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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2018 - Ao del Centenario de la Reforma Universitaria

Disposicion
Namero: DI-2018-1667-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Miércoles 21 de Febrero de 2018

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

VISTO el expediente N°  1-47-3110-4465/17-7 del Registro de la Administracion Nacional de
Medicamentos Alimentos y Tecnologia Medica y,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma BIO-OPTIC S.R.L. solicita autorizacion para la venta a
laboratorios de analisis clinicos de los Productos para diagndstico 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
Diagndstico que establece que los productos reunen las condiciones de aptitud requeridas para su
autorizacion.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N° 16.463, Resolucion Ministerial N°
145/98 y Disposicion ANMAT N° 2674/99.

Que la Direccién Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervencién de su competencia.
Que corresponde autorizar la inscripcion en el RPPTM del producto médico objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los Decretos N° 1490/92 el por el
Decreto N° 101 de fecha 16 de diciembre de 2015.

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE



MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 1°- Autorizase la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de
Tecnologia Médica (RPPTM) de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia
Médica (ANMAT) de los productos médicos para diagnostico 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
caracteristicos que figuran al pie de la presente.

ARTICULO 2°.- Autoricense los textos de los proyectos de rétulos y Manual de Instrucciones que obran en
el documento N° IF-2018-02347533-APN-DNPM#ANMAT.

ARTICULO 3°.- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar la leyenda “Autorizado
por la ANMAT PM-2234-006", con exclusion de toda otra leyenda no contemplada en la normativa
vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase el Certificado de Autorizacion e Inscripcion en el RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta Disposicion.

ARTICULO 5°.- Registrese. Inscribase en el Registro Nacional de Productores y Productos deTecnologia
Médica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese al interesado, haciéndole
entrega de la presente Disposicidon, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizadosy el
Certificado mencionado en el articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestion de Informacion Técnica a los
fines de confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

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-581Y 17) NCL-L-LAM-578.

Indicacion de uso: ANTICUERPOS MONOCLONALES DISENADOS PARA LA IDENTIFICACION
CUALITATIVA EN SECCIONES DE PARAFINA, MEDIANTE MICROSCOPIA OPTICA DE
DIFERENTES ANTIGENOS HUMANOS, RELACIONADOS CON DERMATOPATOLOGIAS Y
ENFERMEDADES EN TEJIDO BLANDO.

Forma de presentaciéon: 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.

Periodo de vida atil y condicion de conservacion: 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 2y 8°C; 4) 37 meses, conservado a 2y 8°C; 6) y 15) 30 meses,
conservado a 2y 8°C; 7) 33 meses, conservado a 2y 8°C.

Condicion de venta: venta a Laboratorios de analisis clinicos. USO PROFESIONAL EXCLUSIVO.

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



Expediente N° 1-47-3110-4465/17-7

Roberto Luis Lede

SubAdministrador
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia

Médica



ROTULOS

A los rétulos originales se le agregara lo siguiente:

Establecimiento importador:
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(- ﬂ i Excalencia tecnoldgica y calidad de servicios
FsRL

Bio-Optic SRL

Hipdlito Yrigoyen 2789

Florida, Buenos Aires, Argentina.
Director Técnico: Farm. Silvana Andrea Daou MP 19341

Tel.: (011) 4791-9923

Autorizado por ANMAT

Rétulos originales:

* (D3-565 (CD3-565-L-CE)
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* (D68 (CD68-L-CE)

Rotulo externo:

Rdtulo Interno:
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* Antigeno de Membrana

Rétulo externo:

Epitelial (EMA-L-CE)
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*  Receptor Epidérmico del Factor de Crecimiento (EGFR-L-CE)

Ratulo externo: Ratulo Interno:
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*  Marcador de Melanoma (HMB45-L-CE)
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* (Cadena Liviana Kappa (KAP-581-L-CE)

Rétulo externo:
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* Cadena Liviana Lambda (LAM-578-L-CE)
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CD99 (CD99-187-L-CE)

Rotulo interno:
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* DOG-1(DOG-1-L-CE)

Rotulo externo:

Rétulo interno:

CI4]

IVD

|
g XXXX-XX
|
| 8°c

- ¢

Novocastra™

Leica Biosystems Newcastle Ltd
Balliol Business Park West, Bantan Lane, Newcastle Upon Tyne NE12 8EW, United Kingdom

www.LeicaBiosystems.com PO%08. 1%

NCL- L- DOG-1 fe,ica i
CG 1ml
LOT | XXXXXXX ':);

2CL13

NCL- L- DOG-1 1ml
[LoT] XXXXXXX £ XXXX-XX

XX o/l Ig XX mgiL

Novocastra~ rcqd ¥C
Lnica Dosystams Neweastie Lod

Saliol Busmess Pak Wast, Darton Lane, Neweassie Upan Tyne NE12 BEW, United Kingdom

C€

JHN 9812

SJeica

BRI

ZCL1e

*  Marcador celular epitelial (END-L-CE)
Rotulo externo:

SLeica

BIDSYSTEMS

1ml

NCL- L- END

(E

[ 7
xxxxxxx '. ..,

Rotulo interno:

NCL-L-END 1ml L_,m
XXXXXKX 53 XXXX-XX
1g XX mgfl- (e

[omrmsn] ¢ o1 1

fvh:vm:ustn-N st v
1Em5
d ﬁﬂﬂm Pack West Benios Lasa, Newsasta Uson Tyre NE msw Usited Gingdom 20013

| E XXXX-XX [Iﬂ
‘ c /Y_ - ‘VD

Novocastra®

Leica Biosystems Newcastle Lid
Balliol Business Park West, Banton Lane, Newcastie Upon Tyne NE12 BEW, United Kingdom
P01.08.12

www LoicsBiosysteme com etk ]

i
. VILLEGAS
SERENTE

L, LUCAS

{" SOCI0

*’ANDREA%
BIRECTORA TECi 11 A - MF’ 19341

BIO-QPTIC *

HIPOLITO YRiCOvE N2rc’ ‘LlJ"if‘ 11602)

VICENTE LOPEZ - TEL. 4791.u J923 £ 5435 1735

|F-2018-0234753B 45N (HIPMa#ANNM AT

pagina 6 de 122



*  Alpha-Sarcoglycan (A-SARC-L-CE)

Rotulo externo:

Rotulo interno:
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*  Beta-Sarcoglycan (B-SARC-L-CE)

Rétulo externo:
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Delta-Sarcoglycan (D-SARC-L-CE)

Rétulo

'NCL-d-SARC

externo:

H302: Harmful if swallowed

H317: May cause an allergic skin reaction
H334: May cause allergy or asthma or asthma symptoms
or breathing difficulties if inhaled

H411: Toxic to aguatic life with long lasting effects
EUH032 - Contact with acids liberates very toxic gas
P261: Avoid breathing dust

P273: Avoid release to the environment

P280: Wear protective gloves / protective clothing /
eye protection

P301 + P310: IF SWALLOWED: Immediately call a
POISON CENTER / a doctor if you feel unwell

P302 + P352: IF ON SKIN: Wash with plenty of water
P304 + P340: IF INHALED: Remove person to fresh air and
keep comfortable for breathing

P342 + P311: i experiencing respiratory problems: Call a
POISON CENTER / doctor

P391: Collect spillage
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*  Dystrophin (Rod Domain) (DYS1-CE)

Rotulo externo:

Rotulo interno:
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Rotulo interno:
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Dystrophin (N-Terminus) (DYS3-CE)

Rétulo externo:
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MANUAL DE INSTRUCCIONES

* (D3-565 (CD3-565-L-CE)

Indicaciones be Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-CD3-565 esta indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante
microscopia optica, de antigeno CD3 humano. La interpretacidn clinica de cualquier tincidn o de su ausencia
debe complementarse caon estudios morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un
anatomopatdlogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagnasticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitogquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogenico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimatica del cromdgeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestray
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio 6ptico y son de ayuda
en el diagnéstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

LN10

Inmundgeno

Proteina recombinante procaridtica correspondiente a la regién terminal C de la molécula humana CD3.

Especificidad

Antigeno CD3 humano.

Composicion Del Reactivo

NCL-L-CD3-565 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica como conservante.

Clase de Ig
lgG1

Y
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Concentracion Total De Proteina




Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracidn total de proteina especifica del lote.

Concentracion De Anticuerpo
lgual o superior a 32 mg/L segln se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracién de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica con secciones de parafina.

Recuperacion del epitopo inducido por calor (HIER): Por favor, siga las instrucciones de uso de Novocastra
Epitope Retrieval Solution pH 6.

Dilucién sugerida: 1:500 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe
determinar sus propias diluciones de trabajo optimas.

Visualizacidén: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para
obtener mas informacién sobre el producto o para recibir soporte, pdngase en contacto con su distribuidor .
local o con la oficina regional de Leica Biosystems, o hien visite el sitio web de Leica Biosystems,
www.LeicaBiosystems.com

El rendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se utiliza con otros sistemas manuales de tincién

o plataformas automatizadas.

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 etiqueta del vial. Cualesquiera

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

Preparacion 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 partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen bioldgico, debe manipularse con precaucion.

Este reactivo contiene azida sddica. Esta disponible una Hoja de informacion sobre la seguridad del
material, previa peticion, o en www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de como desechar
cualquier componente potencialmente toxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones

adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el conta?de la piel y de las membranas
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delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacion microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse
aumento de la tincién no especifica.
Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier 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 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 propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirurgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a |a utilizada para la muestra o0 muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincion adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o
serie de tinciones realizada. Un tejido con una tincion positiva débil es mas adecuado que un tejido con una
tincidn positiva intensa para lograr un control de calidad dptimo y para detectar niveles bajos de
degradacion del reactivo.2

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

Si el tejido de control positivo no muestra tincidén positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es musculo esquelético.

0 bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol

puede observarse también una tincion esporadica del tejido conectivo. Utilice células intactas para la
interpretacién de los resultados de |a tinciéon. A menudo, las células necréticas o degeneradas quedan

tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positiinjausados por la unién no

. _,FJ~1£44§£\1‘0{8-8§347533-APN-DNPI\ﬁ#ANMAT
" ANDREA' DAOU Pagina 96 de 205
DIRECTORA TECNICA - MP 19341
210-0prP7TIC & R.

L
'E AR - { 602)
HIPOLITO YRIGOY Wrﬁa;ﬁ%‘ 2

VICENTE LOPEZ - T 4350175




inmunoloégica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos positivos pueden estar

causados también por enzimas endogenas tales como la pseudoperoxidasa (eritrocitos), la peroxidasa
endogena (citocromo C), o la biotina enddgena (por ejemplo, de higado, mama, cerebro, rifidn), en funcidn
del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas endodgenas o los enlaces no
especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden tefiirse otros tejidos del paciente
exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enzimaticos (avidina-biotina, estreptavidina,
polimeros marcados) y cromdgeno sustrato respectivamente. Si se produce una tincién especifica del

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

Control De Reactivo Negativo
Utilice 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 tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-CD3-565 al final. La intensidad de la
tincién positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincion de fondo no especifica del control de
reactivo negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que
no se ha detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es

necesario, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon LN10 detecto el antigeno CD3 en células T del bazo, el nddulo linfético, el timo y las amigdalas, v
células T infiltrantes en muchos otros tejidos. (NUmero total de casos normales evaluados = 55).

Anormal del tejido

El clon LN10 tifié 16/280 tejidos anormales evaluados, incluyendo malignidades hematoldgicas (16/130,
incluyendo 4/4 T linfomas linfoblasticos, 4/5 linfomas de células T periféricas, 2/8 linfomas anaplasticos de
células grandes, 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 angioinmunoblastico de células T, 1/1 timoma, 0/50 linfomas difusos de
células B, 0/15 linfomas de Hodgkin, 0/11 linfomas foliculares, 0/9 linfomas difusos de células B grandes,
0/5 MALTomas, 0/3 linfomas de células del manto, 0/3 linfomas difusos de células grandes, 0/2 linfomas de
zonas marginales, 0/2 linfomas de Burkitt, 0/2 linfomas linfociticos plasmacitoides, 0/2 linfomas no
especificados de células T, 0/1 linfoma difuso de células T, 0/1 linfoma no Hodgkin y 0/1 linfoma del tipo
Burkitt), tumores de piel (0/81, incluyendo 0/18 melanomas, 0/15 carcinomas de células escamosass, 0/15

carcinomas de células basales, 0/10 carcinomas de glandulas sudoriparas,0/9 dermatofibrosarcomas, 0/3
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adenocarcinomas metastasicos, 0/3 schwannomas malignos, 0/2 carcinomas cisticos adenoides, 0/]
adenocarcinoma sebdceo, 0/1 fibrosarcoma, 0/1 sarcoma pleomdrfico indiferenciado, 0/1 leiomiosa
0/1 fibroxantoma atipico y 0/1 tumor de células de Merkel), tumores de los tejidos blandos (0/8),
carcinomas de mama(0/7), tumores ovaricos (0/7), tumores pulmonares (0/7), tumores hepaticos (0/5),
tumores neuroendocrinos (0/4), carcinomas renales (0/4), tumores gastricos (0/3), carcinomas de la vejiga
(0/3), tumores de células germinales (0/3), tumores adrenales (0/3), tumores endometriales (0/3), tumores
pancredticos (0/2), tumores tiroideos (0/2), adenocarcinomas de la préstata (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 préstata (0/1).
(Numero total de casos anormales evaluados = 280).

NCL-L-CD3-565 esta recomendado para su uso como parte de un panel de anticuerpos para indicar el

fenotipo de células T en enfermedades linfoproliferativas.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacién
especializada en la seleccion de los reactivos apropiados, la seleccidn, fijacion y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaocbjeto para IHQ, y la interpretacidn de los resultados de la tincion.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento del tejido previos a la tincidn. Una
fijacion, congelacion, descongelacidn, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacidn con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicidn de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacién y
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincién excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacidn correcta de los
resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatdélogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagnédsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacidn especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccién de

tejido tefida debe incluir un analisis morfolégico y la evaluacidn de los controles apropiados.
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* (D68 (CD68-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagnostico in vitro.

NCL-L-CD68 estd indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante microscopia .
dptica, de antigeno CD68 humano. La interpretacion clinica de cualquier tincidn o de su ausencia debe
complementarse con estudios morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo

cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimatica del cromdégeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefir la muestray

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio 6ptico y son de ayuda
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en el diagnéstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

514H12

Inmundgeno
Proteina de fusion procariotica correspondiente a la mitad de terminal carboxilo del dominio externo de la

molécula CD68 humana.

Especificidad
Antigeno CD68 humano.

Composicion Del Reactivo

NCL-L-CD68 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sodica como conservante.

Clase de Ig
l1gG2a, kappa

Concentracion Total De Proteina

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracion total de proteina especifica del lote.

Concentracion De Anticuerpo
Igual o superior a 37 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracién de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica con secciones de parafina.

Recuperacion del epitopo inducido por calor (HIER): Por favor, siga las instrucciones de uso de Novocastra
Epitope Retrieval Solution pH 9.

Dilucién sugerida: 1:100 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe
determinar sus propias diluciones de trabajo 6ptimas.

