optimizado para diluirlo en el rango de dilucion con Cell Marque Diamond:
Antibody Diluent.
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Materiales y Reactivas Necesarios No Suministradas

Los siguientes reactivos y materigles pueden ser necesarios para la tincion, perono se incluyen
con el anticugrpo primario;

. Tejido de control positivo y negative

. Portaobjetos para microscopio con carga positiva

et pes

. Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 53-65 °C

e

. Cubetas o baios de tincion
5. Gonometg
6

. Xileno o sustituto de xileno

~1

. Alcohol reactiva o etanol

Nota: B tratamiento previo de un paso de Celf Marque, Tritagy™ (N.° de catdiogo 920P-06),
puede sustituir os elementos de fos purtos 6 y 7 anteriares.

8. Agua desionizada o destilada

9. Equipo de calentamiento, como la olla de presion eléctrica para el paso del rratamiento
previo del tejido

10:Sistema de deteccion como HiDef Detection™ HRP Polymer System (N.¢ de catéloge
954D-20} o HiDref Detection™ Alk Phos Palymer System (N.¢ de catdlogo 5620-20)

11, Cromégeno, como DAB Substrare Kit (N.2 de catélogo 957D-20) o Permanent Red
Chromogen Kit (N.° de catalego 9500-10)

12, TBS IHC Wash Buffer + Tween®= 20 (N.° de catdlogo 9358-09)

13. Hemartoxylin U oira contratingion

14, Diluyentes de anticuerpo, como Diamond: Antibody Diluent (N.° de catdlogo 938B-05) o
Emerald: Antibedy Diluent (N ° de catélogo 9368-08)

15. Peroxide Block {N.° de catdlogo 9258-05) para usar con HRP

16. Avidin-Biatin Blocking Reagents para usar con deteccion con estreptavidina-biotina
17 Negative Control Reagent (N.° de catdlogo $398-02 parz universal)

18. Mounting Medium

19, Cubreobjetos

20. Microscopio optico (40-400x)

Conservacion y Manipulacidn
Almacenar a 2-§ °C. No congelar,

Para garantizar [a dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo, tras cada
utilizacion se debe volver a poner el tapdn y almacenar el frasco inmediatamente en la nevera,
en posicion vertical.

Todos los reacrivos de anticuerpa tienen una fecha de caducidad. £l reactivo es estable hasta
la fecha indicada en la etiqueta siempre gue se almacene correctamente, No usar el reactivo
despugs de lafecha de caducidad para el métado de almacenamiento descrito.

Mo hay signos definitivos que indiquen 1 inestabilidad de este producio, por o que

los controles positivas y negativos deben analizarse simultneamente con muestras
desconncidas. Contacte con el servicio técnico de Cell Marque si tiene sospechas sobire I
inestanilidad del reactivo,
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Extraccion y Preparacion de la Muestra para s Anglisis

Cuando se utiiza el procedimiento habituat, los tejidos fjados en formol-en tampén neutro y
embebidos en parafina resultan adecuados para el usa con este anticuerpa primaric cuando
52 utiliza con los kits de deteccin de Cell Marque {ronsulte Iz seccidin Materiales y reactivos
necesarios no suministradas). Nota: Cell Marque evalta el resultado solo en tejidos humanos.
El fijador de tejido recomendad es formalina tamponada neutral 10%, Pueden tener lugar
resultados variables como consecuencia de unz fijacién prolongada o procesos especiales
tales como la descalcificacion en |a preparacion de fa médula dsea.

(ada seccitn debe cortarse con el grosor apropiado (aproximadamenta 3 pm) y colocarse

e Un portachjetos de vidrio con carga positiva. Los portachietos que contienen el corte de
Tejido pueden secarse durante al menos 2 horas {pero no mas de 24 horas) en un horme a una
temperatura de 53-65 °C.

Advertencias y Precaudiones

1. Adopte las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. Usar guantes
y batas de laboratorio desechables cuando se manipulen materiales potencialmente
carcindgenos o tdxicos (como xilenn).

2. bvite el contacto de los reactivos con los ojos y las membranas mucoss. Si se produce el
contacto con dreas sensibles, avese con agua zbundante,

3. Las muestres del paciente y todas los materizles en contacto con eflas deben tratarse
como i fuesen materiales potendialmente infecciosos y desecharse con las precauciones
adecuadas, Nunca pipetear con la baca.

4. Evitar la contaminacion micrebiana de los reactivas, ya que podrizn producirse
resultadgs incorrectos,

5. Elusuarip debe validar los tiempos y temperaturas de incubacidn.

6. Losreactivs prediluidos listos para usar estan diluidos dptimamente por lo que una
dilucion adicional podria producir la pérdida de tincidn del antigeno.

7. Los reactivas concentrados pueden diluirse optimamente en base a la determinacion del
usuario, £l usuario deberd validar igualmente tanto la compatibilidad como el efecioen la
estabilidad de cualquier disolvente utilizado que ng esté recomendado especificamente en
este.documento.

8. Este producio nose clasifica como sustancia peligrosa cuando se usa sequin las
instrucciones. £l conservante cel reactivo es inferior al 0,156 de acida sadica y no cumple
los criterins de la OSHA para sustandias peligrosas a [2 concentracion indicada. Consul [a
hoja de datos de sequridad de los materiales,

9. Elustiario debe validar cialquier candicion de almacenamiento que no sea Una de las
especificadas en el prospecto,

10.H disolvente puede incluir albimina de suera bovine y el sabrenadante puede contener
suero bovino. Los productas que contienen suera fetal bevino y los productos que
contienen albimina de suero bovind se compran & los proveedares comerciales. Los
certificados de origen de la fuente animal utilizada 2n estos productos obran en el archivo
de Cell Marque. Los certificados asequran que fas fuenies bovinas provienen de pafses eon
riesgo minimo de BSE y relacionan como fuentes de bovinas EE. UU. y Canada.

17. Como con cualquier praducto proveniente de fuentes biologicas, deberdn emplearse
procedimientos de manipulacién apropiados.
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Instrucciones de Uso

Protocolos de tinddn recomendadas para el anticuerpo primario indicado:

HiDef HRP:

HiDef Detection™ HRP Polymer System (N.2 de catélogo 954D-20)

1. Técnica de recuperacidn del epitopo; HIER, Reactivo para la recuperacion del epitopo:
Trilogy

. Tiempo de incubacian de anticuerpo (minutas): 10-30

. Tiempo de incubacidn de HiDef Detection Amplifier (minutos): 10

~ Tiempo de incubaciin de HiDef Detection Polymer Detector (minutos): 10

. Tiempo de incubacion de DAB (minutos); 1-10

o L TR SR R

. Deshidrate y cubra el portaobjetos.

HiDef Alk Phos:
HiDef Detection™ Alk Phas Polymer System (N-2 de catalogo 9620-20)

1. Tecnica de recuperacion del epitapo: HIER, Reactivo para la recuperacion del epitopo:
Trilogy

. Tiempo de incubacian de anticuerpo (minutos): 10-30
. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Amplifier {minutos}: 10
. Tiempo de incubacidn de HiDef Detection Polymer Detector (minutes): 10

. Tiempo de incubacién de Permanent Red {minutos): 15-30

Lo T T

. Deshidrate y cubra el portaobjetos.

Procedimientos de Control de Calidad

Control de Tejido Positivo

Cadavez que se realice el procedimiento de tincidn, debe procesarse un control positiva del
1ejido. Este tejido puede contener células o companentes del tejido de tincion positiva y
niegativa y servir coma tejido de control positivo y negativo. Los tejidos de control deben ser
muestras frescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o fijadas con la mayer brevedad
on Un proceso idéntico al de los cortes en estudio. Bl uso de un corte de tejida filzdo o
procesado de forma diferente a la muestra en estudio servird pare el control de todos los
reactivos y pasos del métoda excepio la fijacian y el procesamiento del tejico.

Un ejido con una tincidn positiva débil es mas adecuado para un control de calidad dptimoy

para detectar niveles pequenios de degradacion del reactivo, Bl control de tejida positive para
el anticuerpo primario indicado puede incluir lo siguiente:

Control de Tejido Positivo

Tejido Visualizacion
Adenocarcinoma pulmonar Citoplasmatica
Glandula salival (itoplasmatica

Los controles de tejido positivos conocidos solo se deben usar para monitorizar el
compartamiento correcto de los 1ejidos procesados y 08 reactivos de [a prieba, y no como
2yuda para establecer un diagndstico especifico de las muestras del paciente. Si los controles

(M(30729050 - ESRev.5,0 - p.3

positivos del tajide no muestran una tincion positiva apropiada, los resultados de las muestras
en estudio se deben considerar no vélidos.

Control de Tejido Negativo

El mismotejidoutilizado para el control de tejide positiva se puede wtilizar en el control

de tefido negative, La variedad de tipos de células presentes en la mayoria de los cortes

de ejidos ofrece sitios de control negativo internos, pero esta debe verificarlo el usuario.

Los componentes que no se tinen deben demosirar la auszncia de tincidn especifica y
propercionar ura indicacidn de tincion de fondo no especifica. Sise produice una tincion
especifica en los sitios de conteol de tefido negative, los resuliados obtenidos con las muestras
del paciente deben considerarse no validas.

Discrepancias Inexplicables

Las discrepancias inexplicables de los controles deben remitirse de inmediato al

servicio técnico de Cell Margue, Silos resultados del control de calidad no cumplen fas
especificaciones, Ins resultados del paciente no son validos. Véase |3 seccion Resalucion de
problzmas de este prospecto. ldentifique y corrija el problema; 8 continuacidn, repita todo el
procedimiento con las muestras del paciente.

Reactivo de Control Negativo

Se debe utilizar un reactivo de contral iegative para cada muestra para ayudar a interpretar
los resultados. Para evaluar una tincion no especifica se utlliza un reactivo de control negativg
en lugar del anticuerpo primario. Se deberd tratar el partanbjetos con f reactivo de control
negativo haciendo coincidir las especies huéspedes del anticuerpo primario € idéneamente
con |a misma concentracién de lo6. El periodo de incubacitn para el reactive de control
negativo deberd ser iqual que el periodo de incubacidn del anticuerpo primaria.

Interpretacién de los Resultados

£l procedimiento de inmunotingidn tausa la precipitacion de un producto de reaccién
colorezdo en los sitios del antigena localizados por el anticuerpo primario. Consulte en el
prospecto correspondiente del sistema de deteccidn las reacciones de color esperadas. Un
patbloge cualificado experimentado en procedimientos de inmunohistoquimica debe evaltiar
los controles de tejida pasitivos y negativos antes de interpretar [os resultados,

Control de Tejido Positive

Bl control de t2jido positiva tefido debe examinarse primero para determinar que tados los
reactivos funcionan adecuadamente, La presencia de un producto de reaccion con &l color
adecuado dentra de las células diana es indicativa de una reactividad positiva. Consulte en

el prospecto del sistema de deteccion utilizado las reacciones de color esperadas. Segun sea

la duracién de la incubacion yla potencia de la hematoxilina empleada, Iz contratincion

dara como resultado una coloracién azul de pdlida a oscurs de los niicleos celulares. Una
conratingign excesiva o incompleta puede comprometer la interpretacién adecuada de los
resultados. i los controles de tejidos positivos no muestran una tincién positiva apropiada, los
1esu tados-de las muestras en estudio se deben cansiderar no validos.

Control de Tejido Negativo

El control de tejido negativo debe examinarse después del control de tejido positivo para
verificar la marcacion especifice del antigena diana por el enticuerpo primario, La gusencia
dz tincidn especifica en el contrel de tejido negativo confirma |a ausencia de reactividad
«ruzada del anticuerpo con las eélulas o los componentes celulares. S se produce una tincidn
especifica en el control de tejido negative, los resultados obtenidos con la muestra del
paciente se consideran no vélidos. La tincidin no especifica, si la hay, tendrd un aspecto difuso.
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También se puede observar una ligera tincién especifica esporddica del tejido conjuntivo en
cortes de fejicos que no estén fjados dptimamente. Para 13 interpretacion de los resultados de
la tincion deben usarse células intactas. Las células necrGticas o deqeneradas muestran una
tincion no especifica.

Tejido def Paciente

Las muestras del paciente se deben examinar al final. La intensidad de |3 tincidn positiva se
debe valorar en el contexto de cualguier tinidn de fondo del control de reactivo negztive.
Como en cuglquier prusba de inmunohistoguimica, un resultado negativa significa gue el
antigeno &n cuestion nose ha detectado, no que el antigeno esté ausente de las células o del
tejido-analizada. Un panel de anticuerpos puede ayudar a identificar reacciones negativas
falsas (consulte [a seccion Sumario de resultados esperados). La morfologia de cada muestra
del tejido también debe examinarse utilizando un corte con tincién de hematoxilina y eosina
alinterpretar cualquier resultado de inmunahistoouimica. Un patdlogo cualificado debe
interpretar los resultados morfoldgicos del paciente y sus datos dinicos pertinentes.

Limitaciones

1. El color del anticuerpo no afecta lo funcionamienta.

2. Estereactivo es ‘de exdusivo uso profesional’, ya que |3 inmunohistaquimica es un proceso
diagndstico de varias etapas que requiere una formacidn especializada en 1 seleccion de
Ios reacivos, iejidas, fijacién y procesamiento apropiados; [a preparacion del portachjetos
de inmunohistoquimica y la interpretacin de los restltados de la tincion.

3. Para uso exclusivo de laboratorio.
4. Para diagnostico in vitro,

5. Latincion de los tejidos depende de |z manipulacion v el procesamiento de los
mismas antes de la tincidn. Una Rjacién, congelacion, descongelacion, lavado, secad,
calentado a corte inadecuados o la contaminacién can otros tejidos o Iiguidos puede
producir ariefactos, bloqueo del anticuerpe o resultados falsos nagativos. Los resultados
incansistentes pueden ser consecuencia de las variaciones en los métados de facidn y
empebido, asi como de irequizridades inherentes dentro del tejido,

6. Una contratincidn excesiva o incompleta puede comprometer la interpretacion adecuada
de fos resultados.

7. Lainterpretacion clinica de una tincidn positiva 0.de su ausencia debe evaluarse en
el contexto de a fistoria clinica, 2 merfelagia, otros criterins histopatoldgicos, asi
como otras pruebas diagnsticas, Este anticuerpo ests disenado para utilizarlo enun
panel de anticuerpos si fuera pertinente, Es respansabilidad de un patélogo cualificado
familiarizarse con los anticuerpos, reactivos, paneles de diagndstico y mélodos usados
para ohiener Una preparacion con tingion. La tincidn se debe realizar en un kaboratorio
tertificado con la supervision de un anatomopatologo responsable de la revision de
los portachjetos tenidos y de la verificacion de la idoneidad de los controles negativos
§ positivos.

8, Cell Marque provee anficuerpas y reactivos en una dilucin Gptime para usar como
se indica. Cualouier desviacitn de los procedimientos recomendados del método
puede invalidar los resultados esperados. Se deben utilizar y documentar [os contrales
apropiados. Los usuarios deben asumir en cualguier caso [a responsabilidad de fa
interpretacidn de los resultados del paciente.

9. Cell Marque provee los anticuerpos primarios en formato concentrado de manera que e
usugrio pueda diluirlos despugs Gptimamente para usarlos sequn determine y observando
las t€cnicas de validacion adecuadas, Los usuarios deben validar el uso de cualquier
disolvente gue no se recomiende en este documento. Una vez gue el anticuerpo primario
haya sido validada come adecuada para usar, cualguier desviacidn de los procedimisntos
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de prueba recomnendacos puede invalidar los resultedos esperadas. Se deben utilizar y
documnentzr los controles apropiados. Las usuarios dehen asumir en cualquier caso la
responsabilidad de [z interpretacion de fos resultados del padiente.

10. Este producto no estd disefado para utlizarlo en citometrfa de flujo,

11. Los reactivos pueden mostrar reacciones inesperadas en tejidos no estudiadas
previamente. No puede excluirse completamente la posibilidad de reacdiones inesperadas,
inclusb en grupas de tejidas analizedos, debido a lz variabilidad biolégica de la expresicn
del antigeno en necplasmas u otros tejidos patoldgicos. Pongase en contacto can el
servicio técnico de Cell Marque i sospecha que ha habido una reaccidn inesperada
documentada.

12.Los tejidos de personas infectadas con el virys de la hepatitié By que contengan antigeno
de superficie (HBsAq) pueden mostrar unatinci6n no especifica con peroxidasa de rabano.

13. Cuando se utilizan en pasos dz blogueo, los sueros normales procedentes del
mismo arigen animal que las antistieras sequndarios pueden provocar resultados
de falsos negativos o falsas positivos debido al efecto de los autoanticuerpas o
anticugrpos naturales.

14. Pueden verse resultados de falsos positivos debido a la unidn de protefnas o productos de
reaccion el sustrato por mecanismos no inmunoldgicos. Tambign pueden estar causados
por [a actividad de la pseuroperoxidasa {eritracitos), actividad de [a peroxidasa endégena
{citocroma C) o biotina enddgena (ejemple: higado, cerebro, mama, rifion) dependiendo
del tipo de técnica de inmunotincitn empleads.

15. Como en cualguier prueba de inmunchistoquimica, un resultado negative significa que
el antigeno no se ha detectadn, no que el antlgena esté ausente de las células o del
tejido analizade.

16, Los prodictos de anticuerpo prediluidos estn optimizados como proguctos listos para
usar. Debidoa la posibilidad de varlaciones en la fjacion y pracesado del tejido, puede
ser necesario aumentar o reducir el tiempo de incubacidn del anticuerpa primaria en
muestras individuales.

17.El anticuerpo, en combinacion con sistemss de deteccion y sus accesorios, detecta los
antigenos gue sobreviven al procesa habitual de fjacion con formol, procesado y corte del
tejido. Los usuarios que se desvien de los procedimientos de prucba recomendados son
responsables, coma o serfan en cualquier caso, de la interpretacion y validacién de las
resultados del paciente.

Sumario de Resultados Esperados

Consulte las siguientes tablas de reactividad:

EstudioNormal _
Ne

Iefiido N2
Tejido (+ Total | Notas
Cerebro 0 1
(drrex adrenal 0 1
Ovarios 0 1
Pancreas 1 1 .
Paratiroides 1 1
Pituitaria 1 1
Testiculos g 1 .
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Estudio de la Enfermedad del Tejido
N_O

Tenido NE
Tejica {+) Toral | Natas
Carcinoma ductal invasivo %0 2
de mama
Adenocarcinoma de colon 5 16
Adenogrcinema pulmonar 3 3 '
Mesetelioma 1 1

Estudio Normal

e

lefico N2
Tejido () Toral | Notas
Tiroiges 1 1
Pecho 2 1
Bazo " 0 1
Amigdalas 0 1
Timo 1 1 Corpiisculos de Hassall +
Médula dsea { 1
Pulmanes 2 2
Corazon 0 1
Esofago 0 1 3
Estdmago 1 1
Intesting delgado 0 1
(olon J 0“ i ]
Higado 1 1 Conductos biliares +
Gldndula salival 1 1
Vesicula biliar 1 1
Ringnes 1 1 Conductes colectores +
Vejiga 1__ ‘i =
Préstata 1 1 (Células basales +
T e P —_1"_ 1 2 -Gia’ndulas endometriales -+
Trompas ¢2 Falopio 1 1
Uréter 1 1
Cérvix 1 1
Misculos del esqueleto 0 1
Musculo liso 0 1
Piel 1 i Gl2ndulas sebdceas +
Nervios periféricos 0 1
Mesozelio 1 1
Grasa 0 1
Placenta 1 1

Este anticuerpo tine tefidos normales coma estd indicado en la literatura.

Este anticuerpo tie tumares como estd indicado en la [eratura,

1.

Siel control positiva muestra una tincion mas débil de fa esperada, deben analizarse otros
controles positivos 1ealizados en |a misma tincion para ceterminar i se debie al anticuzrpo
primaiio 0@ uno de Jos reactivos secundarios comunes,

. Siel control positivo da negativo, se deben analizar otros controles positivos Usados en (3

misma ejecucion para determinar si se debe al anticuerpo primario o a uno de los reactivos
secundarios comunes. Los tejidos pueden haberse racogido, fijado ¢ desparafinada de
manera inadecuada. Debers sequirse el procedimiento adecuado para la recogida, la
conservacion y la fijacidn,

. Siseproduce una tincidn de fondo excesiva, pueden haber niveles altos de biorina

enddgena, Se deberd incluir una etapa de bloqueo con bicina a no ser que se esté
utilizando un sisiemz de deteccion sin bioting, en cuyo caso ninguna biotina presentz seria
un factor que contribuyera a [z tincién de fondo.

Sinose haeliminado toda la parafina deberd repetirse el procedimiento
de desparafinacion.

. Silos cortes de tejido lavan el portaobjetos, deben comprobarse los mismas para

garantizar que tienen carga positiva. Otras posibilidades que podrian afectar
adversamente a la adnesion del tejido incluyen un secado insuficiente del corte de tejido
en el portabjetos antes de la tincion o fijacion en formal que na fuera neltralizado con
tampén apropiadamente. El grosor del tejido también puede ser un factor causarite.

Para conocer [a accidn correctiva, consulte la seccion de 1as instrucciones de so o contacte
con el servido técnico de Cell Margue @ través de techsupport@cellmargue.com.

Bibliografia

I

Jerome MV, et al. Expression of TTF-12and Cyiokeratins in Primary and Secondary Epithelial
Lung Tumours: Correlation with Histolagical Type and Grade. Histopathology. 2004;
45:125-34,

. Murray SK, et al. Spread of Prostate Carcinoma to the Perirectal Lymph Node Basin:

Anglysis of 112 Rectal Resections over a 10-year Span for Primary Rectal Adenocarcinoma.
Am ] Surq Pathal, 2004; 28:1154-62.

. ChuPetal. Cyokeratin 7 and Cytokeratin 20 Expression in Epithelial Neoplasms: a Survey

of 435 Cases. Mod Pathol. 2000; 13:962-72.

. Loganis, et al. Immunaprofile of Ovarian Tumors with Putative Transitional Cell

(Urothelial} Differentiation using Novel Urothelial Markers: Histogenetic and Diagnostic
Implications. Am | Surg Pathel. 2003; 27:1434-41.

(ytokeratin 7 (OV-TL 12/30) Mause Monoclonal Antibody


Inmunotech Laboratories SAS

Inmunotech Laboratories SAS
215


)@ CELL MARQUE’

a SIGMA-ALDRICH company

5. Ramalingam P etal. nvasive Micropapillary Carcinoma of the Breast Metastatic to the
Urinary Bladder and Endometrium: Diagnaostic Pitfalls and Review of the Literature of
Tumers with Micrapapillary Features. Ann Diagn Pathol, 2003; 7:112-9.

6. Roy S, eral. Adenccarcinama of the Urinary Bladder. Arch Pathol Lab Med, 2011;
135:1601-5.

7. Han AC, etal. Coexpression of Cytokeratins 7 and 20 Confirms Urothelial Carcinoma
Presenting as an Intrarenal Tumor. Cancer. 1999; 86:2327-30,

8. McCluggage WG, et al. Metastatic Neoplasms Involving the Ovary: a Review with an
Emphasis an Marphological and Immunohistochemical Features. Histopathology. 2005;
47:231-47.

“TWEEN es una maca registrada de Croda International PLC,

©2019 Sigma-Aldrich Co, LLC. Todas los derechos reservados. SIGMA-ALDRICH es una marca
comercial de Sigma-aldrich Co. LLC, registrada en EE_ ULy en otros paises. Cell Marque,
Trilogy, Declere y RiDef Detection son marcas comerciales de Sigma-Aldrich Co. LLC o desus
filiales.

EE] wivw.cellmarque.com

‘ 5600 Sierra College Blvd. - Rocklin, CA 95677 USA - 916-746-8900

EMERGO EUROPE
EC | REP
Prinsesseqracht 20, 2314 AP The Hague, The Netherlands
(M Template #2.4

Implemention date 6 Feb 2019

CME30729050 + ESRev. 5,0+ p.6

Cytokeratin 7 (OY-TL 12/30) Mouse Monoclonal Antibody

216


Inmunotech Laboratories SAS

Inmunotech Laboratories SAS
216


)@ CELL MARQUE"

a SIGMA~-ALDRICH company

(MC23829040 + ESRev. 40+ p.1

Chromogranin A (LK2H10) Mouse Monoclonal Antibody

Para Diagnéstico In Vitro (IVD)

Identificacion del Producto

Descripcidn

238M-04 0,1 ml cancentrado

238M-95 0,5 ml concentrado

238M-96 1,0ml concentrado

238M-97 1,0 ml prediluido listo para usar
238M-98 7,0 ml prediluido listo para usar
238M-90 25,0 ml prediluido listo para usar

Definiciones de los Simbolos

KEY-CODE | | cidigo
[¥] prediluir
concentrado
(2] ascitis
[=] suero
[5] | sobrenadante
rango de dilucién del concentrado
Usa Previsto

Este anticuerpo esté destinado pare uso diagndsticoin vitro (IVD).

Chromogranin A (LK2H10) Mouse Monoclonal Primary Antibody esté disefado para el uso en
ladetecridn de la proteina cromogranina A en tefide fjado con formal & incluida en parafina
teflido en una prueta de inmunchistoguimica (IHC) cualitativa,

Los resultados obtenidos con el uso de este producto junto con la historia clinica relevante
del paciente, otras pruebas diagnosticas y cantroles adecuados dabe interpratarlos un
patologo cualificada,

Resumen y Explicacion

Los métados inmunohistoquimicas han localizadn la cromograning en ung amplia variedad
de tejidos enddcrines incluyende pituitaria, péncreas, tiroides y paratiroides.™ Las células
newroendaderinas muestran una fina y granular inmunorreactividad con la comaogranina," £n
general es aceptado que la coexpresion de ciertas queratinas y cromograning esta relacionada
conun linaje neuroendderino. La presencie de una tincion fuerte con cromogranina y la

ausencia de tincion con querating podifa indicar |3 posibilidad de un paraganglioma. La
coexpresion de cromograning y EEN es tipica de las neoplasies neuroendderings,

Principios y Pracedimientos

El anticuerpo primaric indicado puede utilizarse como anticuerpo primario para 3 tincidn
inmunohistoquimica de cortes de tejido fijado con formol y embebido en parafing. En
general, la tincidn inmunohistoquimica junto con el sistema de deteccion mediante unidn con
peroxidasa de rabana (HRP) o fosfatasa alcalina permite la visualizacion de antigenos a través
de fa aplicacin secuencial de un anticuerpo especifico (anticuerpo primaria) al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpe de unidn} al anticuerpe primario, un camplejo enzimatico
yun sustrato cromogénico con etapas de lavado intermedias. La activacion enzimatica del
croméqgene da lugar a un producto de reaccién visible en e sitio del antigeno. La musstra
puede entonces contratefirse y aplicarse un cubreportaohietos. Los resultados se interpretan
CON Un microscopio dptico.

