
República Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2018 - Año del Centenario de la Reforma Universitaria

Disposición

Número: 

Referencia: 1-47-3110-4465/17-7

 
                                                        

VISTO el expediente Nº  1-47-3110-4465/17-7 del Registro de la Administración Nacional de
Medicamentos Alimentos y Tecnología Medica y,

 

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma  BIO-OPTIC S.R.L. solicita autorización para la venta a
laboratorios de análisis clínicos de los Productos para diagnóstico uso In Vitro denominados: 1) NCL-L-a-
SARC; 2) NCL-L-b-SARC; 3) NCL-L-CD117; 4) NCL-L-CD3-565; 5) NCL-L-CD68; 6) NCL-L-
CD99-187; 7) NCL-L-DOG-1; 8) NCL-D-SARC; 9) NCL-DYS1; 10) NCL-DYS2; 11) NCL-DYS3;
12) NCL-L-EGFR; 13) NCL-L-EMA; 14) NCL-L-END; 15) NCL-L-HMB45; 16) NCL-L-KAP-581
Y 17) NCL-L-LAM-578.

Que en el expediente de referencia  consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos para
Diagnóstico que establece que los productos reúnen las condiciones de aptitud requeridas para su
autorización.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley Nº 16.463, Resolución Ministerial Nº
145/98  y Disposición ANMAT Nº  2674/99.

Que la Dirección Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervención de su competencia.

Que corresponde autorizar la inscripción en el RPPTM del producto médico objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los Decretos Nº 1490/92 el por el
Decreto Nº 101 de fecha 16 de diciembre de 2015.

                 

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE



MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA

D I S P O N E:

ARTÍCULO 1º.- Autorizase la inscripción en el Registro Nacional de Productores y Productos de
Tecnología Médica (RPPTM) de la Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología
Médica (ANMAT) de los productos médicos para diagnóstico de uso In Vitro denominados: 1) NCL-L-a-
SARC; 2) NCL-L-b-SARC; 3) NCL-L-CD117; 4) NCL-L-CD3-565; 5) NCL-L-CD68; 6) NCL-L-
CD99-187; 7) NCL-L-DOG-1; 8) NCL-D-SARC; 9) NCL-DYS1; 10) NCL-DYS2; 11) NCL-DYS3;
12) NCL-L-EGFR; 13) NCL-L-EMA; 14) NCL-L-END; 15) NCL-L-HMB45; 16) NCL-L-KAP-581
Y 17) NCL-L-LAM-578 , de acuerdo a lo solicitado por la firma BIO-OPTIC S.R.L. con los datos
característicos que figuran al pie de la presente.

ARTICULO 2º.- Autorícense los textos de los proyectos de rótulos y Manual de Instrucciones que obran en
el documento Nº IF-2018-02347533-APN-DNPM#ANMAT.

ARTÍCULO 3º.- En los rótulos e instrucciones de uso autorizados deberá figurar la leyenda “Autorizado
por la ANMAT PM-2234-006”, con exclusión de toda otra leyenda no contemplada en la normativa
vigente.

ARTÍCULO 4º.- Extiéndase el Certificado de Autorización e Inscripción en el RPPTM con los datos
característicos mencionados en esta Disposición.

ARTÍCULO 5º.- Regístrese. Inscríbase en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnología
Médica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifíquese al interesado, haciéndole
entrega de la presente Disposición, conjuntamente con rótulos e instrucciones de uso autorizados y el
Certificado mencionado en el artículo 4°. Gírese a la Dirección de Gestión de Información Técnica a los
fines de confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archívese.

 

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre comercial: 1) NCL-L-a-SARC; 2) NCL-L-b-SARC; 3) NCL-L-CD117; 4) NCL-L-CD3-565;
5) NCL-L-CD68; 6) NCL-L-CD99-187; 7) NCL-L-DOG-1; 8) NCL-D-SARC; 9) NCL-DYS1; 10)
NCL-DYS2; 11) NCL-DYS3; 12) NCL-L-EGFR; 13) NCL-L-EMA; 14) NCL-L-END; 15) NCL-L-
HMB45; 16) NCL-L-KAP-581 Y 17) NCL-L-LAM-578.

Indicación de uso: ANTICUERPOS MONOCLONALES DISEÑADOS PARA LA IDENTIFICACIÓN
CUALITATIVA EN SECCIONES DE PARAFINA, MEDIANTE MICROSCOPIA OPTICA DE
DIFERENTES ANTÍGENOS HUMANOS, RELACIONADOS CON DERMATOPATOLOGÍAS Y
ENFERMEDADES EN TEJIDO BLANDO.

Forma de presentación: 1) a 8) y 12 a 17) ENVASES CONTENIENDO: 1 vial x 1.0 ml, 9) a 11)
ENVASES CONTENIENDO: 1 vial x 2.5 ml.

Período de vida útil y condición de conservación: 1), 2) y 8) a 11) 12 meses, conservado a 2 y 8°C; 3), 5),
12) a 14), 16) y 17) 36 meses, conservado a 2 y 8°C; 4) 37 meses, conservado a 2 y 8°C; 6) y 15) 30 meses,
conservado a 2 y 8°C; 7) 33 meses, conservado a 2 y 8°C.

Condición de venta: venta a Laboratorios de análisis clínicos. USO PROFESIONAL EXCLUSIVO.

Nombre y dirección del fabricante: LEICA BIOSYSTEMS NEWCASTLE, Balliol Business Park West,
Newcastle upon Tyne, NE12 8EW. (REINO UNIDO) .
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RÓTULOS

A los rótulos orig¡nales se le agregará lo s¡gu¡ente:
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Florida, Buenos Aires, Argentina.
Director Técnlco: Farm. Silvana Andrea Daou lvlP 19341
Tel.: (011-) 479T-9923
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Receptor Epidérmico del Factor de Crec¡miento (EGFR-L-CE)
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Cadena Liv¡a na Kappa (KAP-581-L-CE)
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Al pho-So r cog lyca n (A-SARC-L-C E )
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Dystrophin (Rod Domoin) (DYS1-CE)
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c D3 - s 6s (cD s- s6s- L- cE )

MANUAT DE INSTRUCCIONES

I

lndicaciones De Uso

Para uso d¡agnóst¡co in vitro.

NCL-L-CD3-565 está indicado para la identiflcac¡ón cual¡tat¡va en secciones de parafina, mediante

microscopia ópt¡ca, de antíBeno CD3 humano. La interpretación clínica de cualquier tinción o de su ausencia

debe complementarse con estudios morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un

anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el contexto del histor¡al c!ínico del pac¡ente y de otras

pruebas d¡agnósticas.

Princ¡pío Del Procedimiento

Las técnicas de t¡nc¡ón ¡nm unohislocatoquímica (lHQ) permiten la visualización de antígenos mediante la

aplicación secuencial de un ant¡cuerpo específ¡co dir¡gido contra el antígeno (anticuerpo primario), un

anticuerpo secundar¡o dir¡gido contra el ant¡cuerpo primar¡o y un complejo enzimático con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La act¡vación enz¡mática del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antígeno. Luego se puede contrateñir la muestra y

cubr¡rla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan util¡zando un microscopio óptico y son de ayuda

en el diagnóstico diferenc¡al de los procesos fis¡opatolóB¡cos, que pueden estar o no v¡nculados a un

determinado antígeno.

Clon

LNlO

lnmunógeno

Proteína recombinante procariót¡ca correspond¡ente a la región terminal C de la molécula humana CD3

Especificidad

Antígeno CD3 humano

Compos¡ción Del React¡vo

NCL-L-CD3-565 es un sobrenadante de cult¡vo tisular líquido que contiene azida sódica como conservante.

Clase de lg

lgGl

Concentración Total De Proteína

ANORT Página 94 de 205
{)ritcfoRA Tt A , MP 19341

Bt{)- ftfSRL
Ll UCAS M LLEGAS HTPoLTIO YRIGOYÉN 2789 - rtORlDA {ll;02)

vrcEN]T lÓPtZ - 111.47919923 / 541' 0175

t

)

P BoD

POLlo

SOCIO GEREN TE

C\
¡



Consulte la etlqueta del vial para ver la concentraclón total de proteÍna específ¡ca del lote.

Concentrac¡ón De Ant¡cuerpo

lgual o superior a 32 mg/L según se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la et¡queta del vial la

concentrac¡ón de lg especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

lnm unoh¡stocitoq u ímica con secciones de parafina.

Recuperación del epítopo inducido por calor (HIER): Por favor, siga las instrucciones de uso de Novocastra

Epitope Retrieval Solut¡on pH 6.

Dilución sugerida: 1:500 durante 30 minutos a 25 "C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe

determinar sus propias d¡luciones de trabajo óptimas.

Visualización: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink'" Polymer Detection Systems. Para

obtener más información sobre el producto o para recibir soporte, póngase en contacto con su distribuidor O
local o con la oficina regional de Leica Biosystems, o b¡en vis¡te el sitio web de Le¡ca B¡osystems,

www.LeicaBiosystems.com

El rend¡m¡ento de este ant¡cuerpo se debe validar cuando se util¡za con otros s¡stemas manuales de tinción

o plataformas automatizadas.

Almacenam¡ento Y Estab¡lidad

Almacénelo a una temperatura de 2-8 "C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8'C inmediatamente después de

su uso, No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparación De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido ¡ncluidos en parafina es formol tamponado neutro al 1O%.

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a part¡r del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto

de origen biológico, debe manipularse con precaución.

Este react¡vo contiene azida sód¡ca. Está d¡spon¡ble una Hoja de información sobre la seguridad del

material, previa petición, o en www.LeicaB¡osystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cómo desechar

cualq uier componente potencialmente tóx¡co.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asícomo todos los materiales expuestos a ellas, deben

manipularse como susceptibles de transmit¡r una infección, y se deben desechar tomando las precauciones

adecuadas,l No pipetee nunca los react¡vos con la boca, y evite el contact e la piel y de las membranas

o
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mucosas con üíreactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al mínimo la contaminación microbiana de los react¡vos; de lo contrar¡o, podría producirse

aumento de la tinción no específica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubación que no sean los aquí especificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuar¡o.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del

usuario pueden producir una variabil¡dad significat¡va en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, además de los s¡guientes proced¡mientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autops¡a, biopsia o quirúrgicas fijadas en formol, procesadas e

t incluidas en parafina, lo antes posible, de manera ¡déntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparación correcta de los tejidos y las técnicas de tinción adecuadas.

Debe incluirse un control t¡sular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tinción o

serie de t¡nc¡ones real¡zada. Un tejido con una tinción pos¡tiva débil es más adecuado que un tejido con una

t¡nc¡ón posit¡va intensa para lograr un control de calidad óptimo y para detectar niveles baios de

degradación del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es el de las amígdalas.

5¡ el tej¡do de control positivo no muestra tinc¡ón pos¡t¡va, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no válidos.

o
control T¡sular Negat¡vo

Debe exam¡narse después del control de tejido posit¡vo, a fin de verificar la especificidad del marcado del

antÍgeno diana por el ant¡cuerpo primar¡o.

El tejido de control negativo recomendado es músculo esquelético.

O b¡en, la variedad de d¡ferentes tipos de células presentes en la mayoría de los cortes de tejido ofrece con

frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuarlo.

Si aparece una tinción no específica, ésta tiene generalmente aspecto d¡fuso. En cortes de tejido fi.iados

excesivamente con formol

puede observarse tamb¡én una tinción esporádica del tejido conect¡vo. Utilice células intactas para la

¡nterpretación de los resultados de la tinción. A menudo, las células necróticas o degeneradas quedan

teñidas de forma no específica.3 También pueden observarse falsos positi usados por la unión no
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inmunológica a proteínas o a productos de reacción del sustrato. Estos falsos posit¡vos pueden estar

causados tamb¡én por enzimas endógenas tales como la pseudoperoxidasa (eritrocitos), la peroxidasa

endógena (citocromo C), o la biotina endógena (por ejemplo, de hígado, mama, cerebro, riñón), en función

del tipo de inmunotinción utilizada, Para diferenciar la actividad de las enzimas endógenas o los enlaces no

específ¡cos de las enz¡mas de la ¡nmu norreactividad específica, pueden teñirse otros tejidos del paciente

exclusivamente con cromógeno sustrato o con complejos enzimát¡cos (avidina-biotina, estreptavid¡na,

polímeros marcados) y cromógeno sustrato respectiva mente. Si se produce una tinción específ¡ca del

control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben considerarse no válidos.

control De React¡vo Negat¡vo

Utilice un control de reactivo negativo no específico en lugar del ant¡cuerpo primario con un corte de cada

muestra del pac¡ente a fin de evaluar la t¡nc¡ón no específica y obtener una mejor interpretación de la

tinción específica en el lugar en que se encuentra el antígeno.

Tejido Del Pac¡ente

Examine las muestras del pac¡ente o pacientes teñidas con NCL-L-CD3-565 al final. La intensidad de la

tinc¡ón positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tinción de fondo no específ¡ca del control de

reactivo neBat¡vo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquímica, un resultado neBat¡vo significa que

no se ha detectado antígeno, y no que el antígeno esté ausente en las células o teiido probados. Si es

necesar¡o, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negat¡vas.

Resultados esperados

Tei¡dos normales

El clon LN10 detectó el antígeno CD3 en células T del bazo, el nódulo linfático, el timo y las amígdalas, y

células T infiltrantes en muchos otros tejidos. (Número tota¡ de casos normales evaluados = 55).

Anormal del teiido

El clon LN10 tiñó 16/280 te.¡¡dos anormales evaluados, incluyendo mal¡gn¡dades hematológicas (16/130,

incluyendo 4/4 T linfomas linfoblásticos, 4/5 linfomas de células T perifé ricas, 2/S linfomas anaplásticos de

células Srandes, 2/2 linfomas de células NK/T, 1/1 linfomas malignos de células T, 1/1 linfoma difuso de

células T grandes, 1/1 linfoma angioinmunoblást¡co de células T, 1/1 t¡moma, 0/50 linfomas d¡fusos de

células 8,0/15 linfomas de Hodgk¡n, 0/11 línfomas foliculares, 0/9 l¡nfomas d¡fusos de células B grandes,

0/5 MALTomas, 0/3 linfomas de células del manto,0/3 linfomas difusos de células grandes, 0/2 l¡nfomas de

zonas marginales,0/2 Iinfomas de Burk¡tt,0/2 linfomas linfocíticos plasmacitoides, 0/2 linfomas no

especificados de células I 0/1 linfoma difuso de células T,0/1 linfoma no Hodgkin y 0/1 l¡nfoma delt¡po

Burkitt), tumores de piel (0/81, incluyendo 0/18 melanomas,0/15 carcinomas de células escamosass,0/15

carcinomas de células basales,0/L0 carcinomas de glándulas sudoríparas I dermatofibrosarcomas, 0/3
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adenocarcinomas metastásicos, 0/3 schwannomas malignos,0/2 carcinomas císticos adenoides, 0/

adenocarcinoma sebáceo,0/1 f¡brosarcoma,0/1 sarcoma pleomórfico indiferenciado, 0/1 le¡omio

0/1 fibroxantoma atípico y 0/1 tumor de células de Merkel), tumores de los tejidos blandos (0/8),

o

carcinomas de mama(0/7), tumores ováricos (0/7), tumores pulmonares (0/7), tumores hepát¡cos (0/5),

tumores neuroendocrinos (0/4), carc¡nomas renales (0/4), tumores gástricos (0/3), carcinomas de la vejiga

(0/3), tumores de células germinales (0/3), tumores adrenales (0/3), tumores endometriales (0/3), tumores

pancreáticos (0/2), tumores tiroideos (0/2), adenocarc¡nomas de la próstata (0/2), adenocarcinoma del

colon (0/1), carcinoma del intestino delgado (0/1), carcinomas de células escamosas del pene (0/1),

carcinoma de células escamosas del cérvix (0/1), ganglioneuroma (0/1) e hiperplasia de la próstata (0/1).

(Número totalde casos anormales evaluados = 280),

NC[-[-CD3-565 está recomendado para su uso como parte de un panel de anticuerpos para indicar el

fenotipo de células T en enfermedades linfoproliferativas.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquÍm ica es un proceso de diagnóstico en varias fases que abarca: la formación

especializada en la selección de los reactivos apropiados, la selección, filación y procesamaento de tejidos, la

preparación del portaobjeto para lHQ, y ¡a interpretac¡ón de los resultados de la tinción.

La tinción de los tejidos depende de la man¡pulac¡ón y el procesamiento del tej¡do prev¡os a la tinción. Una

fijación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentamiento o secc¡onamiento incorrectos, o la

contaminación con otros teiidos o Iíquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos

neBat¡vos. La aparición de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijac¡ón y

de inclusión, o a irregularidades inherentes altej¡do.4

Una contrat¡nc¡ón excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretación correcta de los

- 
resultados.t
La interpretación clinica de cualquier tinción o de su ausencia debe complementarse con estudios

morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el

contexto del historial clínico del paciente y de otras pruebas diagnósticas.

Los ant¡cuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, según se ¡ndique, con secciones

congeladas o incluidas en parafina, con requ¡s¡tos de fijac¡ón específicos. Puede producirse una expresión

inesperada del antígeno, especialmente en las neoplas¡as. La ¡nterpretación clínica de cualquier sección de

tejido teñida debe incluir un análisis morfológico y la evaluación de los controles apropiados.
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cD68 (CD68-L-CE)

lndicaciones De Uso

Para uso diagnóstico in vitro.

NCL-L-CD68 está indicado para la identif¡cación cualitativa en secciones de parafina, mediante microscopia

óptica, de antígeno cD68 humano. La interpretación clínica de cualquier tinc¡ón o de su ausencia debe

complementarse con estud¡os morfológ¡cos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo

cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clínico del paciente y de otras pruebas diagnóst¡cas.

a

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de t¡nc¡ón ¡nmunohistocitoq uímica (lHQ) permiten la visualización de antÍgenos med¡ante la

aplicación secuencialde un anticuerpo específico dirigido contra el antígeno (anticuerpo primario), un

anticuerpo secundario diriBido contra el anticuerpo pr¡marió y un complejo enz¡mático con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado ¡ntercalados. La act¡vac¡ón enzimática del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antígeno. Luego se puede contrateñir la muestra y

cubrirla con un cubreobieto. Los resultados se interpretan utilizando mtcrosco pio óptico y son de ayuda
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o

en el d¡agnóst¡co diferencial de los procesos fisiopatológicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado a ntígeno.

Clon

5r4N',J.2.

lnmunógeno

Proteína de fus¡ón procariótica correspondiente a la mitad de terminal carboxilo del dominio externo de la

molécula CD68 humana.

Especif¡cidad

Antígeno CD68 humano

Composición Del React¡vo

NCL-L-CD68 es un sobrenadante de cultivo tisular líquido que cont¡ene azida sódica como conservante,

Clase de lg

lgG2a, kappa

Concentración Total De Proteína

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentrac¡ón total de proteína específica del lote

Concentración De Ant¡cuerpo

lgualo superior a 37 mg/L según se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentrac¡ón de lg específica del lote.

Recomendaciones De Uso

lnm unohistocitoquímica con secc¡ones de parafina.

Recuperación del epítopo inducido por calor (HIER): Por favor, s¡Ba las instrucc¡ones de uso de Novocastra

Epitope Retr¡eval Solution pH 9.

Dilución sugerida: 1:100 durante 30 m¡nutos a 25 'C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe

determinar sus propias diluciones de trabajo óptimas.

Visualización: Por favor, siga las ¡nstrucc¡ones de uso de Novol¡nk'" Polymer Detect¡on Systems. Para

obtener más información sobre el producto o para rec¡b¡r soporte, póngase en contacto con su distr¡buidor

local o con la oficina regional de Leica Biosystems, o bien visite el s¡t¡o web de Leica Biosystems,

www. Le¡ca Biosystems.com

Nota: En algunos casos, el paso del bloqueo de peroxidasa inmediatamente posterior a HIER puede afectar a

la t¡nción lograda con este anticuerpo.

El rendim¡ento de este ant¡cuerpo se debe validar cuando se utiliza con o ¡stemas ma nua les de tinción

o

s
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o plataformas a utomat¡zadas.

Almacenamiento Y Estabilidad

Almacénelo a una temperatura de 2-8'C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8 "C inmediatamente después de

su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la et¡queta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Prepararión De las Muestras

El f¡jador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto

de origen biológico, debe man¡pularse con precaución.

Este reactivo contiene azida sódica. Está d¡sponible una Hoja de información sobre la seguridad del

mater¡al, previa petición, o en www.Le¡caBiosystems.com

Consulte las normativas nac¡onales, estatales, provinciales o municipales acerca de cómo desechar

cualquier componente potenc¡a lmente tóxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asícomo todos los materiales expuestos a ellas, deben

manipularse como susceptibles de transmit¡r una infección, y se deben desechar tomando las precauciones

adecuadas.l. No pipetee nunca los reactivos con la boca, y ev¡te el contacto de la piel y de las membranas

mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda ¡nmediatamente al médico.

Reduzca al mínimo la contaminac¡ón microbiana de los reactivos; de lo contrario, podría producirse un

aumento de la tinción no específica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubación que no sean los aq u í especificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualqu¡er cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

control De cálidad

Las diferenc¡as en el procesam¡ento de los tejidos y en los proced¡mientos técn¡cos del laboratorio del

usuar¡o pueden producir una var¡abilidad siBnif¡cat¡va en los resultados; por ello, es necesar¡o que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su prop¡o laboratorio, además de los s¡guientes procedim¡entos.

Los controles deben ser muestras frescas de autops¡a, b¡opsia o qu¡rúrgicas fijadas en formol, procesadas e

incluidas en parafina, lo antes posible, de manera ¡déntica a la utilizada para la muestra o muestras del

pac¡ente o pac¡entes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparación correcta de los tejidos y las técnicas de t¡nción adecuadas.
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Debe ¡nclu¡rse un control t¡sular positivo por cada con¡unto de condiciones de ensayo en cada tinci

ser¡e de tinciones realizada.

Un tejido con una tinción positiva débil es más adecuado que un tejido con una t¡nción positiva inten

lograr un control de cal¡dad ópt¡mo y para detectar naveles bajos de degradación del reactivo.Z

El tej¡do de control posit¡vo recomendado es amígdalas o ¡ntestino (macrófagos),

Si el tejido de control pos¡t¡vo no muestra t¡nc¡ón positiva, los resultados de las muestras anali¿adas deben

considerarse n'o válidos.

Control T¡sular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del

antígeno diana por el anticuerpo primario.

El telido de control negativo recomendado es las amígdalas (células endoteliales).

O b¡en, la variedad de d¡ferentes t¡pos de células presentes en la mayoría de los cortes de tej¡do ofrece con

frecuencia lugares de control negat¡vo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tinción no específica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados

excesivamente con formol puede observarse también una t¡nción esporád¡ca del tej¡do conect¡vo. Utilice

células intactas para la interpretación de los resultados de la tinción. A menudo, las células necróticas o

degeneradas quedan teñidas de forma no específica,3 También pueden observarse falsos posit¡vos

causados por la un¡ón no ¡nmunológ¡ca a proteínas o a productos de reacción del sustrato. Estos falsos

pos¡tivos pueden estar causados también por enzimas endógenas tales como la pseudoperoxidasa

(eritrocitos), la peroxidasa endógena (citocromo C), o la biot¡na endógena (por ejemplo, de higado, mama,

cerebro, riñón), en función del tipo de inmunotinción utilizada. Para d¡ferenciar la act¡v¡dad de las enzimas

endógenas o los enlaces no específicos de las enzimas de la inm u norreactividad específíca, pueden

teñ¡rse otros tejidos del pac¡ente exclusivamente con cromógeno sustrato o con complejos enzimáticos

(avidina-biotina, estreptavidina, polÍmeros marcados) y cromógeno sustrato respectivamente. Si se produce

una t¡nción específica del control t¡sular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

cons¡dera rse no válidos.

Control De React¡vo Negat¡vo

Util¡ce un control de reactivo negativo no específico en lugar del anticuerpo primar¡o con un corte de cada

muestra del paciente a f¡n de evaluar la tinción no especÍfica y obtener una mejor interpretac¡ón de Ia

tinción especifica en el lugar en que se encuentra el antígeno.

Tej¡do Del Paciente

Examine las muestras del pac¡ente o pacientes teñ¡das con NCL-L-C068 al final. La intensidad de la tinc¡ón

pos¡t¡va debe valorarse en el contexto de cualquier tinción de fondo no espec del control de reactivo
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neBativo. Como con cualquier prueba inm unoh istoc¡toq uím¡ca, un resultado neBat¡vo s¡gn¡f¡ca que no se ha

detectado antígeno, y no que el antígeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacc¡ones negativas.

Resultados esperados

Te.lidos normales

El clon 514H12 detectó la glucoproteína CD68 en la membrana del citoplasma y celular de muchos t¡pos de

células del linaje de células m ielomonocíticas, incluyendo monocitos, macrófagos, granulocitos, células

microgliales, células de Kupffer del hígado y una buena proporción de células dentrít¡cas. (Número total de

casos normales evaluados = 47).

Anormal del tejido

El clon 514H12 tiñó 1/201 tumores evaluados, incluyendo seminomas testiculares (1/2), l¡nfomas (0/80,

incluyendo 0/44 linfomas difusos de células 8,0/6 linfomas difusos nodulares de células B, 0/6 linfomas de

Hodgkin con celularidad mixta, 0/5 linfomas anaplásticos de células grandes, 0/4 linfomas foliculares no

Hodgkin, 0/3 linfomas asociados a la mucosa de células 8,0/3 linfomas de Hodgkin predominantes de

l¡nfocitos, 0/2 l¡nfomas de células T, 0/2 linfomas plasmac¡toides l¡nfocíticos, 0/1 linfoma de tipo Burk¡tt. 0/1

linfoma de células del mano,0/1 linfoma claro de células I0/l linfoma de Lennert y 0/1 l¡nfoma de Hodgkin

con esclerosis nodula r), tumores de piel lO/77 , incluyendo 0/16 carcinoma de células escamosas, 0/15

melanoma maligno, 0/14 carcinoma de células basales, 0/10 carcinoma de células sudoríparas,0/10

dermatofibrosarcoma,0/3 adenocarcinoma metastásico,0/3 schwannoma maligno,0/2 carcinoma cístico

adenoide, 0/1 adenocarcinoma sebáceo, 0/1 fibrosa rcoma, 0/1 leiomiosarcoma y 0/1 sarcoma pleomórfico

indiferenciado), carc¡nomas hepát¡cos (0/6), carcinomas pap¡lares tiroideos (0/4), carcinomas pulmonares

(0/4), tumores ováricos lO/4), tumores cerebrales (0/2), tumores de los tej¡dos blandos (0/2), carcinomas

mestastásicos sin especificar (0/2), carcinomas de células escamosas del esófaBo (0/2), carcinomas ductales

de la mama (0/2),ca rcinomas de células renales (0/2), adenocarcinomas del estómago (0/2),

adenocarcinomas del colon (0/2), adenocarcinomas del recto (0/2), carcinomas de células escamosas de la

lengua (0/2), carcinomas de células escamosas del cérvix (0/2), carcinoma de células escamosas de la

laringe (0/1) y tumores carcinoides atípicos del timo (0/1). (Número total de casos de tumor evaluados =

201).

NC[-L-CD68 se recomienda para la identificación del antQeno CD58 en d¡versos tejidos normales y

neoplásicos.

L¡mitaciones 6enerales

La inm unoh¡stoc¡toq uím ica es un proceso de diagnóst¡co en varias fases que abarca: la formación

especializada en la selección de los reactivos apropiados, la selección, fijación y procesamiento de tejados, la

preparación del portaobjeto para lHQ, y la interpretación de los resultados tin c ió n.
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La t¡nc¡ón de los tejidos depende de la manipulación y el procesamiento del tej¡do previos a la

fijación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentamiento o secc¡onamiento incor

contam¡nación con otros tejidos o líquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del antic

negativos. La aparición de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de

de inclusión, o a irregularidades ¡nherentes al tej¡do.4 Una contratinc¡ón excesiva o ¡ncompleta puede poner

en pel¡gro la interpretación correcta de los resultados.

La interpretac¡ón clínica de cualquier tinción o de su ausencia debe complementarse con estudios

morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el

contexto del historialclínico del paciente y de otras pruebas diaBnóst¡cas.