Visualizacién:. Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para
obtener mas informacion sobre el producto o para recibir soporte, pédngase en contacto con su distribuidor
local o con la oficina regional de Leica Biosystems, o bien visite el sitio web de Leica Biosystems,
www.LeicaBiosystems.com

Nota: En algunos casos, el paso del bloqueo de peroxidasa inmediatamente posterior a HIER puede afectar a
la tincidn lograda con este anticuerpo.

El rendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se utiliza con otr S‘Gistemas manuales de tincidn
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o plataformas automatizadas.

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 etiqueta del vial. Cualesquiera

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

Preparacion 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 partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto

de origen biologico, debe manipularse con precaucion. .

Este reactivo contiene azida sddica. Esta disponible una Hoja de informacion sobre la seguridad del
material, previa peticion, o en www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de como desechar
cualguier componente potencialmente toxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccidn, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacidon microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincién no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacion que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier 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 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 propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra 0 muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincién adecuadas.
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Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tinci

serie de tinciones realizada.

lograr un control de calidad dptimo y para detectar niveles bajos de degradacién del reactivo.2
El tejido de control positivo recomendado es amigdalas o intestino (macréfagos).
Si el tejido de control positivo no muestra tincidn paositiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es las amigdalas (células endoteliales).

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincion esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacién de los resultados de la tincion. A menudo, las células necroticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunolégica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endogenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifidn), en funcion del tipo de inmunotincidn utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromdgeno sustrato respectivamente. Si se produce
una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice 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 tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente
Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-CD68 al final. La intensidad de la tincidn
positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincion de fondo no especifica del control de reactivo
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negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha

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

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon 514H12 detecto la glucoproteina CD68 en la membrana del citoplasma y celular de muchos tipos de
células del linaje de células mielomonaociticas, incluyendo monocitos, macréfagos, granulocitos, células
microgliales, células de Kupffer del higado y una buena proporcién de células dentriticas. (NUmero total de
casos normales evaluados = 47).

Anormal del tejido

El clon 514H12 tifié 1/201 tumores evaluados, incluyendo seminomas testiculares (1/2), linfomas (0/80, .
incluyendo 0/44 linfomas difusos de células B, 0/6 linfomas difusos nodulares de células B, 0/6 linfomas de
Hodgkin con celularidad mixta, 0/5 linfomas anaplasticos de células grandes, 0/4 linfomas foliculares no
Hodgkin, 0/3 linfomas asociados a la mucosa de células B, 0/3 linfomas de Hodgkin predomina’.ntes de
linfocitos, 0/2 linfomas de células T, 0/2 linfomas plasmacitoides linfociticos, 0/1 linfoma de tipo Burkitt. 0/1
linfoma de células del mano, 0/1 linfoma claro de células T, 0/1 linfoma de Lennert y 0/1 linfoma de Hodgkin
con esclerosis nodular), tumores de piel (0/77, incluyendo 0/16 carcinoma de células escamosas, 0/15
melanoma maligno, 0/14 carcinoma de células basales, 0/10 carcinoma de células sudoriparas, 0/10
dermatofibrosarcoma, 0/3 adenocarcinoma metastdsico, 0/3 schwannoma maligno, 0/2 carcinoma cistico
adenoide, 0/1 adenocarcinoma sebéceo, 0/1 fibrosarcoma, 0/1 leiomiosarcoma y 0/1 sarcoma pleomérfico
indiferenciado), carcinomas hepaticos (0/6), carcinomas papilares tiroideos (0/4), carcinomas pulmonares
(0/4), tumores ovaricos (0/4), tumores cerebrales (0/2), tumores de los tejidos blandos (0/2), carcinomas
mestastasicos sin especificar (0/2), carcinomas de células escamosas del eséfago (0/2), carcinomas ductales .
de la mama (0/2),carcinomas de células renales (0/2), adenocarcinomas del estémago (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 atipicos del timo (0/1). (Ndmero total de casos de tumor evaluados =
201).

NCL-L-CD68 se recomienda para la identificacion del antigeno CD68 en diversos tejidos normales y

neoplasicos.

Limitaciones Generales
La inmunaohistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacién
especializada en la seleccidn de los reactivos apropiados, la seleccion, fijacién y procesamiento de tejidos, la

preparacién del portaobjeto para IHQ, y la interpretacién de los resultados[ﬁe"{a tincion.
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La tincion de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento del tejido previos a Ia I}OL :
‘o
fijacidn, congelacmn descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento mcorrc,;bs,o Ia;z

\%

contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del antic

de inclusidn, o a irregularidades inherentes al tejido.4 Una contratincién excesiva o incompleta puede poner
en peligro la interpretacidn correcta de los resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segln se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacidn especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier secciéon de

tejido tefiida debe incluir un anélisis morfoldgico y la evaluacién de los controles apropiados.

Bibliografia - General

1. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection 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 immunohistochemical 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, Inc., Philadelphia.

3. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part |: the techniques and pitfalls. Laboratory Medicine, 1983;
14:767.

4. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis
B surface antigen: a possible source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical
Pathology. 1980; 73:626.

5. Gu M, Sohn KR, Kim DJ, et al. Metastasizing dermatofibroma in lung. Annals of Diagnostic Pathology.
2007; 11:64-67.

6. Da Costa CET, Annels NE, Faaij CMJM, et al. Presence of osteoclast-like multinucleated giant cells in the
bone and nonostotic lesions of Langerhans cell histiocytosis. The Journal of Experimental Medicine. 2005;

201(5):687-693.
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Fecha De Publicacién

05 de febrero de 2013

*  Antigeno de Membrana Epitelial (EMA-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagnéstico in vitro.

NCL-L-EMA esta indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante microscopia

optica, de moléculas de Epithelial Membrane Antigen. La interpretacidn clinica de cualquier tincion o de su

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

anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunaohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacidn de antigenos mediante la

aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un

anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato

cromogeénico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimatica del cromégeno produce una

reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestra y

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio éptico y son de ayuda

en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

GP1.4

Inmundgeno

Membrana de glébulo graso de leche humana.

Especificidad

Antigeno epitelial de membrana humano.

Composicion Del Reactivo

NCL-L-EMA es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica 15 mM como

conservante.

Clase de Ig
IgG1
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Concentracion Total De Proteina

1,0-8,0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracidn total de proteina especifida

Concentracion De Anticuerpo
Igual o superior a 11 mg/L segtin se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracidn de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafina. Dilucién sugerida: 1:200-1:400
durante 60 minutos a 25°C.

No se recomienda realizar pretratamiento alguno. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe

determinar sus propias diluciones de trabajo 6ptimas.

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 etiqueta del vial, Cualesquiera

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

Preparacion 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 partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen bioldgico, debe manipularse con precaucion.

La molaridad de la azida sddica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacidn
sobre la seguridad del material (MSDS) azida sédica a su disposicion.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cdmo desechar
cualquier componente potencialmente toxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincion no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a
resultados erroneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validﬂjb‘ por 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 propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirurgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacién correcta de los tejidos y las técnicas de tincién adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o

serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincidn positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para .
lograr un control de calidad éptimo y para detectar niveles bajos de degradacién del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es mama o colon normales.

Si el tejido de control positivo no muestra tincion positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es cerebelo.

O hien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincidn no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados .
excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincion. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la union no inmunologica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas enddégenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritracitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina enddgena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifidn), en funcidn del tipo de inmunotincidn utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdgeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromogeno sustrato respectivamente. Si se produce

una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben
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considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo

Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte da\¢
muestra del paciente a fin de evaluar la tincidn no especifica y obtener una mejor interpretacion de |a

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-EMA al final. La intensidad de la tincion

positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincidn de fondo no especifica del control de reactivo

negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
.detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon GP1.4 detecté el antigeno epitelial de membrana (EMA, por sus siglas en inglés, o episialina) en el

citoplasma y en la membrana apical luminal de una variedad de epitelios normales, incluida la porcién

apical de las células del revestimiento de los conductos de las glandulas mamarias, asi como otros epitelios

glandulares, mientras que el epitelio escamoso mostro un patrdn desigual de expresion del antigeno (n=35).

Tejidos tumorales

El clon GP1.4 tifid 17 de 24 carcinomas de pulmén, 16 de 16 carcinomas de mama, 5 de 6 tumores

gastrointestinales, 4 de 4 tumores renales, 3 de 8 tumores ovaricos, 1 de 3 tumores endometriales, 1 de 3
. tumores de tiroides y 1 de 1 adenocarcinoma pancreatico. Ademas, tifié 6 de 6 carcinomas escamosos, 3 de

3 carcinomas de células de transicion y 1 de 1 carcinoma de células basales. No se observo tincién en una

variedad de otros tumores evaluados (n=22).

NCL-L-EMA esta recomendado para utilizarse como parte de un panel de anticuerpos para la clasificacion

de los tumores de origen epitelial.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacion
especializada en la seleccion de los reactivos apropiados, la seleccién, fijacidn y procesamiento de tejidos, |a
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de |a tincion.

La tincién de los tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tincion. Una
fijacidn, congelacion, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefj:QS, atrapamiento del anticuerpo o falsos

negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
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de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4 Una contratincidn excesiva o incompleta puede poner

en peligro la interpretacidn correcta de los resultados.

La interpretacidn clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfolégicas, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagnésticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segln se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacién especificos. Puede producirse una expresién
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacién clinica de cualquier seccién de

tejido tefiida debe incluir un analisis morfolégico y la evaluacién de los controles apropiados.
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infectious diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. Villanova, P.A. 1991; 7(9). Order
code M29-P.
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B surface antigen: a possible source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical
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No aplicable.

Fecha De Publicacién

03 de marzo de 2014

Metodologia inmunohistocitoquimica para utilizar anticuerpos NovocastraTM sobre tejido incluido en

parafina.

Reactivos necesarios que no se incluyen

1. Disolventes estandar utilizados en inmunohistocitoquimica.

2. 0.5% v/v Perdxido de hidrogeno.

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

4. Disolvente de anticuerpo - suero normal en dilucion éptima.

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

6. Anticuerpo secundario biotinilado - preparar segun la recomendacién del fabricante.

7. Complejo Avidina/Biotina-peroxidasa de rabano (ABC-HRP) - preparar segun la recomendacidn del
fabricante.

8. 3,3’ Tetraclorhidrato de Diaminobenzidina (DAB) - preparar segun la recomendacidn del fabricante.
9. Contratefiido hematoxilina - preparar segin la recomendacion del fabricante.

10. Medio de montaje - utilizar segtin la recomendacion del fabricante.

Equipo neces'ario, pero no incluido
1. Incubadora graduada a 25 °C.

2. Equipo general para laboratorio de inmunohistocitoguimica.

Soluciones para la recuperacion de antigeno

No Aplicable cuando no estd recomendado ningun pretratamiento.

Metodologia

Antes de utilizar esta metodologia, los usuarios deben seguir una formacion en técnicas de
inmunohistocitoquimica.

Los clientes deben determinar las diluciones 6ptimas para los anticuerpos. Salvo si se indica especialmente,
todos los pasos se efectian bajo temperatura ambiente (25 °C).

1. Cortar y montar las secciones sobre portaobjetos tratados con un adhesivo adecuado para tejidos.

2. Eliminar la parafina de las secciones con xileno o con sustitutos del xileno.

3. Rehidratar mediante alcoholes graduados.

4. Neutralizar la peroxidasa enddgena utilizando peroxido de hidrég ﬁokmetanol al 0.5% en v/v durante 10
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minutos.

5. Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo.

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

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

8. Incubar las secciones con anticuerpo primario en dilucién dptima (ver Recomendaciones de Uso).

9. Lavar en tampon TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente,

10. Incubar las secciones en el anticuerpo secundario biotinilado apropiado.

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

12. Incubar los portaobjetos en ABC-HRP.

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

14. Incubar los portaobjetos en DAB.
15. Enjuagar los portaobjetos con agua.
16. Contratefir con hematoxilina.

17. Deshidratar, aclarar y montar las secciones.

Correcciones a la Publicacién Anterior

No corresponde.

Fecha de Publicacidn

18 de agosto de 2003

*  Receptor Epidérmico del Factor de Crecimiento (EGFR-L-CE)

Indicaciones De Uso
Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-EGFR estd indicado para la identificacion

6ptica, de Epidermal Growth Factor Receptor. La interpretacidn clinica de cualquier tincién o de su ausencia
debe complementarse con estudios morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un

anatomopatologo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagnosticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un

anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
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cromogeénico, con pasos de lavado intercalados. La activacidn enzimatica del cromdgeno produce
reaccidn visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefir la mues
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio éptico y son
en el diagnést}co diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

EGFR.113

Inmundgeno
Proteina de fusion procariotica correspondiente al dominio externo de la molécula de receptor del factor de

crecimiento epidérmico.

Especificidad

Dominio externo del receptor del factor de crecimiento epidermico humano.

Composicion Del Reactivo
NCL-L-EGFR es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica 15 mM como

conservante.

Clase de Ig
lgG2a

Concentracion Total De Proteina

1,0-8,0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracidn total de proteina especifica del lote.

Concentracion De Anticuerpo
lgual o superior a 26 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial |a

concentracién de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafina. Dilucidn sugerida: 1:10-1:20
durante 60 minutos a 25 °C. Se recomienda realizar recuperacion de antigeno a alta temperatura utilizando
la solucién de recuperacion citrato 0,01 M (pH 6,0). Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe

determinar sus propias diluciones de trabajo optimas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2—8 °C. No lo congele. Devué[lvalo a 2-8 °C inmediatamente después de

su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada ign I? etiqueta del vial. Cualesquiera
N\
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condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacion 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 partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen bioldgico, debe manipularse con precaucion.

La molaridad de la azida sddica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacién
sobre la seguridad del material (MSDS) azida sédica a su disposicion.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cémo desechar
cualquier componente potencialmente toxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacion microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincién no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erroneos. Cualquier 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 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 propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirlrgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincion adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincion positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para

lograr un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacién del reactivo.2

\'n
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Si el tejido de control positivo no muestra tincidn positiva, los resultados de las muestras analizada

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es cerebelo.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincidn no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincién. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunolégica a proteinas o a productos de reaccién del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas enddgenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina enddgena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifidn), en funcion del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromogeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromogeno sustrato respectivamente. Si se produce
una tincién especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice 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 tincidn no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-EGFR al final. La intensidad de la tincion
positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de reactivo
negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

-

Tejidos normales i O N |
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El clon EGFR.113 detecta el antigeno receptor del factor de crecimiento epidérmico en la superficie de las

células de una variedad de tejidos normales. Se observd una intensa tincion de la membrana en las células
basales de la epidermis de la piel y en el epitelio escamoso estratificado del cérvix y de la amigdala palatina.
En la piel, las glandulas ecrinas y sebaceas también dieron positivo. Se observé inmunotincién en el epitelio
columnar pseudoestratificado de los bronquios y en el epitelio de transicidn del tracto urinario.

Asimismo, se observd una expresion intensa en los sincitiotrofoblastos placentarios. Las glandulas
endometriales dieron también positivo, en grado variable.