Materiales y Metodos

Reactivos Suministrados

Composicion del Producto

Amartiguador Tris, pH7,3-7,7, con un 1%

Freailuc-clidaen de BSAy <0,1% de azida de sodio

AmartiguadarTris, pH7,3-7.7, con un 1%

L de BSA y <0,14% de azida de sodio

Host rattin

[stipo lgG. /k
Imervalo de dilucion de trebajo 11001500
recomendado

Fuente sobrenadante

Veala etiqueta del producto para informacidn especifica sobre e Iote acerca de fo siquiente:
1. Concentiacion de anticuerpos de inmunoglobuling
2. Detalles de la fuente

Reconstitucidn, Mezcla, Diluciony Titulacidn

El anticuerpo prediluido esta listo para usar y optimizado para la tincidn. El anticuerpe
concentrado estd optimizada para diluirlo en el ranga de dilucidn con Cell Marque Diamand:
Antibady Diluent.
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Materiales y Reactivos Necesarios No Suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para fa tincidn, pero no se incluyen
on el anticuerpo primario:

. Tejidode control positivo y negativo

. Portaobjetos para migrascopio con carga positiva

. Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 53-63 °C
. Cubetas o bafios de tincién

. Gondmetro

. Xileno o sustinuto de xileno

~ o n s ol Ry

. Alcohol reactivo o etanol

Nota: H tratamiento previo de un paso de Cell Marque, Trilogy™ (N de catdiogo 920P-06),
puege sustirair fos elementos delos punios 6 y 7 anterigres,

8. Ague desionizada o destilada

9. Equipa de calentamienio, cama la olla de presion eléctrica para €l paso del tratamiento
previo del tejido

10, Sistema de deteccion como HiDef Detection™ HRP Polymer System (N.¢ de catdloga
8540-20) o HiDef Detection™ Alk Phas Palymer System [N.9 de catdlogo 562D-20)

11. Crombgeno, como DAB Substrate Kit (N.2 de catdlogo $57D-20) o Permanent Red
Chromogen Kit (N. de catdloge 950D-10)

12. TBS IHC Wash Buffer 4 Tween®* 20 (N @ de cardlogo 9358-09)
13. Hematoxylin u otra contratingion

14, Diluyentes de anticuérpo, como Dizmond: Antibody Diluent (N.2 de catdloga 9388-05) o
Emerald: Antibody Diluent (N2 de caréloga 9368-08)

15, Perowide Block (N.2 de catilogo 9258-05) para usar con HRP

16.Avidin-Biatin Blocking Reagents para usar con deteccidn con estreptaviding-hioting
17.Negative Cantral Reagent (N ° de catloga 9398-02 para universal)

18. Mounting Medium

19. Cubreobjetos

20. Microscopio dptico (40-400x)

Conservacidn y Manipulacidn
Almacenar a 2-8 °C. No congelar,

Para garantizar |2 dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo, tras cada
utilizacion se debe volver a poner el tapon y almacenar el frasco inmediatamente en la nevera,
£ posicion vertical.

Todos los reactivos de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. H reactivo es estable hasta
la fecha indicada en | etiqueta siempre gue se almacene correctamente, No usar el reactivo
despugs de fa fecha de caducidad para el método de almacenamiento deserito.

No hay signos definitivos que indiquen la inestabilidad de este producto, par lo que

los controles positivas y negativos deben anelizarse simultdneamente con muestras
desconncidas. Contacie con el servicio técnico de Cell Marque si tiene sospechas sobre 1
inestabilidad del reactiva,

CMC23829040 « ESRev. 40 = p. 2

Extraccidn y Preparacidn de la Muestra para su Anglisis

Cuando se utiliza el procedimiento habitual, fos tejidos fijados en farmol en tampén neutro y
embebidos en parafina resultan adecuados para el uso con este anticuerpo primaric cuando
5¢ utiliza con los kits de defeccidn de Cell Marque {consulte la seccion Materiales y reactivos
necesarios no suministrados). Nota: Cell Margue evalda el resultado sofo en téjidos humangs.
El fijador de tejido recomendado es formalina tampenada neutal 10%. Pueden tener lugar
resultados variables como consecuencia de un fijacién profongada o procesos especiales
tales como |a descaicincacion en 13 preparacidn de la médula dsea,

(ada seccitn debe cortarse con el qrosor apropiado (2proximadamente 3 um) y colacarse

en un portaobjetos de vidrio con carga positiva. Los partachietos que contienen el corte de
lejido pueden secarse durante al menos 2 fioras (pero no mds de 24 horas) en un homo 2 una
temperatura de 53-65 °C.

Advertencias y Precaudiones

1. Adopte las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. Usar guantes
y batas de laboratorio desechables cuando se manipulen materiales porendialmente
Larcindgenns o 1Gxicos (como xilenn).

2. Evite el contacto de o reactivos con los ojos y las membranas mucosas. Si se produce el
ontacte con areas sensibles, lavese con agua abundante.

Lok

. Las muestras del paciente y todas fos materiales en contacto con llas deben tratarse
como si fuesen materiales potendialmente infecciosos y desecharse con las precaucienes
adecuadas. Nunca pipetear con la boca,

4. Bvitarla contaminacion microhiana de los reactivos, ya que podrian producirse
resultadas incorrectos.

5. Elusuario debe validar los tiempos y temperaturas de incubacion,

6. Los reactivas prediluidos listos para usar estan diluidos 6ptimamente por lo que una
dilucion adicional podria producir la pérdida de tincidn del antigeno.

7. Los reactivas concentrados pueden diluirse optimamente en base a la determinacion del
usuario. £l usuario deberd validar igualmente tanto la compatibilidad como el efectaen la
estahilidad de cualquier disolvente utilizado que no esté recomendada especificamente &
este documento,

8. Este p'ruducm no se clasifica comp sustancia peligrosa cuando se usa sequin las
instrucciones, £l conservante del reactivo es inferioral 0,1% de acida sddica y no cumple
los criterios de la OSHA para sustancias peligrosas a 12 concentracin indicada. Consulte [a
hoja de datos de sequridad de los materiales.

9. Bl usuarip debe validar cualquier candicion de almacenamiento que no sea una de las
especificadas en el prospecto.

10.El disolvente pueds Incluir albiimina de suero bovino y el sobrenadante puede contener
suero bovino. Los productos que contienen suera fetal bovino v los productos que
contienen albdming de suero bovino se compran 2 (os proveedores comerciales, Los
certificados de origen de la fuente animal utilizada en estos productos ebran en el archivo
e Cell Marque. Los certificados asequran que las fuentes bovinas provienzn de paises con
riesgo minimo e BSE y relacionan como fuentes de bovines EE, UL, y Canada,

17 Como con cualquier producto proveniente de fuentes hiologicas, deberan emplearse
orocedimientos de manipulacion apropiados.
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instrucciones de Uso

Pratocolos de tincitn recomendados para el anticuerpe primario indicado:

HiDef HRP:
HiDef Detection™ HRP Polymer System (M. de catdlogo 54D-20)

1. Técnica de recuperacidn del epftopo: HIER, Reactivo para la recuperacion del epltopa:
Trilogy

. Tiempo de incubacion de anticuerpo {minutos): 10-30
. Tiempo de incubacidn de HiDef Detection Amplifier (minutos): 10
. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Palymer Detector (minutos): 10

. Tiempo de incubacion dg DAB (minutos); 1-10

T T T . S L P

. Deshidrate y cubra el portaobjetos.

HiDef Atk Phos:
HiDef Detection™ Alk Phos Palymer System (N.¢ de catélogo 9620-20)

1. Técnica de recuperacion del epitopo: HIER, Reactivo para la recuperacidn del epitopo:
Trilogy

. Tiempo de incubacion de anticuerpe (minutos): 10-30
. Tiempo de incubacién de HiDef Detection Amplifier {minutos): 1€
. liempo de incubacién de HiDef Detection Polymer Detector {minutos): 10

. Tiempo de incubacién de Permanent Red {minutos): 15-30

e

. Deshidrate y cubra &l portachjetes.

Procedimientos de Control de (alidad

Contral de Tefido Positivo

(ada vez que se realice el procedimiento de tincidn, debe procesarse un control positivo del
1ejido. Este tejido puede contener células o companentes del tejido de tincion positiva y
negativa y servir como tejido de control positivo y negativo. Los tejidos de control deben ser
muestras frescas de autopsia, biopsia o drugia preparadas o fijadas con ls mayor brevedad
con un procese idéntico al de los cortes en estudio. £l uso de un corte de tejide fijlado o
procesado de forma diferente a la muestra en estudic servird para ¢l control de todos los
reactivos y pasos del método exceprola fijacion y el procesamiento del tejido.

Un tejide con una tincidn pasitva débil es més adecuado para un control de calidad dptimo y
para detectar niveles pequefos de deqradacion del reactive. B control de tejido positivo para
£l anticuerpo primario indicado puede incluir Io siguiente;

Contral de Tejido Positivo

lejido Visualizacion

Pancreas Citoplasmética

Los controles de tejide positivos conocidos solo se deben usar para monitorizar el
tomportamiento correcto de los tejides procesados y los reactivos de 2 prueba, y no como
ayuda para establecer un diagndstico especifico de las muestras del paciente, Si los controles
positivos del teido no muestran una tincion positiva apropiada, los resultados de las muestras
en estudio se deben considerar no validos.
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Control de Tejido Negative

El mismo tajido utilizade para el control de tejido positivo se puede utilizar en el control

de tejide nenativo. La variedad de tipos de celulas presentes en fa mayoria de los cortes

de tejidos ofrece sitios de control negativo internos, pero esto debe verificarlo el usuario.

Los componentes que no se tinen deben demostiar la ausencia de tincién especifica y
peoporcionar una indicacion de tincion de fondo no especifica. Si se produce una tincion
especifica en |os sitios de control de tejido negativo, los resultados abtenidos con las muestras
del paciente deben considerarse novalidas.

Discrepancias Inexplicables

Las discrepancias inexplicables de los controles deben remitirse de inmediato al

servicio tecnico de Cell Marque. S los resultados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultados del paciente na son validos. Véase |3 seccion Resolucion de
problemas de este prospecto, ldentifique y carrija el problema; & continuacion, repita todo el
orocedimiento con las muestras del paciente.

Reactivo de Control Negativo

Se debe utilizar un reactivo de control negativo para cada muestra para ayudar a interpretar
los resultados. Para evaluar una tincidn no especifica se utiliza un reactivo de control negativo
en lugar del anticuerpo primario. Se deberd tratar el partaobjetos con el reactivo de control
negativo haciendo coincidir las especies huéspedes del anticuerpo primario e iddneamente
ton la misma concentracién de lqG. £l periodo de incubacion para el reactivo de control
negarivo deberd ser iqual que el periado ce incubacidn del anticuerpo primaric.

Interpretacién de los Resultados

El procedimiento de inmunotingidn causa la precipitacion de un producto de reaccién
coloreado en los sitios del antigeno localizados por el anticuerpo orimario. Consulte en el
praspecto conrespondiente del sistema de deteccion las reacciones de color esperadas, Un
patdlogo cualificado experimentado en procedimientos de inmunohistoquimica debe evaluar
los controles de tejido pasitivos y negativas antes de interpretar los resultados.

Control de Tejido Positivo

Hl conirol de tejido positivo tenida debe examinarse primere para determinar que todos los
reactivos luncionan adecuadamente. La presendia de un producto de reaccion con el color
acecuado dentro de las células diana es indicativa de una reactividad positiva. Consulte en

el prospecto dal sistemna de deteccicn utilizado las reacciones de coler esperadas. Seguin sea

la duracion de la Incubacion v la patencia de la hematoxiling empleada, la contratingion

dara como resultado una caloracidn azul de pdlida a oscura de los niicleos celulares. Una
contratincidn excesiva o incompleta puede comprometer |3 interpretacion adecuaca de los
resultadas. Si los controles de tejidos positivos no muestran una tincién positiva apropiada, los
1esultados de las muestras en estudio se deben cansiderar no validos.

Control de Tejido Negativo

El control de tejido negativo debe examinarse después del cantrol de tejido pasitive pars
verificar la marcacion especifica del antigeno diana por el anticuerpo primario. L ausencia

de tincidn especifica en el control de tejido negativo confirma la ausendia de reactividad
cruzada de! anticuerpo con las célulzs o los componentes celulares, Si se produce una tincidn
especifica en el control de tejida negativa, Ins resultados obienidos con la muestra del
paciente se consideran na validos. L tincién no especifica, si la hay, tendra un aspecto difuso
También se puede observar una ligera tincidn especifica esporddica del tejido conjuntivo en
corfes de tejides gue no estén fijados Gptimamente. Para fa interpretacion de |os resultadns de
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la tincion deben usarse celulas infactas. Las células necriticas o degeneradas muestran una
tincién no aspecifica.

Tejido de! Paciente

Las muestras del paciente se deben examinar al fingl, La intensidad de fa tincion positiva se
debe valorar en el contexto de cualquier tincion de fondo del control de reactivo negativo.
Como en cualquier prueba de inmunchistoguimica, un resultado negativa significa que el
antigeno en cuestion no se h3 detectado, no que el antigeno esté ausente de las células o del
tejido analizade. Un panel de anticuerpos puede ayudar a identificer reacciones negativas
falsas (consulte ‘2 seccidn Sumarin de resuftados esperados). La morfologia de cada muestra
del tejido también debe examinarse utilizando un corte con tincién de hemataxlina y eosina
al interpretar cualquier resultado de inmunahistoquimica, Un patdlogo cualificada debe
interpretar los resuliados marfoldgicos del paciente y sus datos clinicos pertinentes.

Limitaciones

1. Elcolor dal anticuerpo no afecta lo funcionamiento.

2. Este reactivo es"de exclusivo uso profesional’, ya que la inmunohistoquimica es un proceso
diagndstico de varias etapas que requiere una formacion especializada en la seleccidn de
los reactivos, tejidos, fjacidn y procesamiento apropiades; la preparacidn del portanbjetos
de inmunonistoquimica y 3 interoretacion de los resultados de la tincidn.

3. Parg uso exclusivo de laboratorin,
4. Para diagndstico in vitro.

5. Latincion e os tejidos depende de la manipulacitn y el procesamiento de los
mismos antes de 3 tincién. Una fijacion, congelacidn, descongelacion, lavady, secado,
clentado o corte inadecuados o la contaminacién con otros tejidos o lfquicos puede
producir artefactos, blogueo del anticuerpo o resultados falsos negativos. Los resultados
inconsistentes puecien ser consecuencia ¢ [as variaciones en los matodos de fijacidn y
embebido, asi comao de ireqularidades inherentes dentro de| tejido.

6. Una contratincién excesiva o incompleta puede comprometer la interpretacion adecuada
de los resultados,

7. La interpretacion dinica de una tincidn positiva o de su ausencia debe evaluarse en
el contexto de le fistoria clinica, la morfologia, otros criterios fistopatoldgicos, asf
comi otras pruebas diagnosticas. £ste antiruerpo est disefiadn para utilizarlo en un
panel de anticuerpos si fuera pertinente, s responsabilidad de un patdlogo cualificado
familierizarse con los anticuerpos, reactivos, paneles de diagndstico y métodos usados
para obtener una preparacion con tincidn, La tincién se debe realizar en un laboratorio
certificarlo con 13 supervision de un anaromopatdlogo responsable de la revisién de
05 partacbjetos teAidos y de la verificacidn de la idoneidad de los controles negativos
i positives.

8. Cell Marque provee anticuzrpos y reactivos en una dilucién dptima para usar coma
se indica. Cualouier desviacion de los procedimientos recomendados del método
puede invalidar los resultades esperados. Se deben utilizer y documentar los contrales
apropiados. Los usuarios deben asumir en cualquier caso [a responsabilidad de la
interpretacidn de les resultados del paciente.

9. (el Marque provee los anticuerpos primarios en formato concentrada de manera que e
usuario pueda diluirles después dptimamente para usarlos segin determine y cbservando
1as técnicas de validacion adecuadas. Los usuaries deben validar el uso de cualquier
disalvente gue no se recomiznde en este documento. Una vez que el anticuerpo primario
haya sido validado como edecuado para usar, cualiuier desviacidn de los procedimientas
de prueba recomengados puede invalidar los resultados esperades. Se deben utilizar y
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documentar [as contioles apropiados. Los usuarios deben asumir en cualquier caso Ja
responsabilidad de la interpretacin de los resultades del paciente:

10. Este producto no estd disefiado para utilizarlo en crometria de fujo.

11, Los reactivos pueden mostrar reacciones inesperadas en tejidos no estudiados
previamente. No puede excluirse completamente 2 posibilidad de reacciones inesperadas,
inclusg en grupos de tejidos anelizados, debidoa lavariabilidad hioldgica de la expresion
del antigeno en neoplasmas u otros tejidos patoldgicos. Pangase en contacta con el
servicio técico de Cell Marque si saspecha que ha habide una reaccién inesperada
documentada.

12. Los tejidas de personas infectadas con el virus de 3 hepatitis By que cantengan antigeno
de superficie (HBsAg) pueden mostrar una tincidn no especifica con peroxidasa de rabano,

13. Cuando se utilizan en pasos o blogueo, los sueros narmales procedentes del
mismo ofigen animal que los antisueros secundarios pueden provocar resuttzdos
de falsos negativos o falses positivos debido al efecto de los autoanticueros o
anticuerpos naturales.

14. Pueden verse resultados de falsos positivos debido a la union de proteinas o productos de
reaccidn del sustrato por mecanismos no inmunolégicas. También pueden estar causads
por la actividad de la pseudoperoxidasa (eritrocitos), actividad de [ peroxidasa endogena
(citocroma C) o bioting enddgena (ejemplo; higado, cerebig, mama, rindn) dependiendo
del tipo de técnica de inmunotincion empleada.

15.Como en cualquier prueba de inmunohistoguimica, un resultado negative significa que
el antfgeno no s ha detectado, no que el antigeno esté ausente de las células o del
tejido analizado.

16. Los productos de anticuerpo prediluidos estén optimizados como productos listos para
usar. Debidoa la posibilidad de variaciones en la fijladién y procesado del tejido, puede
ser fecesario aumentar o reducir el tizmpa de incubacién del anticuerpo primario en
muestras individuales.

17. Hlanticuerpo, en combinacidn con sistemas de deteccidn y susaccesorias, detecta los
antigenos que sobreviven al proceso habitual de fijacion con formol, procasado y corte del
tejido. Los usuarios que se desvien de los procedimientos de prueba recomendados son
responsables, come o serfan en cualquier caso, de fa interpretacion y validacién de las
resultades del paciente,

Sumario de Resultados Esperaaos

Consulte las siquientes teblas de reactividad:

Estudio Normal
B

Tefido S
Tejido {(+) Toral | Notas
Cerebio 1 1
CGrtex adrenal [z L 1
Qvarigs I 0 1 :
Pancreas W 4 4
Paratiraides [ 1
Pituitaria |4 1
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Estudio de la Enfermedad del Tejido

N‘D

Tedido e
Tejicio {+) Total | Notas
Tumor carcinoide 1 1
(arcinoma neurpendacring : 1
de pulmdn
Carcinoma medulat tiraidea 1 1
Carcinoma neurcendocring 1 1-
Tumer neuroendocring ] :
pancrestico
Paraganglioma 1 1
Feocromocitoma 1 1 [
Carcinama de pulmon de . !
células pequenas

Estudio Normal
N?

Iefido N2
Tejido () Total | Notas
Testiculos 0 1
Tiroides 2 2
Pecho 0 P
Bazo 0 1
Amigdalas 0 1
Timp 0 1
Médula dsea 0 1
Pulmanes 0 2
Coraaln 0 1
Esdfago 0 1
Estomago 0 1
Intestine delgado 0 1
Colon { 2 ;
Higado ¢ 1
Glandula salival ] 1
Vesicula biliar 0 1 e R
Hiﬁnnes_ = 0 e
Vejoa R
Prostata P 2
Utero 0 2 I
Trompas de Falopia 1 1
Uiter B
Cérvix 0 1
Miisculos del esqueleto 0 2
Musculo lisa 0 q
Piel 0 1
Mervios periféricos 0 1

»‘Mesntelio 0 1

Grasa ] 1
Placenta 0 1

Este anticuerpo tifie tejides normales como estd indicado en a literatura.

Esie anticuerpo tine Wmares coma estd indicado en la lieratura.

Resglucion de Problemas

1, Siel control positivo muestra una tincitn mas débil de la esperada, deben analizarse oiros
controles positivos realizados en la misma tincion para determinar sise debe al anticuerpo
primario o a Lno de los reactivos Secundarios comunes.

2. Siel control positivo da negativa, se deben anglizar otros controles positivos usados en la
misma ejecucion para determinar si se debe al anticuerpo primario 0 a uno de los reactivos
secundarios comunes, Los tejidos pueden haberse recogido, fjado o desparafinade de
manera inadecuada. Deberd sequirse el procedimiento adecuade para la recoqida, a
Conservarion y la fijacion.

3. Sise praduce una tincion de fondo excesiva, pueden haber niveles altos de bigting
enddgena. Se deberd incluir una etapa de blogueo con biotina a no ser que se esté
utilizando un sistema de-detaccidn sin biotina, en cuyp casa ninguna biotina presente seria
un factor que contribuyeraa | tincion de fonde.

4. Sino se ha eliminado toda {2 parafina deberd repetirse el procedimiento
de desparafinadiin.

5. Silos cortes de tejido lavan el portaobjetos, deben comprobarse los mismos para
garantizar que tienen carga pesitiva, Otras posibilidades que podrian afectar
adversamente  1a adhesion del tejide incluyen un secado insuficiente del corte de tejido
en el portaotjetos antes d [a tincién o fijacion en formol que no fuera neutralizado can
13mpdn apropiadamente. £l grosor del tejida también puede ser un factar causante,

Para conoeer la accion corractiva, consulte laseccitn de las instrucciones de uso o contacte
con el servicio técnico de Cell Marque a ravés de techsuppert@celimarque.com.
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Cytokeratin (34betaE12)
Mouse Monoclonal Antibody

1
P a2
DISPONIBILIDAD DEL PRODUCTO ‘
N.2 de ref. Descripcion
334M-B4 0,1 ml, concentrado
334M-85 0,5 ml, concentrado
334M-86 1,0 ml, concentrado
334M-87 1.0 ml, prediluido listo para usar
334M-88 7,0 ml, prediluido listo para usar
334M-80 25,0 ml, prediluido listo para usar
3345 Portaobjetos de control positiva, 5

portaobjetos/paquete

| DEFINICIONES DE LOS SIMBOLOS

[7] | prediluir [] | suero
rango de
concentrado dilucion del
concentrado
[7] | ascitis cédigo
[5] | sobrenadante
| usoPREVISTO

Este anticuerpo esta destinado para uso diagnéstico in vitro (IVD).

El anticuerpo Cytokeratin (34betakE12) de Cell Marque estd previsto para
que laboratorios cualificados identifiquen, mediante microscopia ¢ptica,
la presencia de antigenos asociados en cortes de tejidos embebidos
en parafina y fijados con formol utilizande métodos de pruebas
IHC (inmunohistoguimica). El uso de este anticuerpo esta indicado,
después de un diagndéstico diferencial clinico de enfermedades, como
ayuda en la identificacion de carcinomas dentro del contexto de
paneles de anticuerpos, el historial clinico del paciente y otras pruebas
de diagnéstico evaluadas por un patélogo cualificade.

| RESUMEN Y EXPLICACION \

Anti-Cytokeratin, 34betakl12 es un anticuerpo para citogueratina
de alto peso molecular, que reacciona con todas las manchas de
carcinomas y epitelio escamoso y ductal. Este anticuerpo reconoce
citogueratinas 1,510 y 14 que se encuentran en el epitelio complejo.
Anti-Cytokeratin, 34betaE12 no muestra reactividad con hepatocitos,
células acinares pancreaticas, tibulos renales proximales o glandulas
endometriales; no ha habido reactividad con células derivadas de
epitelio simple. Los tumores mesenquimales, linfomas, melanomas
y los tumores neurolégicos no reaccionan con este anticuerpo,
salvo algunas excepciones. Anti-Cytokeratin, 34betaE12 marca las
células mioepiteliales y ha demostrado ser util en la distincion del
adenocarcinoma prostaticode la hiperplasia de prostata. Este anticuerpo
también ha sido Gtil para separar las proliferaciones intraductales de la
mama benignas de las malignas.'®

[ PRINCIPIOS Y PROCEDIMIENTOS

El anticuerpo primario indicado (serie 334M) puede utilizarse como
anticuerpe primario para la tincion inmunchistoquimica de cortes
de tejido fijado con formol y embebido en parafina. En general, la
tincién inmunohistoquimica junto con el sistema de deteccién con
estreptavidina-biotina permite la visualizacion de antigenos a través
de la aplicacién secuencial de un anticuerpo especifico (anticuerpo
primario) al antigeno, un anticuerpo secundario (anticuerpo de
union) al anticuerpo primario, un complejo enzimatico y un sustrato
cromogénico con etapas de lavado intermedias. Alternativamente
se puede utilizar un sistema de deteccién polimérico sin biotina.
La activacion enzimatica del cromogeno da lugar a un producto de
reaccion visible en el sitio del antigeno. La muestra puede entonces
contrateiirse y aplicarse un cubreportacbjetos. Los resultados se
interpretan utilizando un micrascopio 6ptico y ayuda en el diagndstico
diferencial de los procesos patofisioldgicos que pueden estar asociados
0 no a un antigeno en particular.

Los preductos prediluidos de Cell Marque han sido diluidos de forma
optima para ser utilizados con los kits de deteccion de Cell Margue,
aungue habitualmente se utilizan satisfactoriamente con una amplia
variedad de kits de deteccion ofrecidos por otros fabricantes.

223


Inmunotech Laboratories SAS

Inmunotech Laboratories SAS
223


]
.. C ELL MARQ U E ‘ 6600 Sierra College Blvd. « Rocklin, CA 95677 USA - 916-746-8900

CMC33428032

l MATERIALES Y METODOS

Vea la etiqueta del producto para informacién especifica sobre el lote
acerca de lo siguiente:

1. Concentracién de anticuerpos de inmunoglobulina

2. Detalles de la fuente

Reactivos suministrados
Prediluido El producto de anticuerpo primario indicado (334M-87,
334M-88, 334M-80) contiene reactivo listo para usar.

El rango de concentracién de inmunoglobulina prediluida para este
producto es 1-10 pg/ml.

Concentrada El producto de anticuerpo primario indicado [334M-84,
334M-85, 334M-86) contiene reactivo concentrado.

Los formatos prediluido y concentrado de este anticuerpo estan diluidos
en tampdn Tris, pH 7,3-7,7, con 1% BSA y <0,1% de azida de sodio.

El rango de concentracién de inmunoglobulina concentrada para este
producto es 100 - 1000 pg/ml.

El rango de dilucion Gtil recomendado para el producto concentrado
es de 1:100 - 1:500 y se puede encontrar en la etiqueta del producto.

Isotipo: IgG /k

Reconstitucion, mezcla, dilucion y titulacion

El anticuerpo prediluido esta listo para usar y optimizado para la
tincién. Na se requiere su reconstitucion, mezcla, dilucién ni titulacidn.
El anticuerpo concentrado esta optimizado para diluirlo en el rango de
dilucidn.

El usuario deberd comprobar la dilucién practica del producto
concentrado. Las diferencias en el procesamiento del tejido y en
los procedimientos técnicos en el laboratorio pueden producir una
variabilidad significativa en los resultados y requerir consecuentemente
el uso regular de controles. (Consulte la seccién Procedimientos de
control de calidad).

Materiales y reactivos necesarios no suministrados
Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para la
tincion, pero no se incluyen con el anticuerpo primario:

1. Tejido de control positivo y Nota: Ef fratamiento previo
negativo de un paso de Cell Marque,

2. Portaobjetos para Trifogy ™ (N.2 de ref. 920P-06),
microscopio con carga puede sustituir los elementos
positiva de los puntos 6y 7 anteriores.