Los ant¡cuerpos de Le¡ca B¡osystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, según se ¡nd¡que, con secciones

congeladas o incluidas en parafina, con requis¡tos de f¡jación específicos. Puede producirse una expresión

O inurp"rada del antígeno, espec¡almente en las neoplas¡as. La interpretación clín¡ca de cualquier sección de

tejido teñida debe incluir un análisis morfológico y la evaluación de los controles apropiados,
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Fecha De Publicación

05 de febrero de 2013

Antigeno de Membrono Ep¡teliol (EMA-L-CE)

lndicac¡ones De Uso

Para uso diagnóstico in vitro.

NCL-L-EMA está indicado para la identificación cualitativa en secciones de parafina, med¡ante microscopía

ópt¡ca, de moléculas de Epithel¡al Membrane Ant¡Ben. La ¡nterpretación clín¡ca de cualquier tinción o de su

ausencia debe complementarse con estudios morfolóB¡cos, con el uso de los controles adecuados, y un

anatomopatólogo cualif¡cado debe evaluarla en el contexto del historial clínico del paciente y de otras

pruebas diagnóst¡cas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tinción ¡nmunoh¡stoc¡toquímica (lHQ) permiten la visualización de antígenos mediante la

aplicación secuencial de un anticuerpo específico dirigido contra el antígeno (anticuerpo primario), un

anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enz¡mático con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activación enz¡mát¡ca del cromógéno produce una

reacc¡ón v¡sible en el lugar en que se encuentra el antígeno. Luego se puede contrateñ¡r la muestra y

cubrirla con un cubreobieto. Los resultados se ¡nterpretan utilizando un microscopio óptico y son de ayuda

en el diagnóstico diferencial de los procesos fisiopatológicos, que pueden estar o no vinculados a un

determ¡nado antígeno.

Clon

GP1.4

lnmunógeno

Membrana de glóbulo graso de leche humana.

Especificidad

Antígeno ep¡telial de membrana humano.

compos¡c¡ón Del Reactivo

NCL-L-EMA es un sobrenadante de cult¡vo tisu¡ar líquido que contiene az¡da sód¡ca 15 mM como

conserva nte.

Clase de lg
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Concentración Total De Proteína

7,0-8,0 C/1. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentración total de proteÍna especÍf¡

Concentración De Ant¡cuerpo

l8ual o superior a 11 mg/L seBún se ha determinado med¡ante ELISA. Consulte en la et¡queta del vial la

concentración de lg específica del lote.

Recomendaciones De Uso

lnmunohistocitoquímica (ver D. Metodología) con secciones de parafina. Dilución sugerida: L:20G-1:400

durante 60 minutos a 25'C.

No se recomienda real¡zar pretratam¡ento alguno. Ésta es tan solo una pauta y cada usuar¡o debe

determinar sus prop¡as diluc¡ones de trabajo óptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad

Almacénelo a una temperatura de 2-8"C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8"C inmediatamente después de su

uso. No lo ut¡lice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del v¡al. Cualesqu¡era

condiciones de almacenamiento que no sean las arr¡ba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparación De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a part¡r del sobrenadante de un cult¡vo celular Como se trata de un producto

de origen biológico, debe manipularse con precauc¡ón.

La molaridad de la azida sódica en este react¡vo es 15 mM. S¡ la solic¡ta, ex¡ste una hoja de información

O sobre la seguridad del material (MSDS) azida sódica a su disposición.

Consulte las normat¡vas nac¡onales, estatales, prov¡nciales o municipales acerca de cómo desechar

cualq uier componente potencialmente tóx¡co.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asícomo todos los materiales expuestos a ellas, deben

manipularse como susceptibles de transm¡t¡r una infección, y se deben desechar tomando las precauciones

adecuadas.l No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas

mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al mÍn¡mo la contaminación microbiana de los reactivos; de lo contrar¡o, podría producirse un

aumento de la t¡nción no específica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubac¡ón que no sean los aquíespecificados pueden conduc¡r a

resultados erróneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser valid do r el usuario.
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Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del

usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su prop¡o laboratorio, además de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autops¡a, biopsia o qu¡rúrgicas f¡jadas en formol, procesadas e

incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la ut¡lizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

control T¡sular Pos¡tivo

Se util¡za para indicar la preparación correcta de los tej¡dos y las técnicas de tinción adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de cond¡c¡ones de ensayo en cada tinción o

serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tinción positiva déb¡l es más adecuado que un tejido con una tinción positiva intensa para I
lograr un control de calidad ópt¡mo y para detectar niveles bajos de degradación del reactivo.2

El tejido de control posit¡vo recomendado es mama o colon normales.

Si el teiido de control positivo no muestra tinción positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considera rse no válidos.

control T¡sular Negativo

Debe examinarse después del control de tei¡do pos¡t¡vo, a fin de verificar la especificidad del marcado del

antígeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control neBativo recomendado es cerebelo.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoría de los cortes de tejido ofrece con

frecuencia lugares de control negat¡vo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

5¡ aparece una tinción no específica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados

excesivamente con formol puede observarse tamb¡én una tlnc¡ón esporádica del tejido conectivo. Utilice

células intactas para la interpretación de los resultados de la tinción. A menudo, las células necrót¡cas o

degeneradas quedan teñidas de forma no específica.3 Tamb¡én pueden observarse falsos positivos

causados por la unión no inmunológica a proteínas o a productos de reacción del sustrato. Estos falsos

positivos pueden estar causados tamb¡én por enzimas endóEenas tales como la pseudoperoxidasa

(eritrocitos), la peroxidasa endógena (c¡tocromo C), o la biotina endógena (por ejemplo, de hígado, mama,

cerebro, riñón), en función del tipo de inmunotinc¡ón util¡zada. Para diferenciar la activ¡dad de las enzimas

endógenas o los enlaces no específicos de las enzimas de la inmunorreactividad especÍfica, pueden

teñirse otros tejidos del pac¡ente exclus¡vamente con cromógeno sustrato o con complejos enz¡mát¡cos

(av¡d¡na-biotina, estreptavld¡na, polimeros marcados) y cromógeno sustrato respect¡vamente. Si se produce

una tinción específica del control tisular negativo, los resultados de las ras de los pacientes deben
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cons¡dera rse no vál¡dos.

Control De React¡vo Negativo

Ut¡l¡ce un control de react¡vo negativo no específico en lugar del anticuerpo primario con un corte

muestra del paciente a f¡n de evaluar la tinción no específica y obtener una mejor ¡nterpretación de la

t¡nc¡ón específica en el lugar en que se encuentra el antígeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pac¡entes teñidas con NCL-L-EMA al final. ta ¡ntens¡dad de la t¡nción

posit¡va debe valorarse en el contexto de cualqu¡er t¡nc¡ón de fondo no específica del control de reactivo

negativo. Como con cualquier prueba ¡nmunoh¡stocitoquím¡ca, un resultado negat¡vo s¡gnifica que no se ha

Jetectado 
antígeno, y no que el antíBeno esté ausente en las células o tejido probados. S¡ es necesario, use

un panel de a nticuerpos para ident¡flcar falsas reacciones negat¡vas.

Resultados esperados

Tei¡dos normales

El clon GP1.4 detectó el antígeno epitel¡al de membrana (EIVA, por sus siglas en inglés, o episialina) en el

c¡toplasma y en Ia membrana apical luminal de una variedad de epitel¡os normales, incluida la porción

apical de las células del revest¡m¡ento de los conductos de las glándulas mamarias, asícomo otros epitelios

glandulares, mientras que el epitelio escamoso mostró un patrón desigual de expresión del antígeno (n=35).

Tej¡dos tumorales

El clon GP1.4 tiñó 17 de 24 carcinomas de pulmón, 16 de 16 carcinomas de mama, 5 de 6 tumores

gastro¡ntestinales,4 de 4 tumores renales, 3 de 8 tumores ováricos, 1 de 3 tumores endometriales, 1 de 3

t tumores de t¡roides y 1 de 1 adenocarcinoma pancreático. Además, t¡ñó 6 de 6 carcinomas escamosos, 3 de

3 carcinomas de células de transición y 1de l carcinoma de células basales. No se observó tinción en una

variedad de otros tumores evaluados (n=22).

NCL-[-EMA está recomendado para utilizarse como parte de un panel de anticuerpos para la clasificación

de los tumores de or¡gen ep¡tel¡al.

Limitaciones Generales

La ¡nmunohistocitoq u ím ica es un proceso de d¡agnóst¡co en varias fases que abarca: la formación

especializada en la selección de los reactivos apropiados, la selecc¡ón, fijación y procesamiento de tejidos, la

preparación del portaobjeto para lHQ, y la interpretación de los resultados de la t¡nc¡ón.

La tinc¡ón de los tejidos depende de la manipulación y el procesamiento del tej¡do previos a la tinción. Una

fijación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentamiento o secc¡onamiento incorrectos, o la

contaminación con otros tejidos o líquidos pueden generar arte

negativos. La ap a r¡c¡ón de resultados ¡ncoherentes puede debe
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de inclusión, o a irregularidades inherentes altejido.4 Una contratinción exces¡va o incompleta puede poner

en pel¡gro la ¡nterpretación correcta de los resultados.

La interpretación clínica de cualquier tinción o de su ausencia debe complementarse con estudios

morfológ¡cos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el

contexto del h¡storial clÍnico del pac¡ente y de otras pruebas diagnósticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, según se ind¡que, con secc¡ones

congeladas o incluidas en parafina, con requ¡sitos de f¡jac¡ón éspecíficos. Puede producirse una expresión

inesperada del antígeno, especialmente en las neoplasias. La interpretación clínica de cualquier sección de

tejido teñ¡da debe incluir un análisis morfológico y la evaluación de los controles apropiados.
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Metodología inmunohistocitoquímica para ut¡lizar ant¡cuerpos NovocastraTM sobre te¡ido incluido en

paraf¡na.

React¡vos necesarios que no se incluyen

1. Disolventes estándar utilizados en ¡nmunoh¡stocitoquím ica.

2.O5%vlv Peróxido de hidrógeno.

3. Solución salina tamponada Tris (TBS) 50 mM pH 7,6.

4. Disolvente de anticuerpo - suero normal en dilución óptima.

5.Suero normalde las especies en las que se ha criado el anticuerpo secundario.

6, Ant¡cuerpo secundario biotinilado - preparar según la recomendación del fabricante.

7. Complejo Avidina/B¡otina-peroxidasa de rábano (ABC-HRP) - preparar según la recomendación del

fa bricante.

8. 3,3'Tetraclorhidrato de Diam inobenzidina (DAB) - preparar según la recomendación del fabr¡cante

9. Contrateñido hematoxilina - preparar según la recomendación del fabricante.

10. Medio de montaje - ut¡lizar según la recomendac¡ón del fabricante.

Equipo necesario, pero no incluido

1. lncubadora graduada a 25'C.

2. Equ¡po general para laboratorio de ¡nmunoh¡stoc¡toquímica

Metodología

Antes de utilizar esta metodología, los usuarios deben seguir una formac¡ón en técnicas de

¡nmunohistoc¡toquímica.

Los clientes deben determinar las d¡luc¡ones óptimas para los ant¡cuerpos. Salvo si se ind¡ca especialmente,

todos los pasos se efectúan ba.¡o temperatura ambiente (25'C).

1. Cortar y montar las secciones sobre portaobietos tratados con un adhesivo adecuado para teiidos.

2. El¡minar la parafina de las secciones con xileno o con sustitutos del xileno.

3. Rehidratar med¡ante alcoholes graduados.

4. Neutralizar la peroxidasa endógena utilizando peróxido de hidróg etanol al 0.5% en v/v durante 10
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m¡nutos.

5. Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo.

6. Lavar las secciones en TBS durante 1x 5 minutos, balanceando suavemente.

7. Cubrir las secciones con suero normal diluido, durante 10 minutos.

8. lncubar las secciones con anticuerpo primario en dilución óptima (ver Recomendaciones de Uso).

9. Lavar en tampón TBS durante 2 x 5 m¡nutos, balanceando suavemente.

10. lncubar las secciones en el anticuerpo secundar¡o biotin¡lado apropiado.

11, Lavar en tampón TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

12. lncubár los portaobjetos en ABC-HRP

13. Lavar en tampón TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

14. lncubar los portaobjetos en DAB.

15. En,uagar Ios portaobjetos con agua.

16. Contrateñir con hematox¡lina.

17. Deshidratar, aclarar y montar las secciones.

Correcciones a la Publicación Anterior

No corresponde.

Fecha de Publicación

18 de agosto de 2003
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Receptor Epidérm¡co del Foctor de Crecimiento (EGFR-L-CE)

lndicaciones De Uso O
Para uso diagnóstico in vitro.

NCL-L-EGFR está indicado para la identificación cualitativa en secciones de paraf¡na, mediante microscopía

óptica, de Epidermal Growth Factor Receptor. La ¡nterpretación clínica de cualquier t¡nción o de su ausencia

debe complementarse con estudios morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un

anatomopatólo8o cual¡ficado debe evaluarla en el contexto del historialclínico del pac¡ente y de otras

pruebas diagnósticas.

Principio Del Proced¡m¡ento

Las técn¡cas de tinción inmunoh¡stocitoq uím¡ca (lHQ) permiten la visualización de antíBenos mediante la

aplicación secuenc¡alde un ant¡cuerpo específico d¡rigido contra el antÍgeno (anticuerpo primar¡o), un

anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo pr¡mario y un complejo enzimático con un sustrato
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cromogén¡co, con pasos de lavado ¡ntercalados. La activación enzimática del cromógeno produce

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antÍgeno. Luego se puede contrateñir la mue

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se ¡nterpretan utilizando un m¡croscopio óptico y son

en el d¡agnóstico diferencial de los procesos fisiopatológ¡cos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antÍgeno.

Clon

EGFR.1].3

lnmunógeno

Proteína de fusión procar¡ótica correspondiente al domin¡o externo de la molécula de receptor del factor de

crecimiento epidérm¡co.

O rspecificiaad

Dom¡nio externo del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano.

Composición Del Reactivo

NCL-L-EGFR es un sobrenadante de cultivo t¡sular líquido que contiene az¡da sódica 15 mM como

conservante.

clase de lg

lgG2a

Concentración Total De Proteína

1,G-8,0 g/1. Consulte Ia etiqueta del vial para ver la concentrac¡ón total de proteÍna específica del lote.

O Concentración De Anticuerpo

lgual o superior a 26 mg/L según se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la et¡queta del vial la

concentración de lg específica del lote.

Recomendac¡ones De Uso

lnmunoh¡stocitoquím¡ca (ver D. Metodología) con secciones de parafina. Dilución sugerida: 1:10-1:20

durante 60 minutos a 25 "C. Se recomienda realizar recuperac¡ón de antígeno a alta temperatura utilizando

la solución de recuperación citrato O,O1 M (pH 6,0). Esta es tan solo una pauta y cada usuar¡o debe

determ¡nar sus propias diluciones de trabajo óptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad

Almacénelo a una temperatura de 2-8 "C. No lo congele. Dev lo a 2-8'C inmediatamente después de

su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad ¡nd¡cada et¡q ueta del via l. Cualesquiera
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condiciones de almacenam¡ento que no sean las arr¡ba especif¡cadas deben ser verificadas por el usuar¡o

Preparación De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precáuciones

Este reactivo se ha preparado a part¡r del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto

de origen biológico, debe manipularse con precaución.

La molaridad de la azida sódica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoia de ¡nformación

sobre la seguridad del material (MSDS) azida sódica a su disposición.

Consulte las normat¡vas nacionales, estatales, prov¡nciales o munic¡pales acerca de cómo desechar

cua lq uier componente potencialmente tóxico,

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asícomo todos los mater¡ales expuestos a ellas, deben

manipularse como susceptibles de transmitir una infección, y se deben desechar tomando las precauciones

adecuadas.l No pipetee nunca los reactivos con la boca, y ev¡te el contacto de la piel y de las membranas

mucosas con los reactivos y las muestras. Si los react¡vos o las muestras entran en contacto con zonas

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda ¡nmediatamente al médico.

Reduzca al mínimo la contaminación microbiana de los reactivos; de lo contrario, podría producirse un

aumento de la tinción no específica.

Cualqu¡er t¡empo o temperatura de incubación que no sean los aquÍespec¡ficados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualquier camb¡o de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del

usuario pueden producir una variabilidad sign¡ficat¡va en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su prop¡o laboratorio, además de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirúrgicas fijadas en formol, procesadas e

¡ncluidás en parafiná, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

pac¡ente o pacientes.

Control T¡sular Posit¡vo

5e utiliza para ind¡car la preparación correcta de los tejidos y las técnicas de tinción adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tinc¡ón o

serie de t¡nciones realizada.

Un tejido con una tinción positiva débil es más adecuado que un teiido con una tinción positiva intensa para

lograr un control de calidad óptimo y para detectar n¡veles bajos de degradac¡ón del reactivo.2

Elte.i¡do de control posit¡vo recomendado es piel.
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o

5i el tejido de control positivo no muestra tinción posit¡va, los resultados de Ias muestras anal¡zada

considerarse no válidos.

Control Tlsular Negativo

Debe examinarse después del control de tej¡do positivo, a fin de verificar Ia especificidad del marcado del

antígeno diani por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es cerebelo.

O b¡en, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayorÍa de los cortes de tejido ofrece con

frecuencia lugares de control negat¡vo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

5i aparece una tinción no especÍfica, ésta tiene generalmente aspecto d¡fuso. En cortes de tejido fijados

excesivamente con formol puede observarse también una tinción esporádica del tejido conectivo. Utilice

células intacta! para la interpretación de los resultados de la t¡nc¡ón. A menudo, las células necróticas o

degeneradas quedan teñidas de forma no específica.3 También pueden observarse falsos pos¡tivos

causados por la unión no inmunológica a proteínas o a productos de reacción del sustrato. Estos falsos

posit¡vos pueden estar causados también por enzimas endógenas tales como la pseudoperoxidasa

(eritrocitos), la peroxidasa endógena (citocromo C), o la biot¡na endógena (por ejemplo, de hígado, mama,

cerebro, riñón), en función del tipo de ¡nmunot¡nción utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas

endógenas o los enlaces no específicos de las enzimas de la inmunorreactividad específica, pueden

teñirse otros tej¡dos del paciente exclusivamente con cromógeno sustrato o con complejos enzimáticos

(avidina-biotina, estreptavid¡na, polímeros marcados) y cromógeno sustrato respectiva mente. Si se produce

una t¡nción específ¡ca del control tisular negat¡vo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no válidos.

Control De React¡vo Ne8at¡vo

Ut¡lice un control de reactivo negativo no específico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada

muestra del paciente a fin de evaluar la tinción no específica y obtener una mejor ¡nterpretación de la

t¡nc¡ón específica en el lugar en que se encuentra el antígeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes teñidas con NCL-L-EGFR al final. La ¡ntensidad de la t¡nc¡ón

pos¡tiva debe valorarse en el contexto de cualqu¡er t¡nc¡ón de fondo no específica del control de reactivo

negativo. Como con cualqu¡er prueba inmunoh¡stocitoquÍmica, un resu¡tado negat¡vo s¡gn¡f¡ca que no se ha

detectado antígeno, y no que el antígeno esté ausente en las células o tej¡do probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales
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El clon EGFR.113 detecta el antígeno receptor del factor de crec¡m¡ento epidérm¡co en la superficie de las

células de una variedad de tejidos normales. Se observó una intensa tinción de la membrana en las células

basales de la epidermis de Ia piel y en el epitelio escamoso estratificado del cérvix y de la amíBdala palatina.

En la piel, las glándulas ecrinas y sebáceas también dieron pos¡t¡vo. Se observó ¡nmunotinción en el epitelio

columnar pseudoestratificado de los bronqu¡os y en el epitelio de transición del tracto urinar¡o.

Asimismo, se observó una expresión intensa en los sincitiotrofoblastos placentarios. Las glándulas

endometriales dieron también positivo, en grado variable.

Tejidos tu morales

El clon EGFR.113 tiñó una variedad de neoplasias (n=67 /1321, incluidos 9 de 12 carc¡nomas de vejiga, 17 de

18 carc¡nomas de células escamosas, 18 de 32 carcinomas de mama, 3 de 3 tumores colorrectales,2 de 4

carcinomas prostáticos, 6 de 12 adenocarcinomas pulmonares,2 de 2 carcinomas endometr¡ales,0 de 4

carcinomas de células pequeñas pulmonares y 0 de 5 linfomas. En algunos tumores puede observarse

positividad citoplasmática.

NCL-L-EGFR está recomendado para determinar el estado en cuanto al receptor del factor de crecimiento

ep¡dérmico en tejidos normales y neoplásicos.

Limitac¡ones Generales

La ¡nmunohistocitoquímica es un proceso de d¡agnóstico en varias fases que abarca: la formación

especializada en la selección de los reactivos apropiados, la selección, fijación y procesam¡ento de tejidos, la

preparación del portaobjeto para lHQ, y la interpretac¡ón de los resultados de la tinción.

La tinción de los teiidos depende de la manipulación y el procesam¡ento del tej¡do previos a la tinción. Una

fijación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento ¡ncorrectos, o la

contaminación con otros tejidos o líquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del antiiüerpo o falsos

negativos. La aparición de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijación y

de inclusión, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratinción excesiva o ¡ncompleta puede poner en peligro la ¡nterpretac¡ón correcta de los

resultados.

La ¡nterpretac¡ón clínica de cualquier tinción o de su ausencia debe complementarse con estudios

morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe évaluarla en el

contexto del historial clÍnico del pac¡ente y de otras pruebas diagnóst¡cas.

Los ant¡cuerpos de Leica B¡osystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, según se indique, con secciones

congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijación específicos. Puede producirse una expresión

inesperada del antígeno, especialmente en las neoplasias. La interpretac¡ón clínica de cualquier sección de

tej¡do teñida debe incluir un análisis morfológico y la evaluación de los controles apropiados.
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Metodología ¡nmunohistocitoquím¡ca para utilizar ant¡cuerpos NovocastraTM sobre te¡ido ¡nclu¡do en

parafina, mediante la técnica de recuperación de antígeno por alta temperatura.

o

A. React¡vos necesarios que no se incluyen

1. D¡solventes estándar ut¡lizados en ¡nm unohistocitoquímica.

2.0.5%v/v Peróxido de hidrógeno.

3. Solución salina tamponada Tris (TBS) 50 mM pH7,6.

4. Solución(es) recuperadora(s) de antígeno - ver Recomendacion

5. Disolvente de ant¡cue suero normal en d ¡lución tm

e Uso.
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6. Suero normal de las especies en las que se ha criado el anticuerpo secundario.

7. Anticuerpo secundario biotin¡lado - preparar según la recomendación del fabricante.

8. Complejo Av¡dina/Biot¡na-perox¡dasa de rábano (ABC-HRP) - preparar según la recomendación del

fabricante.

9. 3,3' Tetraclorhidrato de d iaminobenzidlna (DAB) - preparar según la recomendación del fabricante.

1.0. Contrateñido de hematoxilina - preparar según la recomendación del fabricante.

11. Medio de montaje - util¡zar según la recomendación del fabricante.

B. Equipo necesario, pero no incluido

1. lncubadora graduada a 25 "C.

2. Olla a Presión de Acero lnoxidable (NovocastraTM recomienda que las.¡untas se cambien per¡ódicamente,

para mantener las óptimas condiciones de desenmasca rado).

3. Equ¡po general para laborator¡o de inmunohistoc¡toquímica.

Nota de segurida

Para garantizar la utilización correcta y se8ura de la olla a pres¡ón, POR FAVOR, LEER LAS INSTRUCCIONES

DEL FABRICANTE.

c. soluciones para la recuperación de antígeno (ver Recomendaciones de Uso)

Solución recuperadora de citrato 0,01 M (pH 5,0)

Añad¡r 3,84 gramos de ácido cítrico (anhidro) a 1,8 L de agua destilada. Ajustar el pH a 6,0 ut¡lizando NaOH

1 M. Completar hasta 2 L con agua destilada.

Soluc¡óñ recuperedora EDTA 1 mM (pH 8,0)

Añadir 0,37 g de EDTA (código SIGMA de producto E-5134) a 1 L de agua dest¡lada. Ajustar el pH a 8,0

util¡za ndo NaOH 0,lM .

Tr¡s 20mM/EDTA 0,65 mM/Solución recuperadora Tween 20 al 0,0005% (pH 9,0!

Disolver 14,4 g de Tris (código BDH de producto 277L97K) y 1,44 I de EDTA (código SIGMA de producto E-

5134) en 0,55 L de agua dest¡lada. Ajustar el pH a 9 con HCI 1 M y añad¡r 0,3 ml de Tween 20 (código SIGMA

de producto P-1379). Completar hasta 0,6 L con agua destilada. Se trata de un concentrado 10x que debe

diluirse con agua destilada, según necesidad (por ejemplo, 0,15 L diluido con 1,35 L de agua destilada).

D. Metodología

Antes de ut¡lizar esta metodoloBía, los usuarios deben segu¡r una formac¡ón en técnicas de

o
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in m unoh¡stocitoq uím ica. Los clientes deben determ¡nar las diluciones óptimas para los anticuer vO 5l

a

o

=1. Cortar y montar las secc¡ones sobre portaobjetos tratados con un adhesivo adecuado para

2. Eliminar la parafina de las secciones con x¡leno o con sust¡tutos del xileno. 800.

3. Reh¡dratar mediante alcoholes graduados.

4. Neutralizar la peroxidasa endógena utilizando peróx¡do de hidrógeno/metanol al 0,5% en v/v durante 10

minutos.

5. lavar los portaobjetos con aBua corriente del grifo.

Pretratar las secciones como se describe a continuación:

6. Calentar en una olla a pres¡ón, 1,5 L de la solución recuperadora recomendada (ver Recomendaciones de

uso) hasta la ebullición.

Cubrir, pero no suietar la tapa. Colocar los portaobjetos en bast¡dores metálicos de tinción (no colocar los

portaobietos muy juntos, para ev¡tar la tinción des¡gual) e introduc¡rlos en la olla a presión, asegurándose

de que los portaobietos quedan completamente sumergidos en la solución recuperadora. Cerrar b¡en la

tapa. Cuando la olla a presión alcanza la temperatura y presión de funcionamiento, cronometrar 1 minuto (a

menos que se indique diferente en Recomendaciones de Uso). Sacar la olla a presión de la fuente de calor y

enfr¡arla bajo agua corriente, con la tapa cerrada. NO ABRIR LA TAPA HASTA QUE LOS INDICADORES

MUESTREN QUE LA PRESIÓN YA SE HA LIBERADO. Abrir la tapa, extraer los portaobjetos y colocarlos

inmed¡atamente en agua fresca del grifo.

7. Lavar las secciones en TBS durante 1x 5 minutos, balanceando suavemente.

8. Cubrir las secc¡ones con suero normal diluldo, durante 10 minutos.

9. lncubar las secciones con anticuerpo primario en dilución óptima (ver Recomendaciones de Uso).

10. Lavar en tampón TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemÉnte.

11. lncubar las secc¡ones en el ant¡cuerpo secundario biot¡n¡lado apropiado.

12. Lavar en tampón TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

13. lncubar los portaobjetos en ABC-HRP

14. Lavar en tampón TBS durante 2 x 5 m¡nutos, balanceando suavemente.

15. lncubar los portaob.jetos en DAB.

16. Enjuagar los portaobjetos con agua.

17. Contrateñir con hematox¡l¡na.

18. Desh¡dratar, aclarar y montar las secciones.

E, correcciones a la Publicación Anterior

Sólo se han realizado cambios en la presentación. No se ha modi do el texto con respecto a la publicaclón

anter¡or
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F, Fecha de publicación

23/0612004

Marcador de Melanomo (HM845-L-CE)

lnd¡caciones De Uso

Para uso d¡agnóst¡co in vitro.

NCL-L-HMB45 está ind¡cado para la identificación cualitativa medante microscopía óptica del antíBeno

HfvlB45 humano en secciones de parafina. La interpretación clínica de cualquier t¡nc¡ón o de su ausencia

debe complementarse con estudios morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un

anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clín¡co del pac¡ente y de otras

pruebas d iagnósticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tinción inm unohistocitoq uím¡ca (lHQ) permiten la visualización de antíBenos mediante la

aplicación secuencial de un ant¡cuerpo especÍfico dirig¡do contra el antígeno (anticuerpo primario), un

ant¡cuerpo secundar¡o d¡r¡gido contra el anticuerpo primar¡o y un complejo enzimático con un sustrato

cromo8énico, con pasos de lavado intercalados. La activación enzimát¡ca del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antígeno. Luego se puede contrateñir la muestra y

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio ópt¡co y son de ayuda

en el diagnóstico diferencial de los procesos fisiopatolóBicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antígeno.

Lton

HMB45

lnmunógeno

Extracto de la metástasis del melanoma p¡gmentado de los nódulos l¡nfáticos.