Tejidos tumorales

El clon EGFR.113 tifié una variedad de neoplasias (n=67/132), incluidos 9 de 12 carcinomas de vejiga, 17 de
18 carcinomas de células escamosas, 18 de 32 carcinomas de mama, 3 de 3 tumores colorrectales, 2 de 4
carcinomas prostaticos, 6 de 12 adenocarcinomas pulmonares, 2 de 2 carcinomas endometriales, 0 de 4
carcinomas de células pequefias pulmonares y O de 5 linfomas. En algunos tumaores puede observarse
positividad citoplasmatica. .

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

epidérmico en tejidos normales y neoplasicos.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacién
especializada en la seleccién de los reactivos apropiados, la seleccidn, fijacién y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaohjeto para IHQ, y la interpretacién de los resultados de la tincion.

La tincién de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacidn, congelacion, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacidn con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticUerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y .
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincion excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacién correcta de los
resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatdlogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruehas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segtin se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccion de

tejido tefiida debe incluir un analisis morfoldgico y la evaluacién de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacion Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicacién

13 de marzo de 2013

Metodologia inmunohistocitoquimica para utilizar anticuerpos NovocastraTM sobre tejido incluido en

parafina, mediante la técnica de recuperacion de antigeno por alta temperatura.

A. Reactivos necesarios que no se incluyen

1. Disolventes estandar utilizados en inmunohistocitoquimica.

2. 0.5% v/v Peroxido de hidrogeno.

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

4. Solucién(es) recuperadora(s) de antigeno - ver Recomendacioneg de Uso.

5. Disolvente de anticuer suero normal en dilucion dptima.—\ |
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6. Suero normal de las especies en las que se ha criado el anticuerpo secundario.

7. Anticuerpo secundario biotinilado - preparar segln la recomendacion del fabricante.

8. Complejo Avidina/Biotina-peroxidasa de rabano (ABC-HRP) - preparar segln la recomendacion del
fabricante.

9. 3,3’ Tetraclorhidrato de diaminobenzidina (DAB) - preparar segln la recomendacion del fabricante.
10. Contratefiido de hematoxilina - preparar segun la recomendacion del fabricante.

11. Medio de montaje - utilizar segun la recomendacidn del fabricante.

B. Equipo necesario, pero no incluido

1. Incubadora graduada a 25 °C.

2. Olla a Presion de Acero Inoxidable (NovocastraTM recomienda que |as juntas se cambien periédicamente,
para mantener las 6ptimas condiciones de desenmascarado).

3. Equipo general para laboratorio de inmunohistocitoquimica. .

Nota de seguridad
Para garantizar la utilizacion correcta y segura de la olla a presién, POR FAVOR, LEER LAS INSTRUCCIONES
DEL FABRICANTE.

C. Soluciones para |la recuperacion de antigeno (ver Recomendaciones de Uso)

Solucién recuperadora de citrato 0,01 M (pH 6,0)
Afadir 3,84 gramos de acido citrico (anhidro) a 1,8 L de agua destilada. Ajustar el pH a 6,0 utilizando NaOH

1 M. Completar hasta 2 L con agua destilada.

Solucidn recuperadora EDTA 1 mM (pH 8,0)
Afadir 0,37 g de EDTA (cddigo SIGMA de producto E-5134) a 1 L de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0 .
utilizando NaOH 0,1M .

Tris 20mM/EDTA 0,65 mM/Solucidn recuperadora Tween 20 al 0,0005% (pH 9,0)

Disolver 14,4 g de Tris (codigo BDH de producto 271197K) y 1,44 g de EDTA (cddigo SIGMA de producto E-
5134) en 0,55 L de agua destilada. Ajustar el pH a 9 con HCI 1 M y afiadir 0,3 ml de Tween 20 (codigo 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, seglin necesidad (por ejemplo, 0,15 L diluido con 1,35 L de agua destilada).

D. Metodologia

Antes de utilizar esta metodologia, los usuarios deben seguir una formacién en técnicas de
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inmunohistocitoquimica. Los clientes deben determinar las diluciones optimas para los anticuer ‘.’SéT\L.f_‘Q‘ si,

se indica especialmente, todos los pasos se efectian bajo temperatura ambiente (25 °C).

1. Cortar y montar las secciones sobre portaobjetos tratados con un adhesivo adecuado para
2. Eliminar la parafina de las secciones con xileno o con sustitutos del xileno.

3. Rehidratar mediante alcoholes graduados.

4. Neutralizar la peroxidasa endégena utilizando peréxido de hidrégeno/metanol al 0,5% en v/v durante 10
minutos.

5. Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo.

Pretratar las secciones como se describe a continuacion:

6. Calentar en una olla a presion, 1,5 L de la solucién recuperadora recomendada (ver Recomendaciones de
Uso) hasta la ebullician.

Cubrir, pero no sujetar la tapa. Colocar los portaobjetos en bastidores metélicos de tincidn (no colocar los
portaobjetos muy juntos, para evitar la tincidn desigual) e introducirlos en la olla a presion, asegurandose
de que los portaobjetos quedan completamente sumergidos en la solucién recuperadora. Cerrar bien la
tapa. Cuando la olla a presidn alcanza la temperatura y presiéon de funcionamiento, cronometrar 1 minuto (a
menos que se indique diferente en Recomendaciones de Uso). Sacar la olla a presidn de la fuente de calory
enfriarla bajo agua corriente, con la tapa cerrada. NO ABRIR LA TAPA HASTA QUE LOS INDICADORES
MUESTREN QUE LA PRESION YA SE HA LIBERADO. Abrir la tapa, extraer los portachjetos y colocarlos
inmediatamente en agua fresca del grifo.

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

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

9. Incubar las secciones con anticuerpo primario en dilucion dptima (ver Recomendaciones de Uso).

10. Lavar en tampdn TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

11. Incubar las secciones en el anticuerpo secundario biotinilado apropiado.

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

13. Incubar los portaohbjetos en ABC-HRP.

14, Lavar en tampdn TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

15. Incubar los portaobjetos en DAB.

16. Enjuagar los portaobjetos con agua.

17. Contratefiir con hematoxilina.

18. Deshidratar, aclarar y montar las secciones.

E. Correcciones a la Publicacién Anterior
Solo se han realizado cambios en la presentacion. No se ha modi;i(;ado el texto con respecto a la publicacién

anterior. \
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F. Fecha de publicacion

23/06/2004

*  Marcador de Melanoma (HMB45-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-HMBA45 esta indicado para la identificacidn cualitativa medante microscopia optica del antigeno

HMBA45 humano en secciones de parafina. La interpretacién clinica de cualquier tincidén o de su ausencia

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

anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras .

pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacidn enzimética del cromdgeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestra y
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio éptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatolégicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

HMB45

Inmunégeno

Extracto de la metastasis del melanoma pigmentado de los nddulos linfaticos.

Especificidad
Antigeno humano HMB45.

Composicion Del Reactivo

NCL-L-HMB45 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica como conservante.
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Clase de Ig
IgG1, kappa

Concentracidn Total De Proteina

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracidn total de proteina especifica del lote.

Concentracién De Anticuerpo
Igual o superior a 10,8 mg/L segln se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica con secciones de parafina.

Recuperacién‘del epitopo inducido por enzima (EIER): Por favor, siga las instrucciones de uso de
Novocastra Enzyme Proteinase K (IHC).

Dilucion sugerida: 1:60 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe
determinar sus propias diluciones de trabajo dptimas.

Visualizacion: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para
obtener mas informacion sobre el producto o para recibir soporte, péngase en contacto con su distribuidor
local o con la oficina regional de Leica Biosystems, o bien visite el sitio web de Leica Biosystems,

www.LeicaBiosystems.com El rendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se utiliza con otros

sistemas manuales de tincidn o plataformas automatizadas.

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 etiqueta del vial. Cualesquiera

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

Preparacion 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 partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen bioldgico, debe

manipularse con precaucion,

Este reactivo contiene azida sédica. Estd disponible una Hoja de informacion sobre la seguridad del
material, previa peticién, o en www.LeicaBiosystems.com

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

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

manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincidon no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacion que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier 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 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 propio labaoratorio, ademds de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincidén adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o

serie de tinciones realizada. Un tejido con una tincidn positiva débil es mas adecuado que un tejido con una
tincién positiva intensa para lograr un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de

degradacion del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es el melanoma. .
Si el tejido de control positivo no muestra tincidn positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es el rifion.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

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

excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice
pe
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células intactas para la interpretacién de los resultados de la tincion. A menudo, las células ne

degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positiye

0‘°*°Hon \"@
causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos fatsas
positivos pueden estar causados también por enzimas enddgenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o |a biotina enddgena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifion), en funcion del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
endogenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdgeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromdgeno sustrato respectivamente. Si se produce

una tincidn especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice 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 tincion no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-HMB45 al final. La intensidad de la tincién
positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de reactivo
negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El anticuerpo Marcador de Melanoma (clon HMB45) presentd una tincidn citoplasmatica granular de los
melanocitos basales de |a piel. El resto de tejidos normales resultaron negativos. (NUmero total de tejidos
normales evaluados = 51).

Anormal del tejido

El Marcador de Melanoma (clon HMB45) tifid 19/126 tejidos anormales evaluados, incluyendo tumores de
piel (18/83, incluyendo 17/20 melanomas malignos, 1/10 carcinomas de las gldndulas sudoriparas, 0/17
carcinomas de células escamosas, 0/14 carcinomas de células basales, 0/9 dermatofibrosarcomas, 0/3
schwannomas malignos, 0/3 adenocarcinomas metastésicos, 0/2 carcinomas cisticos adenoides, 0/1
adenocarcinoma sebaceos, 0/1 fibrosarcoma, 0/1 leiomiosarcoma, 0/1 sarcoma pleomorfico indiferenciado

y 0/1 carcinoma s

elula camosas/basales mixtas), nevus azulki‘{l ), carcinomas tiroideos (0/4),
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carcinomas pulmonares (0/4), carcinomas ovaricos (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 es6fago (0/2), carcinomas de células escamosas de la laringe (0/2), carcinomas
metastdsicos de origen desconocido (0/2), adenocarcinomas géstricos (0/2), adenocarcinomas pancreaticos
(0/2), adenocarcinomas de préstata (0/2), carcinomas de células renales (0/2) carcinomas de células
escamosas del cérvix (0/2). (NUmero total de casos anormales evaluados = 126).

NCL-L-HMBA45 se recomienda para su utilizacién como parte de un panel de anticuerpos para el

diagndstico de melanomas.

Limitaciones Generales

La inmunchistocitogquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacidn
especializada en la seleccion de los reactivos apropiados, |a seleccion, fijacidn y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincién.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento del tejido previos a la tinciéon. Una
fijacién, congelacion, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacién y
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincién excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacion correcta de los
resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfologicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatdlogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresién .
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacién clinica de cualquier seccién de

tejido tefiida debe incluir un analisis morfoldgico y la evaluacion de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacion Anterior
Composicion Del Reactivo, Concentracion Total De Proteina, Recomendaciones De Uso, Advertencias Y

Precauciones, Resultados Esperados.

Fecha De Publicacion

21 de noviembre de 2012

* Cadena Liviana Kappa (KAP-581-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagnostico in vitro.

El NCL-L-KAP-581 esta indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante
microscopia dptica, de moléculas de cadena liviana kappa. La interpretacidn clinica de cualguier tincion o de
su ausencia debe complementarse con estudios morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un
anatomopatologo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la
aplicacidn secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimatica del cromégeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestra y

cubrirla con un cubrethjeto. Los resultados se interpretan utilizando[ﬁn‘ microscopio optico y son de ayuda
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en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatolégicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

CH15

Inmunogeno
Proteina recombinante procaridtica correspondiente a 106 aminoacidos de la molécula de cadena liviana

kappa humana.

Especificidad

Cadena liviana kappa humana.

Composicion Del Reactivo
NCL-L-KAP-581 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sddica 15 mM como

conservante.

Clase delg
IgG1

Concentracion Total De Proteina

1.0-8.0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracidn total de proteina especifica del lote.

Concentracidn De Anticuerpo
Igual o superior a 125 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracién de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica con secciones de parafina.

Recuperacion de epitopos inducida por enzimas (EIER). Por favor, siga las instrucciones de uso de
Novocastra Enzyme Proteinase K (IHC), RE7160-K.

Dilucién sugerida: 1:200 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe
determinar sus propias diluciones de trabajo optimas.

Visualizacién. Por favor, siga las instrucciones de uso de NovolinkTM Polymer Detection Systems, RE7280-K

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

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 etiqu?ta del vial. Cualesquiera
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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 producto
de origen bioldgico, debe manipularse con precaucion.

La molaridad de la azida sddica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacion
sobre la seguridad del material (MSDS) azida sddica a su disposiciéon.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de como desechar
cualquier componente potencialmente toxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacion microbiana de los reactivos; de lo contrario, padria producirse un
aumento de la tincion no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados errdneos. Cualquier 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 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 propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirurgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o0 muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincién adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincién positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincion positiva intensa para
lograr un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de de(gradacic')n del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es amigdala.