3. Horno de secado capaz de 8. Aguadesionizada o destilada

mantener una temperaturade 9. Qlla de prasidn eléctrica

58-60°C+5°C (N2 de ref 976L) para el paso

Cubetas o barios de tincién del tratamiento previo del
lejido

10. Sistema de deteccién
(como N.2 de ref. 954D-20)

y cromégeno (como N.° de
ref 957D-20)

Crondmetro
Xileno o sustituto de xileno

SRR R

Alcohol reactivo o etanol

11. Soluciones de lavado (N.2de  15. Blogue de avidina-biotina
ref. 9358-09) (N.° de ref. 9288-02 para

12. Hematoxilina (N.° de ref. usar con deteccion con
930B-05) u otra contratincion estreptavidina-biotina)

13. Diluyentes de anticuerpo 16. Reactivo de control negativo
{como N.° de ref. 938B-05) [N.2 de ref. 932B-02 para

14. Bloque de peréxida (N.* de raton; N> de ref. 9338-02

ref. 925B-05) para usar con para conejo)
HRP 17. Medio de montaje (N.2de

ref. 931B-03)
18. Cubreobjetos
19. Microscopio optico (40-400x)

Conservacion y manipulacion
Almacenar a 2-8 °C. No congelar.

Para garantizar la dispensacién adecuada del reactivo y la estabilidad
del anticuerpo, tras cada utilizacion se debe volver a poner el tapén y
almacenar el frasco inmediatamente en la nevera, en pasicién vertical.

Todos los reactivos de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. El
reactivo es estable hasta la fecha indicada en la etiqueta siempre que
se almacene correctamente. No usar el reactivo después de la fecha de
caducidad para el método de almacenamiento descrito,

No hay signos definitivos que indiquen la inestabilidad de este
producto, por o que los controles positives y negativos deben analizarse
simultaneamente con muestras desconocidas. Péngase en contacto
con el servicio de atencion al cliente de Cell Marque si encuentra alguin
indicio sospechoso de inestabilidad del reactivo.

Extraccion y preparacion de la muestra para su analisis

Cuando se utiliza el procedimiento habitual, los tejidos fijadas en formol
en tampdén neutro y embebidos en parafina resultan adecuados para
el uso con este anticuerpo primario cuando se utiliza con los kits de
deteccion de Cell Marque (consulte la seccion Materiales y reactivos
necesarios no suministrados). Nota: Cell Margue evalua el resultado
solo en tejidos humanaos. El fijador de tejido recomendado es formalina
tamponada neutral 10%. Pueden tener lugar resultados variables como
consecuencia de una fijacién prolongada o procesos especiales tales
como la descalcificaciéon en |a preparacién de la médula dsea.

Cada seccion debe cortarse con el grosor apropiado (aproximadamente
3 pm) y colocarse en un portachjetos de vidrio con carga positiva.
Los portaobjetos que contienen el corte de tejido pueden secarse
durante al menas 2 horas (pero no mas de 24 horas) en un horno a una
temperatura de 58-60 °C + 5 °C.
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|  ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES |

1. Adopte las precauciones adecuadas cuande se manipulen los
reactivos. Usar guantes y batas de laboratorio desechables cuando
se manipulen materiales potencialmente carcindgenos o téxicos
(como xileno).

2. Evite el contacto de los reactivos con |os ojos y las membranas
mucosas. Si se produce el contacto con areas sensibles, ldvese con
agua abundante.

3. Las muestras del paciente y todos los materiales en contacto con
ellas deben tratarse como si fuesen materiales potencialmente
infecciosos y desecharse con las precauciones adecuadas. Nunca
pipetear con la boca.

4. Evitar la contaminacion microbiana de los reactivos, va que podrian
producirse resultados incorrectos.

5. Elusuario debe validar los tiempos y temperaturas de incubacion.

6. los reactivos prediluidos listos para usar estan diluidos
optimamente por lo que una dilucion adicional podria producir la
pérdida de tincién del antigeno.

7. Losreactivos concentrados pueden diluirse 6ptimamente en base a
la determinacién del usuario. El usuario debera validar igualmente
tanto la compatibilidad como el efecto en la estabilidad de cualquier
disolvente utilizado que no esté recomendado especificamente en
este documento.

8. Este producto no se clasifica como sustancia peligrosa cuando se
usa segun las instrucciones. El conservante del reactivo es inferior
al 0,1% de acida sédica y no cumple los criterios de la OSHA para
sustancias peligrosas a la concentracion indicada. Consulte la hoja
de datos de sequridad de los materiales.

9, Elusuario debe validar cualquier condicién de almacenamiento que
no sea una de |as especificadas en el prospecto.

10. El disolvente puede incluir albimina de suero bovino y el
sobrenadante puede contener suero bovino. Los productos que
contienen suero fetal bovino y los productos que contienen
albumina de suero bovino se compran a los proveedores
comerciales. Los certificados de arigen de la fuente animal utilizada
en estos productos obran en el archivo de Cell Marque. Los
certificados aseguran que las fuentes bavinas provienen de paises
con riesgo minimo de BSE y relacionan como fuentes de bovinos
EE. UU. y Canada.

11. Como con cualquier producto proveniente de fuentes bioldgicas,
deberan emplearse procedimientos de manipulacidn apropiados.

I INSTRUCCIONES DE USO

Procedimiento detallado
Protocolos de tincién recomendados para el anticuerpo primario
indicado (serie 334M):

Sisterna HiDef Detection™:

1. Desparafinizar, rehidratar y recuperar epitopo, el método preferido
as el uso de las técnicas de recuperacion de epitopo por calor
inducido (HIER) usando Trilogy™ de Cell Marque junto con una
olla a presién. El método preferido permite una desparafinizacidn,
rehidratacion y recuperacién de epitopo simultaneos. Una vez se
haya completado, enjuagar con 5 cambios de agua desionizada o
destilada.

2. 51 estd usando el sistema de deteccién HRP, coloque los portaocbjetos
en un blogue de perdxido durante 10 minutos y enjuague. Si estd
usando el sistema de deteccion AP, omita este paso.

3. Apligue el anticuerpo, incube durante 10 - 30 minutos y enjuague.

4. Aplique el amplificador conejo/ratén HiDef Detection™ durante 10
minutos; enjuague.

-

5. Aplique el polimero detector durante 10 minutos; enjuague.

6. Apligue una cantidad amplia de cromdgeno, incube durante 1-10
minutos y enjuague.

7. Deshidrate y cubra el portacbjetos.

PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD

Control de tejido positivo

Cada vez que se realice el procedimiento de tincidn, debe procesarse
un control positivo del tejido. Este tejido puede contener células o
compenentes del tejido de tincidn positiva y negativa y servir como
tejido de control positivo y negativo. Los tejidos de control deben ser
muestras frescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o fijadas con
{a mayor brevedad con un proceso idéntico al de |os cortes en estudio.
El uso de un corte de tejido fijado o procesado de forma diferente a la
muestra en estudio servird para el control de todos los reactivos y pasos
del método excepto la fijacidn y el procesamiento del tejido.

Un tejido con una tin€idn positiva débil es mas adecuado para un control
de calidad 6ptimo y para detectar niveles pequenos de degradacion
del reactivo. El control de tejido positivo para el anticuerpo primario
indicado (serie 334M) puede incluir lo siguiente:

Préstata Citoplasmatica

Los controles de tejido positivos conocidos solo se deben usar para
monitorizar el comportamiento correcto de los tejidos procesados y los
reactivos de la prueba, y no como ayuda para establecer un diagndstico
especifico de las muestras del paciente. Si los controles positivos del
tejido no muestran una tincién positiva apropiada, los resultados de |as
muestras en estudio se deben considerar no validos.

Cytokeratin (34betaE12) p.3
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Control de tejido negativo

El mismo tejido utilizado para el control de tejido positivo se puede
utilizar en el control de tejido negativo. La variedad de tipos de
células presentes en la mayoria de los cortes de tejidos ofrece sitios
de control negativo internos, pero esto debe verificarlo el usuario.
Los componentes que no se tifnen deben demostrar la ausencia de
tincion especifica y proporcionar una indicacion de tincién de fondeo no
especifica. 5i se produce una tincion especifica en los sitios de control de
tejido negativo, los resultados obtenidos con las muestras del paciente
deben considerarse no validas.

Discrepancias inexplicables

Las discrepancias inexplicables de los controles se deben comunicar
inmediatamente al servicio de atencién al cliente de Cell Marque. Si
los resultados del control de calidad no cumplen las especificaciones,
los resultados del paciente no son vélidos. Véase la seccidn Resolucion
de problemas de este prospecto. Identifique y corrija el problema;
a continuacion, repita todo el procedimiento con las muestras del
paciente.

Reactivo de control negativo

Se debe utilizar un reactivo de control negativo para cada muestra
para ayudar a interpretar los resultados. Para evaluar una tincion
no especifica se utiliza un reactivo de control negativo en lugar del
anticuerpo primario. Se debera tratar el portachjetos con el reactivo
de control negativo haciendo coincidir las especies huéspedes del
anticuerpo primario e idéneamente con la misma concentracién de
19G. El periodo de incubacién para el reactive de control negativo
debera ser igual que el periodo de incubacidn del anticuerpo primario.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS ]

El procedimiento de inmunotincién causa la precipitacién de un
producto de reaccién coloreado en los sitios del antigeno localizados
por el anticuerpo primario. Consulte en el prospecto correspondiente
del sisterna de deteccion las reacciones de color esperadas. Un patdlogo
cualificado experimentade en procedimientos de inmunohistoguimica
debe evaluar los controles de tejido positives y negativos antes de
interpretar los resultados.

Control de tejido positivo

El contral de tejido positivo tefido debe examinarse primero para
determinar que todos los reactivos funcionan adecuadamente. La
presencia de un producto de reaccién con el color adecuado dentro
de las células diana es indicativa de una reactividad positiva. Consulte
en el prospecto del sistema de deteccién utilizado las reacciones de
color esperadas. Seguin sea la duracidn de |a incubacion y la potencia
de la hematoxilina empleada, la contratinciéon dard como resultado
una coloracién azul de palida a oscura de los nucleos celulares.
Una contratincién excesiva o incompleta puede comprometer la
interpretacién adecuada de los resultados. 5i los controles de tejidos
positivos no muestran una tincion positiva apropiada, los resultados de
las muestras en estudio se deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El control de tejido negativo debe examinarse después del control
de tejido positivo para verificar la marcacion especifica del antigeno
diana por el anticuerpo primario. La ausencia de tincién especifica en el
control de tejido negativo confirma la ausencia de reactividad cruzada
del anticuerpo con las células o los componentes celulares. Sise produce
una tincién especifica en el control de tejido negativo, los resultados
obtenidos con la muestra del paciente se consideran no validos. La
tincién no especifica, si la hay, tendra un aspecto difuso. También se
puede observar una ligera tincién especifica esporadica del tejido
conjuntiva en cortes de tejidos que no estén fijados dptimamente. Para
la interpretacion de los resultados de la tincién deben usarse células
intactas. Las células necréticas o degeneradas muestran una tincion no
especifica.

Tejido del paciente

Las muestras del paciente se deben examinar al final. La intensidad de
la tincién positiva se debe valorar en el contexta de cualquier tincion de
fondo del control de reactivo negativo. Como en cualquier prueba de
inmunohistoguimica, un resultado negativo significa que el antigeno
en cuestion no se ha detectado, no que el antigeno esté ausente de las
células o del tejido analizado. Un panel de anticuerpos puede ayudar a
identificar reacciones negativas falsas (consulte la seccion Sumario de
resultadosesperados). La morfologia de cada muestra deltejido también
debe examinarse utilizando un corte con tincidn de hematoxiling y
eosina al interpretar cualquier resultado de inmunohistoquimica. Un
patologo cualificado debe interpretar los resultados morfoldgicos del
paciente y sus datos clinicos pertinentes.

| LIMITACIONES

1. Este reactivo es “de exclusivo uso profesional’, ya que la
inmunchistoquimica es un proceso diagndstico de varias etapas
que requiere una formacién especializada en la seleccién de
los reactivos, tejidos, fijacion y procesamiento apropiados;
la preparacion del portaobjetos de inmunochistogquimica y la
interpretacion de los resultados de la tincian.

2. Para uso exclusivo de laboratorio.
3. Paradiagndstico in vitro.

4. La tincién de los tejidos depende de la manipulacién y el
procesamiento de los mismos antes de |a tincion. Una fijacion,
congelacidn, descongelacién, lavado, secado, calentado o corte
inadecuados o la contaminacién con otros lejidos o liquidos puede
producir artefactos, blogueo del anticuerpo o resultados falsos
negativos. Los resultados inconsistentes pueden ser consecuencia
de las variaciones en los métodos de fijacién y embebido, asi como
de irregularidades inherentes dentro del tejido.

5. Una contratincidn excesiva o incompleta puede comprometer la
interpretacion adecuada de los resultados.

6, La interpretacion clinica de una tincién positiva o de su ausencia
debe evaluarse en el contexto de la historia clinica, la morfologia,
otros criterios histopatoldgicos, asicomo otras pruebas diagnésticas.
Este anticuerpo estd disefado para utilizarlo en un panel de
anticuerpos si fuera pertinente. Es responsabilidad de un patologo
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10.

11

12.

13.

cualificado familiarizarse con los anticuerpos, reactivos, paneles de
diagnéstico y métodos usados para obtener una preparacion con
lincion. La tincién se debe realizar en un laboratorio certificado con
|a supervisién de un anatomopatdlogo responsable de la revision
de los portaobjetos tefiidos y de la verificacion de la idoneidad de
los controles negativos y positivos.

Cell Marque provee anticuerpos y reactivos en una dilucién
optima para usar como se indica. Cualguier desviacion de los
procedimientos recomendados del método puede invalidar los
resultados esperados. Se deben utilizar y documentar los controles
apropiados. Los usuarios deben asumir en cualquier caso la
responsabilidad de la interpretacién de los resultados del paciente.

Cell Marque provee los anticuerpos primarios en formato
concentrado de manera que el usuario pueda diluirlos después
Optimamente para usarlos segin determine y observando las
técnicas de validacion adecuadas. Los usuarios deben validar el uso
de cualquier disolvente que no se recomiende en este documento.
Una vez que el anticuerpo primario haya sido validado como
adecuado para usar, cualquier desviacién de los procedimientos de
prueba recomendados puede invalidar los resultados esperados.
Se deben utilizar y documentar los controles apropiados. Los
usuarios deben asumir en cualquier caso la responsabilidad de la
interpretaciéon de los resultados del paciente.

Este producto no esta disefiado para utilizarlo en citometria de
flujo.

Los reactivos pueden mostrar reacciones inesperadas en tejidos
no estudiados previamente. No puede excluirse completamente |a
posibilidad de reacciones inesperadas, incluso en grupos de tejidos
analizados, debido a la variabilidad biologica de |a expresion del
antigeno en neoplasmas u otros tejidos patoldgicos. Pongase en
contacto con el servicio de atencidn al cliente de Cell Margue ante
cualquier sospecha de reaccién inesperada documentada.

Los tejidos de personas infectadas con el virus de la hepatitis B y
Que contengan antigeno de superficie (HBsAg) pueden mostrar una
tincidn no especifica con peroxidasa de rabano.

Cuando se utilizan en pasos de bloqueo, los sueros normales
procedentes del mismo origen animal que los antisueros
secundarios pueden provocar resultados de falsos negativos o falsos
positivos debido al efecto de los autoanticuerpos o anticuerpos
naturales.

Pueden verse resultados de falsos positivos debido a la unién de
proteinas o productos de reaccion del sustrato por mecanismos no
inmunoldgicos. También pueden estar causados por la actividad
de la pseudoperoxidasa (eritrocitos), actividad de la peroxidasa
enddgena (citocromo C) o biotina endégena (ejemplo: higado,
cerebro, mama, rindn) dependiendo del tipo de técnica de
inmunaotincién empleada.

. Como en cualquier prueba de inmunchistoquimica, un resultado

negativo significa que el antigeno no se ha detectado, no que el
antigeno esté ausente de las células o del tejido analizado.

Limitaciones especificas

1

Los productos de anticuerpo prediluidos estan optimizados como
productos listos para usar. Debido a la posibilidad de variaciones
en la fijacién y procesado del tejido, puede ser necesario aumentar
o reducir el tiempo de incubacién del anticuerpo primario en
muestras individuales.

El anticuerpo, en combinacién con sistemas de deteccién y SUS
accesorios, detecta los antigenos que sobreviven al proceso habitual
de fijacién con formol, procesado y corte dal tejido. Los usuarios que
se desvien de los procedimientos de prueba recomendados son
responsables, como lo serian en cualquier caso, de la interpretacidn
y validacion de los resultados del paciente.

Sumario de resultados esperados
Consulte Ias siguientes tablas de reactividad:

Estudio normal

Tejido

N.° Tefiido

N.° Total

Notas

Cerebro

0

1

Cortex adrenal

QOvarios

Pancreas

=12 |<

Paratiroides

Pituitaria

Testiculos

o |o

Tiroides

Pecho

Bazo

Amigdalas

o | o

Escamosas +

Timo

—

Epitelio +

Médula ésea

Pulmones

Corazén

Esofago

Estomago

Intestino delgado

Colon

Higado

Glandula salival

Vesicula biliar

Rifnones

Tubulos +

Vejiga

Prostata

Utero

Trompas de Falopio

Uréter

Cérvix

Musculos del
equeleto
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Estudio normal

Musculo liso 0 1
Piel 1 1
Nervios periféricos 0 1
Mesatalio 1 1
Grasa 0 1
Placenta 1 1

Este anticuerpo mancha las células epiteliales en diferentes érganos.

Estudio de la enfermedad del tejido

Tejido N2 Tenido | N.°Total | Notas
Carcinoma de

prdstata 7 7
Adenocarcinoma

pulmanar 2 2

"Carcinoma

escamoso de

pulman” 2 2
Mesotelioma 2 2

Carcinoma de
colorectal 1 1

Carcinoma de células
renales 1 2

Este anticuerpo muestra una tincidn positiva en el carcinoma de
tiroides papilar.

[ RESOLUCION DE PROBLEMAS |

Si el control positivo muestra una tincién mas débil de la esperada,
deben analizarse otros controles positivos realizados en la misma
tincion para determinar si se debe al anticuerpo primario o auno de
los reactivos secundarios camunes.

Si el control positivo da negativo, se deben analizar otros controles
positivos usados en la misma ejecucion para determinarsisedebeal
anticuerpo primario o a uno de los reactivos secundarios comunes.
Los tejidos pueden haberse recogido, fijlado o desparafinado de
manera inadecuada. Debera seguirse el procedimiento adecuado
para la recogida, la conservacién y la fijacion.

Si se produce una tincién de fondo excesiva, pueden haber niveles
altos de biotina endégena. Se deberd incluir una etapa de blogueo
con biotina a no ser que se esté utilizando un sistema de deteccion
sin biotina, en cuyo caso ninguna biotina presente serfa un factor
que contribuyera a |a tincidn de fondo.

4 Si no se ha eliminado toda la parafina deberd repetirse el
procedimiento de desparafinacion.

5. Silos cortes de tejido lavan el portaobjetos, deben comprobarse
los mismos para garantizar que tienen carga positiva. Otras
posibilidades que podrfan afectar adversamente a la adhesicn
del tejido incluyen un secado insuficiente del corte de tejido en el
portachjetos antes de |a tincion o fijacion en formol que no fuera
neutralizado con tampdn apropiadamente. El grosor del tejido
también puede ser un factor causante.

Consulte las medidas correctoras en la seccion Procedimiento detallado
o péngase en contacto con el servicio de atencidn al cliente de Cell
Margue.
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Desmin (EP15) Rabbit Monoclonal Primary Antibody

Para Diagnostico In Vitro (IVD)

Identificacion del Producto

Descripcidn

243R-14 0,1 m! concentrada

243R-15 0,5 ml concentrade

243R-16 1,0 m! concentrado

243R-17 1,0ml prediluido listo para usar
243R-18 7,0 ml prediluide listo para usar

Definiciones de fos Simbolos

¢édigo
[F] pr-edilui[
concentrado
[2] ascitis
[€] suerg
i [s] sobrenadante
rango de dilucion del concentrado

Uso Previsto

Este anticuerpo esta destinado para usa disgndstico in vitw (IVD),

£l Desmin (EP15) Rabbit Monoclonal Primary Artibady esta disefiado para utilizarse en un
laboratario para detectar |a proteina desming en tejides embebidos en parafing, fjados con
formalina y tefidos en inmunohistoquimica cualitativa (IHC).

Los resultados obtenidos con el uso de este producta junto con fa fistoria clinica relevante
del paciente, otras pruebas diagndsticas y controles adecuados dabe inferpretarlos un
patdlogo cualiicado

Resumen y Explicacion

Este anticuerpo se usa para demostrar los componentes miogenicos/derivacion de tumores 12
La desmina también puede presentarse en los miofibroblastos y ser focalmente positiva en
fibromatosis desmoides.?

Principios y Procedimientos

Elanticuerpo primario indicado puede utilizarse como anticuerpo primario para la tincidn
inmunohistoqufmica de cortes de tejido fijado con formol y embebido en parafina. En
general, la tincion inmunohistoguimica junto con el sistema de deteccién mediante unién con
peroxidasa de rdbano (HRP) o fosfatasa alcaling permite 2 visualizacion de antigenos a través
de la aplicacién secuencial de un anticuerpo especfico (anticuerpe primario) 2l antigeno, un
anticueipo secundario (anticuerpo de union) al anticuerpo primario, un complejo enzimdtico
¥ Un sustrato cromogenico con etapas de lavada intermiedias. La activacion enzimatica del
€romogeno da lugar a un producto de reaccion visible en el sitio del antigeno. La muesira
puede entonces contratedirse y aplicarse un cubreportaobietes, Los resultados se interpretan
€on Ui microscopio dptico,

Materiales y Métodos

Reactives Suministrados

! Composicidn del Producto

Amortiguador Iris, pH7,3-7.7, coriun 134

Frecu i n de BSA y <0, 1% de azida de sodio

La anti-desmin detecta una proteina que expresan las células de los musculos lisos,
esqueléticos y cardfacos normales. Se ha sugerido que 13 desmina se encuentra
principalmente en o cerca de la periferia de las lineas Z de las fibrillas del musculo estriado.
En el misculo (iso, la desmina conects los cuerpos citoplasmicos densos con placas densas
unidas a la membiana, La ani-desmin reacciona con leforniomas, lelomiosarcomas,
rabdomiormas, rabdomiosarcomas 35 células perivasculares de tumores ¢ldmicos de la piel.

Concentradn: diluico en

Tampon fostatosalino, pH 7,2, con un 1%
de BSA y <0, 1% de azida de sedio

Hast conejo
Isotipo 96

| ilucion de rabaj

ntervalo de dillicion de trabajo 1100-1:500
recomendado

Fuente sobrenadante

Vea la etiquera del producto para informacidn especifica sobre &l lote acerca de |o siquiente;

1. Concentracin de anticuerpos de inmunoglobuling

2. Detalles de la fuente

Reconstitucidn, Mezcla, Dilucion y Titulacidn

Elanticuerpo prediluido st liste para usar y optimizado para la tincidn. anticuerpo
concentrado estd optimizado para diluirlo en el rango de dilucion con Cell'Margue Diamand:

Antibody Diluent
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Materiales y Reactivos Necesarios No Suminis!rados

Los siguientes reactiyos y materiales pueden ser necesarios para la tincidn, perono se incluyen
con el anticuerpd primario:

1. Tejido d2 control positiva y negativo

. Portaohjetns para micioscopio con carga positiva

 Homo de secado capaz de mantener una temperatira de 53-65 °C
. Cubetas o bafos de tincion

. Crondmetro

£~ T O, T TSR O T S

. Xilenn o sustituto de xileno
7. Mleohel reactivo o etanol

Nota: Ef tratarmiento previo de un pase de Cell Margue, Frilogy™ (. de catdlogo 920P-06),
puede sustituir fos efementos de los puntas 6 y / aiteriores.

8. Agua desionizada o destilada

9, Fauipode calentamiento, como la olla de prasin eléctrica para el paso del ratamiento
previo del tejide

10, Sistema de deteccion como HiDel Detection™ HRP Polymer System (M. de catdlogo
9540-20) o HiDef Detection™ Alk Phas Polymer System (N.° de atdlogo 9620-20)

11.Cromégeno, como DAB Substrate Kit (M. de catdlogo 9570-20] 0 Permanent Red
Chromogen Kit (N.° de catdlogo %60D-10)

12, T8S IHC Wash Buffer + Tween®* 20 (N.2 de catélogo 93568-09)
13. Hematoxylin u otra contratingidn

14. Diluyentes de anticuerpo, come Diamond: Antibody Diluent (M. de catélogo 938B-03) 0
Ernerald: Antibody Diluent (M. de catdlogo 9366-08)

15_Peroxide Block (N.¢ dz catilogg 925B-05) para usar con HRP

16, Avidin-Biotin Blocking Reagents para usar con deteccion con esaeptavidina-biotina
17, Megative Control Reagent (N. de catdlogo 939B-02 para universal)

18, Mounting Medium

19. Cubreobjetas

20. Micrascopio 6ptico (40-400x)

Conservacidn y Manipulacion
Almatcenar a 2-8 °C. No cangelar.

Para qarantizar |2 dispensacion adecuada del reactivo y [2 estabilidad del anticuerpo, tias cada
utilizacién se debe volver a poner ¢l tapdn y almacenar el frasco inmediatamente en la nevera,
en posician vertical.

Todos los reactivas de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. Ef reactivo es estable hasta
la fecha indicada en |3 etiqueta siempre que se almacene correctamente, No usar el ieactiv
despugs de 1z fecha de caducidad para el método de almacenamiento desito

No hay signos defintrivos que indiquen [a inestabilidad de este producto, por fo que

| controles positivos y negativos deben analizarse simultdneamente con muestas
desconncidas, Contacte con el servicio técnico de Cell Marque si tiene saspechas sobre fa
inestabilidad del reactivo.

CMC24331010 + ESRev, 10+ p.2

Extraccion y Preparacion de la Muestra para su Andlisis

Cuando se utiliza &l procedimiento habitual, fos tejidos fjades en formol en tampdn neutro y
embebidos en parafina resultan adecuados para el uso can este anticuerp primario ando
se utiliza con |os kits de deteccitn de Cell Marque (consulte la seccion Materiales y reactivos
nacesarlos no suministrados). Nota: Cell Marque evala el resultado solo en tejidas humanos.
El fijador de tejido recomendado es formalina tampanada neutral 10%. Pueden tener lugar
resultados variables coma consectiencia de una fijacidn prolongada o procesos especiales
1ales como 12 descalcificacian en I oreparacion de |2 méduladsea.

(ada seccidn debe cortarse con el giosor apropiaco (aproximadamente 3 pm) y colocarse

en un portaobjetos de vidtio con carga positiva. Los portaobjetos que contienen ¢l corte de
tejido pueden secarse durante al menos 2 horas (pero no més de 24 hords) e un homa & una
temperatura ¢ 53-65 °C.

Advertencias y Precaudiones

1. Adopte las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. Usar guantes
y batas delabaratorio desechables cuando se manipulen materiales potencialmente
carcindgencs o tixicos (como xilena).

td

 vite el contacto de los reactivos con los ojos y las membranas mucsas. Si se produce el
contacto con dreas sensibles, lavese con agua abundante.

(751

. Las muestras del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben tratarse
como st fuzsen materiales potencialmente infecciosos y desecharse con las piecauciones
adecuadas. Nuncz pipetear con la boca.