Especificidad

Antígeno humano HMB45.

Compos¡ción Del Reactivo

NCL-L-HMB45 es un sobrenadante de cultivo tisular líquido que contiene azida sódica como conservante
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Clase de lg

1861, kappa

ConcenÚac¡ón Total De Proteína

Consulte la et¡queta del v¡al para ver la concentración total de proteína específica del lote

Concentración De Anticuerpo

lgual o superior a 10,8 mg/L según se ha determ¡nado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentración de lg específica del lote.

Recomendaciones De Uso

lnmunoh¡stocitoquímica con secciones de parafina.

Recuperación del epítopo inducido por enzima (EIER): Por favo[ s¡ga las ¡nstrucciones de uso de

I Novocastra Enzyme Prote¡nase K (lHC).

Dilución sugerida: 1:60 durante 30 minutos a 25 'C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe

determ¡nar sus propias diluciones de trabajo óptimas.

Visualización: Por favor, s¡ga las instrucciones de uso de Novol¡nk'" Polymer Detectaon Systems. Para

obtener más ¡nformación sobre el producto o para recibir soporte, pónBase en contacto con su d¡stribu¡dor

local o con la oficina regional de Leica Biosystems, o b¡en v¡site el sitio web de leica Biosystems,

www. Le ica Biosvstems.com El rendimiento de este anticue rpo se debe validar cuando se utiliza con otros

s¡stemas manuales de tinción o plataformas automat¡zadas

Almacenam¡ento Y Estabilidad

Almacénelo a una temperatura de 2-8 "C. No lo conBele. Devuélvalo a 2-8'C inmediatamente después de

su uso. No lo ut¡lice después de la fecha de caducidad indicada en la et¡queta del vial. Cualesquiera

I condiciones de almacenamiento que no sean las arriba espec¡f¡cadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparación De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tej¡do incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a part¡r del sobrenadante de un cultivo ce¡ular. Como se trata de un producto

de or¡gen b¡ológico, debe

manipularse con precaución.

Este react¡vo contiene azida sódica. Está disponible una Hoja de información sobre la segur¡dad del

material, previa pet¡ción, o en www.LeicaB¡osystems.com

rov¡nc¡ales o mun ¡c¡pales acerca de cómo desecharpConsulte las
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Las muestras, antes y después de ser fijadas, asícomo todos los materiales expuestos a ellas, deben

manipularse como suscept¡bles de transmit¡r una infecc¡ón, y se deben desechar tomando las precauciones

adecuadas.l No p¡petee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas

mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al mínimo la contaminación microbiana de los reactivos; de lo contrario, podría producirse un

aumento de la tinción no específica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubación que no sean los aquí especificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesam¡ento de los teiidos y en los procedimientos técn¡cos del laboratorio del

usuario pueden producir una variab¡l¡dad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, además de los siguientes procedimientos.

los controles deben ser muestras frescas de autops¡a, b¡opsia o quirúrgicas füadas en formol, procesadas e

incluidas en parafina, lo antes pos¡ble, de manera idént¡ca a la ut¡lizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

5e utiliza para indicar la preparación correcta de los tej¡dos y las técnicas de tinción adecuadas.

Debe incluirse un control tisular pos¡tivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tinción o

serie de tinciones realizada. Un tej¡do con una t¡nción pos¡tiva débil es más adecuado que un tejido con una

tinción pos¡tiva intensa para lograr un control de calidad óptimo y para detectar niveles ba.jos de

degradación del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es el melanoma. o
5i el tejido de control pos¡tivo no muestra tinción posit¡va, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no válidos.

Control T¡sular Negativo

Debe exam¡narse después del control de tej¡do positivo, a fin de verif¡car la especificidad del marcado del

antÍgeno diana por el ant¡cuerpo primar¡o.

El tejido de control negativo recomendado es el riñón.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoría de los cortes de tei¡do ofrece con

frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tinción no específica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados

excesivamente con formol puede observarse tamb¡én una tinción esporádica del tejido conect¡vo. Utilice
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células intactas para la interpretac¡ón de los resultados de la t¡nción. A menudo, las células n

degeneradas quedan teñidas de forma no específica.3 También pueden observarse falsos posi

causados por la unión no inmunológica a proteínas o a productos de reacción del sustrato. Estos

positavos pueden estar causados tamb¡én por enzimas endógenas tales como la pseudoperoxidasa

(er¡trocitos), la peroxidasa endógena (c¡tocromo C), o la biotina endógena (por ejemplo, de hígado, mama,

cerebro, riñón), en función del tipo de inmunotinción utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas

endógenas o los enlaces no específicos de las enz¡mas de la inm unorreactividad específica, pueden

teñirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromógeno sustrato o con complejos enz¡máticos

(avidina-biotina, estreptav¡d¡na, polímeros marcados) y cromógeno sustrato respectivamente. S¡ se produce

una tinción específica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de Ios pacientes deben

considerarse no válidos.

I control De Reactivo Negativo

Ut¡l¡ce un control de react¡vo neBat¡vo no específico en lugar del ant¡cuerpo primario con un corte de cada

muestra del paciente a fin de evaluar la t¡nc¡ón no específica y obtener una mejor interpretación de la

tinción específica en el lugar en que se encuentra el antígeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del pac¡ente o pac¡entes teñidas con NCL-L-HMB45 al final. La intensidad de la t¡nc¡ón

posit¡va debe valorarse en el contexto de cualquier tinción de fondo no específica del control de react¡vo

negativo. Como con cualquier prueba ¡nmunoh¡stocitoquím¡ca, un resultado negativo s¡gnif¡ca que no se ha

detectado antígeno, y no que el antÍgeno esté ausente en las células o tejido probados. S¡ es necesario, use

un panel de ant¡cuerpos para ¡dent¡ficar falsas reacciones negativas.

o Resultados esperados

Tejidos normales

El anticuerpo Marcador de Melanoma (clon HMB45) presentó una tinción c¡toplasmát¡ca granular de los

melanocitos basales de la piel. El resto de tej¡dos normales resultaron negativos. (Número total de tej¡dos

normales eva luados = 51).

Anormal del te.jido

El Marcador de Melanoma (clon HMB45) tiñó 19/126 tejidos anormales evaluados, ¡ncluyendo tumores de

piel (18/83, incluyendo 17/20 melanomas mal¡gnos, 1/10 carcinomas de las glándulas su doríparas, O/17

carc¡nomas de células escamosas, O/14 carcinomas de células basales, 0/9 dermatof¡brosarcomas, 0/3

schwannomas malignos,0/3 adenocarc¡nomas metastásicos, 0/2 carcinomas císticos adenoides,0/1

adenocarc¡noma sebáceos,0/1 fibrosarcoma, 0/1 leiomiosarcoma, 0/1 sarcoma pleomórfico indiferenciado

y 0/1 carcinoma élula mosas/basa les m¡xtas), nevus azul 1), ca rc¡nomas t¡roideos (0/4),
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carc¡nomas pulmonares (0/4), carcinomas ováricos (0/4), carcinomas pulmonares (0/4), linfomas (0/3),

adenocarcinomas colorrectales (0/3), carcinomas de mama (0/2), tumores cerebrales (0/2), carcinomas de

células escamosas del esófago (0/2), carcinomas de células escamosas de la lar¡nge (0/2), carcinomas

metastásicos de origen desconocido (0/2), adenocarc¡nomas gástricos (0/2), adenocarcinomas pancreáticos

(0/2), adenocarcinomas de próstata (0/2), carcinomas de células renales (0/2) carcinomas de células

escamosas del cérvix (0/2). (Número total de casos anormales evaluados = 126),

NCt-t-HMB45 se recomiende para su util¡zación como parte de un panel de anticuerpos para el

diagnóstico de melanomas,

Limitaciones Generales

La inm unohistocitoqu Ím ica es un proceso de diagnóstico en varias fases que abarca: la formación

especializada en la selección de los reactivos apropiados, la selección, fijación y procesam¡ento de te.jidos, la

preparación del portaobjeto para lHQ, y la interpretación de los resultados de la t¡nción.

La tinción de los tejidos depende de la manipulación y el procesamiento del tej¡do previos a la t¡nc¡ón. Una

fijación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentam¡ento o secc¡onamiento ¡ncorrectos, o la

contaminación con otros tejidos o líquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos

negativos. La apar¡ción de resultados incoherentes puede deberse a variac¡ones en los métodos de fijación y

de inclusión, o a irregularidades ¡nherentes al tejido.4

Una contratinc¡ón excesiva o ¡ncompleta puede poner en peligro la ¡nterpretación correcta de los

resu ltados.

La interpretac¡ón clínica de cualquier t¡nción o de su ausenc¡a debe complementarse con estud¡os

morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el

contexto del historial clín¡co del paciente y de otras pruebas diagnóst¡cas.

Los anticuerpos de Leica B¡osystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, según se ¡nd¡que, con secciones

congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijación específicos. Puede producirse una expresión

inesperada del antígeno, especialmente en las neoplasias. La ¡nterpretación clínica de cualquier sección de

tejido teñida debe incluir un anális¡s morfolóBico y la evaluación de los controles apropiados. ,
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Correcciones A [a Publicación Anterior

Compos¡c¡ón Del Reactivo, Concentración Total De ProteÍna, Recomendaciones De Uso, Advertencias Y

Precauciones, Resultados Esperados.

Fecha De Publicación

21de noviembre de 2012

Codeno Liviona Koppo (KAP-581-L-CE)

lndicaciones De Uso

Para uso diagnóstico ¡n vitro.

El NCL-L-KAP-581 está indicado para la identificac¡ón cualitativa en secciones de paraf¡na, mediante

O microscopía ópt¡ca, de moléculas de cadena liviana kappa. La interpretación clínica de cualqu¡er t¡nc¡ón o de

su ausencia debe complementarse con estudios morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un

anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clínico del pac¡ente y de otras

pruebas diagnósticas.

cubrirla con un cub eto. Los resultados se ¡nterpretan utilizando microscopio óptico y son de ayuda
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Principio Del Proced¡miento

Las técn¡cas de tinción inm unohistocitoquímica (lHQ) permiten la visualización de antígenos mediante la

aplicación secuencial de un anticuerpo específico dirigido contra el antígeno (anticuerpo primario), un

anticuerpo secundar¡o dir¡g¡do contra el anticuerpo primar¡o y un complejo enzimát¡co con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La act¡vac¡ón enz¡mátaca del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antGeno, Luego se puede contrateñir la muestra y



en el diagnóstico diferencial de los procesos fisiopatológicos, que pueden estar o no v¡nculados a un

determ¡nado antígeno.

Clon

CH15

lnmunógeno

Proteína recombinante procariótica correspondiente a 106 aminoácidos de la molécula de cadena liviana

kappa humana.

Especificidad

Cadena livia na kappa humana.

Compos¡ción Del Reactivo

NCL-L-KAP-581 es un sobrenadante de cultivo t¡sular líquido que contiene azida sódica 15 mM como

conservante.

clase de lg

lgGl

Concentración Total De Proteína

1.0-8.0 B/1. Consulte la et¡queta del vial para ver la concentración total de proteína específica del lote.

Concentración De Anticuerpo

lgual o superior a 125 mg/L según se ha determinado med¡ante ELISA. Consulte en la et¡queta del vial la

concentrac¡ón de lg especÍfica del lote.

Recomendac¡ones De Uso

lnm unoh¡stocitoq uím¡ca con secciones de parafina.

Recuperación de epítopos inducida por enzimas (EIER). Por favor, siga las ¡nstrucc¡ones de uso de

Novocastra Enzyme Proteinase K (lHC), RE7160-K.

Diluc¡ón sugerida: 1:200 durante 30 minutos a 25 'C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe

determinar sus propias d¡luciones de trabajo óptimas.

Visualización. Por favor, siga las instrucciones de uso de NovolinkTM Polymer Detect¡on Systems, RE7280-K

(1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K (250 tests) o RE7290-K (50 tests).

Almacenam¡ento Y Estabilidad

Almacénelo a una temperatura de 2-8'C. No lo con8ele. Devuélvalo a 2-8 "c inmediatamente después de

su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqu el via l. Cualesquiera
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condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por e

Preparación De Las Muestras

El fiiador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro

Advertenc¡as Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto

de origen biológico, debe manipularse con precaución.

La molaridad de la azida sódica en este react¡vo es 15 mM. S¡ la solicita, ex¡ste una hoja de información

sobre la seguridad del material (MSDS) azida sódica a su disposición.

Consulte las normativas nacionales. estatales, provinciales o municipales acerca de cómo desechar

cualquier componente potencialmente tóx¡co.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, así como todos los materiales expuestos a ellas, deben

manipularse como susceptibles de transmit¡r una infección, y se deben desechar tomando las precauciones

adecuadas.l No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas

mucosas con los react¡vos y las muestras. S¡ los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al mínimo la contaminac¡ón m¡crob¡ana de los react¡vos; de lo contrario, podría produc¡rse un

aumento de la t¡nción no específica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubación que no sean los aquí especificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualqu¡er cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técn¡cos del laboratorio del

O 
usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, además de los sigu¡entes proced¡mientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autops¡a, biopsia o quirúrg¡cas fijadas en formol, procesadas e

incluidas en paraf¡na, lo antes pos¡ble, de manera idént¡ca a la ut¡lizada para la muestra o muestras del

pac¡ente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparación correcta de los tejidos y las técnicas de t¡nción adecuadas.

Debe ¡ncluirse un controlt¡sular posit¡vo por cada con.¡unto de condiciones de ensayo en cada t¡nción o

ser¡e de t¡nciones realizada.

Un tej¡do con una tinción posit¡va déb¡l es más adecuado que un tej¡do con una t¡nc¡ón pos¡tiva intensa para

lograr un control de cal¡dad ópt¡mo y para detectar niveles bajos de d adación del reactivo.2

El tej¡do de control positivo recomendado es amígda la
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S¡ el tejido de control positivo no muestra t¡nción posit¡va, los resultados de las muestras anal¡zadas deben

considerarse no válidos.

Control De Reactivo Negat¡vo

Utilice un control de reactivo negativo no específico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada O
muestra del pac¡ente a fin de evaluar la tinción no específica y obtener una mejor ¡nterpretación de la

tinción específ¡ca en el lugar en que se encuentra el antígeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del pac¡ente o pacientes teñ¡das con NCL-L-KAP-581 al final. La intensidad de la

tinción positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tinción de fondo no específica del control de

reactivo negativo. Como con cualqu¡er prueba ¡nm unohistocitoquímica, un resultado negat¡vo sign¡fica que

no se ha detectado antígeno, y no que el antígeno esté ausente en las células o tejido probados. S¡ es

necesar¡o, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Te.iidos normales
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Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especific¡dad del marcado del

antígeno diana por el anticuerpo primario.

El te]ido de control negat¡vo recomendado es células foliculares de tiro¡des.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoría de los cortes de tejido ofrece con

frecuencia lugares de control negat¡vo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tinción no específica, ésta t¡ene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fi¡ados

excesivamente con formol puede observarse también una t¡nc¡ón esporádica deltejido conect¡vo. Ut¡lice

células intactas para la ¡nterpretación de los resultados de la t¡nción. A menudo, las células necrót¡cas o

degeneradas quedan teñ¡das de forma no específica.3 También pueden observarse falsos pos¡tivos 
O

causados por la un¡ón no inmunológica a proteínas o a productos de reacción del sustrato. Estos falsos

positivos pueden estar causados también por enzimas endógenas tales como la pseudoperoxidasa

(eritrocitos), la perox¡dasa endógena (c¡tocromo C), o la biotina endógena (por ejemplo, de hígado, mama,

cerebro, riñón), en función del tipo de inmunotinción utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas

endógenas o los enlaces no específicos de las enz¡mas de la inm unorreactividad especffica, pueden

teñirse otros tejidos del pac¡ente exclusivamente con cromógeno sustrato o con complejos enzimáticos

(avid ina-biotina, estreptavidina, polímeros marcados) y cromógeno sustrato respect¡va mente. Si se produce

una tinc¡ón específ¡ca del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no válidos.



a

El clon CH15 detectó la proteína cadena liviana lambda en el citoplasma y sobre la membrana de las células

plasmáticas. Además de las células plasmáticas en tejidos, cuando estaban presentes, se d nla

cadena liviana kappa en diversos tejidos, entre ellos en el colon (ep¡telio), intest¡no delga

cerebelo (células gliales), riñón (túbulos, glomérulos), glándula suprarrenal, páncreas (aci

pulmón (células alveolares, macrófagos), hígado (hepatocitos), estómago (epitelio), esó

bazo (células plasmát¡cas), ovario (estroma), cuello uterino (epitelio), útero (estroma del endometr¡o),

testículos (túbulos, células de Leyd¡g), próstata (acinos, estroma), timo, mama (epitelio de conductos),

hipófisis, médula ósea, apénd¡ce (mesotel¡o), músculo esquelético, corazón, cordón umbilical (mesotel¡o) y

amÍgdala (centros germinales, células plasmáticas, linfocitos de la zona del manto). (Número total de casos

teñidos = 50)

Tejidos tumorales

El clon CH15 detectó la proteína de la cadena liviana kappa en 53 de 67 enfermedades mal¡gnas

hematológicas evaluadas, incluidos 13 de 13 l¡nfomas difusos de células B grandes, 11 de 12 linfomas de

Hodgkin, 7 de 7 linfomas foliculares, 5 de 6 l¡nfomas de células B no especificadas,4 de 6 linfomas de células

del manto, 3 de 6 linfomas per¡féricos de células T, 2 de 3 leucemias linfocít¡cas agudas, 2 de 2 linfomas

anaplásicos de células grandes, 2 de 2 maltomas, 1de l linfoma de Burk¡tt, 1de 1 l¡nfoma

a ngioinmunoblást¡co de células I 1 de 1 l¡nfoma de células N K/f,, 1 de 1 linfoma linfoblástico maligno no

especificado, 0 de 3 linfomas no especificados de célula I,0 de 2 linfomas no especificados y 0 de 1 linfoma

no HodBkin no espec¡ficado. Aparte de los linfocitos de ¡nf¡ltración, se detectó también la cadena kappa

liviana en 57 de 62 enfermedades malignas no linfoides, incluidos 6 de 6 tumores de ovar¡o, 6 de 6 tumores

pulmonares, 6 de 6 sarcomas,4 de 4 tumores de mama, 4 de 4 tumores neuroendocrinos,4 de 4 tumores

renales,3de3tumoresdehígado,3de3tumoresdevejiga,3de3tumoresdesuprarrenal,3de3tumores

de endometrio, 1 de 3 tumores de células germinales, 2 de 2 tumores pancreát¡cos, 2 de 2 carcinomas de

células escamosas, 2 de 2 tumores de tiroides,2 de 2 tumores de próst¿ta, 1de l tumor de colon, 1de 1

tumor de intestino delgado, 1 de l tumor de estómago, 1de l tumor neural, 1de l tumor de la piel y 1de 1

próstata anormal. No se detectó t¡nción en melanomas (0 de 2) ni tumores de timo (0 de 1). (Número total

de casos teñidos = 129)

El NCL-L-KAP-581 se recomienda como parte de un panel de anticuerpos para la clasificación del origen de

los tumores de células B.

Limitac¡ones Generales

La inmunoh¡stoc¡toquím ica es un proceso de diagnóstico en varlas fases que abarca: la formación

especializada en la selección de los reactivos apropiados, la selección, fijación y procesamiento de tej¡dos, la

preparación del portaobjeto para lHQ, y la interpretac¡ón de los resultados de la tinción.

La tinc¡ón de los te.¡idos depende de la man¡pulación y el procesamie del tejido previos a la t¡nción. Una
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fijación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento lncorrectos, o la

contaminación con otros tejidos o líquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos

negativos. La aparición de resultados incoherentes puede deberse a var¡aciones en los métodos de fijación y

de inclusión, o a ¡rregular¡dades inherentes al tejido.4

Una contratinción excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretación correcta de los

resu ltados.

La ¡nterpretación clín¡ca de cualquier tinción o de su ausencia debe complementarse con estudios

morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el

contexto del historial clínico del paciente y de otras pruebas diagnósticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, según se indique, con secciones

congeladas o incluidas en parafina, con requ¡s¡tos de fijación específicos. Puede produc¡rse una expresión

inesperada del antÍgeno, especialmente en las neoplasias. La interpretación clín¡ca de cualquier sección de

te.¡¡do teñida debe incluir un análisis morfológico y la evaluación de los controles apropiados. I
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Preiser C, Wolff CM, Rilke F. Field & Wood, Inc., Philadelphia.

3. Nadji M, Morales AR. lm m unoperoxidase, part l: the techniques and p¡tfalls. Laboratory Medicine. 1983;

74:767.

4. Omata M, L¡ew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horserad¡sh perox¡dase to hepatit¡s

B surface antigen: a possible source of error in immunohistochemistry. Amer¡can Journal of Clinical O
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Codena Liviano Lombdo (LAM-578-L-CE)

lndicaciones De Uso

Para uso diagnóstico in vitro.

El NCL-L-LAM-578 está indicado para la ¡dent¡f¡cación cualitat¡va en secc¡ones de paraf¡na, mediante

microscopía óptica, de moléculas de cadena liviana lambda. La interpretac¡ón clínica de cualquier tinción o

de su ausencia debe complementarse con estudios morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y

un anatomopatólogo cualif¡cado debe evaluarla en el contexto del historial clínico del pac¡ente y de otras

pruebas d¡agnóst¡cas,

Princip¡o Del Procedimiento

Las técn¡cas de t¡nción ¡nm unohistocitoq uímica (lHQ) permiten la visualización de antígenos mediante Ia

aplicación secuencial de un anticuerpo específico dirigido contra el antígeno (anticuerpo primario), un

anticuerpo secundario dirigido contra el ant¡cuerpo pr¡mario y un complejo enzimát¡co con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activación enzimática del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antígeno. Luego se puede contrateñir la muestra y

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se ¡nterpretan utilizando un microscopio óptico y son de ayuda

en el diagnóst¡co diferencial de los procesos fisiopatológicos, que pueden estar o no vinculados a un

determ¡nado antígeno.

Clon

5H 153.

lnmunógeno

Proteína recombinante procar¡ót¡ca correspondiente a 105 aminoácidos de la molécula de cadena liviana

lambda humana.

Especif¡c¡dad

Cadena l¡viana lambda humana.

Composición Del Reactivo

NCL-L-LAM-578 es un sobrenadante de cult¡vo t¡sular lÍqu¡do que contiene azida sódica 15 mM como

conservante.

Clase de lg

lgG1.

Concentración Total De Proteína

1.0-8.0 g/1. Consulte la et¡queta del vial para ver la concentración tot td prote ína específica del lote
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Concentración De Anticuerpo

lgual o superior a 554 mg/L según se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentración de lg especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

lnmunohistocitoquímica (ver D. Metodología) con secciones de parafina. Diluc¡ón sugerida: 1:200 durante

30 minutos a 25 "C.

NovolinkTM Polymer Detection System RE7280-K, RE7150-K, RE7140-K o RE7290-K Recuperación de

epítopos inducida por calor con Ep¡tope Retrieval Solution pH 6.0 (RE7113, RE7114 o RE7115). Ésta es tan

solo una pauta y cada usuario debe determ¡nar sus propias d¡luciones de trabajo ópt¡mas.

Almacenamiento Y Estabilidad

Almacénelo a una temperatura de 2-8'C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8 "C inmediatamente después de

su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la et¡queta del v¡al. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

t
Preparación De Las Muestras

El f¡jador recomendado para secciones de tejido inclu¡dos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto

de origen biológico, debe manipularse con precaución.

La molaridad de la az¡da sódica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una ho.ja de información

sobre la seguridad del material (MSDS) az¡da sódica a su disposición.

Consulte las normat¡vas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cómo desechar

cualquier componente potenc¡almente tóxico. O
Las muestras, antes y después de ser fijadas, así como todos los materiales expuestos a ellas, deben

manipularse como suscept¡bles de transm¡tir una infección, y se deben desechar tomando las precauciones

adecuadas.l No p¡petee nunca los react¡vos con la boca, y ev¡te el contacto de la piel y de las membranas

mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmed¡atamente al médico.

Reduzca al mínimo la contaminac¡ón m¡crobiana de los reactivos; de lo contrario, podría producirse un

aumento de la tinción no especÍf¡ca.

Cualquier tiempo o temperatura de incubación que no sean los aquíespecificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser val¡dado por el usuario.
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Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del labo

usuario pueden producir una variabilidad s¡gnificativa en los resultados; por ello, es necesari

a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, además de los sigu¡entes procedimie n
ri.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirúrgicas fijadas en formol, procesadas e

incluidas en parafina, lo antes pos¡ble, de manera ¡déntica a la utilizada para la muestra o muestras del

pac¡ente o pacientes.

Control T¡sular Posit¡vo

5e ut¡l¡za para indicar la preparación correcta de los tej¡dos y las técn¡cas de tinc¡ón adecuadas.

Debe inclu¡rse un control tisular pos¡t¡vo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tinción o

serie de t¡nc¡ones realizada.

O ,n tejido con una tinción pos¡tiva déb¡l es más adecuado que un tejido con una tinción positiva ¡ntensa para

lograr un control de calidad ópt¡mo y para detectar n¡veles bajos de degradación del react¡vo.2

El tejido de control pos¡t¡vo recomendado es amígdala.

Si el tejido de control posit¡vo no muestra t¡nc¡ón posit¡va, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no válidos.

Control T¡sular NeBativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del

antígeno d¡ana por el ant¡cuerpo primario.

El tej¡do de control negativo recomendado es células foliculares de t¡ro¡des.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoría de los cortes de tejido ofrece con

frecuencia lugares de control negat¡vo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

! Si upur... una tinc¡ón no específica, ésta t¡ene Beneralmente aspecto difuso. En cortes de tej¡do fijados

excesivamente con formol puede observarse también una t¡nc¡ón esporádica del tejido conectivo. Ut¡l¡ce

células intactas para la ¡nterpretación de los resultados de la t¡nc¡ón. A menudo, las células necrót¡cas o

degeneradas quedan teñ¡das de forma no específica.3 También pueden observarse falsos posit¡vos

causados por la unión no inmunológ¡ca a proteínas o a productos de reacción del sustrato. Estos falsos

posit¡vos pueden estar causados tamb¡én por enz¡mas endógenas tales como la pseudoperoxidasa

(eritrocitos), la peroxidasa endógena (citocromo C), o la biotina endógena (por ejemplo, de hígado, mama,

cerebro, riñón), en función del tipo de inmunot¡nc¡ón utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas

endógenas o los enlaces no específicos de las enzimas de la inmunorreactividad específica, pueden

teñ¡rse otros tej¡dos del paciente exclusivamente con cromógeno sustrato o con comple.jos enz¡mát¡cos

(av¡dina-biotina, estreptav¡dina, polímeros marcados) y cromógeno sustrato respect¡vamente. Si se produce

una t¡nc¡ón específ¡ca del control t¡sular negativo, los resultados de muestras de los pacientes deben
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cons¡dera rse no válidos

Control De Reactivo Negativo

Utilice un control de reactivo negativo no específico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada

muestra del pac¡ente a fin de evaluar la t¡nc¡ón no específica y obtener una mejor interpretac¡ón de la

t¡nc¡ón específica en el lugar en que se encuentra el antígeno.

Tej¡do Del Paciente

Exam¡ne las muestras del paciente o pacientes teñidas con NCL-[-[AM-578 al final. La ¡ntensidad de la

tinción posit¡va debe valorarse en el contexto de cualquier tinción de fondo no específ¡ca del control de

reactivo negat¡vo. Como con cualquier prueba inm unohistoc¡toq uím¡ca, un resultado negativo signif¡ca que

no se ha detectado antígeno, y no que el antGeno esté ausente en las células o tej¡do probados. Si es

necesar¡o, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacc¡ones negativas.

Resuttados esperados O

Tejidos normales

El clon 5H153 detectó la proteína de la cadena liviana lambda en el citoplasma y sobre la membrana de las

células plasmáticas. Se detectó además la proteína de la cadena liviana lambda en diversos tejidos, entre

ellos en el colon (ep¡telio), ¡ntest¡no delgado (epitelio), cerebelo (células de Purk¡nje, células gliales), riñón

(túbulos, glomérulos), glándula suprarrenal(médula, corteza), páncreas (acinos, conductos), pulmón

(células alveolares, macrófagos), hígado (hepatocitos), estómago (epitel¡o), esófago (epitelio), piel (ep¡telio

basal), bazo (esplenocitos), ovario (estroma), cuello uter¡no (epitelio basal), útero (glándulas del

endometr¡o), testículos (túbulos, células de Leyd¡g), próstata (ac¡nos), timo, mama (epitel¡o de conductos y

de glándula), hipófisis, médula ósea, apéndice (mesotel¡o), músculo esquelético, corazón, cordón umbilical

(mesotelio) y amígdala (células dendrít¡cas foliculares, células plasmáticas, linfocitos de la zona del manto).