/ N\ e ™ t.\.
o [ Lol L0E-2018-02347533- APN-DNPM#ANMAT
/7 — VA'N'DRE} DAOU Pagina 126 de 205
L £ DIRECTORA TEGNICA - MP 19341
IC.LUCAS M. ViLLEGag BIO-OPTIC S.R.L,

HIPOLITO YRIGOYEN 2780 pagimav3ide 122

S0CIO GERE
PR VICENTE L0PLZ - TEL. 4791:9943 /54350175



Si el tejido de control positivo no muestra tincién positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos,

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar |a especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es células foliculares de tiroides.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincidn esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacién de los resultados de la tinciéon. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos .
causados por la unidon no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccidn del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C), o la biotina enddgena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifidn), en funcion del tipo de inmunotincidn utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enziméaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromdgeno sustrato respectivamente. Si se produce
una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice 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 tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-KAP-581 al final. La intensidad de la
tincién positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincion de fondo no especifica del control de
reactivo negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que
no se ha detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es

necesario, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales (
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El clon CH15 detectd la proteina cadena liviana lambda en el citoplasma y sobre la membrana de las células

plasmaticas. Ademas de las células plasmadticas en tejidos, cuando estaban presentes, se d

cadena liviana kappa en diversos tejidos, entre ellos en el colon (epitelio), intestino delgady

cerebelo (células gliales), rifion (tubulos, glomérulos), glandula suprarrenal, pancreas (aci

bazo (células plasmaticas), ovario (estroma), cuello uterino (epitelio), Utero (estroma del endometrio),
testiculos (tubulos, células de Leydig), prdstata (acinos, estroma), timo, mama (epitelio de conductos),
hipofisis, médula dsea, apéndice (mesotelio), muisculo esquelético, corazdn, cordén umbilical (mesotelio) y
amigdala (centros germinales, células plasmaticas, linfocitos de la zona del manto). (Nimero total de casos
tefiidos = 50)
Tejidos tumorales
El clon CH15 detectd la proteina de la cadena liviana kappa en 53 de 67 enfermedades malignas

. hematologicas evaluadas, incluidos 13 de 13 linfomas difusos de células B grandes, 11 de 12 linfomas de
Hodgkin, 7 de 7 linfomas foliculares, 5 de 6 linfomas de células B no especificadas, 4 de 6 linfomas de células
del manto, 3 de 6 linfomas periféricos de células T, 2 de 3 leucemias linfociticas agudas, 2 de 2 linfomas
anaplasicos de células grandes, 2 de 2 maltomas, 1 de 1 linfoma de Burkitt, 1 de 1 linfoma
angioinmunoblastico de células T, 1 de 1 linfoma de células NK/T, 1 de 1 linfoma linfobldstico maligno no
especificado, O de 3 linfomas no especificados de célula T, 0 de 2 linfomas no especificados y 0 de 1 linfoma
no Hodgkin no especificado. Aparte de los linfocitos de infiltracion, se detectd también la cadena kappa
liviana en 57 de 62 enfermedades malignas no linfoides, incluidos 6 de 6 tumores de ovario, 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, 3 de 3 tumores de higado, 3 de 3 tumores de vejiga, 3 de 3 tumores de suprarrenal, 3 de 3 tumores
de endometrio, 1 de 3 tumores de células germinales, 2 de 2 tumores pancreaticos, 2 de 2 carcinomas de

. células escamosas, 2 de 2 tumores de tiroides, 2 de 2 tumores de prostata, 1 de 1 tumor de colon, 1de 1
tumor de intestino delgado, 1 de 1 tumor de estdmago, 1 de 1 tumor neural, 1 de 1 tumor de la piely 1 de 1

prostata anormal. No se detecté tincién en melanomas (0 de 2) ni tumores de timo (0 de 1). (Nimero total

de casos tefiidos = 129)
El NCL-L-KAP-581 se recomienda como parte de un panel de anticuerpos para la clasificacién del origen de

los tumores de células B.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacion
especializada en la seleccidn de los reactivos apropiados, la seleccidn, fijacidén y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, v la interpretacién de los resultados de la tincién.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamnerﬁto del tejido previos a la tincion. Una
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fijacion, congelacién, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la

contaminacién con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacién y
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincion excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacidn correcta de los
resultados.

La interpretacidn clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatdlogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segin se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccidon de

tejido tefida debe incluir un analisis morfoldgico y la evaluacién de los controles apropiados. .

Bibliografia - General

1. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection 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 immunohistochemical 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, Inc., Philadelphia.

3. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the techniques and pitfalls. Laboratory Medicine. 1983;
14:767.

4. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis
B surface antigen: a possible source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical .
Pathology. 1980; 73:626.

5. Ramsland P and Farrugia W. Crystal structures of human antibodies: a detailed and unfinished tapestry of

immunoglobulin gene products. Journal of Molecular Recognition. 2002; 15:248-259.

Correcciones A La Publicacion Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicacion

24 de julio de 2013

] ey
- ﬁ; 2T D PUAIAT
’ BIO-OPT S
Ligi LUCAS M. VILLEGAS HIPOLITO YRIGOYEN 2739 RFLL{)RIDA (1602)

S0CIO GERENTE VICENTE LOPEZ - TEL. 479]. -9923 / 5435.0175
pagina 46 de 122



* Cadena Liviana Lambda (LAM-578-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.
El NCL-L-LAM-578 esta indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante
microscopia 6ptica, de moléculas de cadena liviana lambda. La interpretacién clinica de cualquier tincién o
de su ausencia debe complementarse con estudios morfologicos, con el uso de los controles adecuados, vy
un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogeénico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimatica del cromogeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestray
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio éptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatologicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

SHL53.

Inmundgeno
Proteina recombinante procariética correspondiente a 105 aminodcidos de la molécula de cadena liviana

lambda humana.

Especificidad

Cadena liviana lambda humana.

Composicion Del Reactivo
NCL-L-LAM-578 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica 15 mM como

conservante.

Clase de Ig
1gG1.

Concentracion Total De Proteina
1.0-8.0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracmn tot I de proteina especifica del lote.
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Concentracion De Anticuerpo

Igual o superior a 554 mg/L seglin se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial |a

concentracidn de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafina. Dilucidn sugerida: 1:200 durante
30 minutos a 25 °C.

NovolinkTM Polymer Detection System RE7280-K, RE7150-K, RE7140-K o RE7290-K Recuperacion de
epitopos inducida por calor con Epitope Retrieval Solution pH 6.0 (RE7113, RE7114 o RE7115). Esta es tan

solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de trabajo 6ptimas.

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 etiqueta del vial. Cualesquiera

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

Preparacion 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 partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de arigen bioldgico, debe manipularse con precaucion.

La molaridad de |a azida sodica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacion
sobre la seguridad del material (MSDS) azida sddica a su disposicion.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cémo desechar
cualquier componente potencialmente todxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacidn microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincidn no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados errdneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.
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Control De Calidad

a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientds:
-

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

incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra 0 muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincién adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincion positiva débil es mds adecuado que un tejido con una tincidn positiva intensa para
lograr un control de calidad dptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es amigdala.

Si el tejido de control positivo no muestra tincién positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es células foliculares de tiroides.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincion esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincién. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccién del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina enddgena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifidn), en funcién del tipo de inmunaotincién utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromodgeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromogeno sustrato respectivamente. Si se produce
una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de(laﬁ\muestras de los pacientes deben
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considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice 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 tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-LAM-578 al final. La intensidad de la
tincidn positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincidn de fondo no especifica del control de
reactivo negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que
no se ha detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es

necesario, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon SHL53 detect¢ la proteina de la cadena liviana lamhbda en el citoplasma y sobre la membrana de las
células plasmaticas. Se detectd ademas la proteina de la cadena liviana lambda en diversos tejidos, entre
ellos en el colon (epitelio), intestino delgado (epitelio), cerebelo (células de Purkinje, células gliales), rifion
(tubulos, glomérulos), glandula suprarrenal (médula, corteza), pancreas (acinos, conductos), pulmén
(células alveolares, macrdfagos), higado (hepatocitos), estémago (epitelio), eséfago (epitelio), piel (epitelio
basal), bazo (esplenocitos), ovario (estroma), cuello uterino (epitelio basal), Utero (gldndulas del
endometrio), testiculos (tabulos, células de Leydig), préstata (acinos), timo, mama (epitelio de conductos y
de glandula), hipdfisis, médula ésea, apéndice (mesotelio), musculo esquelético, corazdn, corddn umbilical
(mesotelio) y amigdala (células dendriticas foliculares, células plasmaticas, linfocitos de la zona del manto).
(Namero total de casos = 43) .
Tejidos tumorales

El clon SHL53 detectd la proteina de la cadena liviana lambda en 57 de 72 enfermedades malignas
hematologicas evaluadas, incluidos 14 de 14 linfomas difusos de células B grandes, 10 de 13 linfomas de
Hodgkin, 7 de 13 leucemias linfociticas crdnicas, 6 de 6 linfomas de células del manto, 5 de 6 linfomas
foliculares, 4 de 6 linfomas periféricos de células T, 2 de 2 linfomas anaplédsicos de células gran'des, 2de2
maltomas, 4 de 4 linfomas no especificados, 1 de 1 linfoma no especificado del bazo, 1 de 1 linfoma maligno
no especificado, 1 de 1 linfoma de Burkitt, 1 de 1 leucemia linfocitica aguda, 1 de 1 linfoma de zona
marginal, 0 de 1 timoma, 0 de 1 linfoma de célula NK/T y 0 de 1 linfoma angioinmunobléstico. Excepto por
los linfocitos infiltrantes, se detectd también la cadena liviana lambda en 30 de 40 enfermedades malignas

no linfoides incluidos 10 de 10 carcinomas de células escamosas, 4 de 4 tum?r_es de higado, 2 de 4 tumores
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LIy
de ovario, 2 de 3 tumores colorrectales, 2 de 2 tumores de mama, 2 de 2 tumores de estdmago, 2 de 2
tumores de pancreas, 2 de 2 tumores renales, 2 de 2 tumores de prostata, 1 de 2 tumores de pulmdn y 1 de

2 carcinomas metastdsicos de nodo linfatico. No se detecto tincién en tumores de tiroides (0 de 3) ni

tumores cerebrales (0 de 2). (Ndmero total de casos = 112)
El NCL-L-LAM-578 se recomienda como parte de un panel de anticuerpos para la clasificacio

de los tumores de células B.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacién
especializada en la seleccidn de los reactivos apropiados, la seleccidn, fijacidon y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincion.

La tincidn de los tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacion, congelacién, descongelacidn, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusién, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincidn excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacién correcta de los
resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagnosticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, seguin se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccidn de

tejido tefiida debe incluir un analisis marfolégico y la evaluacion de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacion Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicacién

16 de diciembre de 2013 |

Metodologia inmunohistoquimica para la utilizacion de anticuerpos NovocastraTM, en tejidos incluidos

en parafina, con la aplicacion de la técnica de recuperacion de epitopos inducida por calor.

A. Reactivos necesarios que no se suministran

1. Disolventes estandar utilizados en inmunohistoquimica.

2. Solucién salina tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

3. Solucion para la recuperacion de epitopos (véase la seccién C Soluciones para la recuperacion de
epitopos).

4. Diluyente del anticuerpo, NovocastraTM IHC Diluent, RE7133.

5. Sistema de visualizacion, 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. Incubador ajustado a 25 °C.

2. Dispositivo de calentamiento para la recuperacion de epitopos: bafio de agua o de vapor, olla de presién
u otro equipo de laboratorio con temperatura controlada.

3. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunohistoquimica. |

C. Soluciones para la recuperacion de epitopos (véanse las Recomendaciones de uso de alguna de las

siguientes) |
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RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

fal -
0D Wt
RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) . . s
500 mL Tampén basado en citrato, que contiene agente tensioactivo

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1L
RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1L
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1L
RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L Tampén basado en Tris/EDTA, que contiene agente
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 L tensioactivo

Tampon basado en EDTA, que contiene agente tensioactivo

D. Metodologia

Antes de poner en practica esta metodologia, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas
inmunohistoquimicas.

Los clientes deben determinar las diluciones 6ptimas de los anticuerpos. A menos que se indique otra cosa,
todos los pasos se llevan a cabo a temperatura ambiente (25 °C).

Recuperacion de epitopos

Siga las instrucciones de uso de las Epitope Retrieval Solutions RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118,
RE7119, RE7122.

Visualizacién

Siga las instrucciones de uso de los sistemas de deteccidon de polimeros 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 publicacion anterior

No aplicable.

F. Fecha de publicacién

23 de abril de 2008

« (D99 (CD99-187-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-CD99-187 esta indicado para la identificacidn cualitativa en secciones de parafina, mediante
microscopia éptica, de moléculas CD99. La interpretacidn clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe
complementarse con estudios morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatdlogo

cualificado debe evaluarla emel contexto del historial clinico del paciené W de otras pruebas diagnosticas.
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Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacidn enzimatica del cromoégeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestray
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio éptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

PCB1

Inmunégeno .

Proteina procariotica recombinante, correspondiente a 101 aminoacidos de la regién N terminal de la

molécula CD99 humana

Especificidad
CD99 humana

Composicion Del Reactivo

NCL-L-CD99-187 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica como conservante.

Clase de Ig
IgG1

Concentracién Total De Proteina .

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracién total de proteina especifica del lote.

Concentracion De Anticuerpo
Igual o superior a 9,9 mg/L, segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial |a

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica con secciones de parafina.

Recuperacidn de epitopos termoinducida (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Siga las instrucciones de
uso de Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Dilucién sugerida: 1:50 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe

determinar sus propi iluciones de trabajo éptimas. (
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Visualizacién: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systg

obtener mas informacion sobre el producto o para recibir soporte, pdngase en contacto cofy"

www.LeicaBiosystems.com
El rendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se utiliza con otros sistemas manuales de tincion

o plataformas automatizadas.

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 etiqueta del vial. Cualesquiera

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

Preparacion 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 partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen bioldgico, debe manipularse con precaucion.

Este reactivo contiene azida sddica. Estd disponible una Hoja de informacién sobre la seguridad del
material, previa peticion, o en www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de coémo desechar
cualquier componente potencialmente tdxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccion, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacion microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincidn no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier 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 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 propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser tras frescas de autopsia, biopsia o quirar cas fijadas en formol, procesadas e
Pl
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incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacién correcta de los tejidos y las técnicas de tincidn adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positiva por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincién positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para
lograr un control de calidad dptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es amigdala.

Si el tejido de control positivo no muestra tincidn positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo .
Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del

antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es musculo esquelético.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincién no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporddica del tejido conectivo. Utilice

células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincion. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos

causados por la unién no inmunolégica a proteinas o a productos de reaccidn del sustrato. Estos falsos

positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa .
(eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C), o la biotina enddgena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifién), en funcién del tipo de inmunotincidn utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden tefiirse

otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdgeno sustrato o con complejos enzimaticos (avidina-

biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce una

tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice 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 tincidn no especifica y obtener una mejor interpretacién de la
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tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente
Examine las muestras de pacientes tefiidas con NCL-L-CD99-187 al final. La intensidad de la
debe valorarse en el contexto de cualquier tincion de fondo no especifica del control de reactivo neéativo.
Como con cualquier prueba inmunohistocitoguimica, un resultado negativo significa que no se ha detectado
antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use un panel

de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon PCB1 detectd la presencia de la glucoproteina transmembrana CD99 en diversos tejidos, incluidos los
de materia blanca del cerebelo, oligodendrocitos del cerebro, capilares glomerulares del rifion, células
estromales de los ovarios, islotes pancredticos, células secretoras de la glandula pituitaria, espermatogonios
de los testiculos, células epiteliales del pulmon, eséfago, glandulas salivales, cuello del utero y piel,
linfocitos de las amigdalas y el bazo, timocitos, sinusoides hepaticos, epitelio mucoso del intestino delgado y
el colon, el mesotelio y el urotelio. El clon PCB1 también tifid linfocitos periféricos, endotelio y fibroblastos
cuando estuvieron presentes. (Cifra total de casos normales evaluados = 105).

Anormal del tejido

El clon PCB1 tifié 14/50 tumores de tejido blando (incluidos 4/6 leiomiosarcomas, 3/7 fibrosarcomas, 1/4
leiomiomas, 1/3 histiocitomas fibrosos, 1/2 hemangiomas cavernosos, 1/1 mesengquimoma, 1/1
angioleiomioma, 1/1 tumor fibroso solitario, 1/1 ganglioneuroma, 0/5 intersticialomas, 0/4
condrosarcomas, 0/4 rabdomiosarcomas, 0/2 sarcomas sinoviales, 0/1 fibromatosis, 0/1 fibrolipoma, 0/1
lipoma, 0/1 sarcoma epitelioide, 0/1 mesotelioma, 0/1 hemangiopericitoma, 0/1 liposarcoma, 0/1
mixoliposarcoma y 0/1 dermatofibrosarcoma), 3/3 tumores tiroideos, 2/4 tumores hepaticos, 2/2 sarcomas
de Ewing, 1/4 tumores pulmonares, 1/2 adenocarcinomas géstricos, 1/2 tumores cerebrales, 1/2
carcinomas escamosos de lengua, 1/2 tumores metastasicos de origen desconocido y 1/1 carcinomas
escamosos de laringe. No se detectd tincidn en mielomas (0/6), tumores ovéricos (0/4), adenocarcinomas
intestinales (0/4), carcinomas de mama (0/2), carcinomas escamosos del eséfago (0/2), tumores renales
(0/2), tumares de cuello de Utero (0/2), seminomas (0/2), tumores cutaneos (0/2) y un tumor del timo
(0/1). (Cifra total de casos anormales evaluados = 99).