4. Evitar 2 contaminacion microbiana de los reactivos, ya que padrian prodicirse
resultados incorrectes,

bl

. Flusuario debe validar los tiemipos y temperaturas de incubacidn.

6. Los reactivas prediluidos listos para usar estan diluidos dptimamente por lo que una
cilucitn adicianal padria producir la pérdida de tincidn del antigeno.

7. Los reactivos concentrados pusden diluirse dptimamente en base a 2 determinacion del
usuario. Elusuario deberd validar igualmente tanto l2 compatibilidad coma el efectoen fa
estabilidad de cualquier disolvente utilizado que no esté recomendado especificamente en
este documeanto.

8 Este producto no se clasifica como sustancia peliqrosa cuando se usa segun las
instruccianes. El conservante del reactivo es inferior al 0,1% de acida sGdica y no-cumple
los criterios de la OSHA para sustancias peligrosas a la concentracion indicada. Consufte |2
hoja de datos de sequridad de los materiales.

9 [l ustario debe validar cualquier condicién de almacenamiento que no sea una de fas
especificadas en gl prospecio.

10. El disolvente puede indcluir albimina de suero bovin y el sobrenadante puede/contener
suero hovina. Las productos que contienen suero fetal bovino y los producios ue
contienen albimina de suero boving se compran a los proveedores comerciales. Los
certificadns de origen de la fuente animal utlizada en estos productos obran enel archive
de Cell Marque, Los certificados asequran que las fuentes bovinas provienen de paises con
riesgo minimo de BSE y relacionan como fuentes de bovines EE. ULy Canada.

11. Comp con cualguier producto proveniente de fuentes biologicas, deberdn emplearse
procedimientos de manipulacin apropiados.

Desrmin (EP15) Rabbit Monaclenal Primary Antioedy
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Instrucciones de Uso

Protocolos de tincion recomendados para el anticuerpo primario indicado:

HiDef HRP:
HiDef Detection™ HRP Polymer System (N.2 de catdlogo 954D-20)

1. Técnica de recuperacion del epftopo: HIER, Beactivo para la recuperacian del epitopo:
Trilogy

. Tiempo de incubacitn de anticuerpo (minutos): 10-30
. Tiempo de incubacidn de Hillel Detection Amplifier (minutos): 10
. Tiempo de incubacidn de HiDef Detectian Polymer Detectar (minutos): 10

. liempa de incubacidn de DAB (minutos): 1-10

{1, S =S i

. Deshidrate y cubra el portaobjetos.

HiDef Alk Phos:
HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (N.2 de catdlogo 9620-20)

1. Técnica de recuperacion del epitopo: HIER, Reactivo para la recuperacidn del epltopo:
Trilogy

. Tiempo deincubacidn de anticuerpo (minutos); 10-30
. Tiempo de incubacidn de HiDef Detection Amplifier (minutos): 10
. Tiempa de incubarién de HiDef Detection Polymer Detector (minutos): 10

. Tiempa de incubacién de Permanent Red (minutos): 15-30

(= A P

- Deshidratey cubrz el portanbjetos,

Procedimientos de Control de Calidad

Controf de Tejido Positivo

(ada vez que se realice el procedimienta de tincidn, debe procesarse un control positivo de|
tejido. Este tejido puede contener células o companentes del tejido de tincidn nositiva y
negativa y servir coma tefido de control positivo y negativa, Los tejidos de control deben ser
muestras frescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o fjadas con la mayor brevedad
€on un proceso idéntico al de 105 cortes en estudio. El uso de un corte de tejido fijado o
procesado de forma diferente 3 la muestra en estudio servird para el control de todos los
reactivas y pasos del métado excepto la fijacion y el procesamiento del 1ejido.

Un tejide cen una tincion positiva débil es mds adecuado para un contral de calicad ptima y
para detectar niveles pequefios de degradacion del reactiva. B control de tejido positivo para
el anticuerpo primario indicado puede incluir o siquiente;

Control de Tejido Positive

Tejido Visualizacion

Mustulos del esqueleto Citoplasmatica

Los controles de tejido positivos conocidos solo se deben usar para monitorizar ¢l
comportamiento correcto de s tejidos procesados y los reactivos de Ja prueba, y no como
ayuda para establecer un diagndstico especifico de las muestras de| paciente. Silos coniroles
positivos del tjido no muestran una tincion positiva apropiada, los resultados de las muestras
en estudio se deben cansiderar no validos,

CMC26331070 -+ ESRev. 1,0 - p.3

(ontrol de Tejido Negative

F mismo tejido wtilizado para el control de tejido positive se puede utifizar en el control

de tejido negativo. La variedad de tipos de células presentes en |3 mayoria de los cortes

de tefidos ofrece sitios e control negativo internos, pero esto debe verificarlo el usuario,

Los companentes que no se tifien deben demastrar [a ausencia de tincion especificay
preporcionar una indicacion de tincicn de fonda no especifica, Si se produce una tincién
especifica en los sitios de control de tejido negativo, los resultados obtenidos con las muestras
del paciente deben cansiderarse no validas.

Discrepancias Inexplicables

Las discrepancias inexplicables de los controles deben remitise de inmediato al

servicio técnico de Cell Marque, Silos resultados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resulrados del paciente no son validns. Vease la seccidn Resolucién de
problemas de este prospecto. [dentifique y corrifa el problema; a continuacidn, epitd todo gl
procedimiento con las muestras del paciente.

Reactivo de Control Negativo

Se debe utilizar un reactivo de control negativo para cada muestra para ayudar z interpretar
los resultados. Para evaluar una tincion no especifica se utiliza un reactivo de control neqative
e lugar el anticuerpo primario. Se deberd tratar el portachjetos con el reactiva de control
niegativo haciendo coincidir las especies huéspedes del anticuerpo primario e idoneamente
con lg misma concentracion de 96. £l periado de incubacidn para el reactivo de control
neqativo deberd ser igual que el perioda de incubacidn del anticuerpo primario,

coloreadn en los sitios de! antigeno localizados por ¢! anticuerpo primario. Cansulta en el
prospecto comespondiente de| sistema de deteccion las reacciones de calor esperadas. Un
patdlego cualificado experimentada en procedimientos de inmunahistoquimica debe evaluar
los contrales de wjido positivos y negativas antes de interpretar los resultados.

Control de Tefido Positivo

£l control de tejida positive tefiido debe examinarse primero para determinar (e tados los
teactivos funcionan adecuadamente. La presandia de un producto de reaccion con el color

‘adecuado dentro de las células diana es indicativa de una reactividad positiva. Consulte en

¢l prospecto de sistema de deteccion utilizada las reacciones de color esperadas. Sequn sea

la duracion de 13 incubacién y la potendia de fa hamatoxiling empleada, la contratincidn

dard como resultada una coloracion azul de palida 3 oscura de los nicleos celulares Una
contratindin excesiva 0 incompleta puede comprometer [a interpretacin adecuada de los
iesyltados. 51 Ios contrales de tejicas positivos no muestran uaa tincidn positiva apropiada, los
resultados de fas muestras en estudio se deben considerar no validos,

Conirol de Tejido Negativo

El control de tejido negativ debe examinarse después del control de tejido pesitivo para
verificar la marcacitn especifica del antigeno diana por el anticuerpo primario, Lz ausencia

de tincin especifica en el control de tefido negativa confirma la ausencia de reactividad
cruzada del anticuerpo con las células o los componentes calulares. Si se produce una tincion
especifica en el control de tefico negativo, los resuftados ohtenidos con la muestra del
paciente se consideran no validos. La tincion no especifics, sila hay, tendra un aspecto difuso,
También se puede observar una ligera tincion especifica esporadica del 18jido conjuntivo en
cortes detejidos que no estén fjadas éptimamente. Par 12 interpretacion de |os resulrados de

Desmin (EP15) Rabbit Manoclonal Primary Antibody
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la tincitn deben usarse células infactas. Las células necrbticas o degeneradas mugstran una
tincion no especiica.

Tejido del Paciente

Las muesiras del paciente se deben examinar al final. La intensidad de la tincion pasitiva s
debe valorar en el contexto de cualguier tincign de fondo del control de reactivo negativ.
Coma en cualquier prueba de inmunohistoquimica, un resultado negativo significa que el
antigeno en cugstifin no se ha detectado, no que el antigeno esté ausente delas cElulas o del
tejido analizado, Un panel de articierpos puede ayudar a identificar reacciones negativas
falsas (consule |3 seccion Symario de resultados esperados). La maifologia ce tada muestia
del tejido también debe examinarse utilizando un corte con tincign de hematowilina y eosing
al interpretar cualquier resultado de inmunchistequimica. Un patdicge cualificado debe
interpretar los resultados morfoldgicos del paciente y sus datos clinicos pertinentes.

Limitaciones

1. Fl'color del anticuerpo no afecta lo funcionamiente.

i

7. Este reactivo s “de exclusivo uso profesional’, ye que la inmunohistoguimica es un proceso
diagnostico de varias etapas que requiere una farmacidn especializada en 3 seleccién de
Jos reactivos, tefidos, fiiacion y procesamiento apropiados; 12 preparacion del portaobjetos
de inmunohistoquimica y la interpretacidn de los resultados de la tincidn.

3. Para usc exclusive ce laboratorio.
4. Para diagndstico fn vitro.

5. Latincion de los tejidos depende de |a manipulacién y el procesamiento de los
mismos antes dela tincién. Una fijacion, congelacian, descongelacion, lavado, secado,
calentado @ corte inadecuados @ la contaminacién con ofros tejidos o liquidos puede
producir artzfactas, blogueo del anticuerpo o resultados falsos negativos, Los resultados
inconsistentes pueden ser consecuencia de as variaciones en los métodas de fijacion y
embebida, asi como de irreqularidades inherentes dentro del tjido.

6. Uns contratingidn excesiva o incompleta puede comprometer la interpretacion adecuada
de los resultados.

7. Lainterpretacion dlinica de una tindién positiva o de su ausencia debe evaluarse en
el contexto de I3 historia clinica, la morfologia, otros criterios histopatolégicas, asi
como otras pruebas diagndsticas, Este anticuerpo estd disefado para utilizarlo en un
panel de anticuerpos si fugra pertinente. Es responsabilidad de un patdloge cualificado
familiarizarse con los anticuerpos, reactivas, paneles de diagndstico y métodos usados
para obtener una preparacidn con tincion. La tincion se debe realizar en un laboratorio
certificado con la supervisidn de un anatomopatdlogo responsable ge la revision de
los portaobjetos tefidos y de a verificacion de laiconeidad de los confroles negativos
y positivas,

8. Cell Marque provee anicuerpos y reactivos en una dilucian optima para usar come
se indica. Cualquier desviacion de los procedimientos recomendados del métado
puede invalidar los resuliados esperados, Se deben utilizar y documenta los coniroles
apropiados. Los usuarios deben asumir en cLialquier (ase la responsabilidad de la
interpretacion de os resultadas del paciente,

9, Cell Marque pravee [os anticuerpos primarios en formato concentrada de manera que el
usuario pueda diluirlos después aptimamente para usarlos segun determine y observanda
[35 16cnicas de validacion adecuadas. Los usuarios deben valider el uso de cuelquier
disalvente que n se recomiende en este documento. Una vez que el anticuerpa primario
haya sido validado coma adecuado para usar, cualguier desyiacidn de [ns procedimientos
de prusba recomendados puede invalicar los resultadas esperados, Se deben utilizar

232
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documentaros controles aprapiados. Los usuarios deben asumir en cualquier 5o 12
responsabilidad de la interpretacidn de |os resultados del paciente.

10. Esve producto no esta diseriado pera utilizarlo en ciomeria de flujo.

11, Los reactivos pueden mostrar reacciones inesperadas en tejidos no estudiados
previament. Ng puede excluirse completamente la pasibilidad de reacciones inesperadas,
incluso en geupos de tejidos analizados, debido 2 la variabilidad biologica de fe expresion
del antigeno en neoplasmas u otros tejidos patoldgices. Pngase en contacto con el
servicio técnico de Cell Marque si sospecha que ha habido una reaccion inesperada
documentada.

12.Los tefidos de personas infectadas con el virus de |a hepatitis B y que contengan antigeno
de superficie (HBsAq) pueden mostrar una finidn no especiica con peroxidass de rahano.

13. Cuando se utilizan en pasos de bloguea, los sueros normales procedentes del
mismo origen animal que los antisueros secundarios pueden provocar resultados
de falsos negativos o falsos positivos debido al efecto de los autaanticuerpos o
anticuerpos naturales.

14. Pueden verse resultados de falsos posttivos debidaa la union de proteinas o productos de
reaccion del sustrato por mecansmos no inmunoldaicos. También pueden estar causados
por la actividad dela pseudoperoxidasa (eritrocitcs), actividad de |a peroxidasa endégena
{citocromo €) o biotina enddgena {ejemplo: higade, cerebro, mama, rifi6n] dependiendo
del tipo de técnica de inmunotincion empleada.

15.Come en cualquier prueba de inminohistoguimica, un resultado negativo significa que
el antigenc no se ha detectado, no que el antigeno esté ausente de las células o del
2jido analizado.

16, Los producros de anticuerpo prediluidos estén optimizados coma productos listos para
usar. Debido a la posibilidad de variaciones en [a fjacidn y pracesado del tejido, puede
ser necesario aumentar o reducir el tiempo de incubacion del anticuerpo primario en
muestras individuales.

17. H anticuerpo, en combinaci6n con sistemas de deteccion y sus accesorios, detecta los
antigenos gue sobreviven al proceso habitual de fijacidn con formol, procesado y core de|
tejido. Los ustiarios que se desvien de los procedimientos de pruzba recomendados son
responsables, como lo serfan en cualquier case, de lainterpretacion y validacion de los
resulrados del paciente.

Sumario de Resultados Esperados

Consulte las siguientes tablas de reactividad:

Estudio Normal
N2
Tefiida NS

Tejido i+ Total | Motas
| Cerebro 3 3

(drrexadrenal 0 1

(Owarias ] 1
| Pancess R

Paratirpides 0 1

Pituitaria 0 1
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Este anticuerpo tife tefidos normales como st indicado en |z literatura,

Estudio Normal Estudio de la Enfermedad del Tejido
NS N2
Terida N Teiido N
Tejido (+) Total | Nofas Tejico (+) Total | Notas
Testiculos 0 1 Leiomioma 12 12
Tiroides 0 1 Rabdomiosarcoma 8 3
Pecho 2 -2 Leiomipsarcoma 5 5
Bazo 0 1
; Este anticuerpo tifie tumares como estd indicado en la literatura.
Amigdalas 0 1
; 1 i
L ¢ Resolucion de Problemas ol o W 2y
Médula dsea 0 1 : " e i i
1. Siel control positivo muestra una tincidn mds débil de |2 esperada, deben analizarse otios
Pulmones 0 2 controles positivos realizacos en la misma tincion para determinar si se debe al anticuerpo
Corazon 1 1 primario 0 a una de los reactivos secundarios comunes.
Esifago 0 1 2, Siel contrel positivo da negativo, se deben analizar atras controles positivas usados en Ja
misma ejecucidn para determinar si se debe al anticuerpo primario o a uno de los reactivos
Estémago 0 1 secundzrios comunes. Los tejicos pueden haberse recogido, fijada o desparafinado de
i p g
Intesting delgado ] 1 manera inadecuada. Debers sequirse el procedimiento adecuado para la recogida, la
conservacitn yla hjacion.
Colon 0 1 ; ¥ . s i
3. Sise produce una tincidn de fando excesiva, pueden haber niveles alios de bioting
Higado 0 1 enddgena. Se deberd inclulr una etapa de blogueo con bioting 2 no ser gue se esté
Glandula salival 1 1 utilizando un sistema de deteccin sin bioting, en cuya taso ninguna biotina presente seria
s un factor que contribuyera a la tincion de fondo.
Vesicula biliar 0 1 ; e :
= 4. Sinose haeliminado toda la parafina deberd repetirse el procedimiento
Rinones 0 1 de desparafinacidn,
Vejiga 0 1 3. Silos cortes de tefido lavan el portaobjetos, dzben comprobarse los mismos ara
Prostats 0 1 qarantizar que tienen carga positiva. Otras posibilidades que podifan afeciar
: adversamente a la achesion del tejida incluyen un secado insuficiente del corte de tejico
Utero 0 ! en el portaobjetos antes de [a tincién o fijacién en formol que no fuera neutralizado con
Trompas de Falopio 0 1 tampdn apropiadamente. El grosor de! tejido también puede ser un factor causante.
Uréter 0 1 Para conocer la accidn correctiva, consulte 1a seccidn de [as instrucciones de uso o contacte
con el servicio técnico de Celf Marque a través de techsupport@cellmargue.com,
Cérvix 0 1
Mitsculos del esquel ayiks :
L] AT Mibtongafls 70 0 e ot ol s
Mdsculo liso 7 7 ;
1. Altmannsberger M, etal. Desmin i specific marker for rhabdomyosarcomas of human
Piel 0 1 andrat origin. Am J Pathol 1985; 118:85-95.
Nervios periféricos 0 1 2. DebusE, etal Menoclonal antibodies to desmin, the muscle-spedific intermediate
Messtelio 0 = filament protein. EMBO J, 1983; 2:2305-2312.
| ;
o 0 | 3. Tamaguchi U, etal. Differential diagnosis of gastrointestinal stramal tumer and other
spindle cell tumors in the gastrointestinal tract based on immunohistochemical analysis.
Placenta 0 1 Virchows Arch. 2004 2:142-50.

Limitaciones de Responsabilidad

Cell Marque es el fabricante legal de los anticuerpos de diagnastico i7 vimo de |a marca
Cell Marque -+ RabMAD. Cell Marque utiliza la tecnologia RabMab de Aocar PLC para
esta marca. La tecnologia menoclonal de conejo estd patentada y RabMAb es una marca
registrada de Abcam PLC

Desmin (EP15 Rabbit Monoclonal Piimary Antibody
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EMA (E29) Mouse Monaclonal Antibody
Para Diagnastico In Vitro (VD)

Identificacion del Products

Descripcion

247M-94 0,1 mi concentrado

247M-95 0,5 ml concentrado

247M-% 1,0'ml concentrado

247M-97 1,0 mi prediluido listo para usar
247M-98 70 ml prediluido listo para usar
247TM-90 25,0 ml predilufdo listo para usar

Definiciones de los Simbolos

digo
[¥] } prediluir
concentrado
[2] ascitls
[£] suero
[s] sobrenadante
rango de dilucidn del concentrado

Uso Previsto

Este anticuerpo estd destinado para uso diagnostico in vitm (VD).

EMA (E29) Mouse Monedlonal Primary. Antibody esta diseriado para el uso en 13 deteccién
de EMA en tejido fijado con formol e incluido en parafina tefido en una prueba de
inmunohistoquimica (IHC) cualitativa,

Los resultadlos obtenidos con el usa 2 este producto juto con 1a historia clinica relevante
del paciente, otras pruebas diagnosticas y controfes adecuadas debe interpretarios un
patdloge cuslificade.

I anticuerpo anti-EMA es un marcador de utilidad para la tincién de numerosos €arcinomas,
Este anticuerpo tifie células normales y neopldsicas de diferentes tejidos como epitelio de
mama, gldndulas sudorfparasy carcinoma colorrecta]. Los rarcinomas hepatocelulares,
carcinomas adrenales y carcinomas embrionarios son consistentemente EMA-negativos, de
manera que los tefldos positivos pare querating y negativos para EMA favorecen ol diagndstico

(MC24729040 - ESRev. 40 - p. 1

de estos tumores. EMA es frecuentemente positiva en meningiomas, lo que puede ser (til
cuando se quiere diferenciar esta condicion ds otras neoplasias intracraneales, como por
ejemplo Schwanomas.'®

Principios y Procedimientos

El anticuerpo primario indicado puede utilizarse como anticuerpo primarig.para la tincion
inmunahistoquimica de cortes de tejido fijada con formel y embebido en parafina. En
general, la tincién inmunohistequimica junta con el sistema de deteccion mediante union con
peroxicasa de rabano (HRP) o fosfatasa alcaling permite la visualizacian de antigenos a través
de la aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico (anticuerao primario) &l antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpa de unidn) gl anticuerpa primario, un complgjo enzimdtico
Y Un sustrato cromegénica con etapas de favado intermedias. La activacién enzimética del
€romogeno da lugar @ un producto de reaccién visiole en el sitio del antigenn. La mussira
puede entonces contratefiirse y aplicarse un cubreportaobjetos. Los resultadgs se interpretan
0N Un microseopio Optico,

Materiales y Mérados

Reactivos Suministrados

Composicién del Producto

AmortiguadorTris, pH7,3-7,7, con un 1%

FEGMIE i oen de BSA y <0,1% de azida de sodio

Amortiguador Tris, pH 7,3-7.7, con un 1%

Concentrado: diluido en de BSAy <0,1% de azida desodic

Host raton
Isotipo g6, /k

ilucitin de trabaj
Intervalo de dilucidn de trzbajo 110015500
recomendado
Fuente sobrenadante

Vea la etiqueta del producto para informacion especifica sobre el loe acerc delo siguiente:
1. Concentracion de anticuerpos de inmunoglobulina

2. Detalles de g fuenta

Reconstitucion, Mezcla, Dilucién y Titulacién

El anticuerpo prediluido esté listo para usar y optimizsdo para fa tincidn, B anticuerpa
toncentrado esta optimizado para diluirlo en el rango de dilucién con Cell Margue Diamoand:
Antibody Diluent.
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Materiales y Reactivos Necesarios Ne Suministraclos

Los siquientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para [3 tincién, pero no se incluyen
con el anticugrpo primaric:

1. Tejido de contro! positivo y negativa

; Portabbjetos para microscopie ton €arga positiva

. Hormo de secado capaz de mantener una temperatura de 53-65 °C
. (ubetas o baiios de tincidn

. Croandmetro .

_ Xilzno o sustituto de xileno

S e A S S T

_ Alcohal reactive o etanal

Note: £l tiatemiento previo de un paso de Cell Marque, Trilogy™ (. de catdiogo 920P-06),
puede sstituir fos elementos de los puntos 6 y 7 anieriores.

8. Aqua desionizada o destilada

9, Equipo de calentamiento, como Iz olfa de presion elécwrica para el paso del ratamiento
previo del tejido

10.Sisterna de deteccion coma HiDef Detection™ HRP Polymer System (N.° de catélogo
9540-20) o HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (N.* de catdlogo 9620-20)

11, Cromagena, como DAB Substrate it (.2 de catélogo 957D-20} o Permanent Red
Chromogen Kit (N.° de catélogo 960D-10)

17 TBS IHC Wash Buffer -+ Tween®* 20 (N.° de catdlogo 9358-09)
13. Hematoxylin u otra contratingidn

14, Diluyentes de anticuerpo, como Diamond: Antibody Diluent (N de catdlog 938B-05) o
Emeald: Antibody Diluent (N. de catdlogo 936B-08)

15. Peroxide Block (N.2 de catélogo 9258-05) para usar con HRP

16, Avidin-Biotin Blacking Reagents para usar con deteccion con estreptaviding-bioting
17. Negative Cantrol Reagent (N.* de catilogo 9398-02 para universal)

18 Mounting Medium

19. Cubrebjetos

20, Microscopio dptico (40-400x)

Conservacidn y Manipulacion
Almacenar a 2-8 °C. No congelar.

Para garantizar la dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo, ras cada
utilizacién se debe volver a poner el tapdn y almatenar el frasco inmediatamente en la nevera,
en pasicon vertical,

Tados los reactives de znticuerno tienen una fecha de caducidad. El reactivo es esiable hasta
[a fecha indicada en |2 etiqueta siempre que se almacene correctamente. No usar el reactivo
después dela facha de caducidad para el método de almacenamiento descrito.

No hay signas definitivos que indiquen 12 inestabilidad de este producto, por o que

les controles positivos y negativos deben analizarse simultaneamente con muestras
desconacidas, Contacts con el servicio 1fcnico de Cell Marque si tiene sospechas sobre la
inestanilidall del reactivo,

l KEY-CODE l CMC24729040 - ESRew. 4.0« p.2

Extracciény Preparacion de la Muestra para su Andlisis

Cuando se utiliza el procedimiento habitual, los tjidos fjados en formal en tampdn neutroy
embebidas en parafina resul1an adecuades par el uso con esta anticuerpo primario cuando
ce \iliza con los kits de deteccion de Cell Marque (consulte la secciin Materlales y reactivos
niecesarios no suministrados). Nota: Cell Marque evalda el resultado solo en tejidos humanos.
] fijador de tejido recomendado es formalina tamponada neutral 10%. Pueden tener lugar
resultsdos variables come consecuencia de una fjacién prolongada o procesos espadiales
taes como la descalcificacion en |a preparacidn de la médula osea.

(ada seccion debe cortarse con el grosor aprapiada (aproximadamente 3 m} y colocarse

e un partaobjetos de vidria con carga positiva. Los portaobjetos que contienen el corte de
tejido pueden secarse durante 2l menos 2 horas (pero no més de 24 horss) enun oMo aung
temperatura de 53-65 °C.

Advertendias y Precaudiones

1, Adopte s precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos, Usar guanies
y hatas de [aboratorio desechables cuando se manipulen materiales patencialmente
carcindgenos o toxicos {como xilena).

2. Evite el contacio de los reactivos can los ojos y las membranas miuscasas. Sise produce ¢l
confacto con dreas sensibles, |vese con agua abundante.

3. Las muestas del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben tratarse
como si fuesen materiales potencialmente infecciosos y desecharse con las precaudignes
adecuadas. Nunca pipetear ton la boca,

4. Fuitarla contaminacion microbiana ce o reactivas, ya que pedrian producirse
resuliados incorrectos,

5. El usuario dabevalidar los tiempos y temperaturas de incubacion,

6. Los reactivos prediluidos listos para sar estn diluidos éptimamente par lo que una
dilucidn adicional podria producir | pérdida de tincién del antigena.

7. Los reaciivos concentrados pueden diluirse Gptimamente en base a la determinacicn del
ustiario. El usuaric debers validar igualmente tanto la compatibilidad como el efectoen fa
estahilidad de cualquier disolvente utilizado que na esté recomendado especificamente en
este documento.

8. Este producto nose clasifica como sustancia peligrosa cuanda se usa segun 125
nstrucciones. El conservante del reactivo es inferior al 0,1% de acida sodica y no cumple
Ins criterios de |a OSHA para sustancias peligrosas & 2 concentracidn indicada. Consulte [3
hoja de datos de sequridad de los materiales.

9. Elusuarie debe validar cualquier condicion de almacenamiento que no sea una delas
aspecificadas en el prospecto,

10.El disolvente puede incluir albmina de suero bovina y ¢l sobrenadante pusde contener
suerq bovino. Los praductos que contienen suero fetal bovino y los productos gue
contienen albtimina de suero bovino se compran & los proveedores comerciates. Les
certificados de origen de la fuente anima| utilizada en estos productos ooran en el archivo
e Cell Marque. Los certificados asequran que las fuentes bovinas provienen de paises con
tiesqo minima de BSE y relacionan como fuentes de bovinos EE. UU. y(anada,

11.Coma con cualquier producto proveniente de fuentes biolgicas, deberdn emplearse
precedimientos de manipulacion apropiados.