(Número totalde casos = 43) O
Tej¡dos tumorales

El clon SHL53 detectó la proteína de la cadena liviana lambda en 57 de72 enfermedades malignas

hematológicas evaluadas, incluidos L4 de L4 linfomas difusos de células B grandes, 10 de 1.3 linfomas de

Hodgkin, 7 de 13 leucemias linfocíticas crón¡cas, 6 de 6 linfomas de células del manto, 5 de 6 linfomas

fol¡culares,4 de 6 linfomas perifér¡cos de células 1l 2 de 2 linfomas anaplás¡cos de células grantes, 2 de 2

maltomas, 4 de 4 l¡nfomas no especificados, l de 1 linfoma no especificado del bazo, 1de 1 linfoma maligno

no especificado, 1de 1l¡nfoma de Burk¡tt, 1de l leucemia l¡nfocítica aguda, 1de 1l¡nfoma de zona

marginal,0deltimoma,0dell¡nfomadecélulaNK/Ty0dellinfomaangioinmunoblást¡co.Exceptopor

los linfocitos infiltrantes, se detectó tamb¡én la cadena liviana lambda en 30 de 40 enfermedades malignas

no linfoides incluidos 10 de 10 carcinomas de células escamosas, 4 de 4 e hígado, 2 de 4 tumores
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deovario,2de3tumorescolorrectales,2de2tumoresdemama,2de2tumoresdeestómago,2de2

tumoresdepáncreas,2de2tumoresrenales,2de2tumoresdepróstata,Lde2tumoresdepulmóny1de

2 carcinomas metastásicos de nodo linfático. No se detectó tinción en tumores de tiroides (0 de 3)

tumores cerebrales (0 de 2). (Número total de casos = 112)

El NCL-L-LAM-S78 se recomienda como parte de un panel de ant¡cuerpos para la clasificaci

de los tumores de células B.

L¡m¡tac¡ones Generales

La inm unoh¡stocitoq uím ica es un proceso de diagnóstico en var¡as fases que abarca: la formac¡ón

especializada en la selección de los react¡vos apropiados, la selección, fijación y procesamiento de tejidos, la

preparación del portaobjeto para lHq, y la interpretación de los resultados de la tinción.

La tinción de los tejidos depende de la manipulación y el procesamiento del tejido previos a la tinción. Una

fijación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento ¡ncorrectos, o la

contaminación con otros tejidos o líquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos

negativos. La aparición de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijación y

de inclusión, o a ¡rre8ular¡dades inherentes al tejido.4

Una contratinción exces¡va o incompleta puede poner en peligro la ¡nterpretac¡ón correcta de los

resultados.

La interpretación clínica de cualquier tinción o de su ausencia debe complementarse con estud¡os

morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el

contexto del historial clínico del paciente y de otras pruebas diagnóst¡cas.

Los ant¡cuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, según se indique, con secciones

congeladas o incluidas en parafina, con requ¡sitos de fijación específicos. Puede producirse una expresión

inesperada del antÍgeno, especialmente en las neoplasias. La interpretación clínica de cualquier sección de

tei¡do teñida debe incluir un análisis morfológico y la evaluación de los controles apropiados.

Bibliografía - General

1. National Committee for Cl¡nical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from

infectious d¡seases transmitted by blood and tissue; proposed guidel¡ne. Villanova, P.A. 1991; 7(9). order

code M29-P.

2. Batt¡fora H. Diagnost¡c uses of antibodies to keratins: a review and immunoh¡stochemaca I comparison of

seven monoclonaland three polyclonal antibodies. Progress in Surgical Pathology. 6:1-15. eds. Fenoglio-

Pre¡ser C, Wolff CM, R¡lke F. Fieid & Wood, lnc., Philadelphia.

3. Nadji M, Morales AR. lmmunoperoxidase, part l: the techniques and p¡tfalls. Laboratory Med¡c¡ne. 1983;
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B surface antigen: a poss¡ble source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical

Pathology. L980; 73:626.

5. Gertz M, Lacy M and Dispenzieri A. lmmunoglobulin light chain amyloidosis and the k¡dney. Kidney

lnternational. 2002; 61(1):1-9.

6. Ramsland P and Farrugia W. Crystal structures of human antibodies: a detailed and unfinished tapestry of

immunoglobulin gene products. Journal of Molecular Recognition. 2002; !5:248-259.

Correcciones A La Publicación Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicación

16 de diciembre de 2013

MetodoloBía inmunohistoquímica para la utilización de ant¡cuerpos NovocastraTM, en tejidos inclu¡dos

en parafina, con la aplicación de la técnica de recuperación de epítopos inducida por calor.

A, Reactivos necesarios que no se sum¡nistran

1. Disolventes estándar utilizados en ¡nm unoh¡stoquímica.

2. Soluc¡ón salina tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

3. Soluc¡ón para la recuperación de epítopos (véase la sección C Soluciones para la recuperación de

epítopos).

4. D¡luyente del anticuerpo, NovocastraTM IHC Diluent, RE7133.

5. Sistema de visualización, NovolinkTM Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500

tests), RE7140-K (250 tests) o RE7290-K (50 tests).

6. Medio de montaje; utilizado de la forma recomendada por el fabricante.

B, Equipo necesario que no se suministra

1. lncubador ajustado a 25 "C.

2. Dispositivo de calentamiento para Ia recuperación de epÍtopos: baño de agua o de vapor; olla de presión

u otro equipo de laboratorio con temperatura controlada.

3. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunohistoquím¡ca.

C. Soluciones para la recuperación de epítopos (véanse las Recomendaciones de uso de alguna de las

siguientes)
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RE7113 Epitop€ Retrieval Solution pH 6 (x10 Conc€ntrate) 1 L

RE7114 Epitope Rstri€val Solution pH 6 (x10 Concentrato)
500 mL

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (RBady to Use) 1 L

Tampón basado eñ citrato, qu6 contiene agente tens¡oactivo

RE7116 Epitope R€tr¡Bval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L

RE7118 Ep¡tope Retrieval Solution pH 8 (Ready to L,se) 1 L
Tampón basado en EDTA, quo contiene agente tensioactivo

RE7119 Ep¡tope Retrieval Solut¡on pH I (x10 Concentrate) 1 L

RE7l22 Ep¡tope Retrieval Solution pH I (Ready to Use) 1 L

Tarnpón basádo en Tr¡S/EDTA, qúe contiene agente
tensioact¡vo

o

D. Metodología

Antes de poner en práctica esta metodología, los usuarios deben formarse en el uso de las técn¡cas

¡n m u no h istoq u ím ica s.

Los cl¡entes deben determinar las diluciones óptimas de los anticuerpos. A menos que se ¡ndique otra cosa,

todos los pasos se llevan a cabo a temperatura ambiente (25 "C).

Recuperación de epÍtopos

Siga las ¡nstrucciones de uso de las Epitope Retr¡eval Solutions RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE71t8,

RE77t9, RE7r22.

V¡sual¡zac¡ón

S¡ga las instrucc¡ones de uso de los sistemas de detección de polÍmeros NovolinkTM Polymer Detection

systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K (250 tests) o RE7290-K (50 tests).

E. Correcciones con respecto a la publicación anterior

No aplicable.

F. Fecha de publicación

23 de abr¡l de 2008

cD99 (CD99-187-L-CE)

lndicac¡ones De Uso

Poro uso diognóst¡co in v¡tro.

NcL-L-CD99-187 está ind¡cado para la identificación cualitativa en secciones de parafina, mediante

microscopía óptica, de moléculas CD99. La ¡nterpretación clínica de cualqu¡er t¡nc¡ón o de su ausen€ia debe

complementarse con estud¡os morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo

cual¡ficado debe evalua rla lcontexto del hastorial clÍnico del pacie e otras pruebas diagnósticas.
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Principio Del Proced¡miento

Las técnicas de tinción inmunoh¡stocitoquím¡ca (lHQ) permiten la visualización de antígenos mediante la

aplicación secuencial de un anticuerpo específico dirigido contra el antígeno (anticuerpo primario), un

anticuerpo secundario dirigido contra el ant¡cuerpo primario y un complejo enzimático con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La act¡vación enzimát¡ca del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antígeno. Luego se puede contrateñir la muestra y

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio óptico y son de ayuda

en el d¡agnóst¡co diferencial de los procesos fisiopatológ¡cos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antígeno.

Clon

PCB]"

lnmunógeno

Proteína procariót¡ca recomb¡nante, correspondiente a L01 aminoác¡dos de la región N terminal de la

molécula CD99 humana

Especificidad

CD99 humana

Composición Del Reactivo

NCL-L-CD9g-187 es un sobrenadante de cultivo tisular líquido que contiene azida sód¡ca como conservante.

Clase de lg

lgcL

Concentración Total De Proteína

Consulte la et¡queta del vial para ver la concentrac¡ón totalde proteína específica del lote.

Concentración De Ant¡cuerpo

lgual o superior a 9,9 melL, según se ha determ¡nado mediante ELISA. Consulte en la et¡queta del vial la

concentración de lg específica del lote.

Recomendac¡ones De Uso

lnmunohistoc¡toquímica con secciones de parafina.

Recuperac¡ón de epítopos termoinducida (Heat lnduced Epitope Retrieval, HIER): S¡ga las instrucciones de

uso de Novocastra Ep¡tope Retrieval Solut¡on pH 6.

Dilución sugerida: 1:50 durante 30 minutos a 25'C. Esta es tan solo una pauta y cada usuar¡o debe

determ¡na r sus prop iluc¡ones de trabajo óptimas.

€\-
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Visualización: Por favo r, s¡ga las ¡nstrucciones de uso de Novolink'" Polymer Detection Sy

obtener más información sobre el producto o para recibir soporte, póngase en contacto

localo con la oficina regionalde Leica Biosystems, o b¡en visite el s¡t¡o web de Le¡ca B¡osyste

o

www.LeicaBiosystems.com

El rendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se util¡za con otros s¡stemas manuales de tinción

o plataformas a utomat¡zadas.

Almacenamiento Y Estab¡l¡dad

Almacénelo a una temperatura de 2-8 "C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8'C inmed¡atamente después de

su uso. No lo ut¡l¡ce después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenam¡ento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparación De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de teiido inclu¡dos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precauciones

Este react¡vo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto

de origen biológico, debe manipularse con precaución.

Este reactivo contiene az¡da sód¡ca. Está disponible una Hoja de informac¡ón sobre la segur¡dad del

material, previa petición, o en www.Le¡caBiosystems.com

Consulte las normat¡vas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cómo desechar

cualquier com ponente potenc¡almente tóx¡co.

Las muestras, antes y después de ser f¡jadas, asícomo todos los materiales expuestos a ellas, deben

manipularse como suscept¡bles de transmit¡r una infección, y se debpn desechar tomando las precauciones

-, adecuadas.l No pipetee nunca los react¡vos con la boca, y ev¡te el contacto de la piel y de las membranas!
mucosas con los reactivos y las muestras. Si los react¡vos o las muestras entran en contacto con zonas

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al mín¡mo la contaminac¡ón microbiana de los reactivos; de lo contrar¡o, podría produc¡rse un

aumento de la tinción no específica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubación que no sean los a q u í especificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualqu¡er cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuar¡o.

Control De calidad

Las d¡ferenc¡as en el procesam¡ento de los te.¡idos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del

usuario pueden produc¡r una var¡ab¡l¡dad s¡gnificativa en los resultadosi por ello, es necesario que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, además de los siguientes procedimientos.

Los controles d n ser ras frescas de autopsia, biopsia o quirú fijadas en formol, procesadas e
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incluidas en parafina, lo antes posible, de manera ¡déntica a la utilizada para Ia muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se util¡za para indicar la préparación correcta de los te.jidos y las técnicas de t¡nción adecuadas.

Debe inclu¡rse un control t¡sular pos¡tivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada t¡nc¡ón o

ser¡e de tinc¡ones real¡zada.

Un te.¡ido con una tinción pos¡t¡va déb¡l es más adecuado que un tejido con una tinción positiva ¡ntensa para

lograr un control de calidad óptimo y para detectar niveles bajos de degradación del react¡vo.2

El tejido de control pos¡tivo recomendado es amígdala.

5i el tejido de control pos¡tivo no muestra tinción positiva, los resultados de las muestras analízadas deben

considerarse no válidos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tej¡do pos¡tivo, a fin de ver¡f¡car la especificidad del marcado del

antígeno diana por el ant¡cuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es músculo esquelét¡co.

O bien, la variedad de diferentes t¡pos de células presentes en la mayoría de los cortes de tej¡do ofrece con

frecuencia lugares de control negat¡vo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tinción no específica, ésta tiene generalmente aspecto d¡fuso. En cortes de tejido f¡iados

excesivamente con formol puede observarse también una t¡nción esporádica del tej¡do conect¡vo. Ut¡l¡ce

células intactas para la interpretación de los resultados de la tinción. A menudo, las células necróticas o

degeneradas quedan teñidas de forma no específ¡ca.3 También pueden observarse falsos pos¡tivos

causados por la unión no inmunológica a proteínas o a productos de reacción del sustrato. Estos falsos

posit¡vos pueden estar causados también por enzimas endógenas tales como la pseudoperoxidasa

(er¡troc¡tos), la perox¡dasa endógena (c¡tocromo C), o la biotina endógena (por e.jemplo, de hígado, mama,

cerebro, riñón), en función del t¡po de inmunotinción utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas

endógenas o los enlaces no específicos de las enzimas de la ¡nmunorreactividad específica, pueden teñirse

otros tej¡dos del paciente exclusivamente con cromógeno sustrato o con complejos enzimáticos (avidina-

biotina, estreptavidina, polímeros marcados) y cromógeno sustrato respectiva mente. S¡ se produce una

t¡nc¡ón específ¡ca del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considera rse no válidos.

Control De React¡vo Negat¡vo

Utilice un control de react¡vo negativo no específico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada

muestra del pac¡ente a fin de evaluar la tinción no específica y obtener una mejor ¡nterpretac¡ón de la
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tinción específ¡ca en el lugar en que se encuentra el antígeno.

s de pacientes teñidas con NCL-L-CD99-187 al final. La intens¡dad de la

contexto de cualquier tinción de fondo no específica del control de rea

Tej¡do Del Paciente

Examine las muestra

debe valorarse en el

t

ct¡vo negativo.

Como con cualqüier prueba inmunoh¡stocitoquím ica, un resultado negativo signif¡ca que no se ha detectado

antígeno, y no que el antígeno esté ausente en las células o tejido probados. S¡ es necesario, use un panel

de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon PCBL detectó la presencia de la glucoproteína transmembrana CD99 en d¡versos tejidos, inclu¡dos los

de mater¡a blanca del cerebelo, oligodend roc¡tos del cerebro, capilares glomerulares del riñón, células

estromales de los ovarios, islotes pancreáticos, células secretoras de la glándula p¡tu¡tar¡a, espermatogonios

de los testículos, células epiteliales del pulmón, esófago, glándulas salivales, cuello del útero y piel,

linfocitos de las amígdalas y el bazo, t¡mocitos, sinusoides hepáticos, epitelio mucoso del intestino delgado y

el colon, el mesotelio y el urotel¡o. El clon PCBl también tiñó linfocitos periféricos, endotelio y fibroblastos

cuando estuvieron presentes. (Cifra total de casos normales evaluados = 105).

Anormal del tejido

El clon PCB1 tiñó 14150 tumores de tej¡do blando (incluidos 4/6 leiomiosa rcomas, 3/7 f¡brosarcomas, L/4

leiom¡omas, 1/3 histiocitomas fibrosos, 1/2 hemangiomas cavernosos, L/1 mesenquimoma, 1/1

angiole¡om¡oma, 1/1 tumor fibroso solitario, 1/1 ganglioneuroma, 0/5 intersticialomas, 0/4

condrosarcomas, 0/4 rabdom¡osarcomas,0/2 sarcomas sinov¡ales,0/1 fibromatosis, 0/1 fibrolipoma,0/1

l¡poma,0/1 sarcoma ep¡telio¡de,0/1 mesotel¡oma,0/1 hemangiopericitoma, 0/1 liposarcoma,0/1

mixol¡posarcoma y 0/1 dermatofibrosarcoma), 3/3 tumores tiroideos, 2/4 tumores hepát¡cos, 2/2 sarcomas

de Ewing, 1/4 tumores pulmonares, 1/2 adenocarcinomas gástricos, 1/2 tumores cerebrales, 1/2

carc¡nomas escamosos de lengua, 1/2 tumores metastásicos de origen desconocido y 1/1 carcinomas

escamosos de lar¡nge. No se detectó tinción en mielomas (0/6), tumores ováricos (0/4), adenocarcinomas

¡ntest¡nales (0/4), carc¡nomas de mama (0/2), carcinomas escamosos del esófago (0/2), tumores renales

(0/2), tumores de cuello de útero lO/71, seminomas (0/2), tumores cutáneos (0/2) y un tumor del t¡mo

(0/1). (Cifra total de casos anormales evaluados = 99),

NCL-I-CD99-187 está recomendado para la detecc¡ón de proteína CD99 humana en tejidos normales y

neoplásicos, como complemento de la histopatología tradicional con tinc¡ones h¡stoquímicas no

inmunológicas,
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Limitaciones Generales

La ¡nm unoh istocitoquím ica es un proceso de diagnóstico en var¡as fases que abarca: la formación

especializada en la selección de los reactivos apropiados, la selección, fijación y procesamiento de tejidos, la

preparación del portaob.¡eto para lHQ, y la ¡nterpretación de los resultados de la tinción.

La t¡nclón de los tejidos depende de la manipulación y el procesamiento del tejido previos a la t¡nción. Una

fijación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la

contam¡nación con otros teiidos o lÍquidos pueden generar artefactos, atrapam¡ento del ant¡cuerpo o falsos

negativos. La aparic¡ón de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijación y

de inclusión, o a ¡rre8ularidades inherentes altejido.4

Una contratinción exces¡va o incompleta puede poner en peligro la interpretación correcta de los

resultados.

La ¡nterpretac¡ón clínica de cualquier t¡nción o de su ausencia debe complementarse con estudios

morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe evaluarla un "l I
contexto del historialclínico del paciente y de otras pruebas diagnóst¡cas.

Los ant¡cuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, según se indique, con secc¡ones

congeladas o incluidas en parafina, con requ¡s¡tos de fijación específicos. Puede producirse una expresión

inesperada del antígeno, especialmente en las neoplas¡as. La interpretación clínica de cualquier sección de

tej¡do teñida debe incluir un análisis morfológico y la evaluación de los controles apropiados.

Bibliografía - General

1. National Committee for Clin¡cal Laboratory Standards (NCCIS). Protection of laboratory workers from

¡nfect¡ous diseases transm¡tted by blood and t¡ssue; proposed Buideline. Villanova, P.A. 1991;7(9). Order

code M29-P

2. Batt¡fora H. D¡agnostic uses of antibod¡es to keratins: a review and immunohistochemica I comparison of

seven monoclonal and three polyclonal antibodies. ProBress in Surgical Pathology. 6:1-15. eds. Fenogl¡o-

Pre¡ser C, Wolff CM, R¡lke F. F¡eld & Wood, lnc., Ph¡ladelphia.

3. Nadji M, Morales AR. lmmunoperoxidase, part l: the techniques and pitfalls. Laboratory Medicine. 1983;

14:767.

4. Omata M, Liew CI Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase tó hepatitis

B surface antigen: a possible source of error in ¡mmunohistochemistry. American Journal of Clinical

Pathology. 1980; 73:626.

5, Bühnemann C, Li S, Yu H et al. Quantificat¡on of the heterogeneity of prognostic cellular biomarkers in

Ewing sarcoma using automated image and random survival forest analysis. PLoS ONE. 2014;9(91: e107105.

doi: 10.1371¡ournal.pone.0107105,

6. Bahram¡ A, Truong LD, Ro JY. Undifferent¡ated tumor: True ldentity by lmmunoh¡stochemistry. Arch¡ves of
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Pathology and Láboratory Medic¡ne. 2OO8; 132:326-348.

Correcc¡ones A [a Publicación Anter¡or

Resultados esperados; declaración sobre reclamaciones de productos; Bibliografía.

Fecha De Publicación

10 de agosto de 2015

cD11.7 (CD117-L-CE)

lnd¡cac¡ones De Uso

Poro uso diagnóstíco in vitro.

O 
NCL-L-CDl17 está ind¡cado para la ¡dent¡f¡cac¡ón cual¡tat¡va en secc¡ones de parafina, med¡ante microscopía

ópt¡ca, de moléculas de c-k¡t oncoprote¡n (CDlu). La ¡nterpretación clínica de cualquier tinción o de su

ausenc¡a debe complementarse con estudios morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un

anatomopatólogo cual¡ficado debe evaluarla en el contexto del historialclínico del paciente y de otras

pruebas diagnóst¡cas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tinción inmunohistoc¡toq uÍm¡ca (lHQ) perm¡ten la visualización de antígenos mediante la

aplicación secuencial de un ant¡cuerpo específico dir¡gido contra el antígeno (anticuerpo primario), un

anticuerpo secundario dirig¡do contra el anticuerpo pr¡mario y un complejo enzimático con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado ¡ntercalados. La activación enz¡mática del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antígeno. Luego se puede contrateñ¡r la muestra y

I cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio óptico y son de ayuda

en el diagnóstico diferencial de los procesos fisiopatológicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antGeno.

Clon

T595

lnmunógeno

Proteína recombinante procar¡ótica correspond¡ente a los tres dominios extracelulares aminoterminales de

t¡po C2 de la molécula de oncoproteina c-k¡t humana.

Especificidad

oncoproteÍna c-kit humana
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Composición Del Reactivo

NCL-L-CD117 es un sobrenadante de cult¡vo t¡sular líquido que contiene azida sódica 15 mM como

conservante.

Clase de lg

lgG 1, kap pa

Concentración Total De Proteína

1,,O-8,O glL. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentrac¡ón total de proteína específ¡ca del lote.

Concentrac¡ón De Anticuerpo

lgual o superior a 27,0 mB/L según se ha determ¡nado med¡ante ELISA. Consulte en la et¡queta del v¡al la

concentración de lg específ¡ca del lote.

Recomendaciones De Uso

lnm u noh¡stocitoquímica (ver D. Metodología) con secciones de parafina. Dilución sugerida: 1:20-1:40

durante 60 m¡nutos a 25 'C. Se recomienda realizar recuperación de antígeno a alta temperatura utilizando

la solución de recuperación citrato 0,01 M (pH 6,0) O la solución de recuperación EDTA 1mM (pH 8,0). Ésta

es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de trabajo ópt¡mas.

Almacenamiento Y Estabilidad

Almacénelo a una temperatura de 2-8'C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8'C inmed¡atamente después de

su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condic¡ones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparación De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tej¡do incluidos en parafina es formoltamponado neutro al 10%

Advertencias Y Precauciones

Este react¡vo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cult¡vo celular. Como se trata de un producto

de or¡Ben biológico, debe manipularse con precaución.

La molaridad de la azida sódica en este react¡vo es 15 mM. Si la solic¡ta, ex¡ste una hoja de información

sobre la seguridad del mater¡al (MSDS) azida sódica a su disposición.

Consulte las normat¡vas nacionales, estatales, prov¡nc¡ales o munlcipales acerca de cómo desechar

cualquier componente potencialmente tóxico.

Las muestras, antes y después de ser fi.jadas, así como todos los mater¡ales expuestos a ellas, deben

manipularse como susceptibles de transmit¡r una infección, y se deben desechar tomando las precauciones

adecuadas.l No pipetee nunca los react¡vos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas
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mucosas con los react¡vos y las muestras. 5i los reactivos o las muestras entran en contacto con zo

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda ¡nmediatamente al médico.

Reduzca al mÍnimo la contaminac¡ón microb¡ana de los react¡vos; de lo contrario, podría produ

aumento de la tinc¡ón no específica.

Cualqu¡er tiempo o temperatura de incubación que no sean los aquí especificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Cálidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedim¡entos técn¡cos del laborator¡o del

usuario pueden producir una variabilidad signlficativa en los resultados; por ello, es necesar¡o que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, además de los s¡guientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirúrgicas fijadas en formol, procesadas e

I 
incluidas en parafina, lo antes pos¡ble, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

pac¡ente o pacientes.

Control Tisular Positivo

se utiliza para indicar la preparación correcta de los tej¡dos y las técnicas de tinción adecuadas.

Debe incluirse un control tisular pos¡tivo por cada coniunto de condic¡ones de ensayo en cada tinción o

serie de t¡nc¡ones realizada. Un tejido con una tinción posit¡va débil es más adecuado que un tejido con una

t¡nc¡ón posit¡va intensa para lograr un control de calidad ópt¡mo y para detectar n¡veles bajos de

degradación del reactivo.z El tejido de control pos¡tivo recomendado es piel.

S¡ el tejido de control positivo no muestra tinción pos¡t¡va, los resultados de las muestGs analizadas deben

considerarse no válidos.

Control T¡sular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del

antígeno diana por el ant¡cuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es músculo.

o bien, la variedad de diferentes t¡pos de células presentes en la mayoría de los cortes de tejido ofrece con

frecuencia lugares de control negat¡vo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una t¡nc¡ón no específica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tej¡do fijados

excesivamente con formol puede observarse también una t¡nc¡ón esporádica del teiido conectivo. Utilice

células intactas para la interpretación de los resultados de la tinción. A menudo, las células necróticas o

degeneradas quedan teñidas de forma no específica.3 También pueden observarse falsos pos¡t¡vos

causados por la unión no inmunológ¡ca a proteínas o a productos de reacción del sustrato. Estos falsos

positivo
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(er¡trocitos), la peroxidasa endógena (citocromo C), o la biotina endógena (por ejemplo, de hígado, mama,

cerebro, riñón), en función deltipo de inmunotinción utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas

endógenas o los enlaces no específicos de las enzimas de la inmunorreactividad específica, pueden

teñirse otros tejidos del paciente exclus¡vamente con cromógeno sustrato o con complejos enzimáticos

(avid¡na-biot¡na, estreptavid¡na, polímeros marcados) y cromógeno sustrato respectiva mente. 5i se produce

una t¡nc¡ón específica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no válidos.

Control De React¡vo Negat¡vo

Util¡ce un control de reactivo negativo no específico en lugar del ant¡cuerpo primario con un corte de cada

muestra del paciente a fin de evaluar la tinción no específica y obtener una mejor interpretación de la

t¡nción específ¡ca en el lugar en que se encuentra el antígeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes teñ¡das con NCL-L-CD117 alfinal. La intensidad de la tinción

posit¡va debe valorarse en el contexto de cualquier tinción de fondo no específica del control de reactivo

negativo. Como con cualquier prueba inm unohistoc¡toquímica, un resultado negativo significa que no se ha

detectado antígeno, y no que el antígeno esté ausente en las células o tej¡do probados. S¡ es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

O

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon T595 detecta a la oncoproteína c-kit en la membrana de los melanocitos, mastocitos y células gl¡ales.

Tejidos tumorales El clon T595 tiñó una variedad de tejidos neoplásicos (n=2a/80), incluidos 10 de 19

melanomas, 1de 1f¡broadenoma, 1de 1 neuroblastoma, 1de l carcinoma de células escamosas,2 de 2

carcinomas de células basales, 1de 2 leucem¡a mielo¡de aguda y 1de 2 tumores estromales O
gastrointestina les.

NCL-L-CD117 está recomendado para ¡dentificar expresión de la oncoproteína c-k¡t en una vatiedad de

tejidos normales y neoplásicos, incluidos los tumores estromales gastrointestinales.

Limitaciones Generales

La ¡n m unoh¡stocitoquím ica es un proceso de diagnóstico en varias fases que abarca: la formación

especializada en la selección de los reactivos apropiados, la selección, fijación y procesamiento de teiidos, la

preparación del portaobjeto para lHQ, y la ¡nterpretac¡ón de los resultados de la tinción.

La t¡nción de los tejidos depende de la manipulación y el procesamiento del tejido previos a la t¡nción. Una

fijación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentamiento o seccionam¡ento ¡ncorrectos, o Ia

contaminación con otros tejidos o líquidos pueden generar artefactos, a m¡ento del anticuerpo o falsos
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negat¡vos. La aparlción de resultados incoherentes puede deberse a var¡aciones en los métod

de inclusión, o a irregularidades inherentes al tejido.4 Una contratinción excesiva o incomple

en peligro la interpretac¡ón correcta de los resultados.