NCL-L-CD99-187 esta recomendado para la deteccién de proteina CD99 humana en tejidos normales y
neoplasicos, como complemento de la histopatologia tradicional con tinciones histoquimicas no

inmunologicas.
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Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacién
especializada en la seleccidn de los reactivos apropiados, la seleccion, fijacién y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincidn.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacidn y el procesamiento del tejido previos a la tincidn. Una
fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacién con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicidn de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusidn, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincidn excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacidn correcta de los
resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el .
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segln se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresién
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacién clinica de cualquier seccidn de

tejido tefiida debe incluir un analisis morfoldgico y la evaluacién de los controles apropiados.

Bibliografia - General
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B surface antigen: a possible source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical
Pathology. 1980; 73:626.
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Pathology and Laboratory Medicine. 2008; 132:326-348.

Correcciones A La Publicacion Anterior

Resultados esperados; declaracion sobre reclamaciones de productos; Bibliografia.

Fecha De Publicacion

10 de agosto de 2015

« (D117 (CD117-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagnostico in vitro.

NCL-L-CD117 esta indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante microscopia
Optica, de moléculas de c-kit Oncoprotein (CD117). La interpretacion clinica de cualquier tincidn o de su
ausencia debe complementarse con estudios morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un
anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante la
aplicacién secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogeénico, con pasos de lavado intercalados. La activacidn enzimatica del cromoégeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestray
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio 6ptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatolégicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

T595

Inmunégeno
Proteina recombinante procaridtica correspondiente a los tres dominios extracelulares aminoterminales de

tipo C2 de la molécula de oncoproteina c-kit humana.

Especificidad

Oncoproteina c-kit humana.
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Composicion Del Reactivo
NCL-L-CD117 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica 15 mM como

conservante.

Clase de Ig
lgG1, kappa

Concentracidn Total De Proteina

1,0-8,0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracién total de proteina especifica del lote.

Concentracidn De Anticuerpo
lgual o superior a 27,0 mg/L segln se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso .
Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafina. Dilucién sugerida: 1:20-1:40

durante 60 minutos a 25 °C. Se recomienda realizar recuperacién de antigeno a alta temperatura utilizando

la solucién de recuperacién citrato 0,01 M (pH 6,0) O la solucion de recuperacién EDTA 1 mM (pH 8,0). Esta

es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de trabajo éptimas.

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 etiqueta del vial. Cualesquiera

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

Preparacion 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 partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen biolégico, debe manipularse con precaucidn.

La molaridad de la azida sddica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacién
sobre |a seguridad del material (MSDS) azida sddica a su disposicidon.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cdmo desechar
cualquier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccion, y se deben desechar tomando las precauciones

adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas
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delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.
Reduzca al minimo la contaminacion microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria produ

aumento de la tincidén no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacidn que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier 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 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 propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirtrgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacidn correcta de los tejidos y las técnicas de tincion adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o
serie de tinciones realizada. Un tejido con una tincidn positiva débil es mas adecuado que un tejido con una
tincidn positiva intensa para lograr un control de calidad dptimo y para detectar niveles bajos de
degradacion del reactivo.2 El tejido de control positivo recomendado es piel.

Si el tejido de control positivo no muestra tincion positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es musculo.

0 bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincién no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincion esporddica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacién de los resultados de la tincion. A menudo, |as células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos

causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos
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(eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifidn), en funcién del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar |a actividad de las enzimas
endogenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdgeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromdgeno sustrato respectivamente. Si se produce
una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice 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 tincion no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente " .
Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-CD117 al final. La intensidad de la tincidn

positiva debe valorarse en el contexto de cualguier tincion de fondo no especifica del control de reactivo

negativo. Como con cualquier prueba inmunochistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon T595 detecta a la oncoproteina c-kit en la membrana de los melanocitos, mastocitos y células gliales.
Tejidos tumorales El clon T595 tifid una variedad de tejidos neoplasicos (n=24/80), incluidos 10 de 19

melanomas, 1 de 1 fibroadenoma, 1 de 1 neurgblastoma, 1 de 1 carcinoma de células escamosas, 2 de 2
carcinomas de células basales, 1 de 2 leucemia mieloide aguda y 1 de 2 tumores estromales .
gastrointestinales.

NCL-L-CD117 esta recomendado para identificar expresion de la oncoproteina c-kit en una variedad de

tejidos normales y neoplasicos, incluidos los tumores estromales gastrointestinales.

Limitaciones Generales

La inmunachistocitoquimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacién

especializada en la seleccion de los reactivos apropiados, la seleccion, fijacion y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacidn de los resultados de la tincion.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacidn y el procesamiento del tejido previos a la tincidn. Una
fijacién, congelacidn, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, a pamlento del anticuerpo o falsos
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en peligro la interpretacion correcta de los resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatologo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segtn se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresidn
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccion de

tejido tefiida debe incluir un analisis morfoldgico y la evaluacion de los controles apropiados.
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Metodologia inmunohistocitoquimica para utilizar anticuerpos NovocastraTM sobre tejido incluido en

parafina, mediante la técnica de recuperacion de antigeno por alta temperatura.
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1. Disolventes estandar utilizados en inmunohistocitoquimica.
. 0.5% v/v Perdxido de hidrégeno.
. Solucién salina tamponada Tris (TBS) 50 mM pH7,6.

. Solucién(es) recuperadora(s) de antigeno - ver Recomendaciones de Uso.

2

3

4

5. Disolvente de anticuerpo - suero normal en dilucién optima.

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

7. Anticuerpo secundario biotinilado - preparar segtn la recomendacién del fabricante.

8. Complejo Avidina/Biotina-peroxidasa de rabano (ABC-HRP) - preparar segun la recomendacidn del
fabricante.

9. 3,3’ Tetraclorhidrato de diaminobenzidina (DAB) - preparar segun la recomendacién del fabricante.
10. Contratefiido de hematoxilina - preparar segln la recomendacién del fabricante.

11. Medio de montaje - utilizar segun la recomendacion del fabricante.

B. Equipo necesario, pero no incluido

1. Incubadora graduada a 25 °C.

2. 0lla a Presion de Acero Inoxidable (NovocastraTM recomienda que las juntas se cambien periddicamente,
para mantener las dptimas condiciones de desenmascarado).

3. Equipo general para laboratorio de inmunohistocitoquimica.

Nota de seguridad
Para garantizar la utilizacion correcta y segura de la olla a presion, POR FAVOR, LEER LAS INSTRUCCIONES
DEL FABRICANTE.

C. Soluciones para la recuperacion de antigeno (ver Recomendaciones de Uso)

Solucion recuperadora de citrato 0,01 M (pH 6,0) .
Anadir 3,84 gramos de acido citrico (anhidro) a 1,8 L de agua destilada. Ajustar el pH a 6,0 utilizando NaOH

1 M. Completar hasta 2 L con agua destilada.

Solucidn recuperadora EDTA 1 mM (pH 8,0)
Anadir 0,37 g de EDTA (cédigo SIGMA de producto E-5134) a 1 L de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0
utilizando NaOH 0,1M .

Tris 20mM/EDTA 0,65 mM/Solucién recuperadora Tween 20 al 0,0005% (pH 9,0)

Disolver 14,4 g de Tris (codigo BDH de producto 271197K) y 1,44 g de EDTA (codigo SIGMA de producto E-
5134) en 0,55 L de agua destilada. Ajustar el pH a 9 con HCI 1 My afiadir 0,3 ml de Tween 20 (cddigo 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, segun necesidad {por ejemplo, 0,15 L diIuici/gcon 1,35 L de agua destilada).
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D. Metodologia

Antes de utilizar esta metodologia, los usuarios deben seguir una formacion en técnicas de
inmunohistocitoquimica. Los clientes deben determinar las diluciones éptimas para los antic :
se indica especialmente, todos los pasos se efectiian bajo temperatura ambiente (25 °C).

1. Cortar y montar las secciones sobre portaobjetos tratados con un adhesivo adecuado para tejidos.

2. Eliminar |a parafina de las secciones con xileno o con sustitutos del xileno.

3. Rehidratar mediante alcoholes graduados.

4. Neutralizar la peroxidasa enddgena utilizando peréxido de hidrégeno/metanol al 0,5% en v/v durante 10
minutos.

5. Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo.

Pretratar las secciones como se describe a continuacion:

6. Calentar en una olla a presidn, 1,5 L de la solucion recuperadora recomendada (ver Recomendaciones de
Uso) hasta la ebullicion.

Cubrir, pero no sujetar la tapa. Colocar los portaobjetos en bastidores metalicos de tincién (no colocar los
portaobjetos muy juntos, para evitar la tincién desigual) e introducirlos en la olla a presién, asegurandose
de que los portaobjetos quedan completamente sumergidos en la solucién recuperadora. Cerrar bien la
tapa. Cuando la olla a presion alcanza la temperatura y presion de funcionamiento, cronometrar 1 minuto (a
menos que se indique diferente en Recomendaciones de Uso). Sacar la olla a presion de la fuente de calory
enfriarla bajo agua corriente, con la tapa cerrada. NO ABRIR LA TAPA HASTA QUE LOS INDICADORES
MUESTREN QUE LA PRESION YA SE HA LIBERADO. Abrir la tapa, extraer los portaobjetos y colocarlos
inmediatamente en agua fresca del grifo.

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

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

. 9. Incubar las secciones con anticuerpo primario en dilucion 6ptima (ver Recomendaciones de Uso).

10. Lavar en tampon TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.
11. Incubar las secciones en el anticuerpo secundario biotinilado apropiado.
12. Lavar en tampon TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.
13. Incubar los portaobjetos en ABC-HRP.

14. Lavar en tampdn TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.
15. Incubar los portaobjetos en DAB.

16. Enjuagar los portaobjetos con agua.

17. Contratefiir con hematoxilina.

18. Deshidratar, aclarar y montar las secciones.
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Sélo se han realizado cambios en |a presentacion. No se ha modificado el texto con respecto a la publicacion

anterior.

F. Fecha de publicacién

23 de junio de 2004

* DOG-1(DOG-1-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-DOG-1 esta indicado para la identificacidn cualitativa en secciones de parafina, mediante microscopia
Optica, de la proteina DOG-1 humana. La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe
complementarse con estudios morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo .

cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la
aplicacidn secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario}), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacién enzimatica del cromégeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contrateiir la muestra y
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio optico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatologicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon .

K9

Inmundgeno
Proteina procaridtica recombinante, correspondiente a parte del extremo C terminal del dominio

citoplasmico de la molécula DOG-1 humana.

Especificidad

Proteina DOG-1 humana.

Composicion Del Reactivo

NCL-L-DOG-1 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene/azida sddica como conservante.
( \
A l\\ \

% W‘j vggge‘&s 023475BAARN-DISPMEANMAT

— ANDR
DIRECTORA TEENICA - MP 19341
Licy LUCAS M. ViLLEG 2I0-0PTIC S R L.

socio CERENTE HIPOLITO YR GOYEN 2784 - ELORID,
L VICENTE LOPEZ - TEL. 47919499'31‘?56@5&%322



P

Clase de Ig
IgG2b

Concentracidn Total De Proteina

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracion total de proteina especifica del lote.

Concentracion De Anticuerpo
lgual o superior a 12 mg/L segln se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracién de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso
Inmunohistocitoquimica con secciones de parafina.
Recuperacion de epitopos termoinducida (HIER): Siga las instrucciones de uso de Novocastra Epitope

. Retrieval Solution pH 6.
Dilucion sugerida: 1:50 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe
determinar sus propias diluciones de trabajo dptimas.
Nota técnica: El uso de diluyentes basados en PBS puede aumentar la tincién de fondo.
Visualizacién: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para
obtener mas informacion sobre el producto o para recibir saporte, pédngase en contacto con su distribuidor
local o con la oficina regional de Leica Biosystems, o bien visite el sitio web de Leica Biosystems,
www.LeicaBiosystems.com
El rendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se utiliza con otros sistemas manuales de tincién

o plataformas automatizadas.

. 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.

Preparacion 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 partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen bioldgico, debe manipularse con precaucion.

Este reactivo contiene azida sddica. Esta disponible una Hoja de informacién sobre la seguridad del
material, previa peticidn, o en www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, prownmales 0 mumc@ales acerca de como desechar
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cualquier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincidén no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier 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 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 propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincion adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o

serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincidn positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para

lograr un control de calidad dptimo y para detectar niveles bajos de degradacidn del reactivo.2 .
El tejido de control positivo recomendado es tumor del estroma gastrointestinal (GIST).

Si el tejido de control positivo no muestra tincion positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es cerebelo.

0 hien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincién no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
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positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa

(eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifidn), en funcién del tipo de inmunotincidn utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
endogenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdégeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce
una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice 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 tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-DOG-1 al final. La intensidad de la tincion
positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincion de fondo no especifica del control de reactivo
negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon K9 detectd la proteina DOG-1, tifiendo la membrana y el citoplasma de las células con un bajo nivel
de intensidad en algunos tejidos gastricos (mucosa), cutaneos (mioepitelio de las glandulas sudoriparas) y
mamarios (mioepitelio de los conductos y las glandulas), y mostré una tincidn variable en algunos casos en
las superficies secretoras de las glandulas salivales. (Cifra total de casos normales = 196).

Anormal del tejido

El clon K9 tifié 43/46 tumores del estroma gastrointestinal, 1/6 liomiosarcomas y 1/1 hemangiopericito
sarcoma. No se observo tincidn en fibrosarcomas (0/7), condrasarcomas (0/4), liomiomas (0/5),
histiocitomas fibrosos (0/3), rabdomiosarcomas pleomdrficos (0/2), rabdomiosarcomas alveolares (0/2),

hemangiomas cavernosos (0/2), sarcomas sinoviales (0/2), un angioligﬁni@ma (0/1), un mesenquimoma
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(0/1), un fibrolipoma (0/1), un lipoma (0/1), un tumor fibroso solitario (0/1), un sarcoma epiteloide (0/1), un
mesotelioma (0/1), un liposarcoma (0/1), un mixoliposarcoma (0/1), un dermatofibrosarcoma (0/1),
tumores tiroideos (0/4), tumores pulmonares (0/4), tumores ovaricos (0/4), tumores hepaticos (0/4),
tumores cerebrales (0/2), tumores esofagicos (0/2), tumores mamarios (0/2), tumores gastricos (0/2),
tumores de tejidos blandos (0/2), tumores de la lengua (0/2), tumores metastdsicos de origen desconocido
(0/2), tumores renales (0/2), tumores de cuello uterino (0/2), tumores testiculares (0/2), tumores del colon
(0/2), 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 total de casos anarmales = 134).