EMA (E29) Mouse Monoclonal Antibody
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Instrucciones de Uso

Protocolos de tiricion recomendados para el anticuerpo primario indicado:

HiDef HRP:
Hief Detection™ HRP Polymer System (N ® de catdlogo 954D-20)

1. Teenica de recuperacién del epitopo: HIER, Reactivo para |a recuperacion del epitopo:
Trilogy

. Tiempa de incubacién de anticusrpo (minutes): 10-30
. Tiempo de incubacién de HiDef Detection Amplifier (minutas}: 10
- liempo de incubacion de HiDef Detection Polymer Detector (minutos): 10

. liempa deincubacion de DAB (minutos): 1-10

= I - SO S S

. Deshidrate y cubra el portaobjetos.

HiDef Alk Phos:
HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (N. de catdlogo 9620-20)

1. Técnica de recuperacidn del epitopo: HIER, Reactivo para |z recuperacian del £pitopo:
Trilgy

2. Tiempo de incubacion de anticuerpo (minutos): 10-30
- Tiempo de incubacion de HiDef Detection Amplifier (minutos): 10
. Tiempa de incubacion de HiDef Detection Palymer Detector {minutas): 10

. Tiempo de incubacitn de Permanent Red (minutos): 15-30

(=S s I - S O |

- Deshidrate y cubra el partaobjetos.

Procedimientos de Control de (alidad

Control de Tejido Positivo

Cada vez que se realice el procedimiento de tincin, debe procesarse un contiol pesitivo del
tejido. Este tejido puede contener células o componentes del tejida da tincién pasitiva y
negativa y servir como tejido de conol positive y negativo, Los tejidos de control deben ser
muestras frescas de autepsia, biopsia o cirugia preparadas o fijadas con la mayor brevedad
con.un proceso idéntico 3l de los cortes en estudio. Bl uso de un corte de tejida fjado o
procesado de forma diferente 2 la muestra en estudio servira para el control de todos los
feactivos y pasos del método exceptola fijacidn y el procesamiento del tejido.

Un tejido con una tincidn positiva débil es mas adecuada para un control de calidad dptimoy
para defeciar niveles pequefios de degradacidn del reactivo. B control de tejido positivo para
el anticuerpo primario indicado puede incluir o siguiente:

Control de Tejido Positivo

Tejido Visualizacion

Pacho Citoplasmética, Membranoso
Pie| (itoplasmatica, Membranoso
Cardnoma de pecho (itoplasmatica, Membranoso
Meningioma (itoplasmatica, Membranoso

237

(MC24729040 + ES Rev 40 - 0.3

Los contrales de tefido positives conacidos solo se deben usar parg manitorizar el
comportamierto correcto dz los tefidos procesados y los reactivos de [a pruebe, ¥ no comy
cyuda pare establecer un diagnéstico especfico de las muestras del paciente. Si los controles
positivos del tefido no muestran una tincion positiva apropiada, los restltados de las muestras
en estudio se deben considerar no validos.

Control de Tejido Negativo

El mismo tejido utilizado para el control de tefido positivo se puede utilizar en el control

de tefido negativo. La variedad de tipos de células presentesen [z mayoria de los corfes

de tejidos ofrece sitios de cantrol negativ internas, pero este debe verificarlo el usuario.

Los compangntes que no se tinen deben demostrar |3 ausendia de tincion especificay
preporcionar una indicacion de tincidn de fondo no especifica, Sise produceunz tincign
especifica en los sitios de control de tejido negativo, los resultados obtenidas con las musstias
del paciente deben considerarse no validas.

Discrepancias Inexplicables

Las discrepancias inexplicables de los controles detien ramitirse de inmediato 2l

servicio técnico de Cell Marque, Silos resultados del control de calidad no cumplen Jas
especificaciones, los resultados de paciente no son validos, Véase la seccion Resolucién de
problemas de este praspecto. Identifique y corrija el problema; a continuacidn, repita todo el
procedimiento con las muestras del paciente.

Reactivo de (ontrol Negativo

Se debe utilizar un reactiv de control negativo para cada muestra para ayudar a interpretar
los resultados, Para evaluar una tincién no especifica se utlliza un reactivo de control negativo
01 lugar del anticuerpo primario. Se debera tratar ! portacbjetos con el ieactivo de control
rniegativa haciendo coincidir las especies huéspedes del anticuerpo primario e idéneamente
con la misma concentracion de [96. £l periado de incubacicn para el reactivo de control
negativo deberd ser iqual que el perindo de incubacion del enticuerpo primario.

El pracedimiento de inmunotincidn causa la precipitacion de un producto de reaccidn
coloreado en los sitios del entigeno localizados por el anticuerpo primario. Consule en el
prospecto cormespandiente del sistema de deteccion las reacciones de tolor esperadas. Un
patélogo cualificado experimentado en procedimiantos de inmunafistoquimica debe evaluar
los controles de tejido positives y negativos antes de interpretar los resultados,

Control de Tejido Positivo

El control de tejido positive tefiida debe examinatse primero para detarminar que tados los
reactivos funcionan adecuadamente. La presendia de un producto de reacci6n con el calor
adecuado dentro de las células diana es indicativa de una reactividad positiva. Consulte en

el prospecto del sistema de deteccion utilizado [as reacciones de color esperadas. Sequn sea

fa duraci6n de la incubacidn y Ia potencia de la hematoxilina empleada, la confratincien

dard como resultado una coloracion azul de palida a oscura de los nicteos celulares. Una
contrtingion excesiva o incompleta pusde comprometer 3 interpretacion adecuada de |os
iesultados. i [os controles de tejidos positivos no muestran una tincidn positiva apropiada, los
resultados oe [as muestras en estudio se deben considerar no vélidos.

Control de Tefido Negative

El contral de tefida negativo debe examinarse después del control de tejido positiva para
verificar la marcati6n especifica del antigeno dizna por el anticuerpo primario La ausenci
de tincidn especifica en el control de tejido negativo confirma la ausencia de reactividad
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cruzada del anticuerpo con las células o los componentes celulares, Sise produce unia tincion
especifica en el control de tejido neqztivo, los resultados obtenidos con [ muesra del
paciente se consideran novalidos. La tincion no especifica, ila hay, tendrd un aspecto difuso.
lambién se puede observar una ligera tincién especifica esporddica del tejido conjuntivo en
cortes de tejidas que no estén fijzdos dptimamente. Para [z interpretacidn de los resultados.de
|2 tincign deben usarse células intactas. Las células necréticas o degengradas muestran una
tincidn no especifica.

Tejido del Pariente

Las mugstras del pacierite se deben exaninar al fina!. La intensidad de |3 tincidn positiva se
debe valorar en el contento de cuzlquier tincian de fando del control de reactivo negative.
Came en cualquier prugba de inmunohistequimica, un resbitado negativo significa queel
antigeno en cuestion no se ha detectado, no que el aniigeno esté ausente de las células o del
ejidg analizado. Un panel de anicuerpos puede ayudar a identificar reacciones negativas
f3lsas {consulte la seccion Sumario de resultados esperados). La morfologia de cada muestra
del tejido también debe examinarse utilizanda un corte con tindidn de hemataxilina y eosina
al interpretar cualauier resultade de inmunehistoquimica. Un par6logo cualificado debe
interpretar los resultados morfaldgicos del paciente y sus datos dlinicos pertinentes.

Limifacienes

1. El color del anticuerpo no afecta lo funconamiento.

2. Este reactivo es de exclusivo uso prafesional” ya que la inmunohistoguirica &s un proceso
diagndstico de varias etapas que requiere una formadion especializada en |2 seleccon de
los reactivos, tejidos, fijacion y procesamiento apropiados; 12 preparacion del portaotjetos
de inmunghistoguimicay la interpretacién de los resultados de la tincin.

3. Para uso exclusivo de laboratorio.
4. Para diagndstico.in wilro.

5 Latincidn delos tejidos depende de l2 manipulacidn y el pracesamiento de los
mismos antes de [z tincion, Una fijacion, congelacién, descangelacidn, lavada, secade,
clentado o corte inadecuados o 1 contaminacion con otros tejidos o liquidos puede
producir artefactos, blogueo del anticuerpo ¢ resultados falsos negativos. Los resultados
incansistentes pueden ser consecuencia de fas variaciones en los métodes de fijacidn y
embebide, asi camo de ireqularidades inherentes dentro del tejido.

6. Una contratincion excesiva o incompleta puede comprometer |2 interpretacidn adecuada
de los resultados.

7. Lainterpretacidn clinica de una tincion pesitiva o de su ausencia daba evaluarse en
el contexto de la historia clinica, Ya morfologfa, otros criterios fistopatoldgicos, sl
como otras prusebas diagndsticas. Este anticuerpo estd disefiado para utilizarlo en un
panel de anticuerpos si fuere pertinente, Es responsahilidad de un patdlogo cualificado
familiarizarse cor [os anticuerpos, reactivas, paneles de diagnésticoy métados usados
para obtener Una preparacion con tincon. La tincién se debe realizar en un labaratorio
certificado con |z supervisiin de un anatomapatélogo responsable de [a revisidn de
los portanbjetos iefiidos y de la verificacion de 12 idoneidad de los controles negarivos
¥ positivos. \

8. (el Marque provee anticugrpos y reactivos en una dilucion Gptima para usar como
se indica. Cualquier desviacion de los procedimientos recomendados def método
puede invalidar o5 resultados esperados. Se deben utilizar y documentar 103 coniroles
apropizdos. Los usuarios deben asumir en cualquier caso [a responsabilidad de [a
interpretacion de los resultados del paciente.

9. Cell Marque provee los anticuerpos primarios en formata concentrado de mariera queé |
Ustsario pueda diluirlos después dptimamente para usarlos sequn determine y observando
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fas 1écnicas de validacion adecuadas. Los usuarios deben validar el uso de cualauier
disolvente que no se recomiende en este documento. Lna vez que el anticuerpo primario
hiava sido validado cornio adacuado para usai, cualguier desyiacitn de los procegimientos
de prueha racomendados puede invalidar los resultados esperados. Se deden utilizar y
documentar los controles apropiados Los usuarios deben asumir en cualquier caso la
responsabilidad de lainterpretacian de los resultados cel paciente.

10.Este producto no estd disefiado para utilizarlo en citometria de fujo.

11, Los reactivos pueden mostrar reacciones inesperadas en tejidos no estudiados
previamente. Mo puede excluirse completamente [a posibilioad de reaccinnes inesperadas,
incluso en grupas de tejides analizados, debida a 2 variabilidad bioldgica de la expresion
del antigena en neoplasmas u atros tejidos pataloyicos. Péngase en contacto con el
servicio téanico de Cell Marque si sospecha que ha habido una reaccidn inespereda
documentzda.

12.Los tejidas de parsonas infectadas con el virus de [a hepatitis By que contengan antigeno
de superficie (HBsAg) puaden mostrar una tincion na especiica con peraxidasa de rabano.

13. Cuando se utiizan en pasos dz blogueo, los sueras normales procedentes del
mismo origen animal que los antisueros secundarias pueden provocar resultados
de falsos negativos o falsas positivos debido al efecto de los autoanticuerpos o
anticuerpos naturales.

14, Pyeden verse rasultados e falsos positivos debido & 2 unidn de proteinas o productos de
reaccién del sustrato par mecanismos no inmunol6gicos, También pueden estar causados
001 la actividad de fa pseudoperoxidasa (eritrociios), actividad de [a peroxidasa endogena
(citgcroma €) 0 biotina endbgena (ejempla; higado, cerebro, mama, rifién) dependiendo
del tipo de técnica d2 inmunotincién empleada.

15. Como en cualguier prieba de inmunohistoquimica, un resuliado negativa significa gue
¢l antigeno no s ha detectado, no que el antigeno esté ausente de las células o del
tejido analizade.

16. Los productos de anticuerpo prediluides estén optimizados come productos [isies para
Usdr, Debido & |2 posibitidad de variaciones en |2 fijacion y procesado del tejido; puede
ser necesario aumentar o redudr el tiempo de incubacién del anticuerpe primario en
muestras individuales.

17.El anticuerpo, en combinacion con sistemas de deteccidin y sus accesorios, detecta los
antigenos que sobreviven al proceso habitual de fijacién con formal, procesadoy corte del
tejido. Los ustiarios gue se desvien da los pracedimienios de prueba recomendados son
responsables, como lo serian en cualquier caso, de |a interpretacidn y validacidn de los
resultados del pacient,

Sumatio de Resultados Esperados

Consulte las siquientes tablas de reactividad:

Estudio Normal
NID
lefiido N.®
Tejido {+] Toral | Notas
Cerebro 0 1
Cortex adrenal 0 1
ﬂarit}s 0 1
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Technology from Abcam
Estudio Normal Estudio de la Enfermedad del Tejido
N2 NS
Tefiido Ne Tenido N2
Tejido [+4) Total | Notas lejido [-+) Total | Notas
Pancreas 1 1 Carcinoma ductal invasivo pL} 4
Paratiroides ] i Carcinoma de colorecial 20 21
Pituitaria 0 1 Meningioma 3 1
Testiculos ] 1 Linfoma anaplasico de célules i 1
Tirides 0 ] _grandes
Pecho 3 ) Carcinoma ductal in sity de . .
mama
Bazo 0 1 =
(arcinoma suprarrenal 0 5
Amigdalas 0 1 _ =T
g (arcinoma embrionario 0 3
Timo 1 ] 5
Carcinoma hepatoeelular 0 6
Médula osea 0 1
Schwannema D 5
Pulmones 2 2
Carazén 0 1 Este anticuerpa tifie tumores come estd indicado en [a Iteratura,
Esofago 1 1
Elliage l : Resolucion de Probiemas
Intesting deloado 1 1 1. Siel control positivo muestra una tincion mds débil de |z esperada, deben analizarse otros
controfes positivos realizados en 1a misma tincidn para determinar si se debe al anticuerpo
Colon ! I primario 0 a ung de los reactivos secundarios comunes,
Higado 1 I 2. Sl ¢l control positiv da negativo, se deben analizar olfas controles pasitivos usados en la
Glandula safival 1 1 misma ejecucién para determinar si se debe al anticuerpo primario 0 a uno de los reactivos
— secundarios comunes. Los tejidos pueden haberse recogido, fijada o desparafinadio de
Vesicula billar ! ! manera inadecuada. Debers sequirse ef procedimiento adecuado para lz recagida, la
fifiones 1 1 conservacién y la fjacidn,
_Veﬁa i i 3. Sise produce una tincion de fando excesiva, pueden haber niveles attos de biotina
7 enddgena. Se deberd incluir una etapa de blogueo con biotina a no ser que se esté
Prdstala 0 2 utllizando un sistema d deteccidn sin biotina, en cuyo €250 ninguna biotina presente seria
Utero 1 i un factor que contribuyera a la tincin de fondo,
Tromipas de Falopi ] 1 4. 5ino se ha eliminado toda la parafina debers repetirse el procedimiento
= de desparafinacidn.
Uréter 1 1 :
== : 5. Silos cortes de tejido favan e portaobjetos, deben comprobarse los mismos para
Cervix ' ! garantizar que tienen carga positiva. Otras posibilidades que podrian afectar
Mdsculos del esqueleto 0 7 adversamente a la adhesion del tejide incluyen un secado insuficiente del corte de tejico
Wisclo i en el portaobjetos antes de la tincidn o fijacidn en formol que no fuera neutralizado con
s J 3 tampdn apropiadamente, B grosor del tejido también puede ser un factor causante,
Piel L 1 Para corocer la acclon correctiva, consulte la seccidn de [as instrucciones de uso o contacte
Nervigs periléricos 0 i ton el servicio técnico de Cell Marque 3 través de techsuppurt@cellmarque com
Mesotelio 0 1
ot 0 ] Bibliografia | S R T BE TR Ly
Placents 0 1 1. Pinkus G5, etal. Epithelial membrane antigen--a diagnastic discriminant in surgical

Este anticuerpo tifie tefidos normales como esté indicado en la lireratura.

pathology: immunohistochemical profile in epithelial, mesenchymal, and hematopoietic
neoplasms using paraffin sections and monodonal antibod es. Hum Pathol. 1985; 16:929-
40,
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.
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P-glycoprotein and Bel-2. Histopatholagy. 2003; 43:231-8.

6. Beer TW.etal. Ber EP4 and epithelial membrane antigen aid distincrion of basal cell

squamous cell and hasosquamous carcinomas of the skin. Histapatholagy. 2000 37:21 8-

23

7. LeeJS, etal. Immunohistachemical panel for distinguishing between carcinorma and
reactive mesotielial cells in serius effusions. Acta Gytol, 1996; 40:631-6.
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Limitaciones de Responsabilidad

Cell Marque es el fabricante leqal de los anticuerpos de diagndstico in it de lamarca
Cell Margue -+ RabMab, Cell Marque utiliza la tecnologia RabMAD de Abcam PLC para
esta marca. La tecnologia menoclonal de conejo esté patentada y RabMAD es una marca
registiada de Adcam PLC

*TWEEN &5 una marca registiaa de Croda International PLC.
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GATA3 (L50-823) Mouse Monaclonal Antibody

Para Diagnastico In Vitro (1VD)

Identificacion del Producto

[rer] Descripcidn

390M-14 0,1 ml concentrado

390M-15 0,5 ml concentrado

390M-16 1,0 mi concenirado

390M-17 1.0 ml prediluido listo para usar

350M-18 7,0ml prediluida listo para usar

390M-10 25,0 m! prediluido listo para usar

Definiciones de las Simbolos

chdigo
[&] prediluir
concentrzdo
[=] ascitis
[£] suero
[5] sobrenadante
rango de dilucidn del concentrado
Uso Previsto

Este anticuerpo esta destinade para uso diagnéistico n vitra (IVD).

El anticuerpo primario manoclonal de ratén GATA3 (L50-823) esta disefiada para utilizerse en
un [3boratorio para detectar [ prateia GATA3 en tejidos embebidos en parafina, fijadas con
formalina y tefiidos en inmunghistoquimica cuslitativa (IHC),

Los resultados abtenidos con el uso de este producto junto con la historia clinica relevante
del paciente, otras pruebas diagndsticas y controles adecuados debe interpretarlos un
patdlogo cuzlificado,

Resumeny Explicacion

La proteine de union GATA 3 0 GATA3 es un factor de transcripein de los dedos de cinc ¥
desempefia una funcidn impartante en la promocin y direccién de la proliferacian, desarrollo
¥ diferendiacion celular en numerosos tejides y tipos de células " El gen humano GATA3

se ha asignado al cromosoma 100152 La expresion de GATA3 se ve principaimente enel
carcinoma de mama y en el carcinoma urotelial. ™ £l anti-GATA3 también puede resultar (til

para identificar el carcinome primario descanocido cuando existe |2 posibilidad de que hava
carcinomas de mama o de vejiga,

Principios y Procedimientos

Elanticuerpo primario indicado puede utilizarse como anticuerpo primaria para la tincion
inmunohistoquimice de cortes de tejido fiiado con formoly embebido en parafina, En
general, la tincidn inmunchistoquimica junto con el sistema de deteccin mediante unidn con
peroxidasa de rdbano (HRF) o fosfatasa alealina permite la visualizacion de antigenos a través
de 3 aplicacidn secuencal de un anticuerpo especifico (anticuerpa primaria) al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de unin) al anticuerpo primario, un camplejo enzim3tico
¥ Un'sustrato cromagenico con efapas de lavado intermeadias, La activacion enzimatica del
cromogerno da lugar a un producto de reaccion visible en el sitio del antigeno. La muestra
puede entonces contratedirse y aplicarse un cubreportanbjetos. Los resultados se interpretan
£oN Un miaeseopio opico.

Materiales y Métodos

Reactivos Suministrados

Composicién del Producto

Amortiguador Tris, pH7,3-7.7, con un 1%

e editidoen de BSA y <0,1% ce azida d= sodic

Amortiguador Tris, pH 7.3-7.7, con un 1%

Kacentedoi ditdoren de BSA y <0,19% de azida de sudio

==
Hosr raton
Isotipo lg6,/k
Intervalo de dilucion de trabajo 1100-1:500
recomendado
Fuente sobrenadante

Vea la etiqueta del producto para informacion especifica sobre f lote acerca de lo siguiente:
1. Coneentracion de anticuerpos de inmunoglobulina
2. Detalles de [a flente

Reconstitucion, Mezdla, Dilircién y Titulacidn

Ll anticuerpo prediluito estd listo para usar y optimizado para a tincian. F anticuerpo
concentrado estd optimizade para diluirlo en el rango de dilucidn con Cell Margue Diamond:
Antibody Diluent
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Materiales y Reactivos Necesarios No Suministrades

Los siquientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para I tincidn, pero no se incluyen
ton el anticuerpo primario;

1. Tejido de control positivo y negativo

. Portachjetos para microscopio con carga positiva

. Homo de secado capaz de mantener Una femperatura de 53-65°C
. (ubetas o bafios de tincitn

_ (rondmetro

. ¥ileno o sustituto dexilena

~ ohn Lm dm e M

. Aleohol reactiva 6 eanol

ota- £l iatamiento previo de un paso de Cell Marque, Trilogy™ (V. de cotélogo 920P-06),
puede sustituir los elementas de fos puntos 6 y 7 anteriores.

8. Agua desionizada o destilada

9. Equipo de calentamiento, como la olla de presién eléctrica para el paso del tratamiento
previo del tejido

10, Sistema de deteccin como HiDef Detection™ HRP Polymer System (N.° de catalogo
9540-20) o HiDef Detection™ Alk Phas Polymer System (N.¢ de catélogo 9620-20)

11, Cromogenn, tomo DAS Substrate Kit (M.2 de catélogo 957D-20) o Permanent Red
Chramogen Kit (M. de catdlogo 9600-10)

12, TBS 1HC Wash Buffer -+ Tween®® 20 (N.2 de catélogo 9358-09)
13. Hemataxylin u etra contratingidn

14. Diluyentes de anticuerpo, coma Diamond: Antibody Diluent (N.2 de catdlogo $38B-05) o
Emerald: Antibody Diluent (N2 de catélogo 9368-08)

15, Peraxide Blodk (.2 de catlogo 9258-05) para usar can HRP

16. Avidin-Riotin Blocking Reagents para usar con deteccidn con estreptavidina-biotina
17. Negative Control Reagent (N ° de catalogo 939B-02 para universs!)

18. Mounting Medium

19 Cubreabjetos

20. Microscopio dptico (40-400x)

Conservacidn y Manipulacion
Almacenar & 2-8 °C. No congelar.

Para garantizar |a dispensacion adecuada del reactiva y la estabilidad del anticuerpo, tras cada
utilizacidn se deba volver a poner el tapan y almacenar el frasco inmediatamente en la nevera,
&n pasicion vertial,

Todos los feactivos de anticuerpo tienan una fecha de caducidad, El reactiva es estable hasta
|a fecha indicada en |z etigueta siempre que s¢ almacene correctamente. No usar el reactivo
desputs de 12 fecha de caducidad para el método de almacenamiento destrito.

No hay signos definifivos que indiquen 12 inestabilidad de este producto, por 1o que

los contrales positivas y negativas deben analizarse simultdneamente con muestras
desconacidas. Contacte can el servicio técnico de Cell Marque si tiene sospechas sobre 3
inestabilidad del reaciivo.

242
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Extraccidn y Preparacion de fa Muestra para su Andlisis

Cuando se utiliza el procedimiento habitual, os tejidos fijados en formol en tampén neutioy
ambebidos en parafina resultan adecuados para el usa con este anticuerpo primario cuando
se utiliza con los kits de deteccidn de Cell Margue (consulte la seccidn Materiales y reactivos
necesarios no suministrados). Nota: Cell Marque evaliia el resultado sola en tejidos humanos.
i Fjador de tejido recomendado es formalina tampanada neutral 10%. Pusden tener lugar
resultadas variables como consecuendia de una fijacion prolongada o process espediales
tales como la descalcificacian en la preparacion de la médula dsea.

(ata seccidn debe cortarse con el grosor apropiado (apraximadamente 3 um) y colocarse

en un portaojeros de vidrio con carga positiva, Los portaobjetos que contienen €l corte de
tejida pueden secarse durante al menas 2 horas {pero no més de 24 horas) en un horno a una
temperatura de 53-65 °C.

Advertencias y Precauciones

1. Adopte las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. User guantes
y biatas de laboratorio desechables cuando se manipulen materiales potencialmente
carcindgenos o téxicos (como xileng).

2. Eyite el contacto de los reactivos con los ojos y las membranas mucosas. Si se produce el
contacto con areas sensibles, lavese ton agua abundante.

(el

. Las muestras del paciente y todos os materiales en contacte co ellas deben tratarse
como si fussen materiales potendiatmente infecciosos y desecharse con las precauciones
adecuadas. Nunca pipetear con la boa.

4 yitar la contaminacién mierobiana de los reactivos, ya que podrian progucirse
resultados incorrectcs,

8. Flusuarip debe validar los tiempos y temperaturas d incubacidn.

6. Los reactivas prediluidos listos para usar estan diluidos dptimamente por lo que und
illicidn adicional podria producir |a pérdida de tincidn del antigeno.

7. Los reactivos concentrados pueden diluirse Gptimamente en base 3 |2 determinaridn del
usuario. Fl usuario deberd validar igualmente tanto la compatibilidad como el efectoen fa
estabilidad de cualquier disalvente urilizado que no esté recomendado especificamenteen
este documenty.

8. Este producta no se clasifica come sustancia peligrosa cuando se usa seqin las
instrucciones. El conservante del reactivo es inferior al §,1% de acida sodicay no cumple
|os criterios de a OSHA pera sustancias peligrosas a la concentracion indicada. Consuite la
hioja d datos de sequridad de los materiales

0. Elusuario debe validar cuelquier condicién de almacenamiento que no sea una de 1as
especificadas en el prospecto.

1. El disolvente puede incluir altximina de suero boving y el sobrenadante puede contener
suero boving. Los productos que contienen suero fetal bovina y los productos que
contienen albimina de suerc bovin se comoran a los praveedores comerciales. Los
certificados d¢ origen de 1a fuente animal utlizada en estos productos obran en el archivo
de Cell Marque. Los certificados asequran que [as fuentes bovinas provienen de paises con
riesqo minimo de BSE y relacionan como fuentes de bovinos EE. UU.y (anada.

11, Comao con cualquier producto proveniente de fuentes bioldgicas, deberan emplearse
procedimientos de manipulacion apropiados.

GATAS (L50-873) Mouse Monodlonal Antibody
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Instrucciones de Uso

Protocolos de tincién recomendados para el anticuerpe primaria indicada:

HiDef HRP:
HiDef Detection™ HRP Polymer System (N.o de catdlogo 9540-20}

1. Técnica de recuperacidn del epitopo: HIER, Reactivo para la recuperacion el epitopo:
Trilogy

. Tiempo de incubacidn de anticuerpo {minutos): 10-30

- Tiempo deincubacion de HiDef Detection Amplifier (minutos): 10

. Tiempo de incubacién de HiDef Detection Polymer Detector (minutos): 10
. Tiempa de incubacidn de DAB (minutos): 1-10

T e O ]

. Deshidrate y cubra el portaobjetos.

HiDef Alk Phos:
HiDef Detection™ Alk Phos Palymer System (N.o de catélogo 9620-20)

1. Tecnica de recupesacion del epitopo: HIER, Reactivo para la recuperacian del gpitopo:
Trilogy

- Tiempo de incubacidn de anticuerpo (minutos): 10-30
- liempo de incubacidn de HiDef Detection Amplifier (minutos): 10
. Tiempo de incubacidn de HiDef Detection Polymer Defector (minutas): 10

. liempa de incubacion de Permanent Red {minutos): 15-30

o W e e ha

. Deshidrate y cubra el portaobjetos.