La ¡nterpretac¡ón clínica de cualquier tinción o de su ausencia debe complementarse con estudios

morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el

contexto del historialclínico del paciente y de otras pruebas d¡agnósticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para util¡zarlos, según se indique, con secciones

congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijación específicos. Puede producirse una expres¡ón

inesperada del antígeno, especialmente en las neoplasias. La interpretación clínica de cualquier sección de

tej¡do teñ¡da debe incluir un análisis morfológico y la evaluación de los controles apropiados.

Bibliografía - General

1. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protect¡on of laboratory workers from

infectious diseases transmitted by blood and t¡ssue; proposed guidel¡ne. Villanova, P.A. 1991; 7(9). Order

code M29-P.

2. Battifora H. Diagnost¡c uses of antibodies to keratins: a review and imm unohistochemical comparison of

seven monoclonal and three polyclonal antibodies. Progress ¡n Surgical PatholoBy. 6:1-15. eds. Fenoglio-

Preiser C, Wolff CM, R¡lke F. Field & Wood, lnc., Philadelphia.

3. Nadji M, Morales AR. lmmunoperoxidase, part l: the techniques and pitfalls. Laboratory Medicine. 1983;

t4:767.

4. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunolog¡c b¡nding of horseradish perox¡dase to hepatit¡s

B surface ant¡gen: a possible source of error in ¡mmunohistochemistry. American Journal of Clinical

Pathology. t98O; 7 3:676.

5. Sawyer EJ, Poulsom R, Hunt FT et al. Malignant phyllodes tumours show stromal overexpression of c-myc

and c-kit. Journal of Pathology. 2003; 200:59-64.

Correcc¡ones A La Publicación Anterior

No aplicable.

Fecha De Puba¡c;ción

20 de junio de 2008

Metodología ¡nmunoh¡stocitoquím¡ca para ut¡l¡zar anticuerpos NovocastraTM sobre teiido ¡ncluido en

parafina, mediante la técnica de recuperación de antígeno por alta temperatura.

A. React¡vos necesar¡os que no se incluyen a
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1. Disolventes estándar utilizados en inm unohistocitoquím ica.

2.0.5%v/v Peróxido de hidrógeno.

3. Solución salina tamponada Tris (TBS) 50 mM pH7,6.

4. Soluc¡ón{es) recuperadora(s) de antígeno - ver Recomendaciones de Uso.

5. Disolvente de anticuerpo - suero normal en dilución óptima.

6. Suero normal de las especies en las que se ha criado el anticuerpo secundario.

7. Ant¡cuerpo secundario b¡ot¡n¡lado - preparar según la recomendación del fabricante.

8. Complejo Av¡dina/Biot¡na-perox¡dasa de rábano (ABC-HRP) - preparar según la recomendación del

fabricante.

9. 3,3'Tetraclorhidrato de d¡aminobenzid¡na (DAB) - preparar según la recomendación del fabricante

10. Contrateñido de hematoxilina - preparar según la recomendación del fabricante.

11. Medio de montaje - utilizar según la recomendación del fabricante.

B. Equipo necesario, pero no incluido

1. lncubadora graduada a 25 "C.

2. Olla a Pres¡ón de Acero lnoxidable (NovocastraTM recomienda que lasjuntas se camb¡en periód¡camente,

para mantener las óptimas condiciones de desenmascarado).

3. Equipo general para laboratorio de inmunohistoc¡toquímica.

Nota de segur¡dad

Para garantizar la utilización correcta y segura de la olla a presión, POR FAVOR, LEER LAS INSTRUCCIONES

DEL FABRICANTE.

C. Soluciones para la recuperación de antígeno (ver Recomendaciones de Uso)

Solución recuperadora de citrato 0,01 M (pH 6,0)

Añad¡r 3,84 gramos de ác¡do cítrico (anh¡dro) a 1,8 L de agua destilada. A.¡ustar el pH a 6,0 ut¡l¡zando NaOH

1 M. Completar hasta 2 L con agua destilada.

Solución recuperadora EDTA 1 mM (pH 8,0)

Añadir 0,37 g de EDTA (cód¡go SIGMA de producto E-5134) a 1 L de agua destilada- Ajustar el pH a 8,0

utilizando NaOH 0,1M .

Tr¡s 20mM/EDTA 0,65 mM/Soluc¡ón recuperadora Tween 20 al 0,0005% (pH 9,0)

Disolver L4,4 g de Tris (código BDH de producto 27 7I97Kl y 1,44 g de EDTA (código STGMA de producto E-

5134) en 0,55 L de agua destilada. Ajustar el pH a 9 con HCI 1 M y añadir 0,3 ml de Tween 20 (código STGMA

de producto P-1379). Completar hasta 0,6 L con agua destilada. Se trata de un concentrado 10x que debe

diluirse con agua destilad , según necesidad (por ejemplo, 0,15 L di luid con 1,35 L de agua destilada).
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D, MetodoloBía

Antes de util¡zar esta metodología, los usuarios deben seguir una formación en técnicas de

inm unohistocitoquím ica. Los clientes deben determ¡nar las diluciones ópt¡mas para los ant¡c

se ind¡ca especialmente, todos los pasos se efectúan bajo temperatura ambiente (25 "C).

1. Cortar y montar las secciones sobre portaobjetos tratados con un adhesivo adecuado para tej¡dos.

2. Elim¡nar la parafina de las secciones con xileno o con sust¡tutos del xileno.

3. Rehidratar mediante alcoholes graduados.

4. Neutralizar la peroxidasa endógena utilizando peróxido de h¡drógeno/metanol al 0,5% en v/v durante 10

minutos.

5. Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo.

Pretratar Ias secc¡ones como se describe a continuación:

6. Calentar en una olla a presión, 1,5 L de la solución recuperadora recomendada (ver Recomendaciones de

Uso) hasta la ebullición.

Cubrit pero no sujetar la tapa. Colocar los portaobjetos en bastidores metál¡cos de tinción (no colocar los

portaob.¡etos muy juntos, para evitar la tinción desiBual) e ¡ntroduc¡rlos en la olla a presión, asegurándose

de que los portaobjetos quedan completamente sumergidos en la solución recuperadora. Cerrar bien la

tapa. Cuando la o¡la a presión alcanza la temperatura y pres¡ón de funcionamiento, cronometrar 1 minuto (a

menos que se ind¡que d¡ferente en Recomendac¡ones de Uso). Sacar la olla a presión de la fuente de calor y

enfriarla bajo agua corriente, con Ia tapa cerrada. NO ABRIR LA TAPA HASTA QUE LOS INDICADORES

MUESTREN qUE LA PRESIÓN YA SE HA LIBERADo. Abr¡r la tapa, extraer los portaobjetos y colocarlos

inmed¡atamente en agua fresca del grifo.

7. Lavar las secciones en TBS durante 1x 5 minutos, balanceando suavemente.

8. Cubr¡r las secciones con suero normal diluido,. d urante 10 minutos.

9. lncubar las secciones con ant¡cuerpo primario en dilución óptima (ver Recomendaciones de Uso).

10. Lavar en tampón TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

11. lncubar las secclones en el anticuerpo secundario b¡ot¡n¡lado aprop¡ado.

12. Lavar en tampón TBS durante 2 x 5 m¡nutos, balanceando suavemente.

13. lncubar los portaobjetos en ABC-HRP.

14. Lavar en tampón TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

15. lncubar los portaobjetos en DAB.

16. Enjuagar los portaobjetos con agua.

17. Contrateñ¡r con hematox¡lina.

18. Desh¡dratat aclarar y montar las secciones.

E. Correcciones a la Publ¡cación Anterior
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Sólo se han realizado cambios en la presentación. No se ha modificado el texto con respecto a la publicación

a nter¡or.

F. Fecha de publicación

23 de junio de 2004

DOG-1 (DOG-1-L-CE)

lndicaciones De Uso

Poro uso d¡ognóstito in vitro.

NCL-L-DOG-I está indicado para la identificación cual¡tativa en secciones de parafina, med¡ante microscop¡a

óptica, de la proteína DOG-I humana. La interpretación clínica de cualquier t¡nc¡ón o de su ausencia debe

complementarse con estudios morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo O
cualificado debe evaluarla en el contexto del h¡storial clínico del pac¡ente y de otras pruebas diagnósticas.

Principio Del Procedimiento

Las técn¡cas de tinción inmunohistocitoq uím ica (lHQ) perm¡ten la visualización de antígenos mediante la

aplicación secuencial de un anticuerpo específico d¡rigido contra el antígeno (anticuerpo primario), un

anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo pr¡mario y un complejo enz¡mático con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La act¡vac¡ón enzimática del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contrateñ¡r la muestra y

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan ut¡lizando un microscopio ópt¡co y son de ayuda

en el diagnóst¡co diferencial de los procesos fisiopatológicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antígeno.

Clon

K9

lnmunógeno

ProteÍna procariótica recomb¡nante, correspondiente a parte del extremo C terminaldel dom¡nio

citoplásmico de la molécula DOG-1 humana.

Especificidad

ProteÍna DOG-1 humana.

Composición Del Reactivo

NCL-L-DOG-1 es un sobrenadante de cultivo tisular líquido q ue contiene azida sódica como conservante
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Clase de lg

lgG2b

Concentrac¡ón Total De Proteína

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentración totalde proteína específica del lote

Concentración De Anticuerpo

lgual o super¡or a 12 mg/L según se ha determinado med¡ante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentración*de lg específica del lote.

Recomendaciones De Uso

lnmunoh¡stocitoquímica con secciones de parafina.

Recuperación de epítopos termoinducida (HIER): Siga las ¡nstrucciones de uso de Novocastra Epitope

O Retr¡eval Solution pH 6.

Dilución sugerida: 1:50 durante 30 minutos a 25 "C. Esta es tan solo una pauta y cada usuar¡o debe

determ¡nar sus propias diluciones de trabajo óptimas.

Note técnica: El uso de diluyentes basados en PBS puede aumentar la tinción de fondo.

V¡sual¡zación: Por favor, s¡ga las instrucc¡ones de uso de Novolink'" Polymer Detect¡on Systems. Para

obtener más ¡nformación sobre el producto o para recib¡r soporte, póngase en contacto con su distribuidor

local o con la oficina regional de Leica B¡osystems, o bien v¡site el s¡tio web de Leica Biosystems,

www.Leica Biosystems.com

El rendimiento de este ant¡cuerpo se debe validar cuando se ut¡l¡za con otros sistemas manuales de t¡nc¡ón

o plataformas automatizadas.

Preparación De Las Muestras

El f¡jador recomendado para secciones de tej¡do incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertenc¡as Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a part¡r del sobrenadante de un cult¡vo celular. Como se trata de un producto

de origen biológico, debe manipularse con precaución.

Este reactivo contiene az¡da sód¡ca. Está disponible una Hoja de información sobre la seguridad del

material, previa petición, o en www.Leica Biosyste ms.com

Consulte las normat¡vas nacionales, estatales, p rovincia les o muni pale§ acerca de cómo desechar
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Almacenamiento Y Estab¡lidad

O Almacénelo a una temperatura de 2-8 "C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8'C inmediatamente después de

su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la et¡queta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.
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cualqu¡er componente potenc¡a lmente tóxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, así como todos los materiales expuestos a ellas, deben

manipularse como susceptibles de transm¡t¡r una infección, y se deben desechar tomando las precauciones

adecuadas.l No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas

mucosas con los reactivos y las muestras. Si los react¡vos o las muestras entran en contacto con zonas

del¡cadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al mín¡mo la contaminac¡ón microbiana de los reactivos; de lo contrario, podría producirse un

aumento de la t¡nción no específica.

Cualquier t¡empo o temperatura de incubación que no sean los aquí especificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualqu¡er cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

control De Calidad

Las diferenc¡as en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laborator¡{rdel O
usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su prop¡o laboratorio, además de los s¡Bu¡entes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, b¡opsia o quirúrgicas fijadas en formol, procesadas e

incluidas en parafina, lo antes posible, de manera ¡déntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparación correcta de los tejidos y las técnicas de t¡nción adecuadas.

Debe ¡ncluirse un controlt¡sular posit¡vo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tinción o

serie de t¡nc¡ones realizada.

Un tei¡do con una t¡nc¡ón pos¡tiva débil es más adecuado que un tejido con una tinc¡ón posit¡va intensa para

lograr un control de calidad óptimo y para detectar niveles bajos de degradación del react¡vo.2

El tej¡do de control pos¡tivo recomendado es tumor del estroma gastro¡ntestinal (GIST).

S¡ el tej¡do de control posit¡vo no muestra t¡nc¡ón pos¡t¡va, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no válidos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del

antígeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es cerebelo-

O bien, la variedad de diferentes t¡pos de células presentes en la mayoría de los cortes de tejido ofrece con

frecuencia lugares de control neBativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tinción no específica, ésta t¡ene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados

a

Lrc. CAS M. LLEGAS

\-/ a¡roR DAOU
OlRtCfüRi\ Ii tcA - rvrt 19141

I In.Oi,rt( \ tt L.
HlpóLrTovi:1' r,r¿l! ttoo,DA(1602)

VICENTI tC, Li Í¡-t ,ti,-¡.),.i/5135-0t75

Página 151 de 205

OCIO 6EREN fE

)



o

exces¡vamente con formol puede observarse tamb¡én una tinción esporád¡ca del tejido conect

células ¡ntactas para la interpretación de los resultados de la tinción. A menudo, las células n

degeneradas quedan teñ¡das de forma no específica.3 También pueden observarse falsos po

causados por la unión no inmunológ ica a proteínas o a productos de reacción del sustrato. Estos

posit¡vos pueden estar causados tamb¡én por enzimas endógenas tales como la pseudoperoxidasa

(er¡troc¡tos), la peroxidasa endógena (citocromo C), o la b¡otina endógena (por ejemplo, de hígado, mama,

cerebro, riñón), en función del tipo de inmunotinción utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas

endógenas o los enlaces no específicos de las enzimas de la ¡nm unorreact¡vidad especÍfica, pueden

teñ¡rse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromógeno sustrato o con complejos enzimáticos

(avidina-biotina, estreptav¡dina, polímeros marcados) y cromógeno sustrato respect¡vamente. Si se produce

una t¡nc¡ón específica del control tisular negat¡vo, los resultados de las muestras de los pac¡entes deben

considerarse no válidos.

Control De Reactivo Negat¡vo

Ut¡l¡ce un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada

muestra del paciente a fin de evaluar la tinc¡ón no específica y obtener una mejor interpretación de la

t¡nc¡ón específica en el lugar en que se encuentra el antÍBeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes teñidas con NCL-L-DOG-I al f¡nal. La intensidad de la tinción

pos¡tiva debe valorarse en el contexto de cualquier tinción de fondo no específica del control de react¡vo

negativo. Como con cualquier prueba ¡nmunoh¡stocitoq uím ica, un resultado negativo sign¡fica que no se ha

detectado antígeno, y no que el antígeno esté ausente en las células o tejido probados. S¡ es necesario, use

un panel de ant¡cuerpos para identificar falsas reacc¡ones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon K9 detectó la proteína DOG-I, tiñendo la membrana y el c¡toplasma de las células con un bajo nivel

de intensidad en algunos tej¡dos gástricos (mucosa), cutáneos (mioepitelio de las glándulas sudoríparas) y

mamarios (mioepitelio de los conductos y las glándulas), y mostró una tinción variable en algunos casos en

las superficies secretoras de las glándulas salivales. (Cifra total de casos normales = 196).

Anormal del tejido

El clon K9 tiñó 43/46 tumores del estroma gastrointestinal, 1/6 liomiosarcomas y 1/1 hemangiopericito

sarcoma. No se observó tinción en fibrosarcomas (0/7), condrosarcomas (0/4), liomiomas (0/5),

histiocitomas fibrosos (0/3), ra bdomiosa rcomas pleomórf¡cos (0/2), rabdomiosa rcomas alveolares (0/2),

hemangiomas cavernosos (0/2), sarcomas s¡noviales (0/2), un angiol a (0/1), un mesenquimoma
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(0/1), un fibrol¡po ma (O/fl, un l¡poma (0/1), un tumor fibroso solitario (0/1), un sarcoma epiteloide (0/1), un

mesotel¡oma (0/1), un liposarcoma (0/1), un mixoliposarcoma (0/1), un dermatofibrosarcoma (0/1),

tumores tiro¡deos (0/4), tumores pulmonares (0/4), tumores ováricos (0/4), tumores hepáticos (0/4),

tumores cerebrales (0/2), tumores esofágicos (0/2), tumores mamarios (0/2), tumores gástricos (0/2),

tumores de tejidos blandos (0/2), tumores de Ia lengua (0/2), tumores metastásicos de origen desconocido

(0/2), tumores renales (0/2), tumores de cuello uterino (0/2), tumores testiculares (0/2), tumores del colon

(O/2), tumores del recto (0/2), tumores de la piel (0/2), un tumor de la laringe (0/1) ni un tumor del timo

(0/1). (Cifra totalde casos anormales = 134).

El NCI-L-DOG-I se recomienda pare la detecc¡ón de proteína DOG-1 humana en teiidos normales y

neoplás¡cos.

Lim¡taciones Generales

La inm unohistocitoq u ím ica es un proceso de diagnóstico en varias fases que abarca: la formación

especial¡zada en Ia selección de los reactivos apropiados, la selección, fijación y procesamiento de tejidos, la

preparación del portaobjeto para lHQ, y la interpretación de los resultados de la tinción.

La t¡nción de los tej¡dos depende de la manipulación y el procesamiento del tejido previos a Ia tinción. Una

fijación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la

contaminación con otros tejidos o líquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos

negativos. La apar¡ción de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijación y

de inclusión, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratinc¡ón excesiva o incompleta puede poner en pel¡Bro la ¡nterpretac¡ón correcta de los

resultados.

La interpretación clínica de cualquier tinción o de su ausencia debe complementarse con estudios

morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el

contexto del historial clínico del paciente y de otras pruebas d¡agnósticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, seBún se ¡ndique, con secciones

congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijación específicos. Puede producirse una expresión

inesperada del antígeno, especialmente en las neoplasias. La interpretación clínica de cualquier sección de

tejido teñida debe ¡ncluir un anál¡sis morfolóBico y la evaluación de los controles apropiados.

Bibliografía - General

1. Nat¡onal Committee for Clln¡cal Laboratory Standards (NCCLS). Protect¡on of laboratory workers from

infectious diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. Villanova, P.A. 1991;7(9). order

code M29-P

2. Battifora H. Diagnostic uses of antibodies to keratins: a review and immunoh¡stochemical comparison of

seven monoclonal and three polyclonal antibodies. Progress in Surgical logy. 6:1-15. eds. Fenoglio-
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Correcciones A La Publicación Anter¡or

Composición Del Reactivo, Concentrac¡ón Total De Proteína, Recomendaciones De Uso, Advertenc¡as Y

Precauciones, Resultados Esperados.

Fecha De Publ¡cación

17 de junio de 2015

Morcodor celular e pite li ol (E N D-L-CE)

lnd¡cac¡ones De Uso

Poro uso diognóstico in vitro.

NC[-L-END está indicado para la identificación cualitat¡va en secciones de paraf¡na, med¡ante microscopia

óptica, de moléculas CD34 humanas. La interpretac¡ón clín¡ca de cualqu¡er t¡nc¡ón o de su ausencia debe

O comp¡ementarse con estud¡os morfolóBicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólo8o

cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clínico del paciente y de otras pruebas diagnósticas.

Principio Del Proced¡miento

Las técn¡cas de t¡nción ¡nmunohistoc¡toq uímica (lHQ) permiten la visualización de antígenos mediante la

aplicación secuencial de un anticuerpo especifico d¡rigido contra el antígeno (anti€uerpo primario), un

ant¡cuerpo secundario dirig¡do contra el anticuerpo primario y un complejo enzimático con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La act¡vac¡ón enzimática del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antfeno, Luego se puede contrateñ¡r la muestra y

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan util¡zando un microscop¡o ópt¡co y son de ayuda

en el diagnóstico diferencial de los procesos fisiopatológicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antígeno.
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lnmunógeno

Suspensión vesicular solubilizada con detergente preparada a partir de un perfusado de placenta de

embarazo llevado a término humana.

Especificidad

Molécula CD34 h u mana

Composición Del Reactivo

NCL-L-END es un sobrenadante de cultivo tisular líquido que contiene azida sódica como conservante.

Clase de lg

¡gG1

Concentración Total De Proteína

Consulte la et¡queta del vial para ver la concentración total de proteína específica del lote

Concentrac¡ón De Anticuerpo

lgual o superior a 267ñg/L. Consulte en la etiqueta del vial la concentrac¡ón de lg específica del lote

Recomendaciones De Uso

lnmunohistocitoquímica con secciones de parafina.

Recuperación del epítopo inducido por enzima (EIER): Por favor, s¡ga las instrucciones de uso de

Novocastra Enzyme Proteinase K (lHC).

Dilución sugerida: 1:100 durante 30 minutos a 25 'C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe

determinar sus prop¡as diluc¡ones de traba¡o óptimas.

Visualización: Por favor, s¡ga las ¡nstrucciones de uso de Novolink'" Polymer Detection Systems. Para

obtener más información sobre el producto o para recibir soporte, póngase en contacto con su distr¡bu¡dor

local o con la oficina regional de Le¡ca B¡osystems, o bien v¡s¡te el sit¡o web de Leica Biosystems,

www.LeicaBiosystems.com

El rendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se utiliza con otros s¡stemas manuales de tinción

o plataformas automatizadas.

Almacenam¡ento Y Estabilidad

Almacénelo a una temperatura de 2-8 "C. No lo congele. Devuélvalo a inmediatamente después de
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su uso. No lo utilice después de la fecha de caduc¡dad indicada en la etiqueta del vial. Cualesq

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por

Preparación De las Muestras

El f¡jador recomendado para secciones de tejido ¡ncluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%,

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto

de origen b¡ológico, debe manipularse con precauc¡ón.

Este react¡vo cont¡ene azida sódica. Está disponible una Hoja de información sobre la seguridad del

material, previa petición, o en www. LeicaB¡osystems.com

Consulte las normativas nac¡onales, estatales, provinciales o mun¡c¡pales acerca de cómo desechar

I cualQuiercomponente potencialmentetóxico.

Las muestras, antes y después de ser f¡jadas, asícomo todos los mater¡ales expuestos a ellas, deben

manipularse como susceptibles de transmit¡r una infección, y se deben desechar tomando las precauc¡ones

adecuadas.l No pipetee nunca los reactivos con la boca, y ev¡te el contacto de la piel y de las membranas

mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmed¡atamente al médico.

Reduzca al mÍnimo la contaminac¡ón m¡crob¡ana de los react¡vos; de lo contrario, podría producirse un

aumento de la tinción no específica.

Cualquier t¡empo o temperatura de incubación que no sean los aquíespecificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

O Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los proced¡m¡entos técn¡cos del laboratorio del

usuario pueden producir una variabilidad significativa en Ios resultados; por ello, es necesar¡o que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su prop¡o laboratorio, además de los siguientes proced¡mientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, b¡opsia o quirúrg¡cas f¡¡adas en formol, procesadas e

¡ncluidas en parafina, lo antes pos¡ble, de manera idéntica a la ut¡l¡zada para la muestra o muestras del

pac¡ente o pacientes.

Control Tisular Pos¡tivo

5e ut¡l¡za para ¡ndicar la preparación correcta de los tejidos y las técnicas de t¡nción adecuadas.

Debe ¡nclu¡rse un control tisular pos¡t¡vo por cada conjunto de cond¡c¡ones de ensayo en cada tinción o

serie de t¡nc¡ones realizada.

Un tejido con una t¡nción positiva débil es más adecuado que un te do con una tinc¡ón pos¡tiva ¡ntensa para
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lograr un control de calidad óptimo y para detectar niveles bajos de degradación del reactivo.2

El tei¡do de control pos¡tivo recomendado es amígdalas o placenta (endotelio vascular).

S¡ el teiido de control positivo no muestra t¡nc¡ón posit¡va, los resultados de las muestras analizadas deben

cons¡dera rse no válidos.

control T¡sular NeBativo

Debe examinarse después del control de tejido pos¡tivo, a f¡n de verificar la especificidad del marcado del

antígeno diana por el anticuerpo primar¡o.

El tejido de control negativo recomendado es amígdalas (células no vasculares).

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoría de los cortes de tej¡do ofrece con

frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tinción no específica, ésta t¡ene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fiiados

excesivamente con formol puede observarse también una tinción esporádica del tejido conect¡vo. Ut¡l¡ce a
células intactas para la interpretación de los resultados de la tinc¡ón. A menudo, las células necróticas o

degeneradas quedan teñidas de forma no específica.3 También pueden observarse falsos positivos

causados por la unión no inmunológica a proteínas o a productos de reacc¡ón del sustrato. Estos falsos

pos¡tivos pueden estar causados también por enzimas endógenas tales como la pseudoperoxidasa

(eritroc¡tos), la peroxidasa endógena (c¡tocromo C), o la biotina endógena (por ejemplo, de hígado, mama,

cerebro, riñón), en función del tipo de inmunot¡nción utilizada. Para diferenciar la activ¡dad de las enzimas

endógenas o los enlaces no específicos de las enz¡mas de la inmunorreactividad especifica, pueden

teñirse otros tejidos del paciente exclus¡vamente con cromógeno sustrato o con complejos enzimáticos

(avidina-biotina, estreptav¡dina, polímeros marcados) y cromógeno sustrato respectivamente. Si se produce

una t¡nción específica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pac¡entes deben

considerarse no válidos. o
Control De Reectivo Negativo

Ut¡lice un control de reactivo negat¡vo no específico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada

muestra del paciente a fin de evaluar Ia tinción no específica y obtener una mejor interpretación de la

tinción especÍfica en el lugar en que se encuentra el antígeno.

Tejido Del Paciente

Exam¡ne las muestras del pac¡ente o pacientes teñidas con NCL-L-END al f¡nal. La intensidad de la tinc¡ón

pos¡tiva debe valorarse en el contexto de cualquier tinción de fondo no específica del control de reactivo

negativo. Como con cualquier prueba inm unohistocitoq u Ímica, un resultado neBat¡vo si8n¡f¡ca que no se ha

detectado antígeno, y no que el antígeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesar¡o, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.
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Resultados esperados

Tejidos normales

El clon QBEnd/10 detecta al marcador celular endotel¡al (CD34) en el citoplasma del endotelio vasc

diversos tejidos normales. (Número total de casos normales evaluados = 57).

Anormal del tejido

El clon QBEnd/lo tiñ6 27 /L37 tejidos a norma les eva luados, incluyendo tu mores de piel 11-3177 , incluyendo

9/10 dermatof¡brosarcomas, 2/3 schwannomas mal¡gnos, 1/1 fibrosarcoma, 1/15 melanomas malignos,

0/16 carcinomas de células escamosas,0/14 carc¡nomas de células basales,0/10 carc¡nomas de células

sudorÍparas,0/3 adenocarcinomas metastásicos, 0/2 carcinomas císticos adenoides,0/L adenocarc¡noma

sebáceo, 0/1 sarcoma pleomórfico indiferenciado y 0/1 leiomiosarcoma), leucemias linfoblásticas agudas

(6/10), sarcoma de Ka posi (4/4), tumores de los tejidos blandos (214, incluyendo 1/1 angiosarcoma, 1/1

hemangioma, 0/1 ganglioneuromay O/1, fibromatos¡s), tumores ováricos (1/4, ¡ncluyendo 1/1 tumor de

células germinales, 0/2 adenocarcinomas y 0/1 carcinoma de células claras), granuloma piogénico (1/1),

carcinomas papilares tiroideos (0/4), carc¡nomas pulmonares (0/4), tumores de hígado (0/5),

carcinomas de mama (0/2), tumores cerebrales (0/2), carcinomas de las células escamosas del esófago

(0/2), carcinomas de las células escamosas de la lengua (0/2), carcinomas de las células escamosas del

cérvix l0/2l, seminomas testiculares (0/2), adenocarcinomas del estómago (0/2), adenocarcinomas del

colon (0/2), adenocarcinomas del recto (0/2), carcinomas de las células renales (0/2), tumores

mestastásicos sin especificar (0/2), carc¡noma de las células escamosas de la laringe (0/1) y umor carcinoide

atíp¡co del timo (0/1) (Número total de casos evaluados = 137).