El NCL-L-DOG-1 se recomienda para la deteccion de proteina DOG-1 humana en tejidos normales y

neoplasicos.

Limitaciones Generales
La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacion .
especializada en la seleccidn de los reactivos apropiados, la seleccién, fijacién y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincion.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tincidn. Una
fijacion, congelacién, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacién con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusidén, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincion excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacion correcta de los
resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas. .
Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacién especificos. Puede producirse una expresién
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccidn de

tejido tefiida debe incluir un andlisis morfoldgico y la evaluacién de los controles apropiados.

Bibliografia - General
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Correcciones A La Publicacion Anterior
Composicion Del Reactivo, Concentracidn Total De Proteina, Recomendaciones De Uso, Advertencias Y

Precauciones, Resultados Esperados.

Fecha De Publicacion

17 de junio de 2015

*  Marcador celular epitelial (END-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagnostico in vitro.

NCL-L-END estd indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante microscopia
Optica, de moléculas CD34 humanas. La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe
complementarse con estudios morfologicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo

cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento
Las técnicas de tincion inmunochistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasas de lavado intercalados. La activacién enzimatica del cromégeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestra y
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio optico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatolégicos, que pueden estar o no vinculados a un
determinado antigeno. ( "
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Clon

QBENd/10

Inmundgeno
Suspension vesicular solubilizada con detergente preparada a partir de un perfusado de placenta de

embarazo llevado a término humana.

Especificidad

Molécula CD34 humana.

Composicion Del Reactivo

NCL-L-END es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sddica como conservante.

Clase de Ig .

lgG1l

Concentracion Total De Proteina

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracidn total de proteina especifica del lote.

Concentracion De Anticuerpo

Igual o superior a 261 mg/L. Consulte en la etiqueta del vial la concentracién de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica con secciones de parafina.

Recuperacion del epitopo inducido por enzima (EIER): Por favor, siga las instrucciones de uso de
Novocastra Enzyme Proteinase K (IHC).

Dilucién sugerida: 1:100 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe .
determinar sus propias diluciones de trabajo ¢ptimas.

Visualizacion: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para
obtener mas informacion sobre el producto o para recibir soporte, pédngase en contacto con su distribuidor
local o con la oficina regional de Leica Biosystems, o bien visite el sitio web de Leica Biosystems,
www.LeicaBiosystems.com

El rendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se utiliza con otros sistemas manuales de tincion

o plataformas automatizadas.

Almacenamiento Y Estabilidad

Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8-°C inmediatamente después de
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Preparacion 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 partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen bioldgico, debe manipularse con precaucion.

Este reactivo contiene azida sodica. Esta disponible una Hoja de informacion sobre la seguridad del
material, previa peticion, 0 en www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cdmo desechar
cualguier componente potencialmente tdxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccion, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacion microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincion no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacidn que no sean los aqui especificados pueden conducir a

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

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de |os 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 propio laboratorio, ademds de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirtrgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes,

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincién adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincidn positiva débil es mas adecuado que un teﬁdo con una tincién positiva intensa para
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lograr un control de calidad dptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es amigdalas o placenta (endotelio vascular).
Si el tejido de control positivo no muestra tincidén positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es amigdalas (células no vasculares).

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincidn no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice .
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincidén. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunolégica a proteinas o a productos de reaccién del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endogenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifidn), en funcién del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
endoégenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdgeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce
una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice 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 tincién no especifica y obtener una mejor interpretacién de la

tincion especifica en el lugar en gue se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-END al final. La intensidad de la tincion
positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de reactivo
negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negatwas
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Resultados esperados

Tejidos normales
El clon QBEndlllb detecta al marcador celular endotelial (CD34) en el citoplasma del endotelio vasc
diversos tejidos normales. (NUmero total de casos normales evaluados = 57).
Anormal del tejido

El clon QBEnd/10 tifié 27/137 tejidos anormales evaluados, incluyendo tumores de piel (13/77, incluyendo
9/10 dermatofibrosarcomas, 2/3 schwannomas malignos, 1/1 fibrosarcoma, 1/15 melanomas malignos,
0/16 carcinomas de células escamosas, 0/14 carcinomas de células basales, 0/10 carcinomas de células
sudoriparas, 0/3 adenocarcinomas metastasicos, 0/2 carcinomas cisticos adenoides, 0/1 adenocarcinoma
sebaceo, 0/1 sarcoma pleomérfico indiferenciado y 0/1 leiomiosarcoma), leucemias linfoblasticas agudas
(6/10), sarcoma de Kaposi (4/4), tumores de los tejidos blandos (2/4, incluyendo 1/1 angiosarcoma, 1/1
hemangioma, 0/1 ganglioneuroma y 0/1 fibromatosis), tumores ovaricos (1/4, incluyendo 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), carcinomas pulmonares (0/4), tumores de higado (0/5),

carcinomas dé mama (0/2), tumores cerebrales (0/2), carcinomas de las células escamosas del esdfago
(0/2), carcinomas de las células escamosas de la lengua (0/2), carcinomas de las células escamosas del
cérvix (0/2), seminomas testiculares (0/2), adenocarcinomas del estémago (0/2), adenocarcinomas del
colon (0/2), adenocarcinomas del recto (0/2), carcinomas de las células renales (0/2), tumores
mestastasicos sin especificar (0/2), carcinoma de las células escamosas de la laringe (0/1) y umor carcinoide
atipico del timo (0/1) (Namero total de casos evaluados = 137).

NCL-L-END se recomienda para la identificacion de |la expresion de CD34 en distintos tipos de neoplasias,

incluyendo tumores vasculares y leucemias linfoblasticas agudas.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacion
especializada en la seleccidn de los reactivos apropiados, |a seleccidn, fijacién y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincién.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento del tejido previos a la tincion. Una
fijacidn, congelacidn, descongelacién, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincion excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacion correcta de los

resultados. N,

La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su auseincia debe kon’i\plementarse con estudios
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morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatdélogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segin se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacién especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccién de

tejido tefiida debe incluir un analisis morfolégico y la evaluacién de los controles apropiados.
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* Alpha-Sarcoglycan (A-SARC-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagnostico in vitro.

NCL-L-a-SARC estd indicado para la identificacidn cualitativa en secciones congeladas, mediante microscopia
Gptica, de moléculas de Alpha-Sarcoglycan (Adhalin). La interpretacidn clinica de cualquier tincion o de su
ausencia debe complementarse con estudios morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un
anatomopatologo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagnosticas.

Principio Del Procedimiento

Las tecnicas de tincion inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante la
aplicacidn secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogenico, con pasos de lavado intercalados. La activacidn enzimatica del cromdgeno produce una
reaccion visible en el lugar en gue se encuentra el antigeno. Luego se puede contratenir la muestray
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio éptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

Ad1/20A6

\

/ _J JE / -\’. N i
/»-/ 9 /LJJ,UA.}\}t A L_Uy% -
Fw. " ANDREA DAOU/IF-2018-02347533-APN-DNPM#ANMAT
_ ™ DIRECTORA TEJIICA - MP 19341 Pagina 160 de 205
7 B0 OUTICS L,

" PR TOYRICON S 2749 - FLORIDA (1602)
Lic. LUCAS M. VILLEGAS VICEWTE LOPLL - TEL 4791-9923p8gi Had7 de 122
(somo GERENTE



Inmundgeno
Proteina de fusion que contiene los aminoacidos 217 a 289 de la secuencia de la adhalina de conejo

(Roberds SL et al., 1993).

Especificidad
Alfa-sarcoglicano humano, también conocido como adhalina. Ademas, reacciona intensamente de forma
cruzada con el alfasarcoglicano presente en secciones de musculo de raton, rata, conejo, hamster y cerdo.

No reacciona con musculo de pollo.

Composicion Del Reactivo
NCL-L-a-SARC es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sddica 15 mM como

canservante.

Clase de Ig
lgG1l

Concentracion Total De Proteina

1,0-8,0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracién total de proteina especifica del lote.

Concentracion De Anticuerpo
Igual o superior a 58,5 mg/L seguin se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracion de |g especifica del lote.

Recomendaciones De Uso
Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones congeladas. Dilucion sugerida: 1:100-1:200
durante 60 minutos a 25 °C.

Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de trabajo éptimas.

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 etiqueta del vial. Cualesquiera

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

Preparacién De Las Muestras
Congele los bloques de tejido en isopentano enfriado en nitrégeno liquido (consulte Advertencias y
precauciones). Las muestras no requieren mayor fijacion, pero deben incluirse en el compuesto OCT™

(Sakura, N@ de producto Tissue-Tek 4583).
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Advertencias Y Precauciones

de origen hiolégico, debe manipularse con precaucion.

La molaridad de la azida sddica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacion
sobre la seguridad del material (MSDS) azida sddica a su disposicion.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cémo desechar
cualquier componente potencialmente toxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccion, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincién no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacion que no sean los aqui especificados pueden conducir a
resultados errdneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

El nitrogeno liquido, a causa de su temperatura extremadamente baja, causa quemaduras, por lo que debe
ponerse ropa protectora, incluidos guantes y visor, para manipularlo. Usese en un area bien ventilada.

El isopentano es altamente inflamable, y dafiino por ingestién e inhalacion. Ademas, irrita los ojos y la piel,

y es narcotico a altas concentraciones.

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 propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas, congeladas lo antes posible de

manera idéntica a la utilizada para la muestra o0 muestras del paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincidn adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincién positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para
lograr un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacién del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es musculo esquelético.

0 no muestra tincién positiva, los resultz oslde las muestras analizadas deben
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considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno 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 mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincién no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincion esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincion. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunolégica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos .
positivos pueden estar causados también por enzimas endodgenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C), o la biotina enddgena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifdn), en funcién del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden tefirse
otros tejidos del paciente exclusivamente con cromogeno sustrato o con complejos enzimaticos (avidina-
biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromoégeno sustrato respectivamente. Si se produce una
tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactive Negativo
Utilice 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 tincidén no especifica y obtener una mejor interpretacion de la .

tincién especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tenidas con NCL-L-a-SARC al final. La intensidéd de la tincion
positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de reactivo
negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon Ad1/20A6 detecta la proteina alfa-sarcoglicano (adhalina) en el sarcolemade las fibras musculares
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esqueléticas y cardiacas.

Tejidos tumorales

El clon Ad1/20A6 se ha utilizado en estudios inmunohistoquimicos y de inmunoblotting de mas de
pacientes a fin de identificar una deficiencia de la glicoproteina asociada a la distrofina, que es el alfa-
sarcoglicano (50 kD).

NCL-L-a-SARC esta recomendado para utilizarse como parte de un panel de anticuerpos en
inmunohistoquimica para dirigir el analisis de las mutaciones genéticas en el diagndstico y diferenciacion
de las distrofias musculares recesivas. En concreto, para identificar la alfa-sarcoglicanopatia (distrofia
muscular de las cinturas de las extremidades, de tipo 2D) y la distrofia muscular autosdmica recesiva
infantil grave (SCARMD, por sus siglas en inglés), en las que pueden producirse mutaciones en el gen que

codifica el alfa-sarcoglicano, o expresion defectuosa del alfa-sarcoglicano.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacion
especializada en la seleccion de los reactivos apropiados, la seleccion, fijacién y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, vy la interpretacion de los resultados de la tincion.

La tincion de los tejidas depende de la manipulaciéon y el procesamiento del tejido previos a la tincion. Una
fijacion, congelacidn, descongelacidn, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacién con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicidn de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacién y
de inclusidn, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincién excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacion correcta de los
resultados.

La interpretacién clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagnosticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segtn se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccion de

tejido tefiida debe incluir un analisis morfolégico y la evaluacion de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicaciéon Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicacion

20 de junio de 2008

Metodologia inmunohistoquimica para el uso de anticuerpos NovocastraTM con tejido muscular

congelado.

Reactivos necesarios que no se suministran

1. Solventes estandar utilizados en inmunohistoquimica.

2. Solucidn salina tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

3. Diluyente de anticuerpos - suero normal diluido éptimamente 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 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 fabricante.

Equipo necesario que no se suministra
1. Incubador ajustado a 25 °C.
2. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunohistoquimica.

3. Ventilador eléctrico para secar los portaobjetos al aire.

Soluciones de recuperacion de antigenos (consulte las Recomendaciones de uso)

No aplicables a secciones congeladas.

Metodologia
Antes de poner en prdctica esta metodologia, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas
inmunohistoquimicas.

Los usuarios deben determinar las diluciones éptimas de los anticuerpq{s. A 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 um en portaobjetos revestidos de un adhesivo de tejidos adecuado y
seque al aire durante al menos una hora.

2. Incube las secciones con el anticuerpo primario dptimamente diluido (consulte las Recomendaciones de
uso).

3. Lave en tampon TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

4. Incube las secciones en el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa apropiado.

5 Lave en tampoén TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

6 Incube los portaobjetos en DAB.

7. Lave los portaobjetos en agua limpia.

8. Deshidrate, aclare y monte las secciones.

Correcciones a la publicacion anterior .

No aplicable.

Fecha de publicacion

5 de febrero de 2004

*  Beta-Sarcoglycan (B-SARC-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-b-SARC esta indicado para la identificacion cualitativa en secciones congeladas, mediante microscopia
Optica, de moléculas de Beta-Sarcoglycan. La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia

debe complementarse con estudios morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un .
anatomopatdlogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante la
aplicacidn secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimatica del cromogeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestra y
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio dptico y son de ayuda

en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un
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-
determinado antigeno.

Clon

Bsarc/5B1

Inmunogeno

Proteina de fusién RBSG-NT de la secuencia del beta-sarcoglicano humano.

Especificidad

Beta-sarcoglicano humano (43 kD).

Composicion Del Reactivo
NCL-L-b-SARC es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica 15 mM como

conservante.

Clase de Ig
lgG1l

Concentracién Total De Proteina

1,0-8,0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracion total de proteina especifica del lote.

Concentracion De Anticuerpo
Igual o superior a 26 mg/L seglin se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso
Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones congeladas. Dilucion sugerida: 1:50-1:200
durante 60 minutos a 25 °C.

Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de trabajo 6ptimas.

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 etiqueta del vial. Cualesquiera

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

Preparacion De Las Muestras
Congele los bloques de tejido en isopentano enfriado en nitrégeno liguido (consulte Advertencias y

precauciones). Las muestras no requieren mayor fijacién, pero deben incluirse en el compuesto OCT™

~

\

(Sakura, N2 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 producto
de origen biologico, debe manipularse con precaucion.

La molaridad de la azida sddica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacion
sobre la seguridad del material (MSDS) azida sddica a su disposicion.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cémo desechar
cualquier componente potencialmente toxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccion, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un .
aumento de la tincién no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacion que no sean los aqui especificados pueden conducir a
resultados errdneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

El nitrogeno liquido, a causa de su temperatura extremadamente baja, causa quemaduras, por lo que debe
ponerse ropa protectora, incluidos guantes y visor, para manipularlo. Usese en un &rea bien ventilada.