Procedimientos de Control de Calidad

Controf de Tejido Positivo

(ada vez que se realice el procedimiento de tincidn, debe procesarse un control positivo del
tejido. Este tejido puede contener células o componentes del tejido de tincién positivay
negativa y servir coma tejido de control positivo y negativo. Los tejidos de control deben ser
Muestias frescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o fijadas con [a mayar brevedad
con un praceso idéntico al de los cortes en estudio. Bl uso de un corte de tejido fjado o
procesado de forma diferente a la muestra en estudio servird para el control de Todos los
reactivos y pasos del método excepto |z fijacion y &l procesamiento del tejido.

Un tejidn con una tincign positiva débil es més adecuado para un control de calidad optimoy
para detectar niveles pequefios de degradacion del reactivo. El control de tefido positivo para
el enticuerpo primario indicado puede incluir lo siguiente:

Control de Tejido Positivo

lejido Visualizacion

Carcinoma de pechp Nuclear

Carcinoma uratelial Nuclear

Los controles de tejida positivas conacidos solo se deben usar pard monitorizar £l
comportamiento correcto de los tejidos procesados y los reactivos g2 la prueba, y no como
dyuda para establecer un diagndstico especifico de las muestras del paciente, Silos controles
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positivos del tejido no muestran una tincion positiva aprapiada, |os resultadas o las muestras
en estudio se deben considerar no validos.

Control de Tejido Negativo

£l mismo tejido utilizado para el control de tejido positive se puede utilizar en el control

de tejido neqativo. La variedad de tipos de célufas presentes en la mayoria de los cortes

de tejidos ofrece sitios de contrl negativo internas, pero esto dzbe verificarlo el usuario

Los companentes que no se tiien deban demaostrar la ausencia de tincidn especificay
proporcionar una indicacion de tincidn de fondo no espacifica. Si se produce una tincidn
especifica en los sitios de control de tejido negativo, los resultados obtenidos con las muestias
del paciente deben cansiderarse no validas,

Discrepancias Inexplicables

Las discrepancias inexplicables de los controles deben remitirse de inmediato 2l

servicio técnica de Cell Marque. Silos resultados del conmol de calidad o cumplen fas
especificaciones, los resultados del paciente no son validos. Véase la seccign Resolucidn de
prablemas de este prospecto, Identifique y corrija el problema; a continuacion, repita todo &l
procedimiento con las muestras del paciente.

Reactivo de Control Negativo

Se debe utilizar un reactivo de control negativo para cada muestra para ayudar a interpretar
los restultados. Para evaluar una tincidn no especifica se utlliza un reactivo de control negativo
en lugar del anticuerpo primario. Se debers tratar el portachjetos con el reactiva de control
negative haciendo coincidir las especies hugspedes del anticuerpo primario e idgneamente
conla misma concentracian de lgG. £l perfodo de incubacion para el reactivo de control
negativo debera ser iqual que el periodo de incubacidn del anticuerpo primario

Interpretacidn de los Resultados

El procedimiento de inmunotincion causa la precipitacidn de un producto de reaccion
coloreado en los sitios del antigeno localizados por el anticuerpo primario, Consule en el
prospecto comespandiente del sistema de deteccidn las reacciones de color esperadas. Un
pattlogo cualificado experimentads en procedimientos de inmunahistoquimica debe evaluar
los controles de tejido positivos y negativos antes de interpretar los resultados

Control de Tejido Pasitivo

El control de tejido positivo tefiido debe examinarse primero para determinar que taros fos
reactivos funcionan adecuadamente. La presencia de un praducto de reaccidn con ¢l color
adecuado dentro de [as células diana es indicativa de una reactividad positive. Consulie en

el prospecto del sistema de deteccidn utilizada las reacciones de color esperadas. Seqln sea

la duracion de la incubaci6n y la potendia de la emaroiling empleada, la contratincion

dard como resultido una coloracin azul de palida a oscura de los niicleos celulares. Una
contratineion excesiva o incompleta puede comprometar la interpretacion adecuada de los
resultados. Si los controles de tejidos positivos no muestran una tincidn positiva apropiada, los
resultadas de las muestras en estudio se deben considerar no vlidos,

Conirol de Tejido Negativo

El control de tjido negativo debe examinarse desnués del control de tefido positive para
verificar la marcacidn especifica del antigeno diana por el anticuerpo primario. La ausencia
de tincidn especifica en el control de tejido negativo confirma la ausencia de reactividad
cruzada del anticuerpo con fas células o los componentes clulares. Si se produce una tincion
especifica en el control de tefido negativo, los resultados obtenidos con 12 musstea del
paciente se consideran no validos. La tincion no especifics, si la hay, tendrd un aspecto cifuso,
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También se puede chservar una ligera tincidn especifica esporadica del tejido conjuntivo en
cortes de tejidos quz no estén fjados Gptimamente. Para la interpretacion de los resultados de
|3 tincidn deben usarse células intactzs, Las células necrdticas o degeneradas muesiran ung
tincin no espacifica.

Tejido del Paciente

Las muestras del paciente se deben examinar al final. La intensidad de | tincidn positiva se
debe valorar en el contexto de cuzlquier tincidn de fondo del control de reactiva negative.
Como en cualquier prieba de inmunohistoquimica, un resuliado negativo significa que el
antigeno en cuestion no se ha detectado, no que el antigeno este ausente e las células o del
tejido analizado. Un panel de anticuerpos puede ayudar & (dentificar reacdiones negativas
falsas (consulte la seccidin Sumarin de resultados esperados). morfologia de cada muestia
del tejido también debe examinarse utilizando un corte con tindidn de hemataxilina y eosina
3l interpretar cualquier resuirado de inmunahistoguimica. Un patologo cualificedo debe
interoretar los resultados morfoldgicos del paciente y sus datos clinicos pertinentes.

Limitaciones

1. Elcolor del anticuerpo no afecta lo funcionamiento,

7. Fste reactivo es “ge exclusivo uso profesional”, ya que la inmunohistoquimica es un proceso
diagnéstico de varias etapas que requiere Una formacidn especializada en |a seleccion de
Ios reactivos, tejidas, fiacion y procesamiento aprapiades; 1a preparacion de| portachietos
deinmunonistoguimica y la interpretacidn de los resu'tados de fa tingién.

3. Para uso exclusivo de laboratorio.
4, Para diagndstico in vitro.

. Latincién de los tefidos depende de la manipulacién y ¢l procesamiento de los
misimos antes de la tinién. Una fjacian, congelacién, descongelacion, lavady, secada,
calentado o corte inadecuados o la contaminacicn con otros tejides o liquicos pusde
producr ariefactos, blogueo del anticueipo @ resultados falsos negativos. Los tesultados
inconsistentes pueden ser consecuencia de las variaciones en [os métodes de fijacidny
embebidg, asi como de ireqularidades inherentes dentro def tejido.

wn

¢ Una conmratincian excesiva o incompleta puede comprometer [ interpretacion adecuada
de los resultados.

7. La interpretacidn clinica de una tincién pasitiva b de sit ausencia debe evaluarse en
¢l contextode la historia dlinica, la morfologia, otros criterios histopatoldgicos, ast
como oiras pruebas diagnosticas. Este anticuerpo est disefiado para utilizarlo enun
pane! de anticuerpos si fuera pertinente. Es responsabilidad de un patdlago cualificado
familiarizatse con o5 anticuerpos, reactivos, paneles de diagnostico y métodos usados
para obtener una preparacin con tincidn. La tincidn se debe realizar en un laboratorio
ceriificada con la supervisidn deun anatomapatdloga responsaole dz I3 revision de
los portaobjetos tefiidos y de 13 verificacion de fa idoneidad de los controles negativos
¥ positivos.

8, Cell Marque provee anticuerpos y reactivos en una dilucidn dptima para usar como
se indica. Cualguier desviacion de los procedimientos recomendados del método
pueds invelidar |os restltados esperados. Se deben utlizar y documentat Ios tontroles
apropiados. Los usuarios deben asumir en cualquier caso 3 responsabilidad de 2
interpretacion de los resultados del paciente.

9. Cell Marque provee los anticuerpos primarios en formata concentrado de manera que 8l
usuario pueda diluirlos después dptimamente para usarlgs segun determine y observando
las técnicas de validacién adecuadas, Los usuarios deben validar el uso de cualquier
disolvente que no e recomiende en este documento, Una vez que el anticuerpo primatio
haya sida validado como adecuado para usar, cualquier desyiacidn de los procedimientos
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de prueba recomendados puede invalidarlos resulizdos esperados. Se deben utilizary
documentar los controles apropiados. Los suarios deben asumir en cuzlquier caso lz
responsabilidad de la interpretacin de los resultados del paciente,

10, Este producto no esté disefiado para utilizarlo en citometria de flujo.

11. Los reactivas pueden mostrar reacciones inesperadas en ejidos no estudiados
previamente. No puede excluirse completamente [a posibilidad de reacciones inesperacs,
incluso en grupos de tejidos analizados, debido ala variabilidad bieldgica de la expresiin
del antigena en negplasmas u tros tejidos parolégicas. Pangase en contecto con el
servicio técnico de Cell Margue si sospecha que ha habido una reaccitn inesperada
documentada.

12. Los tejidos de personas infectadas con el virus de [a hepatitis By que contengan antigens
de superficie (HBsAg) pueden mostiar una tinci6n no especifica con peroxidasa de rabano.

13 Cuando se utilizan en pasos de bloguea; los suerns normales procedentes del
misma origen animal que [os antisueros secundarios puegen pravacar resultados
e falsos negativos o falsos positivos debido al efecte delos autoanticuerpos 0
anticuerpos naturales.

14, Pueden verse resultados de falscs positivos debido ala union de proteinas b productos de
reaccifn del sustrato por mecanismos no inmunoldgicos. También pueden estar causados
por la actividad de la pseudoperovidasa (eritrocitos), actividad de 1a peraxidasa endagena
(citacroma C) o biotina endogena (ejemplo: higado, cerebro, mama, fifion) dependiendo
del tipo de téenica de inmunotingion empleaca.

15.Como en cualquier prueba de inmunohistoquimica, un resultado negativo significa que
el antigens no se ha detectzdo, no que el antigeno esté ausente delas células o del
teido analizado.

16. Los productos de anticuerpo prediluidos estén optimizados coma productos listos para
usar. Debido 2 la posibilidad de variaciones en |a fijacién y procesado del tefid, puede
ser fiecesario aumentar o reducir el tiempo de incubacidn del anticuerpo primario en
muesiras individuales,

17. £l anticueipo, en combinacion con sistemas de deteccin y sus accesorios, deteca los
antigerios que soireviven a| proceso habitual de Rjacidn con formal, procesado y corte del
tejido. Los usuarios que se desvien de los procedimientos de prueba recomendados son
responsahles, como lo serfan en cualguier caso, de 2 interpreracion y validacidn de les
resultados del paciente.

Sumario de Resultados Esperados

(onsulte las siquientes tablas de reactividad;

’?sludiu Normal
Ne
_ Tefido N
Tejido (+) Towl | Notas
Cerebro 1 1 Astrocitos dispersos +
(drtex adrenal 1 1 Medula +
-f-}uarios 0 1
E’_ncreas 0 1
Paratiraides 1 1
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Este anticuerpo tifie tefidos normales coma estd indicado en Iz literatura.

Estudio Normal Estudio de fa Enfermedad del Tejido
Ne Ne |
Tefildo Ne Tenido N2
Tejido () Total | Motas Tejida (+) Total | Notas
Pituitaria 0 1 Gircinoma ductal invasivo 73 o
Testiculos 0 1 Sl
Tiroides 0 1 L G T M| s
transicionales
Pacho 2 2 ; Tl
CGardnoma ductal in situ de 10 0
Bazo 1 1 Células T pequenas + mama
Amigdalas 1 1 Linfocitos T pequenos + Carcinoma escamoso de 6 2
limo 1 1| CelulasT precursoras + pulman
T 0 i Fibroadenoma de mama 4 4
Filmanes 0 2 Carcinoma seroso de ovario 3 19
G 0 1 Farcipnrna de mama lobular ; )
invasivo
Esdfago i 1 i
Adenocarcinoma colomectal 1 49
Estémago 0 1 i
Adenocarcinoma pulmonar 1 0
Intestino delgado 0 1
Adenoma pleomoifo de . 1
Colon 0 1 glandulas salivales
Higado 0 1 _ Astrocitoma 0 5
Glandula salival 1 1 (Elulas mipepiteliales + Carcinoma folicular de tirpices 0 3
Vesicula biliar 0 1 Carcinoma hepatogcelular 0 12
fifiones 1 T | Tbulos disteles + | Carcinoma medular tioidzo 0 6
Vejiga 1 1 Adenocarcinoma ducta| de : i
Pifistata 1 1 pancress
Utero 0 1 Garcinama papilar de tiroides 0 1
Trompas dz Falopio 0 1 Carcinoma de préstatz 0 10
Uréter 1 | Carcinoma de células renales 0 10 |
Cervix ! ! @pa el Este anticuerpo tifie tumores como estd indicado en |3 literatura,
Musculs del esqueleta 0 1
Misculo liso 0 I Resolucion de Problemas P
Piel ! 2 | Epidermis + 1. Siel control positive muestra una tincin mas débil de |3 esperada, deben analizarse atros
Nervigs periféricos 0 1 conifoles positivos realizados en la misma tincion para determinar si se debe 2l anticuerpo
7 primario o a uno de os reactivos secundarios comunes,
Mesotelio a 1
s 2. Siel control pesitivo da negativa, se deben analizar oros controles positivs usados en la
brasa 0 ! mismz ejecucion para determinar si se debe zl anticuerpo primaric 0 & uno de los reactives
Placenta 1 ] secundarios comunes. Los tejidos pueden haberse recoqido, jado o desparafinado de

manera inadecuada. Deberd sequirse el procedimiento adecuado para [z recogida, la
conservacidn y Iz fijacion,

. 5 se produce una tincion de fando excesiva, pueden haber niveles altos de bioting

enddgena. Se deberd incluir una etapa de blogueo con biotina a no ser {ue se esté
utilizande un sistema de deteccidn sin bioting, en cuyo-caso ninguna bipting presente serfa
un factor que contriuyera & [a tincin de fondo,
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4, Singse ha eliminado toda la parafina deberd repetirse el procedimiento
de desparafinacion.

5. Siloscortes de tejido lavan el portaobjetos, deben comprobarse [0S mismos para
qarantizar que tienen carga positiva. Otras posibilidades que podrian afectar
adversamente a [a adhesion del tejido incluyen un secado insuficiente del corte de tejido
en el portaobjetos antes de |3 tincidn o fiacidn en formol que no fuera neutralizado con
fampon apropiadamente. El grosor del tejida también puede ser un factor Gausante.

Para conocer la accién corectiva, consulie la seccidn de las instrucciones de bso b contacte
con el servicio técnico de Cell Marque a través de techsupport@cellmarque.com.
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Ki-67 (SP6) Rabbit Monoclonal Antibody
Para Diagndstico In Vitro (1VD)

Identificacion del Producto

Descripcion

275R-14 0,1 m! concentrada

275R-15 0,5 ml concentrado

275R-16 1,0 ml concentrado

275R-17 1,0 ml prediluido listo para usar

275R-18 7,0 ml predilufdo listo para usar

275R-10 25,0 m! predilufdo listo para usar

Definiciones de los Simbolos

cédigo
[F] - nrediluir
concentrada
[ ascitis
[E] | suerg
[5] sobrenadante
rango de dillicidn del concentrado
UsoPrevisto

Este anticuerpo estd destinado para uso diagndstico in vita (VD).

EKi-67 (SP6) Rabbit Monoclonal Primary Antibody estd disenado para utilizarse en un
leboratorio para detectar el antigeno Ki-67 en tejidos embebidos en parafina, fiades con
formalina y tefidos en inmunahistoquimica cualitativa (IHC).

Los resultados abtenidos con el uso de este praducto junto con la historia clinica relevante
del paciente, otras pruebas diagndsticas y controles adecuados debe interpretarlos un
patdlogo cualificado.

Resumen y Explicacion

Elantigeno Ki-67 es una proteina nuclear no histdnica presente en las células proliferantes.
En general, Ki-67 es un buen marcador de poblaciones de células proliferantes. Se ha
demostrado que el indice de marcado del anti-Ki-67 es un buen marcador para calificar
neaplasias coma carcinama de calon, carcinoma de mamayy linfoma. '
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Principios y Procedimientos

Elanticuerpo primario indicado puede utilizarse como anticuergo primario para la tincion
inmunohistoquimica de cortes de tejido fiiado con formol y embebido en parafina. En
qeneral, a tincion inmunahistoquimica junte con el sistema dé deteccion medianze unitn con
peroxidasa de rdbano (HRP) o fosfatasa alcaling permite la visualizacion de antigenos a través
(e la aplicacitn secuencial de un anticuerpo especifico [anticuerpo primario) al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de unién) al anticuerpe primario, un tomplejo enzimtico
¥ Un sustrato cremoaénice con etapas de lavado intermedias, La activacion enzimatica del
cromogeno da lugar a un producto de reaccidn visible en el sitio del antigeno. Ls muestra
puede entonces contratedirse y apficarse un cubreportaobjeros. Los resultados se interpretan
N U micescopio optico,

Materiales y Métodos

Reactivos Suministrados

Composicién del Producto

Amortiguador Tris, pH 7,3-7,7, con un 1%

St
ERIRIECiCoen de BSA y <),1% de azida de sodio

Tampan fosfata saling, pH 7.6, con un 1%

Kocentordlonlen de BSA y <0,1% de azida de sodio

Host conejo
Isotipo laG

Interval ilucion de trabaj "
ntervalo de dilucion de trabajo 1100-1:500
recomendado

Fuente sobrenadante

Vea I3 etiqueta del producto para informacin especifica sobre el lote acerca de lo siguiente:
1. Concentracion de anticuerpas de inmunaglobulina
2. Detalles de a fuente

Reconstitucidn, Mezcla, Dilucidn y Titulacidn

El anticuerpo predilyido estd listo para usar y oprimizado para Ja tincidn, Bl anticuerpa
concentzada estd optimizado para diluirlo en el 1ango de dilucion con Cell Maraue Diamond:
Antibody Diluent.

Materiales y Reactivos Necesarios No Suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para la tinclén, pera no seincluyen
con el anticuerpo primarie;

1. Tejico de control pasitivo y negativo
2. Portaobjetos para microscopio con carga positiva

3. Horno de secado capaz de mantener ung temperatura de 53-65 °C
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4, Cubetas 0 banos de tincién

. Crondémetro

o o

. Xileno 0 sustituta de xilenc
7. Alcohal reactivo o ezangl

Nota:  tratamienio previo de un paso de Cell Margue, Trifogy™ (N.° de catdlogo 920P-06),
puede sustituir los elementos de fos punios 6 y 7 antesiores.

8. Agua desionizada o destilada

9. Equipo de czlentamiento, come |z olla de presion eléctrica pare 2| paso del ratamiento
previg del tejido

10.Sistema de deteccion como HiDef Detection™ HRP Polymer System (N.¢ de cata'!.ogé
9540-20) ¢ HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (N.¢ de catéloga 962D-20)

11.Cromégena, como DAB Substrate Kit (N. de catalogo 9570-20) o Permanent Red
Chromogen it {N.2 de catdloge 9500-10)

12, TBS |HC Wash Ruffer -+ fween®* 20 (N2 de catdlogo 9358-09)

13, Hemnatoxylin U otra contratindion

14 Diluyerites de anticuerpa, como Diamend: Antibody Diluent (N.° de catalogo 9388-05) 0
Emerald: Antibody Diluent (N.2 de cetalogo $36B-08)

15. Peroxide Block (N.° de catalogo $258-05) para usar con HRP

16. fvidin-Biotin Blocking Reagents para usar con deteccitn con estrepiavidina-biatin
17 Négative Contral Reagent (M.2 de catélogo 939B-02 para universal)

18. Mounting Medium

19. Cubreobjers

20 Microscapio optico (40-400x)

Conservacicny Manipulacion
Almacenar a 2-8 °C. No congelar.

Para garantizer la dispensacidn adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuarpa, tras cada
utilizacion se debe valver a poner el tapon y aimacenar el frasco inmediatamente en |2 nevera,
en posicion vertical.

Todos los reactivos de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. B reactivo es estable hasta
Ia fecha indicada en la etigueta siempre que e almacene corectamente. No usar el reactivo
después de 1a fecha de caducidad para el método de almacenamiento deserito

No hay signos definitives que Indiguen la inestabilidad de este producto, par lo que

|os contrales positivos y negativos deden analizarse simultaneamente con muestras
desconocidas, Contacte con el servicio técnico de Cell Marque i tiene sospechas sobre la
inestabilidad del reactive.

Extraccion y Preparacidn de ta Muestra pora su Andlisis

Cuando se utiliza ¢l procedimiento habitual, los tejidos fijados en formol en tampdn neutro y
embebidos en parafine resltan adecuades para el uso con este anficuerpa primario cuando
se utiliza con los kits de deteccian de Cell Marque (consulte la seccion Materiales y reactivos
niecesarios fo suministrados). Nota: Cell Marque evaltia el resultado solo en tejidos humanos.
El jador de tefido recomendado es formaling tampenada neutral 10%. Pueden tener lugar
resultados variables coma consecuencia de una fijacion prolongada o procesos especiales
tales coma 2 descalificacion en la preparacion de la médulz dsea.

{ada secci6n debe cartarse con el grosar apropiace (aproximadamente 3 um) y colocarse
en un portachjetos de vidrio con carga positiva. Los portaobjetos que contienen el carte da
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tejido pueden secarse durante al menos 2 horas (pero no mds de 24 haras) enun hormoa una
temperstura de 53-65 °C.

1. Adopte las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivas. Usar guantes
y batas de laboratorio desechables cuando se manipulen materiales potendialmente
carcnégenss o txicos (camo xileno).

2. Evite el contacto de los reactivos con |05 0jos y 125 membranas mucasas. Sise produce el
contacto con dreas sensibles, |évese con agua abUndante.

[N

, Las muestras del paciente  todos los materiales en cantacto con ellas deben atarse
comos| fuesen materiales potencialmente infacciosos y desecharse con las precauciones
adecuadas. Nunca pipetear con [a boda.

4, [yitar la contaminacion microbiana de los reactives, ya que podrian producirse
rasultados incormectos.

L

. Elusuario debe validar os tiempos y temperaturas de incubacion.

6. Los reactivos prediluidos listos para usar estn diluides dptimamente por [o que una
dilucién adicional podria producir 1a pérdida de tincian del antigeno.

-

. Los reactivas concenirados pueden diluirse dptimamente en base ala deferminacion del
usuario, £l usuario deberd validar iqualmente tanto |z compatibilidad como el efecto en la
estabilidad de cualquier disolvente utilizado que no esté recomendado especificamente e
este documento.

8. Este producto no se clasifica como sustancia peligrosa cuando se usa sequn las
instrucciones, El conservante del reactivo es inferiar al 0,1% de acida sodica y ne cumple
los criterios de 1 OSHA para sustancias peligrosas a la concentracion indicada. Consilte la
hoja de datos de seguridad de los materiales.

9. Flusuario debe validar cuzlquier condicion de almacenamiento que no sea una de las
especificadas en 2l prospecte,

10, £ disolvente puede incluir albiimina de suero bovino y el sobrenadante puede contener
suero bavino. Los productos que contienen suero fetal bovina y 05 productos que
contienen albdmina de suera bovino se compran a los proveedores comerciales. Los
certificados de origen d fa fuente animal utilizade n estos productos cbran en el archivo
d Cell Margue. Los certificados aseguran que las fuentes bovinas provienen de pafses con
fiesgo minimo de BSE y relacionan como fuentes de bovings EE. UU.y Ganadé,

11.Como con cualauier producia proveniente de fuentes bioldgicas, deberan emplearse
procedimientos de manipulacién aprapiados.

InstruccionesdeUso

Pratocolos de tinci6n recomendados para €] anticuerpo primario indicado:

HiDef HRP:
HiDef Detection™ HRP Polymer Systern (N.° de catélogo 954D-20)

1. Técnica de recuperacion del epitapo: HIER, Reactivo para la recuperacidn def epftope:
Irilogy

2. Tiempo de incubacién de anticuerpo {minutes): 10-30
3. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Amplifier {minutos}: 10
4. Tiempo de incubacién de HiDef Detection Polymer Detector {minutes}: 10

S. Tiempa de incubacidn de DAB (minutos): 1-10

§i-67 (5P6) Rabbit Monoclonal Antibody
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6. Deshidratey cubra el portacbjetos,

HiDef Atk Phos:

HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (N.2 de catdlogo 9620-20)

1. Técnica de recuperacién del epitopo: HIER, Reactivo para la 1ecuperacion del epitopo:
Trilogy

2. Tiempo deincubacidn de anticuerpo {minutos): 10-20

. Tiempa de incubacion de HiDef Derection Amplifier (minutos): 10

. Tiempo de incubacidn de Hilef Detection Polymer Detector (minutas): 10

. Tiempo de incubacion de Permanent Red (minutos): 15-30

C= s, IR S

. Deshidrate y cubra el portaobjetos,
Procedimientos de Control de Calidad

Control de Tejido Positivo

Cada vez que se realice el pracedimienta de tincidn, debe procesarse un control posifivo del
tefido. Este tejido puede contener c&lulas o compenentes e tejido de tincion positivay
negativa y servir como t€]ido de control positivo y negativo. Los tejidos de contral deben ser
muestas frescas de autapsia, biopsia a dirugia preparadas o fijadas con la mayor brevedad
conun proceso idéntico al de los cortes en estudio. E uso de un corte de tejido fijada o
procesada de forma diferente a la muestra en estudio servird para el control de todos los
reactivos ¥ pasos del método excepto la fjacion y ! procesamienta del tejido.

Un tejido con una tincidn pasitive débil es més adecuado pars un contral de calidad Gptimoy

para detectar niveles pequerios de degradacidn del reactivo. Hl control de tejido positivo para
el anticuerpo primario indicado puege incluir lo siguiente;

Control de Tejido Positivo

T
Tejido Visualizacidn
Amigdalas Nuclear

Los controles de Tejido positivos conocidus solo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los tejidos procesados y los reactivos de Ja Drueba, y ng como
ayuda para establecer un diagndstico especifico de las muestras del paciente. i los contrales
positivos del tejido ne muestran una tincién positiva aprapiada, 105 restltadas de las muestras
en estudio se deben considerar no vdlidos.

Control de Tejido Negativo

El mismo tejido utilizado para &l contiol de tejido positive se puede urlizar en el contral

de tejido neqgativo. L3 variedad de tipos de células presentes en I3 mayoria de ios cortes

de tejidos ofrece sitios de control negativa intermos, pero esto debe verificarlo el ysuario,

Los componentes que no'se tifen deben demostrar 1 ausendia de tinidn espedificay
proporcionar una indicacian de tincidn de fondo no especifica. Si se produce una tincign
especifica en los sitios de control de tejido negativo, 105 resultados obtenidos can las muestras
del paciente deben considerarse no vélidas.