NCL-L-END se recomienda para la identificación de la expresión de CD34 en distintos tipos de neoplasias,

incluyendo tumores vasculares y leucem¡as linfoblásticas agudas,

-. LimitacionesGeneralest
La inmunohistocitoq uím¡ca es un proceso de d¡agnóstico en varias fases que abarca: la formación

especializada en la selecc¡ón de los reactivos apropiados, la selección, fijación y procesamiento de tejidos, la

preparación del portaobjeto para lHQ, y la interpretac¡ón de los resultados de la tinción.

La tinc¡ón de los tejidos depende de la man¡pulac¡ón y el procesam¡ento del teiido previos a la tinción. Una

fijación, congelación, descongelac¡ón, lavado, secado, calentamiento o secc¡onamiento incorrectos, o la

contaminación con otros tejidos o líquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos

negativos. [a aparición de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijación y

de inclusión, o a irregularidades ¡nherentes al te.l¡do.4

Una contrat¡nción excesiva o incompleta puede poner en pel¡gro la interpretación correcta de los

resultados.

La interpretac¡ón clín¡ca de cualquier tinción o de su ausencia de e lementarse con estudios

DIRFCTOKA TT
AN 'J OAOU

19141

LUCAS M. VILLEGAS
SOCIO GERENTI

t!tc
irlPOt' fl) Y Rlr .-ri

' ilt¡'lIf toPt¿ I
iN
EL,

Tl( : R.L.

2l¿rr FroRi0A ( r6tl2 )

47r1.9921 I 
'41'' 

¡t75

Página 158 de 205

'(



morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cual¡ficado debe evaluarla en el

contexto del histor¡al clín¡co del paciente y de otras pruebas d¡agnósticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para ut¡lizarlos, según se indique, con secciones

conBeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijación específicos. Puede producirse una expresión

¡nesperada del antígeno, especialmente en las neoplasias. La interpretación clínica de cualquier sección de

tejido teñida debe incluir un anál¡s¡s morfológico y la evaluación de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicación Anterior

Composición del react¡vo, Concentración de proteína total, Recomendaciones de uso, Advertencias y

precauciones, Resultados esperados

Fecha De Publicación

29 de mayo de 20L3

Al pho-Sarcog lyco n ( A-5ARC-L-CE )

lndicaciones De Uso

Poro uso diognóstico in vitro.

NCL-L-a-SARC está indicado para la identificac¡ón cualitat¡va en secciones conBeladas, mediante microscopía

óptica, de moléculas de Alpha-Sarcoglycan (Adhalin). La ¡nterpretación clínica de cualquier t¡nción o de su

ausencia debe complementarse con estud¡os morfolóBicos, con el uso de los controles adecuados, y un

anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el contexto del histor¡al clínico del paciente y de otras

pruebas d¡agnósticas.

Principio Del Procedim¡ento

Las técnicas de tinción inmunohistocitoquímica (lHQ) permiten la visualización de antígenos mediante la

apl¡cac¡ón secuencial de un anticuerpo específico dirigido contra el antígeno (anticuerpo primario), un

anticuerpo secundario dirigido contra el ant¡cuerpo primar¡o y un comple¡o enzimát¡co con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activación enzimática del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antíBeno. Luego se puede contrateñir la muestra y

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se ¡nterpretan utilizando un microscopio óptico y son de ayuda

en el diagnóstico diferenc¡al de los procesos fisiopatológicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado a ntígeno.
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lnmunógeno

Proteína de fusión que contiene los aminoácidos 217 a 289 de la secuencia de la adhalina de conejo

(Roberds sL et al., 1993).

Espec¡f¡cidad

Alfa-sa rcogl¡ca no humano, también conocido como adhalina. Además, reacciona intensamente de forma

cruzada con el a lfasa rcog lica no presente en secciones de músculo de ratón, rata, cone.¡o, hámster y cerdo

No reacciona con músculo de pollo.

Composición Del React¡vo

NCI-L-a-SARC es un sobrenadante de cultivo tisular líquido que cont¡ene azida sódica 15 mM como

conserva nte.

Clase de lg

lgGl

Concentración Total De Proteína

f,O-8,0 g/L. Consulte la et¡queta del v¡al para ver la concentración total de proteína específica del lote.

o

Concentración De Anticuerpo

lgual o superior a 58,5 mg/L seBún se ha determ¡nado med¡ante ELISA. Consulte en la et¡queta del vial la

concentración de lg específica del lote.

Recomendaciones De Uso

lnmunohistocitoquímica (ver D. Metodología) con secciones congeladas. Dilución sugerida: 1:10G-1":200

durante 60 minutos a 25 'C.

Ésta es tan solo una pauta y cada usuario debe determ¡nar sus propias diluciones de trabajo óptimas a
Almacenam¡ento Y Estabilidad

Almacénelo a una temperatura de 2-8'C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8'C inmed¡atamente después de

su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

coñd¡c¡ones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparación De Las Muestras

Congele los bloques de tejido en isopentano enfriado en n¡trógeno líquido (consulte Advertencias y

precauciones). Las muestras no requieren mayor fijación, pero deben incluirse en el compuesto OCT"

(5akura, Np de producto Tissue-Tek 4583).
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Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un p

de origen biológico, debe manipularse con precaución.

La molaridad de la azida sódica en este react¡vo es 15 mM. S¡ la solic¡ta, existe una hoja de información

sobre la seguridad del mater¡al (MSDS) azida sódica a su disposición.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cómo desechar

cualq uier componente potenc¡almente tóx¡co.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, así como todos los mater¡ales expuestos a ellas, deben

man¡pularse como susceptibles de transm¡tir una infección, y se deben desechar tomando Ias precauciones

adecuadas.l No p¡petee nunca los react¡vos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas

mucosas con los reactivos y las muestras. Si los react¡vos o las muestras entran en contacto con zonas

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda ¡nmediatamente al médico.

Reduzca al míii¡riro ta contam¡nación microbiana de los reactivos; de lo contrario, podría producirse un

aumento de la t¡nción no específica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubación que no sean los aquíespecificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualquier camb¡o de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

El nitrógeno líquido, a causa de su temperatura extremadamente baja, causa quemaduras, por lo que debe

ponerse ropa protectora, incluidos guantes y v¡sor, para manipularlo. Úsese en un área bien ventilada.

El isopentano es altamente inflamable, y dañino por ingestión e inhalación. Además, irrita los ojos y la piel,

y es narcótico a altas co nce ntra cio nes.

Control De Calidad

Las d¡ferencias en el procesamiento de los tejidos y en los proced¡mientos técn¡cos del laboratorio del

¡ 
usuario pueden producir una variabilidad significat¡va en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su propio laborator¡o, además de los sigu¡entes proced¡mientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autops¡a, biopsia o quirúrgicas, congeladas lo antes posible de

manera idéntica a la utilizada para ¡a muestra o muestras del paciente o pac¡entes.

Control Tisular Pos¡t¡vo

Se ut¡liza para ind¡car la preparación correcta de los tejidos y las técnicas de tinción adecuadas.

Debe ¡nclu¡rse un control t¡sular pos¡tivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tinción o

serie de t¡nc¡ones realizada.

Un tei¡do con una t¡nc¡ón positiva déb¡l es más adecuado que un te¡ido con una tinción pos¡tiva ¡ntensa para

lograr un control de cal¡dad ópt¡mo y para detectar niveles bajos de deBradación del react¡vo.2

El tejido de control positivo recomendado es músculo esquelético.

Si el tejido de control no muestra tinción pos¡tiva, los resu It os de las muestras analizadas deben
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considera rse no válidos.

Control De Reactivo Negativo

Ut¡lice un control de react¡vo negat¡vo no específ¡co en lugar del ant¡cuerpo primario con un corte de cada

muestra del paciente a fin de evaluar la tinción no específica y obtener una mejor interpretación de la

tinción específ¡ca en el lugar en que se encuentra el antÍgeno.

Tejido Del Páciente

Examine las muestras del paciente o pacientes teñidas con NCL-L-a-SARC al final. La ¡ntens¡ili Oe la tinc¡ón

pos¡tiva debe valorarse en el contexto de cualquaer t¡nción de fondo no específica del control de react¡vo

negativo. Como con cualquier prueba inm unohistoc¡toq uÍm¡ca, un resultado negativo significa que no se ha

detectado antígeno, y no que el antígeno esté ausente en las células o tejido probados. S¡ es necesar¡o, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negat¡vas.

Resultados esperados

Tej¡dos norma les

El clon Ad1/20A6 detecta la proteína alfu-sa rcoglicano (adhal¡na)en el sarcole de las fibras muscula res
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control Tisular Negat¡vo

Debe examinarse después del control de tejido posit¡vo, a fin de verificar la especificidad del marcado del

antígeno diana por el anticuerpo primario.

No se ha evaluado el tejido de control negativo recomendado.

O bien, la variedad de d¡ferentes t¡pos de células presentes en la mayoría de los cortes de tejido ofrece con

frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una t¡nción no específica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de te.iido fijados

exces¡vamente con formol puede observarse también una tinción esporádica deltejido conectivo. Utilice

células intactas para la ¡nterpretación de los resultados de la tinción. A menudo, las células necróticas o

degeneradas quedan teñidas de forma no específ¡ca.3 También pueden observarse falsos positivos

causados por la unión no inmunológica a proteínas o a productos de reacción del sustrato. Estos falsos

posit¡vos pueden estar causados también por enzimas endógenas tales como la pseudoperoxidasa

(er¡troc¡tos), la peroxidasa endógena (citocromo C), o la biotina endógena (por ejemplo, de higado, mama,

cerebro, riñón), en función del t¡po de inmunotinción utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas

endógenas o los enlaces no específicos de las enzimas de la inmunorreact¡vidad específica, pueden teñirse

otros tej¡dos del paciente exclusivamente con cromógeno sustrato o con complejos enzimáticos (av¡dina-

b¡otina, estreptav¡dina, polÍmeros marcados) y cromógeno sustrato respectivamente. Si se produce una

t¡nc¡ón específ¡ca del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considera rse no válidos.
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esq ueléticas y ca rdÍacas.

Te.jidos tumorales

El clon Ad1/20A6 se ha ut¡lizado en estudios inmu nohistoquímicos y de inmunoblotting de más de

pacientes a fin de identificar una deficiencia de la glicoproteína asociada a la distrofina, que es el alfa-

sa rcogl¡ca no (50 kD).

NCL-L-a-SARC está recomendado para util¡zarse como parte de un panel de anticuerpos en

inmunohistoquímica para dirigir el análisis de las mutaciones genéticas en el diagnóstico y diferenciación

de las distrofias musculares recesivas, En concreto, para identificar la alfa-sarcoglicanopatía (d¡strofia

muscular de las cinturas de las extremidades, de tipo 2D) y la distrofia muscular autosómica recesiva

infant¡l grave {SCARMD, por sus s¡glas en inglés), en las que pueden producirse mutac¡ones en el gen que

codifica el alfa-sarcoglicano, o expresión defectuosa del alfa-sarcoglicano.

! timitacionesGenerales

La inmunoh¡stoc¡toquím ica es un proceso de diagnóstico en varias fases que abarca: la formación

especializada en la selección de los reactivos apropiados, la selección, fijación y procesamiento de te.iidos, la

preparación del portaobjeto para lHQ, y la ¡nterpretación de los resultados de la tinción.

La tinción de los tejidos depende de la manipulación y el procesam¡ento del tejido previos a la tinción. Una

fijación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la

contaminación con otros teiidos o líquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos

negativos. La aparic¡ón de resultados ¡ncoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijación y

de inclusión, o a irregularidades inherentes altei¡do.4

Una contrat¡nc¡ón excesiva o incompleta puede poner en peligro la ¡nterpretación correcta de los

resultados.

- 
La ¡nterpretac¡ón clínica de cualqu¡er t¡nción o de su ausencia debe complementarse con estudiost,
morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el

contexto del historialclínico del paciente y de otras pruebas diagnósticas.

Los ant¡cuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, según se indique, con secciones

congeladas o incluidas en parafina, con requis¡tos de fijación específicos. Puede producirse una expresión

inesperada del antígeno, especialmente en las neoplasias. La interpretación clínica de cualqu¡er sección de

tej¡do teñ¡da debe incluir un análisis morfológico y la evaluación de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicación Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicación

20 de lunio de 2008

! Uutodolosía inmunohistoquímica para el uso de anticuerpos NovocastraTM con tejido muscular

congelado.

Reactivos necesarios que no se suministran

1. Solventes estándar utilizados en inm unohistoquímica.

2. Solución sal¡na tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

3. Diluyente de anticuerpos - suero normal diluido óptimamente en TBS.

4. Sueros normales de la especie en la que se ha producido el anticuerpo secundario.

5. Anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa - utilizado de la forma recomendada por el fabr¡cante.

6. Tetraclorh id rato de 3,3'd¡aminobenz¡dina (DAB) - preparado y utilizado de la forma recomendada por el

fabricante.

7. Medio de montaje - ut¡l¡zado de la forma recomendada por el fabricante.

o
Equipo necesario que no se suministra

1. lncubador ajustado a 25 'C.

2. Equipo de laboratorio ut¡lizado generalmente para inmunohistoq uím ica,

3. Ventilador eléctr¡co para secar los portaobjetos al aire.

Soluciones de recuperación de antígenos (consulte las Recomendacioñes de uso)

No aplicables a secc¡ones congeladas.

Metodología

Antes de poner en práctica esta metodología, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas

inm unohistoq uímicas.

Los usuarios deben determinar las diluciones óptimas de los anticuer menos que se indique otra cosa,
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todos los pasos se llevan a cabo a 25 "C.

1. Corte y monte secciones de 4-10 Bm en portaobjetos revest¡dos de un adhesivo de tejidos adecuado y

seque alaire durante al menos una hora.

2. lncube las secciones con el ant¡cuerpo primario óptimamente diluido (consulte las Recomendaciones de

uso).

3. Lave en tampón TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

4. lncube las secciones en el ant¡cuerpo secundario conjugado con peroxidasa apropiado.

5 Lave en tampón TBS durante 2 x 5 m¡nutos con sacudim¡ento suave.

6lncube los portaobjetos en DAB.

7. Lave los portaobjetos en agua l¡mpia.

8, Deshidrate, aclare y monte las secciones,

Correcciones a la publicación anterior

No aplica ble.
o

Fecha de publicación

5 de febrero de 2004

B eto - Sa r cog lycd n ( B-SAR C- L-CE )

lndicaciones De Uso

Poro uso diagnóstico in vitro.

NCL-L-b-SARC está indicado para la identif¡cación cualitativa en secciones congeladas, mediante microscopÍa

óptica, de moléculas de Beta-Sarcoglycan. La interpretación clínica de cualquier tanc¡ón o de su ausencia

debe complementarse con estudios morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un O
anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el contexto del histor¡al clínico del paciente y de otras

pruebas d¡agnósticas.

Principio Del Procedimiento

Las técn¡cas de tinción inmunohistocitoq uÍm ica (lHQ) perm¡ten la visual¡zación de antígenos med¡ante la

aplicación secuencialde un ant¡cuerpo específico dirigido contra el antÍgeno (anticuerpo primar¡o), un

ant¡cuerpo secundar¡o dirigido contra el ant¡cuerpo primario y un complejo enz¡mát¡co con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activac¡ón enzimát¡ca del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contrateñir la muestra y

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan ut¡l¡zando un m¡croscopio óptico y son de ayuda

en el d¡agnóst¡co diferencial de los procesos fisiopatológicos, que pueden esta o no vinculados a un

ANDR oAo
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I

determ inado antígeno

Clon

Bsarc/s81

lnmunógeno

Proteína de fusión RBSG-NT de la secuencia del beta-sarcoglicano humano.

Espec¡fic¡dad

Beta-sarcoglicano humano (43 kD).

Compos¡c¡ón Del Reactivo

NCL-L-b-SARC es un sobrenadante de cultivo t¡sular líquido que contiene az¡da sódica L5 mM como

conservante...-

clase de lg

lgGl

Concentrac¡ón Total De Proteína

1,0-8,0 C/1. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentrac¡ón total de proteína específica del lote.

Concentrac¡ón De Anticuerpo

lgual o superior a 26 mg/L según se ha determinado med¡ante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentración de lg específica del lote.

Recomendaciones De Uso

lnmunohistocitoquím¡ca (ver D. Metodología) con secc¡ones congeladas. Dilución sugerida: 1:50-1:200

durante 60 m¡nutos a 25 'C.

Ésta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus prop¡as diluc¡ones de trabajo óptimas.

Almacenam¡ento Y Estabil¡dad

Almacénelo a una temperatura de 2-8 "C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8'C ¡nmediatamente después de

su uso. No lo utilice después de la fecha de caduc¡dad indicada en la et¡queta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arr¡ba especif¡cadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparación De Las Muestras

Congele los bloques de tej¡do en isopentano enfriado en nitrógeno líqu¡do (consulte Advertencias y

precauciones). Las muestras no requieren mayor f¡jac¡ón, pero deben incluirse en el compuesto OCT'"

(Sakura, Ne de producto Ti
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Advertencias Y Precauciones

Este react¡vo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto

de origen biológico, debe manipularse con precaución.

La molaridad de la azida sódica en este reactivo es 15 mM. S¡ la sol¡c¡ta, existe una hoja de información

sobre la seguridad del material(MSDS) azida sód¡ca a su dispos¡ción.

Consulte las normat¡vas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cómo desechar

cua lquier componente potenc¡almente tóxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, así como todos los materiales expuestos a ellas, deben

man¡pularse como susceptibles de transmit¡r una infección, y se deben desechar tomando las precauciones

adecuadas.l No pipetee nunca los reactivos con la boca, y ev¡te el contacto de la piel y de las membranas

mucosas con los reactivos y las muestras. Si los react¡vos o las muestras entran en contacto con zonas

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al mínimo la contaminación microbiana de los reactivosj de lo contrario, podría producirse un O
aumento de la tinción no específica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubación que no sean los aquí especificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

El nitrógeno líquido, a causa de su temperatura extremadamente baja, causa quemaduras, por lo que debe

ponerse ropa protectora, incluidos guantes y visor, para manipularlo. Úsese en un área bien ventilada.

El isopentano es altamente inflamable, y dañino por ¡ngest¡ón e inhalac¡ón. Además, irr¡ta los ojos y la piel,

y es narcótlco a altas concentraciones.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técn¡cos del laboratorio del

usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesar¡o que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su prop¡o laboratorio, además de los s¡guientes procedimientos. O
Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, b¡opsia o quirúrgicas, congeladas lo antes pos¡ble de

manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del paciente o pacientes.

Control Tisular Posit¡vo

Se utiliza para indicar la preparación correcta de los tejidos y las técnicas de t¡nción adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada t¡nc¡ón o

serie de t¡nciones real¡zada.

Un tejido con una tinción pos¡t¡va débil es más adecuado que un tejido con una t¡nción posit¡va intensa para

lograr un control de calidad óptimo y para detectar niveles bajos de degradación del reactivo,2

El tejido de control positivo recomendado es músculo esquelét¡co S¡ el tej¡do de control positivo no muestra

t¡nción posit¡va, los resultados de las muestras analizadas deben considera no vá lidos
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Control Tisular Negat¡vo

Debe exam¡narse después del control de tej¡do positivo, a fin de verificar la especificidad del

antígeno diana por el anticuerpo primario.

No se ha evaluado el tejido de control negativo recomendado.

o bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoría de los cortes de tej¡do ofrece con

frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tinción no específica, ésta t¡ene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados

excesivamente con formol puede observarse también una tinción esporád¡ca del tej¡do conectivo. Utilice

células intactas para la interpretación de los resultados de la t¡nción. A menudo, Ias células necrót¡cas o

degeneradas quedan teñidas de forma no especÍf¡ca.3 También pueden observarse falsos pos¡tivos

causados por la unión no inmunológica a proteÍnas o a productos de reacción del sustrato. Estos falsos

pos¡t¡vos pueden estar causados también por enz¡mas endóBenas tales como la pseudoperoxidasa

(eritroc¡tos), la peroxidasa endógena (citocromo C), o la biotina endógena (por elemplo, de hígado, mama,

cerebro, riñón), en func¡ón del tipo de ¡nmunot¡nc¡ón utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas

endógenas o Ios enlaces no específicos de las enzimas de la inmunorreactividad específica, pueden

teñ¡rse otros tej¡dos del paciente exclus¡vamente con cromógeno sustrato o con comple.¡os enz¡máticos

(avid ina- biotina, estreptav¡dina, polímeros marcados) y cromógeno sustrato respectiva mente. Si se produce

una tinción especÍfica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no válidos.

Control De Reactivo Negativo

Ut¡l¡ce un control de react¡vo negativo no específico en lugar del ant¡cuerpo primario con un corte de cada

muestra del paciente a fin de evaluar la tinción no específ¡ca y obtener una mejor interpretación de la

tinción específ¡ca en el lugar en que se encuentra el antígeno.

Tejido Del Pac¡ente

Examine las muestras del pac¡ente o pacientes teñidas con NCL-L-b-SARC al final. La intensidad de la tinción

positiva debe valorarse en el contexto de cualqu¡er t¡nc¡ón de fondo no específica del control de reactivo

negativo. Como con cualqu¡er prueba inm unohistocitoqu ím¡ca, un resultado negat¡vo sign¡f¡ca que no se ha

detectado antígeno, y no que el antígeno esté ausente en las células o teiido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

esquelét¡cas, cardiacas y l¡sas. Además, reacc¡ona de forma cruzada co a-sarcoglicano presente en
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Resultados esperados

Tejidos normales

El clon bSarcl/5B1 detecta la proteína beta-sarcoglicano en el sarcolema de las fibras musculares



secc¡ones de músculo de ratón, rata, conejo, perro, pollo, hámster y cerdo.

Tejidos tumorales

El clon bsarcl/581 se ha ut¡l¡zado en estudios inmunohistoquímicos y de inmunoblotting de más de 850

pacientes a fin de identificar una deficiencia de la glicoproteína asoc¡ada a la d¡strofina, de 43 kD, que es el

beta-sarcoglica no.

NC[-[-b-SARC está recomendado para ut¡l¡zarse como parte de un panel de ant¡cuerpos en

inmunohistoquímica para dirigir el análisis de las mutaciones genét¡cas en el diagnóstico y diferenciación

de las distrofias musculares recesivas. En concreto, para ident¡ficar la beta-sarcoglicanopatía (distrofiá

muscular de les c¡nturas de las extremidades, de tipo 2E), en la que pueden producirse mutaciones en el

gen que codifica el beta-sarcoglicano, o expres¡ón defectuosa del beta-sarcoglicano.

Lim¡taciones Generales

La inmunohistocitoquímica es un proceso de diagnóstico en varias fases que abarca: la formación

especializada en la selección de los react¡vos apropiados, la selección, fijac¡ón y procesam¡ento de tejidos, la

preparación del portaobjeto para lHQ, y lá interpretación de los resultados de la tinción.

La tinción de los tejidos depende de la manipulación y el procesam¡ento del tejido previos a la tinción. Una

fijación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentamiento o seccionam¡ento ¡ncorrectos, o la

contaminación con otros tejidos o líquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos

negativos. Lá aparición de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijación y

de inclusión, o a irregularidades inherentes altejido.4 Una contratinc¡ón excesiva o incompleta puede poner

en peligro la interpretac¡ón correcta de los resultados.

La interpretación clínica de cualquier tinción o de su ausencia debe complementarse con estudios

morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el

contexto del historial clínico del paciente y de otras pruebas d¡agnóst¡cas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, según se indique, con secc¡ones

conBeladas o incluidas en parafina, con requ¡sitos de fijación especificos. Puede producirse una expresión

inesperada del antígeno, especialmente en las neoplasias. La interpretación clínica de cualquier sección de

tejido teñ¡da debe inclu¡r un anális¡s morfolóB¡co y la evaluación de los controles apropiados.

Bibl¡ografía - General

L. Nat¡onal Committee for Clin¡cal Laboratory Standards (NCCLS). Protect¡on of laboratory workers from

infectious diseases transmitted by blood and t¡ssue; proposed guideline. Villanova, PA. 1991;7(9). Order

code M29-P.

2. Battifora H. Diagnostic uses of antibodies to keratins: a review and ¡mm unoh istochemical comparison of

seven monoclonal and three polyclonal antibodies. Progress in Surgical Pathology.6:1-15. eds. Fenoglio-

Preiser C, Wolff CM, Rilke F. Field & Wood, lnc., Philadelphia
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14:767.

4. Omata fM, Liew CI, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis

B surface antigen: a poss¡ble source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical

Pathology. 1980; 73:626.

5. Anderson LVB. Mult¡plex Western blot analysis of the muscular dystrophy proteins. Chapter 22, p369-

386, in Muscular Dystrophy: Methods and Protocols (number 43 ¡n the fvlethods in Molecular Medicine
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9. Vainzof M, More¡ra ES, Canovas M, et al. Part¡al alpha-sarcoglycan deficiency with retention of the

dystrophin-glycoprotein complex in a LGMD2D family. Muscle Nerve.2000;23(6):984-988.

lo.Anderson iVg and Dav¡son K. Mult¡plex Western blott¡ng system for the analysis of muscular dystrophy

proteins. American Journal of Pathology. 1999; 15a(4):1017-1022.

11.O'Brien DP, Johnson GC, L¡u LA, et al. Lamin¡n alpha2 (meros¡n) -defic¡ent muscular dystrophy and

demyelinating neuropathy in two cats. Journal ofthe Neurological Sciences 200L; L89:37-43.

12.Sher¡ffs lN, Rampling D and Smith VV Paraffin wax embedded muscle is suitable for the diagnosis of

muscular dystrophy. Journal of Clinical Pathology. ?OOL; 54\71:5f7-52A.

I3.Ueda H, Ueda K, Baba -1,, et al. Delta and gam ma-sarcoglycan local¡zat¡on in the sarcoplasmic ret¡culum of
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Correcciones A La Publicación Anterior

No aplica ble.

Fecha De Publ¡cac¡ón

20 de noviembre de 2Ol3

Metodología inmunoh¡stoquímica para el uso de ant¡cuerpos NovocastraTM con tejido mus[ular

congelado.

React¡vos necesarios que no se sum¡nistran

l. Solventes estándar utilizados en in m unohistoqu ím¡ca.
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2. Solución salina tampónada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

3. D¡luyente de anticuerpos - suero normal diluido óptimamente en TBS.

4. Sueros normales de la especie en la que se ha producido el anticuerpo secundario.

5. Anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa - ut¡l¡zado de la forma recomendada por el fabricante.

6. Tetraclorh¡d rato de 3,3' diaminobenzidina (DAB) - preparado y utilizado de la forma recomendada por el

fa bricante.

7. Medio de montaje - utilizado de la forma recomendada por el fabricante.

Equipo necesario que no se suministra

1. lncubador ajustado a 25 "C.

2, Equ¡po de laborator¡o ut¡lizado generalmente para ¡nmunoh¡stoquim ica

3. Ventilador eléctrico para secar los portaobjetos al a¡re.

Soluciones de recuperación de antígenos (consulte las Recomendaciones de uso)

No aplicables a secciones congeladas.

Metodología

Antes de poner en práctica esta metodología, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas

inmunohistoq uím¡cas.

Los usuar¡os deben determinar las diluciones óptimas de los ant¡cuerpos. A menos que se ind¡que otra cosa,

todos los pasos se llevan a cabo a 25'C.

1. Corte y monte secciones de 4-10 pm en portaobjetos revestidos de un adhesivo de tej¡dos adecuado y

seque ala¡re durante al menos una hora.

2. lncube las secciones con el anticuerpo pr¡mar¡o ópt¡mamente d¡luido (consulte las Recomendaciones de

uso).

3. Lave en tampón TBS durante 2 x 5 minutos con sacudim¡ento suave.

4. lncube las secciones en el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa apropiado.

5 Lave en tampón TBS durante 2 x 5 minutos con sacudim¡ento suave.

6 lncube los portaobjetos en DAB.

7. Lave los portaob.letos en a8ua limpia.

8. Deshidrate, aclare y monte las secc¡ones.

Correcciones e la publicación anterior

No aplica ble,

Fecha de publicación

5 de febrero de 2004
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De lto-So rcog lyco n ( D -SARC- L-CE )

lnd¡caciones De Uso

Poro uso diognóstico in vitro.

NCL-d-SARC está indicado pam la identif¡cación cual¡tativa por microscopía óptica de delta-sarcogl¡cano

mediante inmunohistoq uÍmica.