El isopentano es altamente inflamable, y dafiino por ingestién e inhalacidén. Ademas, irrita los ojos y la piel,

y es narcotico a altas concentraciones.

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 propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos. .
Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas, congeladas lo antes posible de

manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincién adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincidn positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para
lograr un control de calidad dptimo y para detectar niveles bajos de degradacidn del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es musculo esquelético Si el tejido de control positivo no muestra
tincidn positiva, los resultados de las muestras analizadas deben conmdera;se no validos.
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Control Tisular Negativo

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

antigeno 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 mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincidn no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacidn de los resultados de la tincidn. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unidén no inmunolégica a proteinas o a productos de reaccién del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas enddgenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C), o la biotina enddgena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifién), en funcién del tipo de inmunotincidn utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
endogenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce
una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice 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 tincidn no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincidn especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-b-SARC al final. La intensidad de la tincion
positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincion de fondo no especifica del control de reactivo
negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados
Tejidos normales
El clon bSarc1/5B1 detecta la proteina beta-sarcoglicano en el sarcolema de las fibras musculares

esqueléticas, cardiacas y lisas. Ademas, reacciona de forma cruzada con{/tgl'\.beta-sarcoglicano presente en
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secciones de musculo de raton, rata, conejo, perro, pollo, hamster y cerdo.

Tejidos tumorales

El clon bSarc1/5B1 se ha utilizado en estudios inmunohistoquimicos y de inmunoblotting de mds de 850
pacientes a fin de identificar una deficiencia de la glicoproteina asociada a la distrofina, de 43 kD, que es el
beta-sarcoglicano.

NCL-L-b-SARC esta recomendado para utilizarse como parte de un panel de anticuerpos en
inmunohistoquimica para dirigir el analisis de las mutaciones genéticas en el diagnadstico y diferenciacién
de las distrofias musculares recesivas. En concreto, para identificar la beta-sarcoglicanopatia (distrofia
muscular de las cinturas de las extremidades, de tipo 2E), en la que pueden producirse mutaciones en el

gen que codifica el beta-sarcoglicano, o expresion defectuosa del beta-sarcoglicano.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoguimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacién
especializada en la seleccién de los reactivos apropiados, la seleccidn, fijacidn y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincion.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacidn y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacion, congelacién, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicién de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacién y
de inclusién, o a irregularidades inherentes al tejido.4 Una contratincién excesiva o incompleta puede poner
en peligro la interpretacion correcta de los resultados.

La interpretacidn clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segin se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacién especificos. Puede producirse una expresién
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacidn clinica de cualquier seccién de

tejido tefida debe incluir un andlisis morfolégico y la evaluacién de los controles apropiados.
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Metodologia inmunohistoquimica para el uso de anticuerpos NovocastraTM con tejido muscular
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2. Solucidn salina tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

3. Diluyente de anticuerpos - suero normal diluido dptimamente 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 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 fabricante.

Equipo necesario que no se suministra
1. Incubador ajustado a 25 °C.
2. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunohistoquimica.

3. Ventilador eléctrico para secar los portachjetos al aire.

Soluciones de recuperacidn de antigenos (consulte las Recomendaciones de uso) .

No aplicables a secciones congeladas.

Metodologia

Antes de poner en practica esta metodologia, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas
inmunohistoquimicas.

Los usuarios deben determinar las diluciones dptimas 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 revestidos de un adhesivo de tejidos adecuado y
seque al aire durante al menos una hora.

2. Incube las secciones con el anticuerpo primario dptimamente diluido (consulte las Recomendaciones de
uso).

3. Lave en tampodn TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave. .
4. Incube las secciones en el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa apropiado.

5 Lave en tampdn TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

6 Incube los portaobjetos en DAB.

7. Lave los portacbjetos en agua limpia.

8. Deshidrate, aclare y monte las secciones.

Correcciones a la publicacion anterior

No aplicable.

Fecha de publicacién

5 de febrero de 2004 1
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Lo

* Delta-Sarcoglycan (D-SARC-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.
NCL-d-SARC esta indicado para la identificacion cualitativa por microscopia optica de delta-sarcoglicano
mediante inmunohistoquimica.

La interpretaéféﬁ clinica de cualquier tincidn o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfologicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el

contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogenico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimatica del cromoégeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contrateiiir la muestra y
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio optico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

bSarc3/12C1

Inmundégeno
Péptido sintético que contiene los aminoacidos 1-19 del extremo aminoterminal de la secuencia del delta-

sarcoglicano humano (Jung D. et al., 1996).

Especificidad
Delta-sarcoglicano humano (35 kD). No reacciona con el delta-sarcoglicano presente en secciones de

musculo de ratén, rata, conejo, perro, pollo, hdmster o cerdo. No se han evaluado otras especies animales.

Composicion Del Reactivo
NCL-d-SARC es un sobrenadante de cultivo tisular liofilizado que contiene azida sddica como conservante. El
usuario debe reconstituir el contenido del vial con el volumen correcto de agua destilada estéril que se

indica en la etiqueta del vial.
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Concentracion Total De Proteina

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracion total de proteina especifica del lote.

Concentracidon De Anticuerpo

lgual o superior a 24 mg/L. Consulte en la etiqueta del vial la concentracién de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso
Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones congeladas. Dilucién sugerida: 1:25-1:50
durante 60 minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias

diluciones de trabajo dptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad

Almacene el anticuerpo sin abrir a una temperatura de 2-8 °C. Bajo estas condiciones, no hay pérdida
significativa de la eficacia del producto hasta la fecha de caducidad indicada en la etigueta del vial. No lo
utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. El anticuerpo reconstituido es
estable durante al menos dos meses si se almacena a una temperatura de 2-8 °C. Para el almacenamiento
de larga duracidn, se recomienda almacenar alicuotas del anticuerpo 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 dia en que las vaya a utilizar. Devuélvalo a
2-8 °Cinmediatamente después de su uso. Cualesquiera condiciones de almacenamiento que no sean las

arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparaciéon De Las Muestras
Congele los blogues de tejido en isopentano enfriado en nitrégeno liquido (consulte Advertencias y
precauciones). Las muestras no requieren mayor fijacion, pero deben incluirse en el compuesto OCT™

(Sakura, N2 de producto Tissue-Tek 4583).

Advertencias Y Precauciones

Contiene una mezcla de:

Aziduro De Sodio (<10%), Benzylpenicillin Sodium (<10%), Streptomycin Sulphate (<10%).

Palabras de advertencia: Peligro

H302: Nocivo en caso de ingestion.

H317: Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.

H334: Puede provocar sintomas de alergia o asma o dificultades respiratorias en caso de inhalacion.
H411: Toxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.

EUHO032: En contacto con acidos libera gases muy toxicos.

P261: Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol.
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P264: Lavarse manos concienzudamente tras la manipulacion.

P270: No comer, beber ni fumar durante su utilizacion.

P272: Las prendas de trabajo contaminadas no podran sacarse del lugar de trabajo.

P273: Evitar su liberacién al medio ambiente.

P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mdscara de proteccion.

P284: [En caso de ventilacion insuficiente,] llevar equipo de proteccidn respiratoria.

P301+312: EN CASO DE INGESTION: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico/si |a persona se
encuentra mal.

P302+352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua y jabén abundantes.

P304+340: EN CASO DE INHALACION: Transportar a la persona al aire libre y mantenerla en una posicion
que le facilite la respiracion.

P330: Enjuagarse la boca.

P333+313: En caso de irritacién o erupcion cutanea: Consultar a un médico.

P342+311: En caso de sintomas respiratorios: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico.

P362+364: Quitar las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver a usarlas.

P391: Recoger el vertido.

P501: Eliminar el contenido/el recipiente en un punto de recogida publica de residuos especiales o
peligrosos.

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen bioldgico, debe manipularse con precaucion.

Este reactivo contiene azida sddica. Estd disponible una Hoja de informacion sobre la seguridad del
material, previa peticion, o en www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cémo desechar
cualquier componente potencialmente tdxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccidn, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacion microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincion no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacidn que no sean los aqui especificados pueden conducir a
resultados errdneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

El nitrégeno liquido, a causa de su temperatura extremadamente baja, causa quemaduras, por lo que debe
ponerse ropa protectora, incluidos guantes y visor, para manlpularlo Useﬂ\e el;l un area hien ventilada.
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El isopentano es altamente inflamable, y dafiino por ingestién e inhalacién. Ademads, irrita los ojos y la piel,

y es narcotico a altas concentraciones.

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 propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas, congeladas lo antes posible de

manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincidén adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincién positiva débil es mds adecuado que un tejido con una tincidn positiva intensa para
lograr un control de calidad éptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es musculo esquelético.

Si el tejido de control positivo no muestra tincion positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno 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 mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincién no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincidn. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunolégica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas enddgenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifién), en funcién del tipo de inmunotincidn utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustra(to‘ 0 con complejos enzimaticos
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(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivament

FO &

C - . . L),

una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacjentes depe
M\, f;

considerarse no validos. g -

Control De Reactivo Negativo
Utilice 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 tincidn no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincién especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-d-SARC al final. La intensidad de la tincidn
positiva debe valorarse en el contexto de cualguier tincion de fondo no especifica del control de reactivo
negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon dSarc3/12C1 detecta la proteina delta-sarcoglicano en el sarcolema de las fibras musculares
esqueléticas, cardiacas y lisas.

Tejidos tumorales

El clon dSarc3/12C1 se ha utilizado en estudios inmunchistoquimicos de mas de 850 pacientes a fin de
identificar una deficiencia de la glicoproteina asociada a la distrofina, de 35 kD, que es el delta-sarcoglicano.
NCL-d-SARC esta recomendado para la identificacion de delta-sarcoglicano humano mediante

inmunohistoquimica.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacién
especializada en la seleccidn de los reactivos apropiados, la seleccion, fijacion y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincidn.

La tincidn de los tejidos depende de la manipulacidn y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacién, congelacidn, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacion con otros tejidos o liguidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4 Una contratincidén excesiva o incompleta puede poner
en peligro la interpretacién correcta de los resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios
N
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moarfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatdlogo cualificado debe evaluarla en el

contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segin se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacién clinica de cualquier seccion de

tejido tefiida debe incluir un andlisis morfolégico y la evaluacidn de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacion Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicacion

13 de octubre de 2016

Metodologia inmunchistoquimica para el uso de anticuerpos NovocastraTM con tejido muscular

congelado.

Reactivos necesarios que no se suministran

1. Solventes estandar utilizados en inmunochistoquimica.

2. Solucidn salina tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

3. Diluyente de anticuerpos - suero normal diluido éptimamente 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 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 fabricante.

Equipo necesario que no se suministra
1. Incubador ajustado a 25 °C.
2. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunchistoquimica.

3. Ventilador eléctrico para secar los portaobjetos al aire.

Soluciones de recuperacion de antigenos (consulte las Recomendaciones de uso)

No aplicables a secciones congeladas.

Metodologia

Antes de poner en practica esta metodologia, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas
inmunohistoquimicas.

Los usuarios deben determinar las diluciones 6ptimas 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 revestidos de un eﬁﬂh,eswo de tejidos adecuado y
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seque al aire durante al menos una hora.

2. Incube las secciones con el anticuerpo primario éptimamente diluido (consulte las Recomendaciones de
uso).

3. Lave en tampon TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

4. Incube las secciones en el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa apropiado.

5 Lave en tampdn TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

6 Incube los portaohjetos en DAB.

7. Lave los portaobjetos en agua limpia.

8. Deshidrate, aclare y monte las secciones.

Correcciones a la publicacion anterior

No aplicable.

Fecha de publicacidn .
5 de febrero de 2004

*  Dystrophin (Rod Domain) (DYS1-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagnadstico in vitro.

NCL-DYS1 estad indicado para la identificacidn cualitativa por microscopia éptica de distrofina (dominio Rod)
mediante inmunohistoquimica. La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe
complementarse con estudios morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo

cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagnésticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogenico, con pasos de lavado intercalados. La activacién enzimatica del cromogeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestra y
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio éptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.
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Clon .

Dy4/6D3

Inmundégeno

Proteina de fusidn, bacteriana (Hoffman EP et al., 1987).

Especificidad

Reacciona intensamente con el dominio en forma de varilla (entre los aminodcidos 1181y 1388) de la
distrofina humana. Ademds, reacciona con la distrofina de musculo esquelético, cardiaco y liso de ratdn,
rata, conejo, perro, hamster y cerdo normales. No se observd reactividad alguna con tejido de ratén mdx en
pacientes aquejados de DMD (distrofia muscular de Duchenne) / BMD (distrofia muscular de Becker) que
tienen una delecidn génica (pérdida de segmentos de un gen) que elimina el lugar de union del anticuerpo.

No se observa reaccidn alguna con distrofina de pollo.

Composicion Del Reactivo
NCL-DYS1 es un sobrenadante de cultivo tisular liofilizado que contiene azida sodica como conservante. El
usuario debe reconstituir el contenido del vial con el volumen correcto de agua destilada estéril que se

indica en la etiqueta del vial.

Clase de Ig
lgG2a

Concentracion Total De Proteina

Consulte |a etiqueta del vial para ver la concentracidn total de proteina especifica del lote.

Concentracién De Anticuerpo
Igual o superior a 46 mg/L seguin se ha determinado mediante ELISA. Consulte en |a etiqueta del vial la

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso
Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones congeladas. Dilucién sugerida: 1:20 durante 60
minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de

trabajo 6ptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad

Almacene el anticuerpo sin abrir a una temperatura de 2—8 °C. Bajo estas condiciones, no hay pérdida
significativa 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. E anticuerpo reconstituido es
estable durante al menos dos meses si se almacena a una temperatura de —$ °C. Para el almacenamiento
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de larga duracién, se recomienda almacenar alicuotas del anticuerpo 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 dia en que las vaya a utilizar. Devuélvalo a
2-8 °C inmediatamente después de su uso. Cualesquiera condiciones de almacenamiento que no sean las

arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacion De Las Muestras
Congele los bloques de tejido en isopentano enfriado en nitrégeno liquido (consulte Advertencias y
precauciones). Las muestras no requieren mayor fijacion, pero deben incluirse en el compuesto OCT™

(Sakura, N2 de producto Tissue-Tek 4583).

Advertencias Y Precauciones

Contiene una mezcla de: Aziduro De Sodio (<10%), Benzylpenicillin Sodium (<10%), Streptomycin Sulphate
(<10%). .
Palabras de advertencia: Peligro

H302: Nocivo en caso de ingestion.

H317: Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.

H334: Puede provocar sintomas de alergia o asma o dificultades respiratorias en caso de inhalacion.
H411: Toxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.

EUHO032: En contacto con acidos libera gases muy toxicos.

P261: Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol.

P264: Lavarse manos concienzudamente tras la manipulacion.

P270: No comer, beber ni fumar durante su utilizacion.

P272: Las prendas de trabajo contaminadas no podran sacarse del lugar de trabajo.

P273: Evitar su liberacién al medio ambiente. .
P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mdscara de proteccidn.