Discrepancias Inexplicables

Las discrepancias inexplicables dz los controles deben remitirse de inmediato 3l
servicio técnico de Cell Marque. Si los restltados del control de calidad no cumplen [3s
especificaciones, los resultados del paciente na son validos. Véase fa seccién Resclucion de
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problemas d2 este prospecte. loentifique y corrija el problema; a continuacidn, repita todo el
procedimiento con [as muestras del paciente,

Reactivo de Control Negativa

Se debe utilizar un reactivo de control negativo para cada muesira para ayudar a interpretar
los resultados, Para evaluar una tincion no especifica se utiliza un reactivo de control negativo
en lugar del anticuerpo primario. Se debera tratar el pertaobjetos con el ieactivo de control
negativo hacendo comcidir 1as especies huéspedes del anticuerpo primario & idéneamente
con la misma concentracién de oG, £l periodo de incubacidn para el reactivo de control
negativo deberd ser iqual que el periodo de incubacién del anticuerpo primario.

Interpretacidn de los Resultados

El procedimiento de inmunotincion causa la precipitacion de un producto de reaccion
coloreacio ¢ los sitios del antigeno localizados por el anticuerpo primario. Consulte en el
prospecto correspondiente del sistema de deteccidn las reacciones de color esperadas. Un
pat6logo cualificado experimentado en procedimientos de inmunchistoguimica debe evaluar
los controles de tejido positivos y negativos antes de inferpretar los resultados.

Control de Tejido Positivo

El control de tejido positivo tenido debe examinarse primero para determinar quetodos los
reactives fundonan adecuadamente. La presendia de un praducto de reaccidn cor el calor
adecuado dentro de lgs células diana es indicativa de una reactividad positiva. Consulte en

el prospecto del sistema de deteqcidn utilizado fas reacciones de color esperadas. Segin sea

la duracién de la incubacidn y |2 potencia de la hematoxiling empleada, la contratincign

dard como resultado una coloracidn azul de palida 3 oscura de los nicleos celulares, Una
contratincion excesiva o incompleta puede comprometer fa interpretacion adecuada de los
resultadas. Silas contoles de tejidos positivos no muestran una tincidn positiva apropiada, los
resultados de las muestras en estudio se deben considerar no validos.

Control de Tejido Negativo

El control de tejido negativa debe examinarse después del contral de tejido positivo para
verificar la marcacion especifica del antigeno diana por el anticuerpo primario. La ausencia

de tincidn especifica en el cantrol de tejido negativo confirma la ausencia dz reactividad
cruzada del anticuerpo con |25 céfulas o los componentes celulares. Sise produce una tincidn
especifica en el control ce tejido negativo, los resultados obtenidos con la muestia del
paciente se consideran na validos. La tincidn no especifica, si 13 hay, tendrd un aspecto difiso,
También se puede observar una ligera tincidn especifica esporadica del tejido conjuntiva en
cortes detejidos que no estén fijades Gptimamente. Para |2 interpretacién de los resultados de
la tincion deben usarse células intactas. Las células necréticas o degeneradas muesiran una
tincldn no especifica.

Tefido del Paciente

Las muestras def paciente se deben examinar al final, La intensidad dea tincién positiva se
debe valorar en el contexto de cualquier tincidin de fando del control de reactivo negativo.
Como en cualquier prueba de inmunohistaquimica, un resultado negativo significa que el
antigeno en cuestidn no se ha detectado, no que el antigeno esté ausente de las células o del
tefidoanalizado. Un pane| de anticuerpos puede ayudar a identificar reacciones negativas
falsas (consulte la seccidn Sumario de resultados esperados). L2 marfologla de cada muestra
del tejido también debe examinarse utilizande un corte con tincion de hemataziling y eosina
al interpretar cualquier resultado de inmunohistoguimica. Un petologo cualificado debe
interpretar los resultados morfoldgicos del paciente y sus datos dlinicos pertinentes,
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Limitagiones

1. Elcolor del anticuerpo no afecta lo funcionamiento,

7. Este reactivo s de exclusivo us profesional’, ya que [a inmunohistoguimica es un proceso
diagndstico de varias etapas que requiere una formacion especializada en |3 seleccion de
los reaciivas, tejidos, fijacion y procesamiento apropiadas; la preparacion del portachjetos
de inmunohistoquimica y la interpretacién de los resultados de la fingion,

 Parauso exdusivo de laboratorio:

Ll

4. Para diagnastico in wirro.

5. Latincin delos tejidos depende de la manipulaciin y el procesamiento deles
mismos antes de [a tincign. Una fijacion, congelacidn, descongelzcitn, lavado, Secado,
alentzdo o corte inadecuados 0 12 contaminacidn con otros tejidos o liquidos puede
producir artefactos, bloauea del anticuerpo o resultados falsos negativs. Los resultados
inconsistentes pueden ser consecuencia de las variaciones en los métodas de fijacion y
embehido, ast coma de ineqularidades inherentes dentro del teido.

6. Unacantratincion excesiva o incompleta puede comprometer |2 interpretacion adecuzda
de los resultados,

7. L interpretacién clinica de una tincin positiva o de su ausencia debe evaluarse en
ol contexto de la historia dlinica, Iz morfologa, otros criterios histopatoldgicos, ast
como olras pruebas diagnésticas. Este anticuerpo estd disefiado para utilizarlo en un
pane! de anticuierpos si fuera pertinente, Esrespansabilidad de un patdlogo cualificado
familiarizarse con los anticuerpos, reactivas, paneles de diagnéstica y métodos usados
para obtener una preparacion con tincién. La tincion se debe realizat en un aboratorio
certificade con 13 supervisidn de un anatomapatdlogo responsable de la revision de
los portaobjeros Tefidos y de fa verificacion de la idoneidad de los coniroles negativos
y positivos,

8 (Cell Marque provee anticuerpos y reactivos en una dilucién 6ptima para usar come
se indica. Cualquier desviacion de los procedimientos recomendadas el método
puede {nvalidar los resultados esperados. Se deben utilizar y documentar los controles
apropiadas. Los usuarios deben asumir en cualquier caso |2 responsabilidad de la
interpretacion e [os resultados del paciente.

9. Cell Marque provee los anticuerpos primarias en formato concentrado de manera que el
usuario pueda diluirlos después Gptimamente para usarlas seqtin determine y observanda
Tas técnicas de validacian adecuadas. Los usuarios deben validar el uso de cuiquier
disolvente que no se recomiende en este documento. Una vez que el anticuerpo primario
haya sido validade como adecuado para usar, cualuier desviacion de los procedimientas
de prueba recomendados puede invalidar los resultados esperados Se deben utilizary
documentar los controles apropiados. Los usuarios deben asumir en cualquier aso [a
responsabilidad de la interpretacion de los resultados cel paciente.

10, Este producto no esta disefiado para utilizarlo en citometria de flujo.

11. Los reactives pueden mostrar reacciones inesperadas en tejidos no esiudiados
previamente, No puede excluirse completamente (3 posibilidad de reacciones inesperadas,
incluso en grupos de tejidos analizados, debido & la variabllidad biologica de fo expresion
del antigeno en neoplasmas u otros tefidos patoldgicos. Fongase en contacta con gl
servicio tacnico de Cell Marque si sospecha que fia habido una reaccion inesperada
documentada.

12. Los tejidos de personas infectadas con el virus de la hepatitis By que contengan antigeno
de superficie (HBsAg) pueden mastrar unatincion no especifica con peroxidasa de rébano.

13. Cuando se utiizan en pasos de blogueq, los sueros normales pracegentes del
mismo origen animal que los antisueros secundarios pueden provocar resulados
de falsos neqativos o falsos positivos debido 4! efecto de los autoanticuerpes o
anticuerpas naturales.
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14 Bueden verse resultados de falsos pasitivos debido a la unidn de oroteinas o productos de
reaccion del sustrato por macanismos no inmunolégics. También pueden estar causados
oor la actividad de 1a pseudoperaxidasa (eritrocitos), actividad de la peraxidase enddgena
(citocrome C) @ biotina endogena (ejemplo: higado, cerebro, mama, riiion) dependiendo
del tipo de técnica de inmunatincitn empleada.

15, Como en cualquier prusba de inmunchistoguimica, un resultado negativo significa que
el antigeno no se ha detectado, no que el antigenn esié ausente de las células o del
tejido analizado.

16. Los productos de anticuerpo prediluidos estén optimizadas como productos listos pare
usar. Debido a la posibilidad de variaciones en la fijacién y procesada del tejido, puede
sar facesario aumentar o reducis el tiempo de incubacion del anticuerpo primario en
muestras individuales.

17. El anticuerpo, en combinacion con sistemas de deteccidn y sus accesorios, detectalos
antigenos gue sobreviven a| proceso habitual de fjacidn con farmol, procesado y corte gel
tejido. Los usuarios que se cesvien de los procedimientos de prugba recomendados son
responsablzs, como o serfan en cuslquier caso, de la interpretacion yvalidaciin de los
resultados del paciente.

Sumario de Resultados Esperados

Consulte las siguientes tablas de reactividad:

Estudio Normal

e

Tefiida N2
Tejfido () Total | Motas
Cerébro : 0 1 Sl
(ortexadrenal 1 1
(Ovarios AR | Ik
Péncreas 2 i
_Paratiraides 1 1
Pituitaria . 1 | 1
Testiculos 1 1
?ro}des 0 1
[ Pecho 2 2
Bazo 1 1 Jay)
Amigdalas i i
Timo (o 1
Rd-u]a 0583 1 1
Pulmones 2 2
Corazon 1 1
Estfago | 1 1 (&lulas basales
Estdmago 1 1 |
Intestina delgado Dol s
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Este anticuerpo tifie tumores como esid indicado en la literatura,

Resolucidn de Problemas

1. Siel control positivo muestra una tincion mds débil de la esperada, deben analizarse otros
controles positivos realizados en la misma tincidn para determinar si se debe al anticuerpo
primaric 0 a ung de los reactivos secundarios comunes,

Estudio Normal :
N
Tefiido Ne
Tejido (+) Total | Notas
Colon 1 1
Higado SR 6] |
Glandula salival { 1
Vesfcula biliar (i 1
Rifiones 1 1
Vejiga ] 1
Prostata 2 2
ljtero 2 2
Trompas de Falopio 1 1
Uréter 0 1
Cérvix 1 1
Musculos del esquelern 0 2
Mdsculn lise 4 4
Piel 1 1
Nervios periféricos 0 1
Mesotelio ; 1 ‘ 1 ol
-Grasa 0 1
Placenta 1 1 —J
Este anticuerpo tifie tejidos normales como estd indicado en la literatura,
Estudio de la Enfermedad del Tejido
NS
Ieflido N#
Tejida () Total | Nofas
;‘Zrcr;:;n;a ductal invasivo 7 2 -
Adenacatcinoma de colon 9 g |
Neoplasia intraepitelial 5 5
cervical
Garcinama cervical 1 1
Mﬂma de Hodgkin 1 1
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2. Siel control posiivo da negativo, se deben analizar otros controles positivos usados en |
misma ejecucion para determinar sise debe al anticuerpa primario o 3 ung de los reactivas
secundarios comunes. Los tejidos pueden haberse recogido, fado o desparafiniado de
‘manera inadecuada, Debera sequirse el procedimiento adecuado para 13 recogids, lz
conservacion y fa fijacion.

3. Sise produce una tincidn de fondo excesiva, pueden haber niveles altos de bitina
endagena. Se deberd incluir una etapa de bloqueo con biotin a no ser que se esté
utilizando un sistema de deteccin sin biotina, en cuyo caso ninguna biotina presente serfa
un factor que contribuyera a la fincién de fondo,

4. Sino se ha eliminado toda | parafina deberd repetise el procedimiento
de desparafinacion.

3. Silos cartes de tejido lavan el portaobjetos, deben comprobarse los mismos para
garantizar que tienen carge positiva, Otras posibilidades que podrian afectar
allversamentea la adhesidn del tejido incluyen un secada insuficiente del corte de tejido
en el portaobjetos antes de |3 tincion o fijacion en formel que na fuera neutralizado con
tampdn apropiadamente. E gosor del tefido también puede ser un factor causante.

Para conocer la accion correctiva, consulte la seccion de |3 instrucciones de usg o contacte
conel servicio tScnico de Cell Marque a través de techsupport@cellmargue.com.

1. McKeever P etal, MiB-1 praliferation index predicts survival among patients with grade |l
astrocytoma. J Neurapathol Bxp Neurol. 1998: 57:931-6.

2. (oons SW, etal. The prognostic significance of Ki-67 [abeling indices for
aligodendrogliomas. Neurasurgery, 1997; 41:878-84.

3. Allegia U, etal. Prognostic value of thymidylate synthase, Ki-67, and p53in patients with
Dukes'B and C colon cancer: & National Cancer Institute-National Surgical Adjuvant Breast
and Bowel Project collabarative study, J Clin Oncol, 2003; 21:241-50

4. Pathmanathan N, etal. Ki-67 and prolferation in breast cancer. | Clin Pathol, 2013;
£6:512-6.

5. Swerdlow SH, et al. WHO Classification of Tumeurs of Haematopoietic and Lymphoid
Tissues. 4th edition. 2008; p220,

Limitaciones de Responsabilidad

*TWEEN es una marca registiada de Croda International PLC.

©2017 Sigma-Aldrich Co, LLC Todos los derechos reservados. SIGMA-ALDRICH es una marca
comercial de Sigma-Aldrich Co. LL registrada en EE. ULL y en otres paises. Cell Marque,
Irilogy, Dedlere y HiDef Detection son marcas comerciales de Sigma-Aldrich Co. LLC o de sus
filiales,

E]-:il www.cellmargue.com

‘ 6600 Sierra College Bivd. - Rocklin, CA 95677 USA - 916-745-8900
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Referencias Color Angulo
TOM-11/90 Blanco 90°
TOM-11 Blanco 45°
TOM-12 Amarillo 45°
TOM-13 Rosado 45°
TOM-14 Azul 45°
TOM-15 Verde 45°

Los portaobjetos de adhesién hidréfila Matsunami TOMO® ofrecen una adhesién tisular
superior, rendimiento de tincién y fluidez de la superficie del portaobjetos. El

* recubrimiento deslizante patentado garantiza un rendimiento constante incluso después
de la exposicién a estrés por calor y condiciones ambientales himedas. Optimizado para
SuU uso con impresoras térmicas.

Aplicacion
Este producto profesional es un portaobjetos de vidrio recubierto para tincion con
hematoxilina y eosina (HE) y tincién de inmunohistoquimica manual y automatizada de
secciones de tejido fijadas con formalina e incluidas en parafina. Para otras aplicaciones,
valide la conformidad del producto con los métodos de prueba y tincidn respectivos que se
utilizaran.

Componentes e informacién del producto

Los portaobjetos de microscopio Matsunami se fabrican en Japén utilizando vidrio
Opticamente transparente, excepcionalmente plano y de baja fluorescencia, superficie de
deslizamiento hidrofilica, tienen un acabado de 45° y 90°, esquinas recortadas, la dimensidn
mate del producto es de 20 mm., su peso es de 12 libras y las dimensiones de cada
portaobjetos es de 75 mm x 25 mm x 1 mm.

Los portaobjetos se empécan 100 unidades por cada caja.

MATSUNAMI GLASS IND,, LTD. 2-1-10 Yasaka-cho, Kishiwada City, Osaka 596-0049 Japan 1
+81-72-433-1163
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Instrucciones de manipulacién para secciones de tejido fijadas con formalina e incluidas
en parafina

- No manipule los portaobjetos de vidrio con las manos desnudas. No toque la superficie
del vidrio y sostenga solo los bordes.

- Después de seccionar, consulte cualquiera de los dos métodos siguientes para adherir
secciones de tejido. Para cualquier otro método de adhesion, valide la conformidad.

- Se puede sustituir el agua del grifo en el bafio de flotacion; pero valide primero
(considere el agua destilada, el agua de intercambio i6nico o el agua Milli-Q).

Seque suficientemente y completamente despues de adherir la seccién de tejido (40

durante la noche o 60 durante 30 minutos o mas) para evitar la delaminacion.

. Utilice las muestras inmediatamente después de que se complete el secado.

Almacenamiento y manipulacion

. Evite la temperatura y la humedad elevadas, asi como la temperatura del cuarto de
almacenamiento.

- Usa diapositivas en secuencia del lote anterior.

- En cualquier situacién diferente de las condiciones de almacenamiento prescritas,
verifique las condiciones en el uso.

- Abra el empaque del producto a la temperatura de la sala de laboratorio.

- Asegurese de que haya sefiales claras de inestabilidad del producto.

- Siempre que se obtengan resultados inesperados o cuando un problema no pueda
explicarse mediante un procedimiento de laboratorio o un reactivo, comuniquese con el
servicio de asistencia técnica de Matsunami Glass Ind., Ltd.

El producto debe eliminarse de procedimientos de manejo de desechos médicos

inadecuados.

Método (1) Adherencia de la seccién del bafio de agua tibia

1. Corte una seccion de tejido a 2-5 um y flote en un bafio de agua tibia (40°C a 45°C para
parafina dura 50°C a 52°C considere la temperatura correcta).

2. Confirme que las arrugas se hayan suavizado para la seccion de tejido flotando en el baiio
tibio y prepérese para colocar la seccion de tejido en la posicion prescrita del portaobjetos
de vidrio.

Sostenga el portaocbjetos en angulo, contacte el extremo de la seccion de tejido en el bafio
tibio con el extremo sumergido del portaobjetos y deslice la seccién de tejido sobre el
portaobjetos. Deténgase momentaneamente después de que el extremo o el centro de la
seccién de tejido haya aterrizado en el portaobjetos. Espere a que el agua entre el pafiuelo
y la superficie del portaobjetos se disipe y luego deslice Ia seccion del tejido por completo
sobre el portaobjetos para que se adhiera.

3. Coloque el portaobjetos con la seccién de tejido adherida en angulo y seque bien la
superficie del portaobjetos. La seccion de tejido del portaobjetos debe adherirse sin
arrugas.

MATSUNAMI GLASS IND., LTD. 2-1-10 Yasaka-cho, Kishiwada City, Osaka 596-0049 Japan 2
+81-72-433-1163
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4. Seque completamente con una incubadora o secadora (40°C toda la noche o 60 °C por 30
minutos o mas).

Método (2) Adherencia de la rodaja por flotacién por agua utilizando una placa caliente
1. Corte una seccion de tejido a 2-5 pm y flote en agua a temperatura ambiente (15°C a
30°C, considere la temperatura correcta).

2. Preparese para colocar la seccién de tejido flotada en agua en la posicion prescrita del
portaobjetos de vidrio. Sostenga el portacbjetos en angulo, haga contacto entre el extremo
de la seccion de tejido en la superficie del agua con el extremo sumergido del portacbjetos
y deslice la seccién de tejido sobre el portaobjetos. Deténgase momentaneamente después
de que el extremo o el centro de la seccién de tejido haya aterrizado en el portaobjetos.
Espere a que el agua entre el tejido y la superficie del portaobjetos se disipe y luego deslice
la seccion del tejido completamente sobre el portaobjetos para permitir la adherencia.

3. Caliente de antemano un plato caliente de 40°C a 48°C (considere la temperatura
correcta). Coloque el portaobjetos en la placa caliente horizontalmente y manténgalo
presionado hasta que se confirme que las arrugas de la seccién de tejido se han suavizado
por completo. Una vez que la seccion de tejido esté fijada y seca en la superficie del
portaobjetos de vidrio, coloque el vidrio en un angulo y espere a que el agua de la superficie
del portaobjetos se disipe. Cologue el portaobjetos con la seccion de tejido adherida en
angulo y seque bien la superficie del portaobjetos. La seccion de tejido del portaobjetos
debe adherirse sin arrugas.

4.Seque completamente con una incubadora o secadora (40°C toda la noche o 60 °C por 30
minutos o mas).

Vida atil _

El limite de uso del producto almacenado a temperatura ambiente de 5°C a 30°C al 75% de
HR o menos es de un afio y medio (1,5) a partir de la fecha de fabricacion. La fecha de
fabricacién esta marcada a la izquierda del nimero de lote del producto ingresado con 5
digitos, que representan la secuencia de afio, mes y dia.

Certificado ISO 13485. Marcado CE IVD.

MATSUNAMI GLASS IND., LTD. 2-1-10 Yasaka-cho, Kishiwada City, Osaka 596-0049 Japan 3
+81-72-433-1163
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MART-1 (Melan A) (A103) Mouse Monoclonal Antibody

Para Diagndstico In Vitro (IVD)

Identificacién del Producte

Descripcidn

281M-84 0.1 ml concentrad

281M-85 0,5 ml concentrado

2B1M-85 1,0ml concentrado

281M-87 1,0 ml prediluido listo para usar
28TM-88 7.0 ml prediluida listo para usar

Definiciones de [os Simbolos

KEY-CODE cidigo
7] prediluir
concentrado
[x] ascitis
[E] SUEID
[5] sobrenadante
rango de dilucién del concentrado
Uso Previsto

Este anticuerpo estd destinada para uso diagndstico in vitra (IVD).

Elanticuerpo primario monoclonal de raton MART-1 (Melan A) (A103) ests diseriade para
utilizarse en un labcratorio para detectar Ia proteina MART-1en tejidos embebidos en
parafing, fijados con formalina y tefiidas en inmunohistoquimica cualitativa (IHC).

Los resultados obtenidos con el uso de este producto junto con 13 historia clinica relevante
del paciente, otras pruebas diagnsticas y controles adecuados debe interpretaos un
patdlogo cualificado.

Resumen y Explicacion

MART-1 (también conocido como Melan A) es un antigeno de diferenciacion del
melanncita"* MART-1 es una proteina transmembranaria presente en melanocitos de pie|
normal, retina, nevos ¥ |a mayoria de melanomas. MART=1 es un marcador miuy (il para
identificar melanomas metastdsicos "

Principios y Procedimientos

El anticuerpo primario indicado puede utilizarse como anticuerpo primario para la tincidn
inmunohistoquiimica de cortes de tejido fijado con formol y embebido en parafina, En
general, [3 tincién inmunahistaguimica junta con el sistema de deteccion mediante Unian con
peroxidasa de rabano (HRP) o fosfatasa alcalina permite la visualizacién de anifgenas a través
de [a aplicacion secuencial de un anticuerpo espacifico (anticuerpo primario) al antigeng, un
anticuerpo secundario (anticuerpa de unidn) &l anticuerpo primaic, un complejo enzimatico
y un sustrate cromageniao con etapas de favado intermedias. La activacion enzimatica del
aemageno da lugar a un producto de reaccién visible en el sitio del antigeno. La muestra
puede entonces cantratefiirse y aplicarse un cubreportaobjetos. Los resultadas s interpretan
CON U Microscopin Gptico.

Materiales y Métodos k£ W

Reactivos Suministrados

Composicion del Producto

Amortiguador Tris, pH7,3-7,7, conun 1%

eIt it de BSA y <0,1% dz 27ida de sodio

Amortiquadar Tris, pH7,3-7.7, con un 1%

SHIGTIEn 0 e de BSAy <0,1% de azidz de sodio

Host raten

Isotipo IgG,

Intervalo de dilucidn de trabajp 1100-1:500
recomendado

Fuente sobrenadante

Vea la etiqueta del producto para informacidn especifica sabre el lote acerca de lo sigiente:
1. Concentracion de anticuerpos de inmunoglobuling
2. Detalles de Ia fuente

Reconstitucin, Mezclg, Difucidny Titulacidn

Elanticuerpo prediluida esté fisto par usar y optimizado para I tincion. i anticuerpo
concentrado estd optimizado para diluirlo en el ranga de dilucidn con Cell Marque Diamond:
Antibody Diluent.

Materiales y Reactivos Necesarios No Suministrados

Los siguientes reactivos y materiales puedzn ser necesarios para la tincion, pero no se incluyen
con el anticuerpo primario:

1. Tejido de control positivo y negativo
2. Portanbjetos para microscopio con carga positiva

3. Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 53-65°C
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4. (ubetas o bafes de tincion

5 Crongmetro

6. Xileno o sustituto dexileno

7. Alcohol reactivo o etanol
Nota: El tretamienio previo de un pase de Cell Marque, Tiilogy™ (1. de catdloga 920P-06),
puede sustituir fos elementos de los puntos 6 y 7 anteriores.

8. Agua desionizada o destilada

9. Equipo de calentamienta, como 12 oll: de presian eléctiica para €l paso del rratamiento
previo del tejido

10, Sistema de deteccion como HiDef Detection™ HRP Palymer System (N de catdlogo
9540-20) o HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (M. de catélogo 9620-20)

11. Gromégeno, como DAB Substrate Kit (N.2 de catdlogo 9570-20) 0 Permanent Red
Chromogen Kir (M. de catélogo 9600-10)

12.TRS IHC Wash Buffar -+ Tween®* 20 (N.° de catalogo 935B-09)

13. Hematowylin u atra contratincion

14 Diluyentes de anticuerpo, como Diamond: Antibody Diluent (N.2 de cardlogn 938B-05) o
Emerald: Antibody Dilugnt (N.° e catélogo 9365-08)

15, Peroxide Black [N 2 de catlogo 925B-05) para usar con HRP

16. Avidin-Bintin Blocking Reagents para usar con deteccion con estreptavidina-bicting
17. Megative Conrol Reagent (N.2 de catilogo 939B-02 para universal)

18. Mounting Medium

19, Cubreobjetos

20 Miarascopio Gptico (40-400x)

Conservacidn y Manipulacién
Almacenar a 2-8 °C. No congelar.

Para garantizar fa dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo, tras cada
utilizacin se debe volver 3 poner el taptn y almacenar el frasco inmediztamente en la nevera,
en posicifin vertical.

Todas los reactivas de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. Bl reactiva es esteble hasta
lafecha indicada en |a etiueta siempre que se almacene correctamente. No usar el reactivo
después de |a fecha oe caducidad para el metodo de ¢Imacenamiento descrito

No hay signos definitivos que indiguen la inestabilidad de este producto, por loque

los controles positivos y negativos deben analizarse simultaneamente Con muestres
Jesconocidas. Contacte con el servicio técnico de Cell Marque si tiene suspechas sobre la
inestabilidad del reactivo.

Extraccién y Preparacién de fa Muestra para su Andfisis

Cuando se utiliza el procedimiento habitual, los tejidos fijados en formol en tampdn neutroy
ernbebidos en parafina resultan adecuados para £l uso con este anticuerpo primario Cuando
se utiliza con los kits de deteccion de Cell Marque (consuite fa seccidn Materiales y reactivas
necesarios no suministrados). Nota: Cell Marque evaliia el resultado solo en tejides humanos.
Fl fjador de tejido recomendado es formalina tamponada neutral 10%. Pueden tener lugar
resultados variables como consecuencia de una fijacidn prolongada o procesos especiales
tales como 1a descaldificacion en la preparacin de la médula osea.

(ada seccidn debe cortarse con el grosor spropiado (aproximadamente 3 ym) y colocarse
en un portaobjetos de vidrio con carga positiva. Los portacbjetes que contienen el corte de
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tejida pueden secarse durante al menos 2 horas (pero e més de 24 fioras) en un horno a ina
temperatura de 53-65 °C.

Advertencias y Precaudiones

1. Adopte las precauciones adecuadas cuanda se manipulen (05 reactivos. Usar guantes
y batas de laboratorio desechables cuando s& manipulen materiales potencialmente
carcinggenos o 16xicos (como xilen).

2 Fuite el contacto de los reactivos con los ojos las membranas mucosas. Sise produce el
contacto can dreas sensibles, lavese con agua abundante.

3. Las muestras del paciente y todos los materiales en contacta con ellas deben tratarse
como i fuesen mareriales potencialmente infecciosos y desecharse con [as precauciones
adecuadas Nunca pipetear con la boda.