La interpretación clínica de cualquier tinc¡ón o de su ausencia debe complementarse con estudios

morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el

contexto del historial clÍnico del paciente y de otras pruebas diagnósticas.

o

Principio Del Pro€edimiento

Las técn¡cas de tinción ¡nm unoh¡stocitoq uímica (lHQ) permiten la visualización de antÍgenos mediante la

aplicación secuencial de un ant¡cuerpo específico dirigido contra el antígeno (anticuerpo primario), un

ant¡cuerpo secundario dirig¡do contra el anticuerpo primario y un complejo enzimático con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La act¡vac¡ón enzimática del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antígeno. Luego se puede contrateñ¡r la muestra y

cubrirla con un cubreobleto. Los resultados se interpretan util¡zando un microscopio óptico y son de ayuda

en el diagnóstico diferencial de los procesos fisiopatológicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antígeno.

Clon

6Sarc3/12C1

lnmunógeno

Péptido síntético que contiene los aminoácidos 1-19 del extremo aminoterminal de la secuencia del delta-

O sarcoglicano humano (Jung D. et al., 1996).

Especificidad

De lta-sa rcogl¡ca no humano (35 kD). No reacciona con el delta-sa rcogl¡ca no presente en secciones de

músculo de ratón, rata, conejo, perro, pollo, hámster o cerdo. No se han evaluado otras espec¡es an¡males.

Compos¡ción Del Reactivo

NCL-d-SARC es un sobrenadante de cultivo tisular I¡of¡lizado que cont¡ene azida sódica como conservante. El

usuario debe reconstituir el contenido del vial con el volumen correcto de agua destilada estéril que se

¡nd¡ca en la etiqueta del v¡al.

Clase de lg

lgG2a
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Concentración Total De Proteína

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentración total de proteína específica del lote.

Concentración De Anticuerpo

lgual o superior a 24 mg/|. Consulte en la etiqueta del vial la concentración de lg específica del lote.

Recomendaciones oe uso

lnmunohistocitoquímica (ver D. Metodología) con secciones congeladas. Dilución sugerida: L:25-1:50

durante 60 minutos a 25 "C. Ésta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias

d iluciones de trabajo óptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad

Almacene el anticuerpo sin abrir a una temperatura de 2-8 "C. Bajo estas condiciones, no hay pérdida

s¡gnif¡cat¡va de la eficacia del producto hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. No ,o (a
utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. EI anticuerpo reconst¡tuido es

estable durante al menos dos meses si se almacena a una temperatura de 2-8 "C. Para el almacenam¡ento

de larga durac¡ón, se recomienda almacenar alícuotas del ant¡cuerpo reconstituido congeladas a -20'C (no

se recomiendan los congeladores libres de escarcha ("frost free")). Debe evitar congelar y descongelar

repetidamente el producto. Prepare las diluciones de trabajo el dÍa en que las vaya a utilizar. Devuélvalo a

2-8 "C inmediatamente después de su uso. Cualesquiera condiciones de almacenamiento que no sean las

arr¡ba espec¡f¡cadas deben ser ver¡ficadas por el usuar¡o.

Preparac¡ón De Las Muestras

Congele los bloques de tej¡do en isopentano enfriado en nitrógeno líquido (consulte Advertencias y

precauciones). Las muestras no requieren mayor fijación, pero deben incluirse en el compuesto OCT'"

(5akura, Ns de producto Tissue-Tek 4583).

Advertenc¡as Y Precauciones

Contiene una mezcla de:

Az¡duro De Sodio (<10%), Benzylpen¡c¡llin Sodium (<10%), Streptomycin Sulphate (<10%). " '

Pa labras de advertencia: Peligro

H302: Nocivo en caso de ingest¡ón.

H317: Puede provocar una reacción alérgica en la piel.

H334: Puede provocar síntomas de alergia o asma o dificultades resp¡ratorias en caso de inhalación.

H411: Tóxico para los organismos acuáticos, con efectos nocivos duraderos.

EUH032: En contacto con ácidos libera gases muy tóxicos

P261: Ev¡tar respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol.
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P?64:

P27 0..

P27Z:

P273:

P280:

P284:

Lavarse manos concienzudamente tras la manipulac¡ón.

No comet beber ni fumar durante su ut¡l¡zac¡ón.

Las prendas de trabajo contaminadas no podrán sacarse del lugar de trabajo.

Ev¡tar su l¡beración al medio amb¡ente.

Llevar guantes/prendas/gafas/máscara de protecc¡ón.

[En caso de ventilación insuficiente,] llevar equipo de protección respiratoria.

P301+312: EN CASO DE INGESTIÓN: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOG lAlmédico/si la persona se

encuentra mal.

P302+352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua y jabón abundantes.

P304+340: EN CASO DE INHALACIÓN: Transportar a la persona al aire l¡bre y mantenerla en una posic¡ón

que le fac¡lite la respiración.

P330: Enjuagarse la boca.

P333+313: En caso de irritación o erupción cutánea: Consultar a un médico.

P342+3L1,: En caso de síntomas respiratorios: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/méd¡co.

P362+364: Quitar las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver a usarlas.

P391: Recoger el vertido.

P501: Eliminar el contenido/el recÍpiente en un punto de recogida pública de residuos especiales o

peligrosos.

Este reactivo se ha preparado a part¡r del sobrenadante de un cult¡vo celular. Como se trata de un producto

de origen biológico, debe manipularse con precaución.

Este reactivo contiene azida sódica. Está disponible una Hoja de información sobre la seguridad del

material, previa petición, o en www.Leica Biosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provincia¡es o municipales acerca de cómo desechar

cua lquier componente potencialmente tóxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, así como todos los materiales expuestos a ellas, deben

manipularse como suscept¡bles de transm¡tir una infección, y se deben desechar tomando las precauciones

adecuadas.l No p¡petee nunca los reactivos con la boca, y ev¡te el contacto de la piel y de las membranas

mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda ¡nmediatamente al méd¡co.

Reduzca al mínimo la contaminación microbiana de los react¡vos; de lo contrario, podría producirse un

aumento de la tinción no específica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubación que no sean los aquÍespecificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualquier camb¡o de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

El nitrógeno líquido, a causa de su temperatura extremadamente baja, causa quemaduras, por lo que debe

ponerse ropa protectora, ¡nclu¡dos guantes y v¡sor, para manipularlo. Úse un área bie n vent¡lada.
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El ¡sopentano es altamente inflamable, y dañ¡no por ¡ngest¡ón e inhalac¡ón. Además, irrita los ojos y la piel,

y es narcótico a altas concentraciones.

control De cal¡dad

Las diferencias en el procesam¡ento de los tej¡dos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del

usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su prop¡o laboratorio, además de los s¡guientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, b¡opsia o qu¡rúrgicas, congeladas lo antes posible de

manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del pac¡ente o pacientes.

Control Tisular Negativo

Debe exam¡narse después del control de tej¡do positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del

antígeno diana por el ant¡cuerpo pr¡mar¡o.

No se ha evaluado el tejido de control negativo recomendado.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoría de los cortes de tejido ofrece con

frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tinc¡ón no específica, ésta tiene Beneralmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados

excesivamente con formol puede observarse también una tinción esporád¡ca del tejido conectivo. Utilice

células intactas para la interpretación de los resultados de la tinción. A menudo, las células necróticas o

degeneradas quedan teñidas de forma no específ¡ca.3 También pueden observarse falsos posit¡vos

causados por la unión no inmunológica a proteínas o a productos de reacción del sustrato. Estos falsos

posit¡vos pueden estar causados tamb¡én por enzimas endógenas tales como la pseudoperoxidasa

(eritroc¡tos), la peroxidasa endógena (citocromo C), o la biot¡na endógena (por ejemplo, de hÍgado, mama,

cerebro, riñón), en función del tipo de inmunotinción ut¡l¡zada. Para diferenciar la actividad de las enz¡mas

endógenas o los enlaces no específicos de las enzimas de la inmunorreactividad específica, pueden

teñirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromógeno sustra d con compleios enzimáticos
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Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparación correcta de los tejidos y las técnicas de tinción adecuadas.

Debe incluirse un control tisular pos¡tivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tinción o

serie de t¡nciones realizada. O
Un tejido con una t¡nc¡ón pos¡t¡va débil es más adecuado que un tej¡do con una tinción positiva intensa para

loBrar un control de calidad óptimo y para detectar niveles bajos de degmdación del reactivo.2

El tejido de control pos¡tivo recomendado es músculo esquelético.

Si el tejido de control positivo no muestra tinción positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considera rse no válidos.



I
(avidina-biotina, estreptavidina, polÍmeros marcados) y cromógeno sustrato respectivamen

una tinción específica del control t¡sular negativo, los resultados de las muestras de los pac

considerarse no válidos.

Tejido Del Pac¡ente

Examine las niuéstras del paciente o pacientes teñ¡das con NCL-d-SARC alfinal. La ¡ntensidad de la t¡nc¡ón

pos¡tiva debe valorarse en el contexto de cualqu¡er t¡nc¡ón de fondo no específica del control de react¡vo

negativo. Como con cualquier prueba ¡nm unoh¡stoc¡toq uímica, un resultado negativo sign¡fica que no se ha

O detectado antígeno, y no que el antíBeno esté ausente en las células o tej¡do probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacc¡ones negativas.

Resultados esperados

Te.¡idos normales

El clon dSarc3/12C1 detecta la proteÍna delta-sarcoglicano en el sarcolema de las fibras musculares

esqueléticas, ca rdíacas y lisas.

Tejidos tumora les

El clon dsarc3/12c1 se ha utilizado en estudios inm unohistoquím icos de más de 850 pacientes a fin de

¡dentificar una deficiencia de Ia gl¡coproteína asociada a la distrofina, de 35 kD, que es el delta-sarcoglicano.

NCL-d-SARC está recomendado para la identificación de delta-sarcoglícano humano med¡ante

¡nmunohistoquímica,

Limitac¡ones Generales

La inm unoh¡stocitoq uÍm ica es un proceso de diagnóstico en varias fases que abarca: la formación

especializada en la selección de los reactivos apropiados, la selección, fijación y procesamiento de tejidos, la

preparación del portaob¡eto para lHQ, y la interpretación de los resultados de la tinción.

La t¡nción de los tej¡dos depende de la manipulación y el procesamiento del tejido prev¡os a la t¡nción. Una

fijación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentam¡ento o seccionamiento incorrectos, o la

contaminación con otros tejidos o líquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos

negativos. La aparición de resultados ¡ncoherentes puede deberse a variac¡ones en los métodos de fijación y

de inclusión, o a irregularidades inherentes al tejido.4 Una contrat¡nc¡ón excesiva o incompleta puede poner

en peligro la interpretac¡ón correcta de los resultados.

La interpretac¡ón clínica de cualquier tinc¡ón o de su ausencia debe co
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Control De React¡vo Negativo

Ut¡lice un control de reactivo negat¡vo no específico en lugar del anticuerpo primar¡o con un corte de cada

muestra del pac¡ente a fin de evaluar la t¡nc¡ón no específica y obtener una mejor ¡nterpretac¡ón de la

t¡nc¡ón específ¡ca en el lugar en que se encuentra el antígeno.



morfológ¡cos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el

contexto del historialclínico del paciente y de otras pruebas d¡aBnósticas,

Los anticuerpos de Le¡ca B¡osystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, según se indique, con secc¡ones

congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijación específicos. Puede producirse una expreslón

inesperada del antígeno, especialmente en las neoplasias. La ¡nterpretación clínica de cualquier sección de

tej¡do teñida debe incluir un análisis morfológico y la evaluación de los controles apropiados.
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Correcciones h ta Publicación Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicación

13 de octubre de 2016

Metodología inmunohistoquímica para el uso de anticuerpos NovocastraTM con tei¡do muscular

congelado.

React¡vos necesar¡os que no se suministran

1. Solventes estándar utilizados en inm unohistoquím¡ca.

2.Solución salina tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

3. Diluyente de anticuerpos - suero normal diluido óptimamente en TB5.

4. Sueros normales de la especie en la que se ha producido el ant¡cuerpo secundario.

5. Anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa - utilizado de la forma recomendada por el fabricante.

6. Tetraclorhidrato de 3.3' diaminobenzidina (DAB) - preparado y utilizado de la forma recomendada por el

fabricante.

7. Medio de montaje - utilizado de la forma recomendada por el fabr¡cante.

Equipo necesario que no se sum¡n¡stra

O 
1. lncubador ajustado a 25'C.

2. Equipo de laborator¡o utilizado generalmente para inm unoh¡stoquím ica.

3. Ventilador eléctrico para secar los portaobjetos al a¡re.

Soluciones de recuperación de antígenos (consulte las Recomendaciones de uso)

No aplicables a secclones congeladas.

Metodología

Antes de poner en práctica esta metodología, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas

inmunohistoq u ím icas.

Los usuarios deben determinar las d¡luciones óptimas de los anticuerpos. A menos que se indique otra cosa,

todos los pasos se llevan a cabo a 25'C.

1, Corte y monte secc¡ones de 4-10 pm en portaobjetos de un sivo de tej¡dos adecuado y
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seque alaire durante al menos una hora.

2. lncube las secciones con el anticuerpo primario óptimamente d¡lu¡do (consulte las Recomendaciones de

uso).

3. Lave en tampón TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

4. lncube las secciones en el anticuerpo secundar¡o conjugado con peroxidasa apropiado.

5 Lave en tampón TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

6lncube los portaobjetos en DAB.

7. Lave los portaobjetos en agua l¡mpia.

8, Deshidrate, aclare y monte las secc¡ones.

Correcciones a lá publicación anter¡or

No aplicable.

Fecha de publicación

5 de febrero de 2004

Dystrophin (Rod Domain) (DYS1-CE)

lndicaciones De Uso

Pord uso diognóstico in v¡tro.

NCL-DYS1 está indicado para la ident¡ficación cual¡tat¡va por microscopía óptica de distrofina (dominio Rod)

mediante inmunohistoq uím¡ca. La ¡nterpretación clínica de cualquier tinción o de su ausencia debe

complementarse con estudios morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo

cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clín¡co del paciente y de otras pruebas diagnóst¡cas.

Principio Del Procedimiento

Las técn¡cas de tinción inm unohistocitoquím ica (lHQ) permiten la visualización de antígenos mediante la

aplicación secuencial de un anticuerpo específico dirigido contra el antígeno (anticuerpo pr¡mar¡o), un

anticuerpo secundar¡o diriSido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimático con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activación enz¡mát¡ca del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antígeno. Luego se puede contrateñir la muestra y

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se ¡nterpretan utilizando un microscopio óptico y son de ayuda

en el diagnóstico difurencial de los procesos fisiopatológicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado a ntígeno.
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Clon

Dy4l603

o

lnmunógeno

Proteína de fusión, bacteriana (Hoffman Ep et al., 1987).

Especificidad

Reacciona intensamente con el dominio en forma de varilla (entre los aminoác¡dos 11.81 y 1388) de la

distrofina humana. Además, reacciona con la d¡strof¡na de músculo esquelético, cardíaco y liso de ratón,

rata, conejo, perro, hámster y cerdo normales. No se observó reactividad alguna con tejido de tatón mdx en

pac¡entes aquejados de DMD (distrofia muscular de Duchenne) / BMD (distrofia muscular de Becker) que

t¡enen una deleción génica (pérdida de segmentos de un gen) que elimina el lugar de unión del anticuerpo.

No se observa reacción alguna con distrofina de pollo.

Compos¡c¡ón Del Reactivo

NCL-DYS1 es un sobrenadante de cult¡vo t¡sular liofilizado que contiene az¡da sódica como conservante. El

usuario debe reconstitu¡r el contenido del vial con el volumen correcto de agua destilada estéril que se

indica en la et¡queta del vial.

Clase de lg

lgG2a

Concentrac¡ón Total De Protefna

Consulte la et¡queta del v¡al para ver la concentración total de proteína específica del lote.

Concentración De Anticuerpo

lgual o super¡or a 46 mg/L según se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentración de lB específica del lote.

Recomendaciones De Uso

lnm unohistocitoq uímica (ver D, Metodología) con secciones congeladas. Dilución sugerida: 1:20 durante 60

minutos a 25'C. Ésta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de

trabajo óptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad

Almacene el anticuerpo sin abr¡r a una temperatura de 2-8 "C. Bajo estas condiciones, no hay pérdida

s¡gnificativa de la eficacia del producto hasta la fecha de caducidad indicada en la et¡queta del vial. No lo

ut¡lice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. E a icuerpo reconstituido es

"C. Para el a lmacenam ientoestable durante al menos dos meses si se almacena a una temperatura de
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de larga duración, se recomienda almacenar alícuotas del anticuerpo reconst¡tuido congeladas a -20 "C (no

se recomiendan los congeladores libres de escarcha ("frost free")). Debe evitar congelar y descongelar

repet¡damente el producto. Prepare las diluciones de trabajo el día en que las vaya a util¡zar. Devuélvalo a

2-8 "C ¡nmediatamente después de su uso. Cualesquiera condiciones de almacenamiento que no sean las

arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparac¡ón De Las Muestras

Congele los bloques de tejido en isopentano enfriado en n¡trógeno líquido (consulte Advertencias y

precauciones). Las muestras no requieren mayor fijación, pero deben ¡nclu¡rse en el compuesto OCT'"

(5akura, Ne de producto Tissue-Tek 4583).

Advertencias Y Precauciones

Contiene una mezcla de: Aziduro De Sodio (<10%), Benzylpenicillin Sodium (<10%), Streptomycin Sulphate

(<10%).

Pala bras de advertencia: Pel¡gro

H302: Nocivo en caso de inBest¡ón.

H317: Puede provocar una reacción alérgica en la piel.

H334: Puede provocar síntomas de alergia o asma o d¡ficultades respiratorias en caso de inhalación.

H411: Tóxico para los organismos acuáticos, con efectos nocivos duraderos.

EUH032: En contacto con ácidos l¡bera gases muy tóx¡cos.

P261: Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol.

P264: Lavarse manos concienzudamente tras la manipulación.

P270: No comei beber ni fumar durante su utilización.

P27z: Las prendas de trabajo contaminadas no podrán sacarse del lugar de trabajo.

P273: Ev¡tar su liberación al medio ambiente.

P280: Llevar gua ntes/pre nda s/gafas/másca ra de protección.

P284: IEn caso de ventilación insuf¡c¡ente,] llevar equ¡po de protección respirator¡a.

P3O1+312: EN CASO DE INGESTIÓN: Llamar a un CENTRO DE TOXICO LOGIA/médico/si ta perlona se

encuentra mal.

P302+352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua yjabón abundantes.

P3O4+340: EN CASO DE INHALACIÓN: Transportar a la persona al aire libre y mantenerla en una posición

que le facilite la respiración.

P330: Enjuagarse la boca.

P333+313: En caso de irritación o erupción cutánea: Consultar a un médico.

P342+311: En caso de sÍntomas respiratorios: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médiCo.

P362+364: Quitar las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver a sa rlas
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P391: Recoger el vertido.

P501: Eliminar el contenido/el recipiente en un punto de recogida públ¡ca de residuos espec¡a

pel¡8rosos. "r.*

Este react¡vo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un

de origen biológico, debe manipularse con precauc¡ón.

Este reactivo cont¡ene azida sódica. Está disponible una Hoja de información sobre la seguridad del

material, previa petición, o en wwwLeica Biosystems.com

Consulte las normat¡vas nacionales, estatales, prov¡nc¡ales o municipales acerca de cómo desechar

cualq uier componente potencialmente tóx¡co.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asícomo todos los materiales expuestos a ellas, deben

manipularse como suscept¡bles de transmit¡r una infección, y se deben desechar tomando las precauciones

^ 
adecuadas.l No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranastt
mucosas con los react¡vos y las muestras. S¡ los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmed¡atamente al médico.

Reduzca al mínimo la contaminación microb¡ana de los reactivos; de lo contrario, podría producirse un

aumento de la tinción no específica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubación que no sean los a q u í especificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

El nitrógeno líquido, a causa de su temperatura extremadamente baja, causa quemaduras, por lo que debe

ponerse ropa protectora, incluidos guantes y visor, para manipularlo. tisese en un área bien ventilada.

El isopentano es altamente inflamable, y dañino por ingestión e inhalación. Además, irrita los ojos y la p¡el,

y es narcót¡co a altas co nce ntrac¡o nes.

! Control De Calidad

Las diferencias en el procesam¡ento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del

usuario pueden produc¡r una variabilidad signif¡cat¡va en los resultados; por ello, es necesar¡o que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su prop¡o laboratorio, además de los siguientes proced¡mientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autops¡a, biopsia o quirúrgicas, congeladas lo antes posible de

manera idéntica a la utilizada para Ia muestra o muestras del pac¡ente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparación correcta de los tejidos y las técnicas de tinción adecuadas.

Debe ¡nclu¡rse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tinc¡ón o

serie de t¡nciones realizada. Un tej¡do con una tinción positiva débil es más adecuado que un tejido con una

t¡nción positiva ¡ntensa para lograr un control de calidad óptimo y para detectar n¡veles bajos de

degradación del reactivo.2
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El tejido de control positivo recomendado es músculo estr¡ado normal humano.

Si el tejido de control posit¡vo no muestra t¡nc¡ón pos¡tiva, los resultados de las muestras anal¡zadas deben

considerarse no vá lidos.

Control Tisular Negativo

Debe exam¡narse después del control de tej¡do pos¡tivo, a f¡n de verificar la especificidad del marcado del

antígeno diana por el ant¡cuerpo primar¡o.

No se ha evaluado el tejido de control negativo recomendado.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoría de los cortes de tej¡do ofrece con

frecuencia lugares de control negat¡vo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tinción no específica, ésta t¡ene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido f¡jados

excesivamente con formol puede observarse tamb¡én una t¡nc¡ón esporád¡ca del tejido conect¡vo. Ut¡lice

células intactas para la interpretación de los resultados de la t¡nción. A menudo, las células necróticas o O
degeneradas quedan teñidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos

causados por la unión no inmunológica a proteínas o a productos de reacc¡ón del sustrato. Estos falsos

positivos pueden estar causados también por enzimas endógenas tales como la pseudoperoxidasa

(eritrocitos), Ia peroxidasa endógena (citocromo C), o la biot¡na endógena (por ejemplo, de hígado, mama,

cerebro, riñón), en función del t¡po de inmunotinción util¡zada. Para diferenc¡ar la activ¡dad de las enzimas

endóBenas o los enlaces no específicos de las enzimas de la inmunorreact¡vidad específica, pueden

teñ¡rse otros tej¡dos del pac¡ente exclus¡vamente con cromógeno sustrato o con complejos enz¡máticos

(avid ¡na- b¡otina, estreptav¡dina, polímeros marcados) y cromógeno sustrato respect¡va mente. Si se produce

una tínción específica del control tisular negat¡vo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considera rse no válidos.

Control De Reactivo Negativo

Ut¡l¡ce un control de react¡vo negativo no específico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada

muestra del pac¡ente a fin de evaluar la tinción no especÍfica y obtener una mejor interpretación de la

tinción específica en el lugar en que se encuentra el antígeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pac¡entes teñidas con NCL-DYS1 al final. La intensidad de la tinción

posit¡va debe valorarse en el contexto de cualquier tinción de fondo no específica del control de reactivo

negativo. Como con cualquier prueba inm unohistoc¡toquím ica, un resultado negativo significa que no se ha

detectado antígeno, y no que el antígeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de ant¡cuerpos para ident¡ficar falsas reacciones negat¡vas.
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Resultados esperados

Tejidos normales

El clon Dy4/6D3 detecta un epítopo presente en el dominio central en forma de varilla de la d¡st

humana, cerca del lado citoplásmico del sarcolema de músculo normal humano.

Tejidos tumora les

El clon Dy4/6D3 se ha utilizado en estudios ¡nm unohistoqu ímicos y de inmunoblotting de más de 860

pacientes a fin de ¡dent¡f¡car una defac¡encia de la proteína distrofina (427 kD).

NC[-DYS1 está recomendado para la ¡dent¡f¡cación de distrofina humana (dominio Rod) mediante

¡nmunoh¡stoquímica.

Limitaciones Generales

La inm unohistocitoquím ica es un proceso de diagnóstico en varias fases que abarca: la formación

especial¡zada en la selección de los reactivos apropiados, la selección, fijación y procesamiento de tejidos, la

preparación del portaobjeto para lHQ, y la interpretación de los resultados de la tinción.

La tinción de los tejidos depende de la manipulación y el procesamiento del tejido prev¡os a la tinción. Una

filación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentam¡ento o secc¡onamiento incorrectos, o la

contaminación con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos

negativos. La aparición de resultados ¡ncoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijación y

de inclusión, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratinción excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretac¡ón correcta de los

resultados. La interpretación clínica de cualquier tinción o de su ausencia debe complementarse con

estudios modológ¡cos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe

evaluarla en el contexto del h¡stor¡al clínico del paciente y de otras pruebas diagnósticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle ltd son para ut¡l¡zarlos, según se indique, con secc¡ones

congeladas o incluidas en parafina, con requ¡sitos de fijación específicos. Puede produc¡rse una expres¡ón

inesperada del antÍgeno, espec¡almente en las neoplasias. La ¡nterpretación clínica de cualquier sección de

te¡¡do teñida debe incluir un análisis morfológico y la evaluación de los controles apropiados.
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Correcciones A [a Publicación Anterior

lnd¡caciones De Uso, Advertencias Y Precauciones, Resultados esperados.

Fecha De Publicación

13 de octubre de 2016o
Metodología inmunohistoquímica para el uso de anticuerpos NovocastraTM con tejido muscular

congelado.

Reactivos necesarios que no se suministran

L. Solventes estándar utilizados en inmunoh¡stoqu Ím ica.

2. Solución salina tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

3. Diluyente de anticuerpos - suero normal d¡luido ópt¡mamente en TBS.

4. Sueros normales de la espec¡e en la que se ha producido el anticuerpo secundario.

5. Anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa - utilizado de la forma recomendada por el fabricante.

6. Tetraclorh¡drato de 3,3' d ia minobenzidina (DAB) - preparado y utilizado de la forma recomendada por el

O fabr¡cante.

7. Medio de montaje - ut¡l¡zado de la forma recomendada por el fabricante.

Equipo necesar¡o que no se sum¡nistra

1. lncubador ajustado a 25 "C.

2. Equipo de laboratorio ut¡lizado generalmente para ¡nmunoh¡stoq uímica.

3. Vent¡lador eléctrico para secar los portaobjetos al aire.

Soluciones de recuperación de antígenos (consulte las Recomendaciones de uso)

No aplicables a secciones congeladas.

Metodología

Antes de poner en práctica esta metodología, los usuarios deben forma
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inm unohistoq uímicas.

Los usuar¡os deben determ¡nar las diluciones ópt¡mas de los anticuerpos. A menos que se indique otra cosa,

todos los pasos se llevan a cabo a 25 "C.

1. Corte y monte secciones de 4-10 Um en portaobjetos revest¡dos de un adhesivo de teiidos adecuado y

seque alaire durante al menos una hora.

2- lncube las secciones con el ant¡cuerpo primario ópt¡mamente diluido (consulte las Recomendaciones de

uso).

3. Lave en tampón TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

4. lncube las secciones en el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa apropiado.

5 Lave en tampón TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

6 lncube los portaobjetos en DAB.

7. Lave los portaobjetos en agua limpia.

8. Desh¡drate, aclare y monte las secciones. O

Correcciones a la publicación anterior

No aplicable.

Fecha de publicación

5 de febrero de 2004

Dyst ro p h i n (C-Te rm i n us ) ( DYS2 -CE )

lndicaciones De Uso

Poro uso diognóstico in vitro.

NCL-DYS2 está indicado para la ident¡ficac¡ón cual¡tat¡va por microscopía óptica de distrofina (terminal C)

mediante ¡nm unohistoq uím¡ca. La interpretación clínica de cualquier t¡nción o de su ausencia debe

complementarse con estudios morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo

cualificado debe evaluarla en el contexto del histor¡al clín¡co del paciente y de otras pruebas diagnósticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de t¡nción inm unohistocitoq uímica (lHQ) permiten la visualización de antígenos mediante la

aplicación secuencialde un anticuerpo especÍfico dirigido contra el antígeno (anticuerpo primario), un

anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo pr¡mar¡o y un complejo enzimático con un sustrato

cromogén¡co, con pasos de lavado intercalados. La act¡vación enzimática del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antígeno. Luego se puede contrateñir la muestra y

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un scopio ópt¡co y son de ayuda
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en el diagnóstico diferencial de los procesos fisiopatológicos, que pueden estar o no v¡ncul

determinado antígeno. I

i¡' ¡.

Clon

Dy8/6cs

lnmunógeno

Polipépt¡do s¡ntét¡co que consta de los últimos 17 aminoácidos del extremo carboxiterminal de Ia secuencia

de la d istrofina humana.

Especificidad

Reacciona intensamente con el extremo carboxiterminal (entre los aminoácidos 3669 y 3685) de la

distrofina humana. Además, reacciona ¡ntensamente de forma cruzada con la d¡strofina de músculo

O esquelético, cardíaco y liso de ratón, rata, conejo, perro, pollo y hámster No presenta react¡vidad cruzada

con el tei¡do de ratón mdx. Reacciona de forma cruzada muy débilmente con la distrofina de cerdo.

Composición Del React¡vo

NCL-DYS2 es un sobrenadante de cultivo tisular liofilizado que cont¡ene azida sódica 15 mM como

conservante. El usuario debe reconstituir el contenido del vial con el volumen correcto de agua destilada

estér¡l que se indica en la et¡queta del v¡al.

Clase de lg

lgGl

Concentración Total De Proteína

Consulte la et¡queta del vial para ver la concentración total de proteína específica del lote.

o- Concentrac¡ón De Anticuerpo

lgual o superior a 32,4 mg/L según se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentrac¡ón de lg específica del lote.

Recomendaciones De Uso

lnmunoh¡stocitoquÍmica (ver D. Metodología) con secciones congeladas. D¡luc¡ón sugerida: 1:20 durante 60

minutos a 25 oC. Ésta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus prop¡as d¡luc¡ones de

trabajo ópt¡mas.

Almacenam¡ento Y Estab¡l¡dad

Almacene el anticuerpo sin abrir a una temperatura de 2-8 "C. Baio estas d¡ciones, no hay pérd ida

signif¡cat¡va de la eficacia del producto hasta la fecha de cad idad ind la etiqueta del vial. No loe
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ut¡l¡ce después de la fecha de caducidad indicada en la et¡queta del vial. El anticuerpo reconstitu¡do es

estable durante al menos dos meses si se almacena a una temperatura de 2-8 "C, Para el almacenam¡ento

de larga duración, se recomienda almacenar alícuotas del anticuerpo reconst¡tuido congeladas a -20'C (no

se recom¡endan los congeladores libres de escarcha ("frost free")). Debe evitar congelar y descongelar

repetidamente el producto. Prepare las diluciones de trabajo el día en que las vaya a utilizar Devuélvalo a

2-8'C inmediatamente después de su uso. Cualesqu¡era condiciones de almacenamiento que no sean las

arr¡ba especif¡cadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparación De Las Muestras

Congele los bloques de tejido en ¡sopentano enfriado en nitrógeno líquido (consulte Advertencias y

precauciones). Las muestras no requieren mayor fijación, pero deben incluirse en el compuesto OCT'"

(Sakura, Ns de producto T¡ssue-Tek 4583).

Advertencias Y Precauciones

Cont¡ene una mezcla de: Aziduro De Sodio (<10%), Benzylpenicillin Sodium (<10%), Streptomycin Sulphate

(<llYol.

Palabras de advertenc¡a: Pellgro H302: Nocivo en caso de ingest¡ón.

H317: Puede provocar una reacción alérgica en ¡a piel.

H334: Puede provocar síntomas de alerg¡a o asma o d¡ficultades respirator¡as en caso de inhalación.

H411: Tóxico para los organismos acuáticos, con efectos nocivos duraderos.

EUH032: En contacto con ácidos libera gases muy tóx¡cos.

P261: Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la n¡ebla/los vapores/el aerosol.

P264: Lavarse manos concienzudamente tras la manipulación.

P270: No come¡ beber ni fumar durante su ut¡l¡zación.

P272: Las prendas de trabajo contaminadas no podrán sacarse del lu8ar de traba¡o.

P273: Evitar su liberación al med¡o ambiente.

P280: Llevar g ua ntes/pre nd as/gafa s/m ásca ra de protecc¡ón.

P284: IEn caso de ventilación insuficiente,] llevar equipo de protección respiratoria.

P3O1+312: EN CASO DE INGESTIóN: Llamar a un CENTRO DE TOxICOLOGIA/médico/si la persona se

encuentra mal.

P302+352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua y jabón abundantes.

P304+340: EN CASO DE INHALACIÓN:Transportar a la persona al aire libre y mantenerla en una posición

que le facil¡te la respiración.

P330: Enjuagarse la boca.

P333+313: En caso de irritación o erupción cutánea: Consultar a un médico.

P342+3Il: En caso de síntomas resp irator¡os: Llamar a un CENTRO DE COLOGIA/médico.
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P362+364: Quitar las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver a usarlas.

P391: Reco8er el vert¡do.

P50L: Eliminar el contenido/el rec¡piente en un punto de recogida públlca de res¡duos especiales o

peligrosos.

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto

de origen biológico, debe manipularse con precaución.

Este reactivo contiene azida sódica. Está disponible una Hoja de información sobre la seguridad del

mater¡al, prev¡a pet¡c¡ón, o en www. LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cómo desechar

cualq uier componente potenc¡almente tóx¡co-

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asícomo todos los mater¡ales expuestos a ellas, deben

manipularse como susceptibles de transm¡tir una infección, y se deben desechar tomando las preca uciones

adecuadas.l No pipetee nunca los react¡vos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas

mucosas con los react¡vos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al mínimo la contam¡nación microbiana de los reactivos; de lo contrario, podría producirse un

aumento de la t¡nción no específica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubación que no sean los aquÍ especificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser val¡dado por el usuario.

El nitrógeno líquido, a causa de su temperatura extremadamente baja, causa quemaduras, por lo que debe

ponerse ropa protectora, ¡nclu¡dos guantes y visor, para manipularlo. Úsese en un área bien ventilada.

El isopentano es altamente inflamable, y dañ¡no por ¡ngest¡ón e ¡nhalac¡ón. Además, irr¡ta los ojos y la p¡el,

y es narcótico a altas concentraciones.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tej¡dos y en los procedim¡entos técnicos del laborator¡o del

usuario pueden producir una variabilidad siBn¡ficativa en los resultados; por ello, es necesar¡o que éste lleve

a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, además de los s¡gu¡entes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autops¡a, b¡opsia o quirúrg¡cas, congeladas lo antes posible de

manera idéntica a Ia utilizada para la muestra o muestras del paciente o pacientes.

Control T¡sular Positivo

Se util¡za para indicar la preparación correcta de los tej¡dos y las técnicas de tinción adecuadas.

Debe incluirse un control tisular pos¡tivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tinción o

ser¡e de t¡nc¡ones realizad¿. Un tejido con una tinción positiva débil es má decuado que un tejido con una

t¡nc¡ón positiva intensa para I r un control de cal¡dad ópti ttar niveles baios de
!
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degradación del react¡vo.2

El tejido de control positivo recomendado es músculo estriado normal humano. Si el tejido de control

pos¡tivo no muestra tinción positiva, los resultados de las muestras analizadas deben considerarse no

válidos.

Control Tisular Negat¡vo

Debe examinarse después del control de te.¡ido pos¡t¡vo, a fin de verificar la especificidad del marcado del

antÍgeno diana por el ant¡cuerpo primario.

No se ha evaluado el tejido de control negat¡vo recomendado.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoría de los cortes de tejido ofrece con

frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tinción no específica, ésta t¡ene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados

exces¡vamente con formol puede observarse también una t¡nc¡ón esporádica deltej¡do conect¡vo. Util¡ce t
células intactas para la interpretación de los resultados de la t¡nción. A menudo, las células necróticas o

degeneradas quedan teñidas de forma no específica.3 También pueden observarse falsos positivos

causados por la unión no inmunológica a proteínas o a productos de reacción del sustrato. Estos falsos

positivos pueden estar causados también por enzimas endógenas tales como la pseudoperoxidasa

(eritrocitos), la perox¡dasa endógena (citocromo C), o la biotina endógena (por ejemplo, de hígado, mama,

cerebro, riñón), en función del tipo de ¡nmunot¡nción utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas

endógenas o los enlaces no específicos de las enzimas de la inmunorreactividad específica, pueden

teñ¡rse otros tejidos del pac¡ente exclusivamente con cromógeno sustrato o con complejos enzimáticos

(avidina-biotina, estreptavid¡na, polímeros marcados) y cromógeno sustrato respectivamente. Si se produce

una tinción específica del control tisular negat¡vo, los resultados de las muestras de los pac¡entes deben

considerarse no válidos. o
Control De React¡vo Negat¡vo

Ut¡l¡ce un control de react¡vo negativo no específico en lugar del anticuerpo pr¡mario con un corte de cada

muestra del paciente a fin de evaluar la tinc¡ón no específ¡ca y obtener una mejor interpretac¡ón de la

tinción especÍfica en el lugar en que se encuentra el antígeno.

Teiido oel Pac¡ente

Examine las muestras del paciente o pac¡entes teñidas con NCL-DYS2 al final. La ¡ntensidad de la t¡nc¡ón

positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tinción de fondo no específica del control de react¡vo

negativo. Como con cualquier prueba ¡nmunohistocitoquímica, un resultado negativo s¡gnifica que no se ha

detectado antígeno, y no que el antígeno esté ausente en las células o tejido probados, Si es necesario, use

un panel de ant¡cuerpos para ¡dent¡ficar falsas s negativasreaccione
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Resultados esperados

Tejidos normales

El clon Dy8/6C5 detecta un epítopo presente en el extremo carbox

del lado citoplásmico del sarcolema de músculo normal humano.

Tejidos tumorales

iterminal de la distrofina h um

El clon Dy8/6C5 -se ha utilizado en estudios inm u nohistoquím icos y de inmunoblotting de más de 965

pacientes a fin de identificar una deficiencia de la proteína distrofina 1427 kD).

NCL-DYSz está recomendado para la identificación de distrofina humana (terminal C) mediante

inmunohistoquímica.
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Limitac¡ones Generales

La inm unohistoc¡toquímica es un proceso de d¡agnóstico en varias fases que abarca: la formación

! especializada en la selecc¡ón de los reactivos apropiados, la selecc¡ón, fi.jac¡ón y procesamiento de tej¡dos, la

preparación del portaobjeto para lHQ, y la ¡nterpretación de los resultados de la tinción.

La tinción de los tejidos depende de la manipulación y el procesam¡ento del tejido previos a Ia tinción. Una

f¡jación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentam¡ento o seccionamiento incorrectos, o la

contaminac¡ón con otros tejidos o ¡íqu¡dos pueden generar artefactos, atrapam¡ento del anticuerpo o falsos

negativos. La aparición de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de f¡jación y

de inclusión, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contrat¡nc¡ón excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretación correcta de los

resultados.

La interpretación clínica de cualquier tinción o de su ausencia debe complementarse con estud¡os

morfológ¡cos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo cualificado debe evaluarla en el

O contexto del histor¡al clínico del pac¡ente y de otras pruebas d¡agnósticas.

Los ant¡cuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, según se indique, con secciones

congeladas o incluidas en parafina, con requ¡sitos de fijación específicos. Puede producirse una expresión

inesperada del antígeno, espec¡almente en las neoplasias. La ¡nterpretación clÍn¡ca de cualquier sección de

tejido teñida debe incluir un análisis morfológico y la evaluación de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicación Anterior

No aplica ble.

Fecha De Publicación

12 de octubre de 2016

o
Metodología ¡nmunoh¡stoquímica para el uso de ant¡cuerpos NovocastraTM con tejido muscular

congelado.

Reactivos necesar¡os que no se suministran

1. Solventes estándar utilizados en inmunoh¡stoqu ímica.

2. Solución salina tamponada con Trls 50 mM (TBS), pH 7,6.

3. D¡luyente de anticuerpos - suero normal diluido óptimamente en TBS.

4. Sueros normales de la especie en la que se ha produc¡do el anticuerpo secundario.

5. Anticuerpo secundar¡o con.¡ugado con peroxidasa - utilizado de la forma recomendada por el fabricante.

6. Tetraclorh¡drato de 3,3' diam¡nobenzidina (DAB) - preparado y ut¡l¡zado de la forma recomendada por el

fabr¡ca nte.

O ,. ,.r,o r" montaje - ut¡l¡zado de la forma recomendada por el fabricante.

Equ¡po necesario que no se sum¡n¡stra

L. lncubador ajustado a 25 "C.

2. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunohistoq uímica.

3. Ventilador eléctrico para secar los portaobjetos alaire.

Soluc¡ones de recuperación de antígenos (consulte las Recomendaciones de uso)

No aplicables a secciones congeladas.

Metodología

Antes de poner en práct¡ca esta metodologÍa, los usuarios deben form

inm unohistoq uím¡cas.

DREA

en el uso de las técn¡cas
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Los usuarios deben determinar las diluciones óptimas de los anticuerpos. A menos que se indique otra cosa,

todos los pasos se llevan a cabo a 25 "C.

1. Corte y monte secc¡ones de 4-10 [m en portaobjetos revestidos de un adhesivo de tejidos adecuado y

seque al aire durante al menos una hora.

2. lncube las secciones con el anticuerpo pr¡mario óptimamente diluido (consulte las Recomendaciones de

uso).

3. Lave en tampón TBS durante 2 x 5 minutos con sacud¡miento suave.

4. lncube las secciones en el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa apropiado.

5 Lave en tampón TBS durante 2 x 5 m¡nutos con sacud¡miento suave.

6lncube los portaobjetos en DAB.

7. Lave los portaobjetos en agua l¡mpia.

8. Deshidrate, aclare y monte las secciones.

Correcc¡ones a la publ¡cac¡ón anter¡or

No aplicable.

Fecha de publicación

5 de febrero de 2004

Dystrop h i n ( N -Te rm i n u s ) (DYSj -CE )

o

lndicaciones De Uso

Pora uso diagnóstico in v¡tro.

NCL-DYS3 está ¡ndicado para la identificación cual¡tat¡va por microscopía óptica de distrofina (term¡nal N)

mediante inmunoh¡stoq uím¡ca. La interpretación clínica de cualquier tinción o de su ausencia debe

complementarse con estudios morfológicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólogo

cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clínico del pac¡ente y de otras pruebas diagnósticas.

Pr¡nc¡pio Del Proced¡miento

Las técn¡cas de t¡nción inmunoh¡stoc¡toq u ím¡ca (lHQ) perm¡ten la v¡sualizac¡ón de antígenos mediante la

aplicación secuencialde un ant¡cuerpo específico diriBido contra el antígeno (anticuerpo primario), un

anticuerpo secundario dir¡gido contra el ant¡cuerpo primario y un complejo enzimático con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activac¡ón enzimática del cromógeno produce una

reacción visible en el lugar en que se encuentra el antígeno. Luego se puede contrateñ¡r la muestra y

cubrirla con un cubreob.¡eto. Los resultados se interpretan ut¡l¡zando un microscopio óptico y son de ayuda

en el diagnóstico diferencial de los procesos fis¡opatológ¡cos, que pue star o no v¡nculados a un
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determinado a ntígeno.

Clon

DytOlLZBZ

lnmunógeno

Proteína de fus¡ón que cont¡ene los aminoácidos 67 a 7t3.

Especificidad

Reacc¡ona ¡ntensamente con el dom¡nio aminoterminal (entre los aminoác¡dos 321 y 494) de la distrofina

humana. La inmunorreactividad que se observa en los pacientes indica que el epítopo está cerca de los

exones 10 a 12. El mapeado del epítopo sug¡ere que las secuencias de los aminoácidos 308 a 351 están

impl¡cadas en la unión al ant¡cuerpo. Esta reg¡ón abarca la unión de los exones 9 y 10, y es posible que el

I epitopo reconocido sea parte de una región bisagra que une el domin¡o am¡noterminal al domin¡o central

en forma de varilla. No se observa react¡v¡dad con las muestras de pac¡entes aquejados de DMD (distrofia

muscular de Duchenne) / BMD (distrof¡a muscular de Becker), en quienes los exones 10 a 12 se han perdido

(deleción génica). No se observa reacción cruzada alguna con d¡strofina de ratón (únicamente alta t¡nción

de fondo), rata, conejo, perro, pollo, hámster y cerdo.

Composición Del Reactivo

NCL-DYS3 es un sobrenadante de cultivo tisular liofilizado que contiene azida sód¡ca como conservante. El

usuario debe reconst¡tu¡r el conten¡do del vial con el volumen correcto de agua destilada estéril que se

ind¡ca en la etiqueta del vial.

Clase de lg

o rccza

Concentrac¡ón Total De Proteína

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentrac¡ón total de proteína específica del lote.

Concentrac¡ón De Anticuerpo

lgual o superior a 4 mg/1. Consulte en la etiqueta del vial la concentración de lg específica del lote.

Recomendaciones De Uso

lnm unohistocitoq uÍmica (ver D. Metodología) con secciones congeladas. Dilución sugerida: de sin diluir-

L:20 durante 60 m¡nutos a 25 'C. Ésta es tan solo una pauta y cada usuario debe determ¡nar sus propias

d iluciones de trabajo óptimas.

t UCAS I\,,l. ILLEGAS

ANDR AO
DrFrcfoRA i€ tcA - MP 19341

Fotto

PAoD

SOCIO GERE N rE

Blo'oP Ilt 5 B.L
.'¿.)L lO YftlGUYtN 2789 ltORlDA {1C02)

viLLr,iTf LCTPtZ- fE!. 4791-9923 / 541';-0171

Página 19B de 205



Almacenam¡ento Y Estabilidad

Almacene el anticuerpo s¡n abrir a una temperatura de 2-8'C. Bajo estas condiciones, no hay pérdida

s¡Bnif¡cat¡va de la eficacia del producto hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. No lo

utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. El ant¡cuerpo reconstituido es

estable durante al menos dos meses si se almacena a una temperatura de 2-8 "C. Para el almacenamiento

de larga duración, se recom¡enda almacenar alícuotas del anticuerpo reconstitu¡do congeladas a -20 "C (no

se recomiendan los congeladores libres de escarcha ("frost free")). Debe ev¡tar congelar y descongelar

repet¡damente el producto. Prepare las diluciones de trabajo el día en que las vaya a utilizar. Devuélvalo a

2-8 oC ¡nmed¡atamente después de su uso. Cualesquiera condiciones de almacenamiento que no sean las

arr¡ba espec¡ficadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparación De Las Muestras

Congele los bloques de teiido en isopentano enfriado en nitrógeno líqu¡do (consulte Advertencias y

precauciones). Las muestras no requ¡eren mayor fijación, pero deben ¡nclu¡rse en el compuesto OCTrM

(Sakura, Ne de producto T¡ssue-Tek 4583).

Advertencias Y Precauciones

cont¡ene una mezcla de: Aziduro De Sodio (<10%), Benzylpenicillin Sodium (<10%), Streptomycin Sulphate

(<10%). Palabras de advertencia: Peligro

H302: Noc¡vo en caso de ingestión.

H317: Puede provocar una reacción alérgica en la piel.

H334: Puede provocar síntomas de alergia o asma o dificultades respirator¡as en caso de inhalación.

H411: Tóxico para los organismos acuáticos, con efuctos nocivos duraderos.

EUH032: En contacto con ácidos libera gases muy tóxicos.

P261: Ev¡tar respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol.

P264: Lavarse manos conc¡enzudamente tras la manipulación.

P270: No comei beber ni fumar durante su utilización.

P27Z: Las prendas de trabajo contaminadas no podrán sacarse del lugar de trabajo.

P273: Ev¡tar su liberación al medio ambiente.

P280: Llevar guantes/prendas/gafas/máscara de protección.

P284: IEn caso de vent¡lac¡ón ¡nsuficiente,] llevar equipo de protección resp¡ratoria.

P301+312: EN CASO DE INGESTIÓN: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico/si la persona se

encuentra mal.

P302+352: EN CASO DE CONTACrO CON LA PIEL: Lavar con agua yjabón abundantes.

P304+340: EN CASO DE INHALACIÓN:Transportar a la persona alaire libre y mantenerla en una posición

que le fac¡lite la respiración.
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P330: Enjuagarse la boca.

P333+313: En caso de irritación o erupción cutánea: Consultar a un médico.

P342+311: En caso de síntomas resp¡ratorios: Llamar a un CENTRO DE TOXTCOLOG

P362+364: Quitar las prendas contam¡nadas y lavarlas antes de volver a usarlas.

P391: Recoger el vertido.

P501: El¡minar el contenido/el recip¡ente en un punto de recogida

pública de residuos especiales o peligrosos.

lAlméd

e

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto

de origen biológ¡co, debe manipularse con precauc¡ón.

Este react¡vo contiene azida sód¡ca. Está disponible una Hoja de información sobre la segur¡dad del

material, previa petición, o en www.Le¡ca Biosystems.com

Consulte las normat¡vas nacionales, estatales, provinciales o mun¡cipales acerca de cómo desechar

cualq uier componente potenc¡almente tóx¡co.

Las muestras, antes y después de ser f¡jadas, asícomo todos los materiales expuestos a ellas, deben

manipularse como susceptibles de transmit¡r una infección, y se deben desechar tomando las precauciones

adecuadas.l No p¡petee nunca los react¡vos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas

mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas

delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico,

Reduzca al mínimo la contaminación microbiana de los reactivos; de lo contrar¡o, podría producirse un

aumento de la tinción no específica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubación que no sean los aquí especificados pueden conducir a

resultados erróneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

El nitrógeno líquido, a causa de su temperatura extremadamente baja, causa quemaduras, por lo que debe

ponerse ropa protectora, incluidos guantes y visor, para manipularlo. Úsese en un área bien ventilada.

El ¡sopentano es altamente inflamable, y dañino por ingestión e inhalación. Además, irrita los ojos y la piel,

y es narcótico a altas concentraciones.

o

Control De Calidad

Las diferencias en la manipulación de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del usuar¡o

pueden producir una variabilidad sign¡f¡cat¡va en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve a cabo

regularmente sus prop¡os controles además de los s¡guientes proced¡mientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autops¡a, biopsia o quirúrgicas, congeladas lo antes pos¡ble de

manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

5e utiliza para indicar la preparación correcta de los tejidos ylas tinción adecuadas
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Debe inclu¡rse un control tisular pos¡tivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tinción o

serie de tinc¡ones realizada.

Un tejido con una t¡nc¡ón positiva déb¡l es más adecuado que un tejido con una tinción pos¡tiva ¡ntensa para

lograr un control de cal¡dad óptimo y para detectar niveles bajos de degradación del reactivo.z

El tej¡do de control posit¡vo recomendado es músculo estriado normal humano.

Si el tej¡do de control posit¡vo no muestra tinción positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no válidos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tej¡do pos¡tivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del

antígeno diana por el anticuerpo primario.

No se ha evaluado el teiido de control negativo recomendado.

O bien, la variedad de d¡ferentes t¡pos de células presentes en la mayoría de los cortes de tejido ofrece con

frecuencia lugares de control negat¡vo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tinc¡ón no específica, ésta t¡ene generalmente aspecto d¡fuso. En cortes de tejido f¡iados

excesivamente con formol puede observarse tamb¡én una tinción esporádica del teiido conect¡vo. Utilice

células intactas para la interpretación de los resultados de la t¡nc¡ón. A menudo, las células necróticas o

degeneradas quedan teñidas de forma no específica.3 También pueden observarse falsos posit¡vos

causados por la unión no inmunológ¡ca a proteínas o a productos de reacción del sustrato. Estos falsos

positivos pueden estar causados tamb¡én por enzimas endógenas tales como la pseudoperoxidasa

(er¡troc¡tos), la peroxidasa endógena (citocromo C), o la biotina endógena (por ejemplo, de hígado, mama,

cerebro, riñón), en función del tipo de inmunotinc¡ón util¡zada. Para d¡ferenciar la actividad de las enzimas

endógenas o los enlaces no específicos de las enzimas de la inmunorreactividad específ¡ca, pueden

teñirse otros tejidos del paciente exclus¡vamente con cromógeno sustrato o con complejos enzimáticos

(avid ina- biotina, estreptavidina, polímeros marcados) y cromóBeno sustrato respectiva mente. Si se produce

una tincaón específica del control t¡sular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no válidos.

Control De Reactivo Negativo

Util¡ce un control de reactivo negativo no específico en lugar del ant¡cuerpo pr¡mario con un corte de cada

muestra del paciente a fin de evaluar la tinción no específica y obtener una mejor interpretación de la

tinción específica en el lugar en que se encuentra el antígeno.

Tej¡do Del Paciente

Examine las muestras del pac¡ente o pacientes teñidas con NCL-DYS3 al final. La intensidad de la tinción

positiva debe valorarse en el contexto de cualq uier tinción de fondo no específica del control de reactivo
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negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoq uím¡ca, un resultado negat¡vo siSn¡f¡ca

detectado antígeno, y no que el antígeno esté ausente en las células o te,ido probados. S¡ es n

un panel de ant¡cuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

o

Resultados esperados

Tej¡dos normales

El clon Dy10/1282 detecta un epÍtopo presente en el dom¡nio am¡noterminal de la distrofina humana, cerca

del lado c¡toplásmico del sarcolema de músculo normal humano.

Teiidos tumorales

El clon Dy10/1282 se ha utilizado en estudios inmunoh¡stoquímicos y de inmunoblotting de más de 900

patientes a fin de identificar una deficiencia de la proteína distrofina (427 kD).

NCL-DYS3 está recomendado para la identificación de distrofina humana (terminal N) mediante

inmunohistoquímica,

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoq uím ica es un proceso de diagnóstico en varias fases que abarca: la formación

especializada en la selección de los reactivos apropiados, la selección, fijación y procesam¡ento de tejidos, la

preparación del portaobjeto para lHQ, y la interpretac¡ón de los resultados de la t¡nción.

La tinción de los tejidos depende de la manipulación y el procesamiento del tejido previos a la tinción. Una

fijación, congelación, descongelación, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la

contam¡nac¡ón con otros tejidos o líquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del ant¡cuerpo o falsos

negativos. La aparición de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijación y

de inclusión, o a ¡rregular¡dades ¡nherentes altejido.4

Una contratinción excesiva o incompleta puede poner en peligro la ¡nterpretac¡ón correcta de los

I resultados.

La interpretac¡ón clínica de cualquier t¡nc¡ón o de su ausencia debe complementarse con estudios

morfológ¡cos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatólo8o cual¡ficado debe evaluarla en el

contexto del historialclínico del paciente y de otras pruebas d¡agnóst¡cas.

Los ant¡cuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para util¡zarlos, según se indique, con secciones

congeladas o ¡ncluidas en paraf¡na, con requ¡s¡tos de fijación específ¡cos. Puede producirse una expresión

inesperada del antígeno, espec¡almente en las neoplasias. La interpretación clínica de cualquier sección de

tejido teñida debe incluir un análisis morfológico y la evaluación de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publ¡cación Anterior

No aplicable.

techa De Publ¡cación

L4 de octubre de 20L6

Metodología inmunohistoquímica para el uso de anticuerpos NovocastraTM con tejido muscular

congelado.

Reactivos necesarios que no se sumin¡stran

1. Solventes estándar ut¡l¡zados en ¡nm unohistoquím¡ca.

2. Solución sal¡na tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

3. Diluyente de ant¡cuerpos - suero normal diluido óptimamente en TBS.

4. Sueros normales de la especie en la que se ha producido el ant¡cuerpo secundario.

5. Anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa - ut¡l¡zado de Ia forma recomendada por el fubricante.

6. Tetraclorhidrato de 3,3'd¡aminobenzidina (DAB) - preparado y ut¡l¡zado de la forma recomendada por el

fa bricante.

7. Medio de montaje - utilizado de la forma recomendada por el fabricante.

Equipo necesario que no se suministra

1. lncubador ajustado a 25 "C.

2. Equ¡po de laboratorio util¡zado generalmente para inm unoh¡stoquim ica.

3. Ventilador eléctr¡co para secar los portaobjetos al a¡re.

Soluciones de recuperación de antígenos (consulte las Recomendac¡ones de uso)

No aplicables a secciones congeladas.

Metodología

Antes de poner en práctica esta metodología, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas

inmunohistoq uím¡cas.

Los usuarlos deben determinar las d¡luc¡ones ópt¡mas de los ant¡cuerpos. A menos que se ¡ndique otra cosa,

todos los pasos se llevan a cabo a 25 "C.

1. Corte y monte secciones de 4-10 [m en portaobjetos t¡do un dhes¡vo de tejidos adecuado y

t
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seque al aire durante al menos una hora.

2. lncube las secciones con el ant¡cuerpo pr¡mario óptimamente dilu¡do (consulte las Recomendaciones de

uso).

3. Lave en tampón TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

4. lncube las secciones en el ant¡cuerpo secundario conjugado con peroxidasa apropiado.

5 Lave en tampón TBS durante 2 x 5 m¡nutos con sacud¡m¡ento suave.

6 lncube los portaobjetos en DAB.

7. Lave los portaobjetos en agua limpia.

8. Deshidrate, aclare y monte las secciones.

Correcciones a la publicación anterior

No aplicable.

Fecha de publicación
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