4. Eyitar la contaminacion microbiana de los reactivos, ya que podifan producirse
resultados incorrectos.

5. Hlusuario debe validar [os tiempos y temperaturas de incubacion.

6. Los reactivos prediluidos listes para usar estén diluidos Gptimamente por lo que una
dilucion adicional podria preducir la pérdida de tincion del antigeno.

1

 Los feactivos cancentradcs pueden diluirse Gptimamente ¢ base a la determinacion del
usuario. El usuario deterd validzr igualmente tanto la compatibilidad como el efecto en la
estabilidad de cualquier disolvente utilizado que no esté recomendado especificamente en
2ste documento.

8. Este producto nose clasifica como sustancia peligrosa cuando se Usa seqiin las
instrucciones, £l conservante del reactiv es inferior al 0,1% de acida sdica y no cumple
{os criterios de [a OSHA para sustancias peligrosas a la concentracion indicada. Cansulte la
hoja de datos de sequridad de los materiales.

9. Elusuario debe validar cualquier condicidn de almacenamiento que no Sea una ce [as
especificadas en el praspacto.

10.El disolvente puede incluir albimina de suero bovino y el sobrenadante puede contener
suer boving, Los productos que contienan suero fetal bovino y los productos que
contienen alhtimina de suero boving se compran a los proveederes comerciales. 105
certificados de origen de [ fuente animal utilizada en estos productos obranen el archivo
de Cell Marque, Los certificdos asequran que |as fuentes hovinas provienen de pafses con
riesgo minimo de BSE y relacionan como fuentes de bovinas EE. UU. y Canada.

111. Como con cualquier producto provenierite de fuentes bioldgicas, deheran emplearse
procedimientos de manipulacion apropiados.

Instrucciones de Uso

Protocolos de tincidn recomendados para el anticuerpo primario indicado:

HiDef HRP:

HiDef Detection™ HRP Polymer System {N 2 de catdlago $54D-20)

1. Técnica de recuperacién del epitopo: HIER, Reactivo para la recuperacidn del epitopo:
Irilogy

7. Tiempo de incubacion de anticuerpa {minutes). 10-30

3. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Amplifier {minutas): 10

¢ Tiempo de incubacién de HiDef Detection Polymer Detector (minutas): 10

5. Tiempa de incubacion de DAB (minutos): 1-10

MART-1 (Melan A) (A103) Mouse Monoclonal Antibody
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6. Deshidrate y cubra el portaohjetos.

HiDef Atk Phos:
HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System [N © de catalogo 9620-20)

1. Téenica de recuperacidn del epitopo: HIER, Reactivo para I3 recuperacién del epitopo;
Irilogy

2. Tiempo de incubacidn de anticuerpo (minutos): 10-30

3. Tiempo de incubacién de HiDef Detection Amplifier (minutos): 10

4. Tiempo de incubacion de HiDef Detection Polymer Detector (minutos): 10
5. Tiempo de incubacion de Permanent Red (minutos): 15-30

6. Deshidrate y cura el portanbjetos.

Pracedimientos de Contro! de Calidad

Control de Tejida Positivo

Cada vez que se realice el procedimiento de tincion, debe procesarse un control pasitiva del
tejido. Este tejido puede contener células o componentes del tejida de tincidn positiva y
negativa y servir cemo tejido de contral positive y negativo. Los tejidos de control deber ser
muestras frescas de autapsia, biopsia o cirugla preparadas o fjadas conla mayor hrevedad
con un proceso idéntico al de los cores en estudio. B usc de un corte de tejico fijada o
procesado de forma diferente a la muestraen estudio servird para el contral de todos los
feactivos y pasos def método excepto |3 fijacion y el procesamiento del tejido.

Un tefido con una tincién positiva débil es mas adecuado para un control de calidad Gptimoy
para detectar niveles pequefios de degradacidn del reactivo. Fl control dz tejica positivo para
el anticuerpo primarlo indicado puede incluir lo siquiente:

Control de Tejido Positivo

Tejido Visualizacidn

Melanoma Gitoplasmatica

Piel Citoplasmética '

Los controles de tejido pasitivos conocidos solo se deben usar para monitorizarel
comportamiento carrecto de los tejidos pracesacos y los reactivos de la prueba, y no como
ayuda paia establecer un diagndstico especifica de fas muestras del paciente. Silos controles
positivos del tejido no muestran una tincidn positiva apropiada, los resultadas de las muestras
en estudio se deben considerar n validos.

Control de Tejido Negativo

Ef mismo tejido utifizado para el cantrol de tejido positiva se puede utilizar en ¢l contral

de tejido negativo. L3 variedad de tipos de célules presentes en fa mayoria de los cortes

de tejidos ofrece sitios de control negativa internos, pero esto debe verificarlo el usuario,

Los componentes que no se tinen deben demostrar la ausencia de tincion espedificay
proparcionar una indicecidn de tincidn de fondo no especifica, Si se produce una tircign
especifica en [s sitios dz cantrol de tejido negative, los resultados obtenidos con las muestras
del paciente deben considerarse ng validas,
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Discrepancias Inexplicables

Las disarepancias inexplicables de ls controles deben remititse de inmediato al

servicio téenico de Cell Marque. i los resultados del conrol de calidad no cumplen las
especificacianes, 1os resultados del paciente no son validos, Véase I seccién Resolucign de
probiemas de este prospecto. identifique  corrije el problema; 3 continuacidn, fepita todo el
procedimienta con las muestras del paciente,

Reactivo de Control Negativo

Se debe utilizar un reactivo de control negativo para cada muesira para ayudar a interpretar
los resultados. Para evaluar una tincion no especifica se utiliza un reactivo de conrel negativo
en lugar del anticuerpo primario. Se debers ratar el partaobjetos con &l reactiva de control
negativo haciendo coincidir fas especies hugspedes del anticuerpo primario e iddneamente
confa misma concentracion de 16, £l periodo de incubacidn para el reactivo de contral
negativ deberd ser iual que el periodo de incubacian del anticuerpo primaric.

Interpretacion de los Resultados

El procedimiento de inmunotincidn causa la precipizacion de un producto de reaccidn
coloreado enlossitios del antlgeno lacalizados por el anticu erpo primario. Cansulte en gl
prospecto comespondiente del sistema de deteccidn [as reaccianes de color esperadas. Un
patélogo cualificado experimentado en procedimientos de inmunohistoquimica debe evaluar
los cantroles de tejido positivos y negativos antes de inerpretar los resultados,

Control de Tejido Positivo

El centrol de tejido positiva tefiido debe examinarse primero nara determinar que todos los
reattivos funcionan adecuzdamente. La presencia de un producio de reaccién con el color
acecuddo dentro de las células diana es indicativa de una reactividag positiva. Consulie en

el prospecto del sistema de deteccion utilizado Jas reacclones de color esperadas. Seqglin sea

la duracion de 2 incubacidn y la potencia de |2 hematoxilina empleads, la contratincion

dard como resultado una coloracion azul de palida a oscura de los nticleos celufares. Una
contratincian excesiva o incompleta puede comprometer la interpretacion adecuada de los
resultados, Silos controles de tejidos positivas no muestan unatinon positiva apropiada, los
resultados de as muestras en estudio se deben considerar no validos.

Control de Tejido Negativo

El control de tejido negativo debe examinarse después del cantrol de tejido positivo para
verificar la marcacion especifica del antigene diana por el anticuerpo primario. L ausencia

de tincion especifica en el control de tejido negativo confirma la ausendia de reactividad
(Lizada del anticuerpo con las células o los componentes celuleres i se produce una tincién
especifica en el contral detejido neqativo, los resultados obtenidos con |3 muestra del
paciente se cansideran no validos. La tincidn no especifica, i la hay, tendrd un aspecto diluso;
Tembién se puede observar unz ligera tincidn especifica esporadica del tejida conjuntivo en
cartes e tefidos que no estén filados Gptimamente. Para la interpretacion de los resultados de
la tincidn deben usarse células intactas. Las células necréticas o degeneradas muestran una
tincion no especifica.

Tejido del Paciente

Las muestras del paciente se deben examinar al final. La intensidad de fa tincion positiva se
dede valorar en el contexto de cualquer tincion de fondo del cortrol de reactiv negativo.
Como en cualquier prueba de inmunohistoquimica, un resultado negativo significa que el
antigena en cuestién no se ha detectado, no que gl antigena esté ausente deas células o del
tejido analizado. Un panel de anticueipos puede ayudar a identificar reacciones negativas
falsas (consulie |a Seccidn Sumario e resultados esperados). La morfologia de cada muestra

MART-1 (Mefan A} (A103) Mouse Monaclanal Antibody
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del tejido también debe examinarse utilizando un corte con tincién de hematouiling y eosing
alinterpretar cualquier resultado de inmunohistanuimica. Un patdloga cualificado debe
interpretar los resultados morfoldgicas del paciente y sus datos clinicos pertinentes.

Limitaciones _

. Fl.color del anticuerpa no afecta |o funcianamienta,

9. Este reactivo esde exclusiva uso profesional’, va que |2 inmunahistoquimica es un proceso
diagnstico de varias etapas que requiere una formacion especializada en la seleccion de
los reactivos, tejides, fijacion y procesamento apropiados; la preparacidn del poriaobjetos
deinmunohisioguimicay la interpretacion de los resuados dela tincion.

3. Para uso exclusivo de laboratario,
4, Para disgnostico in vilr.

5. 3 tincidn de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento de los
mismos antes de la tincion. Una fijacidn, congelacion, descangelacién, lavado, secado,
calentado o corte inadecuados o la contaminacion con otros tejidos o liguides puede
producr artefactos, bloqueo del anticuerpo o resultadas falsos negativos. Los resultados
inconsistentes pueden ser consecuendia de las variaciones en los métodos de fijacion
embebido, asi como de Ireqularidades inherentes dentro del tejido,

6. Una contratincifin excesiva o incompleta puede comprometer la interpretacidn adecuads
de |os resultacos.

7. La interpretacion clinica de una tincion positiva  de su ausencia debe evaluarse en
ol cantexto de [a histaria clinica, la morfologia, otros ariterios histopatoldgicos, as!
tamo otras pruebas diagndsticas. Este anticuerpa estd diseRada para Utilizarlg enun
panel de znticuerpos si fuera pertinente. Es respansablidad de un patdlogo cualificado
Familiarizarse con los anticuerpos, reactivos, paneles de diagndstico'y métodos usados
para oblener una preparacion con tincién. La tincidn se debe realizar en un laboratorio
certificado con [& supervision de un anatomopatdlogo respansable de la revisidn de
los portanbjetos tefiidos y de la verificacidn de [a idoneidad de |os cantroles neqatjvas
y pasitivos

8. (Cell Marque proves antiuerpos y reactivos en una dilucion Gptima para Usar como
se indica. Cuslquier desviacion e los procedimientos recomendados del método
puede invalidar los resultados esperados. Se deben utlizar y documentar los controles
aproplatlos. Los usuarios deben asumir en cualquier caso fa responsabilidad dela
interpretacion de los resultados del paciente.

WO

 Cell Marque provee los anticugrpos primarios en formato concentrado de manera que el
usuaria pueda diluirlos después dptimamente para sarlos segun determine y observando
{as técnicas de validacion adecuadas. Los usuarios deben validar el uso de cualquier
disolvente que no serecomiende en este documento, Una vez que el anticuerpn primario
haya sido validado como adecuado para usar, cualquier desviacion de los procedimientos
de prueba recomendados puede invalidar los resultados esperados. Se deben utilizar y
documentar [os ceatroles apropiados. Los usuarios deben asumir en cualquier caso 2
responsabilidad de la interpretacion de los resultados del paciente.

10.Este progucto no es1é diseiado para uilizar o en citometrfa de flujo.

11. Los reactivos pueden mostrar reacciones inesperadas en tejidos no estudiados
previamente. No puede excluirse completamente |z posibilidad de reacciones inesperadas,
incluso en grupos de tejidos analizados, debido a la variabilidad bioldgica de la expresidn
del antigeno en neaplasmas u lros tejidos pataldgicos. Pongase en contacto con ¢l
servicio técnico de Cell Marque si sospecha que ha habido una reaccién inesperada
documentada.

12 Los tejidos de perscnas infectadas con el virus de 2 fepatitis By que contengan antigeno
de superficie (HBsAg) pueden mostrar un tincidn no especifica con peroxidasa de rahano.
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13 Cuando se wtilizan en pasos de blogueo, [os sueras nermales procedentes del
mismo origen animal que o5 antisuros secundarios pueden provocer resultados
de falsos negativos o falses positivos debido al efecto de fos autoanticugrpos o
anticuerpos naturales

T4 Pueden verse resultados de falsos positivos debido a |a unién de protefnas o productos de
reaccign del sustrato por mecanismos no inmunaldgicos, También pueden estar causades
por la actividad de la pseudaperoxidasa (eritrocitos), actividad de la peroxidasa enddgena
{cirocromo C) 0 bitina enddgena {ejemplo: higade, cerebre, mama, rindn) dependiendo
del tipo de técnica de inmunotincin empleada.

15, Coma en cualquier prueba de inmunohistoquimica, un resultado negafivo significa que
¢l antigena no se ha derectado, 1o que el antlgeno esté ausente de [as células o de|
tefido analizado.

16. Los productos de anticuerpo prediluidos estan optimizados como productos istos para
usar. Debido a la pasibilidad de variaciones en la fijacion y procesado del tejido, puede
ser necesario aumentar o reduirel tiempo de incubacin del anticugrpo primario en
rruestras individuales.

17. El anticuerpo, en combinacidn con sistemas de deteccion y sus accesorios, detecta 105
antigenos que sobreviven al proceso habitual de fjacion con formok; procesado y corte del
tejido. Los Lsuarios que se desvien de los procedimientos de prueba recemendados son
responsables, como lo serfan en cualquier easo, de fa interpretacion y validacion delos
resultados del paciente.

Sumario de Resultados Esperados

{onsulte las siguientes tablas de reactividad:

Estudio Nermal
N2
Tefiido NS
Tejido () Total | Natas
Carebra 0 1
(Chrrex adrenal 1 1
Ovarios 0 1
Pancreds 0 1
Paratiroides il 1
ﬁtuitaliﬂ ] 1
Testiculos D 1
Tirgides 0 1 t)
Pacho ] 2
Bazo 0 1
Amigdalas 0 1
Timg 0 1
Médula Gsea 0 1
Fulmones 0 2
_(nrazfm 0 1
Escfago 0 1 |
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Estudio Normal

NID
Tefido N2
Tejido {+] Total | Notas

Estémago 0 1

Intestino delgado

Colon

Higado

Glandula safival

Vesicula biliar

Rifiones

Vejiga

Prostata

Utern

Uréter

Cérvix

Misculos del esgueleto

Muscule liso

Piel 2 Melanocitos +

Nervios periféricos

esotelio

Grasa

0
0
0
0
0
a
0
0
0
Trompas de Falopin 0 1
0
0
0
0
2
0
]
0
0

LP[_&[EHIE!

Este producto anticuerpo marca el melanoma, los melanacitos de la piel yla corteza
suprarienal. Esto estd conforme con lo descrito en |3 literatura,

Estudio de la Enfermedad del Tejido

N.D
Tenido NP
Tejido {+] Tofal | Notas
Melanoma 10 10
Cardnoma ductal invasivo ) 2
de mama
l_Adenn{amnt}ma de colen 0 17

Este anticuerpo tifie tumores coma estd indicado en [z literatura.

Resolucién de Problemas

1. Siel control positivo muestra una tincion més d2bil de 13 esperada, deben analizarse otros
contrales positivos realizados en |a misma tincidn para determinar sise debe al anticuerpo
primario 0 a uno e los reactives secundarios comunes,
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. Siel control positivo d3 negativo, se deben analizar otras controles positivos usados en la

misma ejecucian para determinar si se debe gl antieuerpo primario o a uno de lgs reactivos
secundarios comunes. Los tejidos pueden haberse recogide, fjado o desparafinada de
manera inzdecuada. Deberd sequirse el procedimiento edecuado pera larecogida, la
conservacion y 13 fijacidn.

.+ Sise produce una tincidn de fondo excesiva, pueden haber niveles altos de biotina

enddaena. Se deberd incluir una ezapa de blogueo con bigting a noser que se esté
utilizando un sistema de deteccion sin bioting, en €uye aso ninguna bioting presente seria
n factor que contribuyera a2 tincidn de fando.

. Sino se ha eliminado toda I3 parafina deberd repetiese el procedimiento

ae desparafinacion.

. Silos cortes de tefido lavan el portaobjetos, deben comprobarse los mismos nara

garantizar gue tienen carqa positiva. Otras posibilidades que podrian afectar
adversamente a |a adhesicn del tejido incluyen un secado insuficiente del corte de tejido
en el portaobjetos antes de 1a fincion o fjaci6n en forml que no fuera nautralizade con
tampén apropiadamente. £l grosor del tefido también puede ser un factor cavsante.

Para conocer la accidn comectiva, cansulte fa seccion de las instrucciones dE Uso o contacte
con el servicia tenico de Cell Marque a través de techsupport@cellmarque.com,
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MUM?1 (MRQ-43) Rabbit Monoclonal Antibody

Para Diagnéstico In Vitro (IVD)

ldentificacién del Producto

Descripcion

358R-74 0,1 ml concentrado
358R-75 0.5 ml concentrado
358R-76 1,0 mi concentrado
358R-77 1,0ml prediluido listo para usar
358R-78 7.0 ml prediluido listo para usar

Definiciones de los Simbolos

,[ digo
(=] prediluir ‘
concentrado
[] astitis
[E] suer
[5] sobrenadante
| rango de dilucién del concentrado

UsoPrevisto

Este anticuerpo estd destinado para uso diagndstico in vitro (IVD),

Elanticuerpo primario monoclonal de conejo MUM1 (MRO-43) ests diserado para utilizarse
en un laboratario para detectar la proteina MUM1 en tejidos embebidos en parafing, fijades
conformalina y teiidos en pruebas de inmunohistoquimica (IHC) cuzlitativa.

Los resultados obrenidos con el uso de este praducta junto con la historia clinics relevante
del paciente, otras pruebas diagnésticas y controles adecuadas debe interpretarlos un
patlogo cualificado,

Resumen y Explicacion

El anticuerpo anti-MUM1 marca una proteina 50 kDa, oncogen-1 del mieloma miitiple
{MUM1). MUMT es codificado por el gen MUMT/IRF-4, que es cartografiado para 6p23-p25
eidentificado come un oncagén asociado a mieloma, 2 Es miembro de la familia de factores
requiadores del interferdn de los factores de transcripcidn y desempeiia un papel importante
en la requlacion de la manifestacion genética en respuesta a la sefializacién por el interferdn
y 0tras citocings. Las células positivas de MUMT manifiestan Ja protelna en el nicleo en un

paudn difuso y microgranular. Sin embargo, también se observa una dlerta positividad en |
ditaplasma de células can manifestacién de MUMT, En tejicos linfaticos narmales/reactivos,
como el ganglio linfitico, este anticuerpo tifiz las célules plasmaicas, algunas células B en
1a z0na clara de los centros germinales y un subconjunto de linfocitos T (Iinfocizos T e los
Centros germinales y dreas interfoliculares), ' La manifestacién de MUM1 se ha desarito en
el linfoma difuso de células B grandes (DLBCL) *El anticuerpo anti-MUMT puede tedir otros
linfamas de célufas B come el linfoma linfoplasmacitico, la leucemia linfactica tronica, el
linfoma foliculer, el linfome de zona marginal, la leucemiaflinfoma linfoblastice, el linfoma
de efusion primaria, el DLBCL, el linfoma tipo Burkitt y el linfoma de Hodgkin clasico ¥ Sin
embargo, las células tumarales en el linfoma de Hodgkin predominante nodular de linfacitos
sor negativas 0 solg débilmente positivas. MUMT también se expresa en el mieloma de
células plasmaticas’

Principios y Procedimientos

£l anticuerpo primario indicaco puede utilizarse como anticuerpo plimario para 3 tincidn
inmunahistaqumica de cortes de tejido fiiado con formal y embebido en parafina. En
general, la tincidn inmunohistoguiimica junto con el sistema de deteccian mediante unign con
peroxidasa de rabano (HRP) o fosfatasa alcalina permite a visualizacion de antigencs g ravés
e la aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico {anticuerpo primario) al antigeno, un
anticuerpo secundaric (anticuerpo de unin) al anticuerpa primario, un complejo enzimitico
y in sustrato cromogénice can etapas de lavado intermedias. La activacidn enzimética del
aomdgene da lugar a un producto de reaccion visible en el sitio del antigeno. La muestra
puede entonces contratefirse y aplicarse un cubreportaohjetos. Los resiltados se interpretan
€on Un Micioseapio Optico.

Materiales y Métodos

Reactivos Suministrados

{anpqsiddn del Producto :

Amortiguador Tris, pH 7,3-7 7, con un 1%
de BSA y <0,1% de azida de sodio

Amortiguador Tris, pH 7,3-7,7, con un 1%
de BSAy <0,1% de azida de sodic

Prediluir: diluido en

Coneentrade: diluida en

263

Host Conejo
[sotipo lgG
Interval ilucién de trabaj
ervalo de dilucion de trabajo 100-1:500
recomendado
I_Fuente sobrenadante

Yea la etiqueta del producto pera informacion especifica sobre el lote acerca de o siquiente:
1. Concentracidn de anticuerpos de inmunoglobufina
2. Detallesdela fuene
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Reconstitucion, Mezcla, Dilucién y Titulacion

El anticuerpo prediluid estd listo parz usar y optimizado para la tincién, Bl anticuerpo
concentrado esta optimizado para iluirlo en el ranga de dilucién con Cell Margue Diamond:
Antibody Diluent.

Materiales y Reactivos Necesarios No Suministrados

|ps siguintes reactivas y materiales pueden sernecesarios para [a tincidn, pero na se incluyen
con el anticuerpo primario:

1. Tejido de control positiva y negativo

2. Portanhjetds para microscopio con carga positva

(78]

Horno de secadg capaz de mantengr una temperatura e 53-65°C
. Cubetas o bafios de tincion

. Crondmetro

[ SR S

. Xileno o sustitu de xileno

. Alcohol reactivo o etanol

o |

Nota: £ tratamienta previo de un paso de Cell Margue, Trifogy™ (.0 de catdlogo 920P-06),
putede sustifuir los elementos de los puntas 6 y 7 anteriores.

8. Agua desionizada o destilada

it

- Equipo de calentamiento, como 13 oll3 de presidn eléctric para el paso del tratamiento
previo del tefida

10. Sistema de deteccion como HiDef Detection™ HRP Palymer System (N.0 de cadlogo
554D-20} o HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (N.¢ de catdlogo 9520-20)

11.Gromégena, corrio DAB Substrate Kit (N.2 de catdlogn 957D-20) o Permanent Red
Chromogen Kit (N. de catélogo 960D-10)

72.TBS |HC Wash Buffer + Tween®* 20 (N.° de catalogo 9358-09)
13. Hamatowylin U atra contratindion

14 Diluyentes de anticugrpo, como Diamand: Antibody Diluent (N.2 de cardloga 9388-05) o
Emerald: Antibody Ciluent (N 2 de cardlogo 9368-08)

15. Peroxide Block (N.° de catalogo 925B-05) para usar con HRP

16, Avidin-Biotin Blocking Reagents para usar con deteccidn con estieptavidina-biotina
17. Negative Contral Reagent (M.¢ de catélogo 9398-02 para universal}

18. Mounting Medium

19 Cubreobjetos

20, Microscapio 6ptico (40-400x)

Conservacidn y Manipulacion
Almacenar a 2-8 °C. No congelar.
Para garantizar la dispensacion adecuada del reactiva y la esiabilidad del anticuerpo, tras cada

utilizacion se debe volver a poner el 1apdn y almacenar el fiasco inmediataments &n la nevera,
£n posicion vertical.
Todos los reactivos de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. £ reactivo es estable fiasta

|2 fecha indicada en la etigueta siempre que se almacene correctamante, No usar el reactiv
después de la fechs de cadugided para ol método de almacenamiento descrite.

Na hay signos definitivos que indiquen la inestabiliad de este producto, por loque
los controles positives y negativos deben analizarse simulténeamente con muestras
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descenocidas. Contacte con el servicio téenico de Cell Marque i tiene sospechas sobrela
inestabilidad del reactivo.

Extraccin y Preparacion de la Muestra para su Andlisis

(uando se utiliza el procedimiento habitual, [os tejidos fjados en formol en tampdn neutro y
ambebidos én parafina resultan adecuados para el uso con este anticuerpo primario cuando
se utiliza con |os kits de deteccién de Cell Margue (cansulte la seccion Materiales y reativos
necesarios no suministrados). Nota: Cell Marque evallia el resuftado sola €n tefidos humanos.
Fl fijador de tejido recomendado es formalina tampanada rieutral 1096, Pueden tener lugar
resultados variables como consecuencia de una fijacion prolongada o procesos especiales
tales como la descalcificacidn en |z preparacion de la médula dsea.

Cada seccidn debe cartarse con el qiosor apropiade (aproximadamente 3 pm) y colocarse

en un portaobjetos de vidrio con carga positiva. Los portachjetos que contienen el corte de
tejida pueden secarse durante al menos 2 hotas (pero ne mas de 24 horas) enun homo a una
temperatura de 53-65 °C.

Advertencias y Precaudiones

1. Adopte fas precauciones adecuedas cuando se manipulen los reactivos. Usar guantes
y batas de laboratorio desechables cuando se manipulen materiales potencalmente
carcindgenos o txicos {como xileno).

]

 Euite el contacto de los reactivos con los 0jos y as membranas mucosas. Si se produce &l
contacto con reas sensibles, lavese con agua abundante.

3. Las muestras dal paciente y todos |os materiales en contacto con ellas deben tratarse
comp si fuesen materiales porencialmente infeccioses y desecharse con (35 precauciones
adecuadas. Munca pipetear con la bog,

4. Bvitar la contaminacion microbiana de los reactivos, ya que podiian producirse
resultados incorrectos.

5. Elusuario debe valider los tiempos y temperaturas de incubacion.

6. Lgs reactivos prediluidos fistos para usar estan diluidos dptimamente por 1o que una
dilucidn adicional podifa producir la pérdida de tincion del antlgeno.

7. Los reactivos concantrados pueden diluirse Gotimamente en base a la determinacion del
usuario, £l usuario deberé validar iqualmente tanto 3 compatibilidad como el efecto en la
estabilidad de cualquier disolvente utilizado que noesté recomendado especificamente en
este documento.

8. Este producto no se dlasifica como sustandia peligrosa cuando se usa sequn las
instrucciones. Fl conservante del reactiva es inferior al ,1% de acida sodica y no cumple
Jos criterios dea OSHA para sustancias peligrosas a la concentracion indicada. Consulte la
hoja de datos de sequridad de los mareriales.

5. Elysuario debe validar cualquier condicion de almacenamiento que na sea una de las
especificadas en el prospecta.

10, €l disolvente puede incluir albmina de sugro bovino y €l sobrenadante puede contener
suern bovino. Los productos que contlenen suero fetal bovino y los productos que
contienen alhimina de suero bovino se compran a los proveeduores comelciales. Los
certificados de origen de la fuente animal utilizada en estos productos obran en el archivo
de Cell Margue. Los certificadus asequran que las fuentes bovinas provienen de paises con
riesgo minimo de BSE y relacionan come fuentes de bovinos EE. UU. y Canagé.

11 Como con cuslauier producta praveniente de fuentes biologicas, deberdn emplearse
procedimientos de manipulacion apropiados.

MUM? (MR0-43) Rabbit Monoclonal Antibody
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