P284: [En caso de ventilacidn insuficiente,] llevar equipo de proteccién respiratoria.

P301+312: EN CASO DE INGESTION: 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 jabon abundantes.

P304+340: EN CASO DE INHALACION: Transportar a la persona al aire libre y mantenerla en una posicién
que le facilite la respiracion.

P330: Enjuagarse la boca.

P333+313: En caso de irritacién o erupcién cutanea: Consultar a un médico.

P342+311: En caso de sintomas respiratorios: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico.

P362+364: Quitar las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver a usarlas.
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P391: Recoger el vertido.

P501: Eliminar el contenido/el recipiente en un punto de recogida publica de residuos especial

peligrosos. .
Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un
de origen bioldgico, debe manipularse con precaucién.

Este reactivo contiene azida sédica. Esta disponible una Hoja de informacidn sobre la seguridad del
material, previa peticion, o en www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de como desechar
cualguier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacidn microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincion no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacion que no sean los aqui especificados pueden conducir a
resultados erréoneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

El nitrégeno liquido, a causa de su temperatura extremadamente baja, causa quemaduras, por lo que debe
ponerse ropa protectora, incluidos guantes y visor, para manipularlo. Usese en un area bien ventilada.

El isopentano es altamente inflamable, y dafiino por ingestion e inhalacion. Ademas, irrita los ojos y la piel,

y es narcotico a altas concentraciones.

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 propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas, congeladas lo antes posible de

manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo
Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincidn adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o
serie de tinciones realizada. Un tejido con una tincion positiva débil es mas adecuado que un tejido con una
tincion positiva intensa para lograr un control de calidad dptimo y para detectar niveles bajos de
degradacion del reactivo.2 ‘
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El tejido de control positivo recomendado es musculo estriado normal humano.

Si el tejido de control positivo no muestra tincion positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno 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 mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

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

excesivamente con formol puede observarse también una tincion esporadica del tejido conectivo. Utilice

células intactas para la interpretacién de los resultados de la tincién. A menudo, las células necréticas o .

degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunolégica a proteinas o a productos de reaccién del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas enddgenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifidgn), en funcién del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdgeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce
una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo .

Utilice 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 tincidn no especifica y obtener una mejor interpretacidn de la

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-DYS1 al final. La intensidad de la tincién
positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de reactivo
negativo. Como con cualquier prueba inmunchistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.
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Resultados esperados

Tejidos normales

humana, cerca del lado citopldsmico del sarcolema de musculo normal humano.

Tejidos tumorales

El clon Dy4/6D3 se ha utilizado en estudios inmunohistoquimicos y de inmunoblotting de mas de 860
pacientes a fin de identificar una deficiencia de la proteina distrofina (427 kD).

NCL-DYS1 esta recomendado para la identificacion de distrofina humana (dominio Rod) mediante

inmunohistoquimica.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnostico en varias fases que abarca: la formacion
especializada en la seleccidn de los reactivos apropiados, la seleccidn, fijacion y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincion.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacién, congelacion, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicidn de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincion excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacion correcta de los
resultados. La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con
estudios morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe
evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpés de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacidn clinica de cualquier seccién de

tejido tefiida debe incluir un andlisis morfolégico y la evaluacion de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacion Anterior

Indicaciones De Uso, Advertencias Y Precauciones, Resultados esperados.

Fecha De Publicacién

13 de octubre de 2016

Metodologia inmunohistoquimica para el uso de anticuerpos NovocastraTM con tejido muscular

congelado.

Reactivos necesarios que no se suministran

1. Solventes estandar utilizados en inmunchistoquimica.

2. Solucién salina tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

3. Diluyente de anticuerpos - suero normal diluido dptimamente en TBS.

4. Sueros normales de |a especie en la que se ha producido el anticuerpo 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 fabricante.

Equipo necesario que no se suministra
1. Incubador ajustado a 25 °C.
2. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunchistoquimica.

3. Ventilador eléctrico para secar los portaobjetos al aire.

Soluciones de recuperacion de antigenos (consulte las Recomendaciones de uso)

No aplicables a secciones congeladas.

Metodologia

Antes de poner en practica esta metodologia, los usuarios deben formar(ﬁc_-‘en el uso de las técnicas
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inmunohistoquimicas.

Los usuarios deben determinar las diluciones 6ptimas 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 revestidos de un adhesivo de tejidos adecuado y
seque al aire durante al menos una hora.

2. Incube las secciones con el anticuerpo primario éptimamente diluido (consulte las Recomendaciones de
uso).

3. Lave en tampadn TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

4. Incube las secciones en el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa apropiado.

5 Lave en tampon TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

6 Incube los portaobjetos en DAB.

7. Lave los portaobjetos en agua limpia.

8. Deshidrate, aclare y monte las secciones. .

Correcciones a la publicacién anterior

No aplicable.

Fecha de publicacion

5 de febrero de 2004

= Dystrophin (C-Terminus) (DYS2-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-DYS2 estd indicado para la identificacion cualitativa por microscopia optica de distrofina (terminal C) .
mediante inmunohistoquimica. La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe
complementarse con estudios morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatdlogo

cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistacitoquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, can pasas de lavado intercalados. La activacién enzimatica del cromdgeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestray

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un r@goscopio Optico y son de ayuda
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determinado antigeno.

L

Clon

Dy8/6C5

Inmunogeno

Polipeptido sintético que consta de los Ultimos 17 aminodacidos del extremo carboxiterminal de la secuencia

de la distrofina humana.

Especificidad

Reacciona intensamente con el extremo carboxiterminal (entre los aminodcidos 3669 y 3685) de la
distrofina humana. Ademads, reacciona intensamente de forma cruzada con la distrofina de musculo
esquelético, cardiaco y liso de ratdn, rata, conejo, perro, pollo y hamster. No presenta reactividad cruzada

con el tejido de raton mdx. Reacciona de forma cruzada muy débilmente con la distrofina de cerdo.

Composicion Del Reactivo
NCL-DYS2 es un sobrenadante de cultivo tisular liofilizado que contiene azida sddica 15 mM como
conservante. El usuario debe reconstituir el contenido del vial con el volumen correcto de agua destilada

estéril que se indica en la etiqueta del vial.

Clase de lg
lgG1

Concentracion Total De Proteina

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracién total de proteina especifica del lote.

Concentracion De Anticuerpo
Igual o superior a 32,4 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracidn de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso
Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones congeladas. Dilucién sugerida: 1:20 durante 60
minutos a 25 oC. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de

trabajo optimas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacene el anticuerpo sin abrir a una temperatura de 2-8 °C. Bajo estas condiciones, no hay pérdida

significativa de la eficacia del producto hasta la fecha de caduSidad ind;caq é"n la etiqueta del vial. No lo
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utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. El anticuerpo reconstituido es
estable durante al menos dos meses si se almacena a una temperatura de 2—8 °C. Para el almacenamiento
de larga duracion, se recomienda almacenar alicuotas del anticuerpo reconstituido congeladas a -20 °C (no
se recomiendan los congeladores libres de escarcha (“frost free”)). Debe evitar congelar y descongelar
repetidamente el producto. Prepare |as diluciones de trabajo el dia en que las vaya a utilizar. Devuélvalo a
2-8 °C inmediatamente después de su uso. Cualesquiera condiciones de almacenamiento que no sean las

arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacion De Las Muestras
Congele los bloques de tejido en isopentano enfriado en nitrégeno liquido (consulte Advertencias y
precauciones). Las muestras no requieren mayor fijacion, pero deben incluirse en el compuesto OCT™

(Sakura, N2 de producto Tissue-Tek 4583).

Advertencias Y Precauciones .
Contiene una mezcla de: Aziduro De Sodio (<10%), Benzylpenicillin Sodium (<10%), Streptomycin Sulphate
(<10%).

Palabras de advertencia: Peligro H302: Nocivo en caso de ingestion.

H317: Puede provocar una reaccién alérgica en la piel.

H334: Puede provocar sintomas de alergia 0 asma o dificultades respiratorias en caso de inhalacidn.
H411: Toxico para los organismos acudticos, con efectos nocivos duraderas.

EUHO032: En contacto con cidos libera gases muy toxicos.

P261: Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol.

P264: Lavarse manos concienzudamente tras la manipulacion.

P270: No comer, beber ni fumar durante su utilizacidn.

P272: Las prendas de trabajo contaminadas no podran sacarse del lugar de trabajo. .
P273: Evitar su liberacidn al medio ambiente.

P280: Llevar guantes/prendas/gafas/madscara de proteccion.

P284: [En caso de ventilacion insuficiente,] llevar equipo de proteccién respiratoria.

P301+312: EN CASO DE INGESTION: 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 jabon abundantes.

P304+340: EN CASO DE INHALACION: Transportar a la persona al aire libre y mantenerla en una posicidn
que le facilite la respiracion.

P330: Enjuagarse la boca.

P333+313: En caso de irritacién o erupcion cutanea: Consultar a un médico.

P342+311: En caso de sintomas respiratorios: Llamar a un CENTRO DE OX COLOGIA/médico.

s AL 18-0234753&giBN-DNP|\dI#AWAT
= AND ADAOUw 5B
= ik ' MP 19341
Lic-LUCAS MTILLEGAS DRI TR,
SOCIO GERENTE HIPOLITO YRIGOVEN 2789 . 602)
VICENTE LOPEZ - TEL. 47971F %-ﬁéﬂzz



P362+364: Quitar las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver a usarlas.

P391: Recoger el vertido.

P501: Eliminar el contenido/el recipiente en un punto de recogida publica de residuos especiales o
peligrosos.

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen biolégico, debe manipularse con precaucién.

Este reactivo contiene azida sddica. Esta disponible una Hoja de informacién sobre la seguridad del
material, previa peticién, o en www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de como desechar
cualquier componente potencialmente toxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacion microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincién no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a
resultados erroneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

El nitrégeno liquido, a causa de su temperatura extremadamente baja, causa quemaduras, por lo que debe
ponerse ropa protectora, incluidos guantes y visor, para manipularlo. Usese en un area bien ventilada.

El isopentano es altamente inflamable, y dafiino por ingestion e inhalacion. Ademds, irrita los ojos y la piel,

y es narcotico a altas concentraciones.

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 propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirlrgicas, congeladas lo antes posible de

manera identica a la utilizada para la muestra 0 muestras del paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacidon correcta de los tejidos y las técnicas de tincién adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o
serie de tinciones realizada. Un tejido con una tincion positiva débil es mds adecuado que un tejido con una

tincién positiva intensa para loggar un control de calidad 6ptimo y para d tex?tar niveles bajos de
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degradacién del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es musculo estriado normal humano. Si el tejido de control
positivo no muestra tincion positiva, los resultados de las muestras analizadas deben considerarse no

validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido pasitivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno 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 mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincién. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unidn no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccidn del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endoégenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C), o la biotina enddgena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifidn), en funcion del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
endogenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunarreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdégeno sustrato o con complejos enziméticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromdgeno sustrato respectivamente. Si se produce
una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluar |a tincién no especifica y obtener una mejor interpretacién de la

tincién especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-DYS2 al final. La intensidad de la tincién
positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincion de fondo no especifica del control de reactivo
negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoguimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

™
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Resultados esperados

Tejidos normales

del lado citopldsmico del sarcolema de musculo normal humano.

Tejidos tumorales

El clon Dy8/6CS se ha utilizado en estudios inmunohistoquimicos y de inmunoblotting de més de 965
pacientes a fin de identificar una deficiencia de la proteina distrofina (427 kD).

NCL-DYS2 esta recomendado para la identificacién de distrofina humana (terminal C) mediante

inmunohistoquimica.

Limitaciones Generales

La inmunobhistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacién
especializada en la seleccién de los reactivos apropiados, la seleccién, fijacidn y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacién de los resultados de la tincidn.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tincion. Una
fijacion, congelacién, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincion excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacidn correcta de los
resultados.

La interpretacion clinica de cualguier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatdlogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segtin se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacién clinica de cualguier seccion de

tejido tefiida debe incluir un anélisis morfoldgico y la evaluacion de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacién Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicacion

12 de octubre de 2016

Metodologia inmunohistoquimica para el uso de anticuerpos NovocastraTM con tejido muscular

congelado.

Reactivos necesarios que no se suministran

1. Solventes estandar utilizados en inmunchistoquimica.

2. Solucion salina tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

3. Diluyente de anticuerpos - suero normal diluido dptimamente en TBS.

4. Sueros normales de |a especie en la que se ha producido el anticuerpo 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 fabricante.

Equipo necesario que no se suministra
1. Incubador ajustado a 25 °C.
2. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunohistoquimica.

3. Ventilador eléctrico para secar los portaobjetos al aire.

Soluciones de recuperacidn de antigenos (consulte las Recomendaciones de uso)

No aplicables a secciones congeladas.

Metodologia
Antes de poner en practica esta metodologia, los usuarios deben forme}rse en el uso de las técnicas

inmunohistoquimicas.
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Los usuarios deben determinar las diluciones optimas de los anticuerpos. A menos que se indique otra cosa,
todos los pasos se llevan a cabo a 25 °C. o

1. Corte y monte secciones de 4-10 um en portacbjetos revestidos de un adhesivo de tejidos adecuado y
seque al aire durante al menos una hora.

2. Incube las secciones con el anticuerpo primario éptimamente diluido (consulte las Recomendaciones de
uso).

3. Lave en tampo6n TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

4. Incube las secciones en el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa apropiado.

5 Lave en tampon TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

6 Incube los portaobjetos en DAB.

7. Lave los portaobjetos en agua limpia.

8. Deshidrate, aclare y monte las secciones.

Correcciones a la publicacion anterior

No aplicable.

Fecha de publicacion

5 de febrero de 2004

*  Dystrophin (N-Terminus) (DYS3-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagnadstico in vitro.

NCL-DYS3 estd indicado para la identificacion cualitativa por microscopia optica de distrofina (terminal N)
mediante inmunohistoquimica. La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe .
complementarse con estudios morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatdlogo

cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagnésticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunchistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogeénico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimatica del cromdgeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestray
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio dptico y son de ayuda

en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que puedrEh \estar o no vinculados a un
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determinado antigeno.

Clon

Dy10/1282

Inmunédgeno

Proteina de fusion que contiene los aminodcidos 67 a 713.

Especificidad

Reacciona intensamente con el dominio aminoterminal (entre los aminodcidos 321 y 494) de la distrofina
humana. La inmunorreactividad que se observa en los pacientes indica que el epitopo estd cerca de los
exones 10 a 12. El mapeado del epitopo sugiere que las secuencias de los aminoacidos 308 a 351 estan
implicadas en la unidn al anticuerpo. Esta regién abarca la union de los exones 9y 10, y es posible que el
epitopo reconocido sea parte de una regidn bisagra que une el dominio aminoterminal al dominio central
en forma de varilla. No se observa reactividad con las muestras de pacientes aquejados de DMD (distrofia
muscular de Duchenne) / BMD (distrofia muscular de Becker), en quienes los exones 10 a 12 se han perdido
(delecion génica). No se observa reaccion cruzada alguna con distrofina de ratén (Unicamente alta tincion

de fondo), rata, conejo, perro, pollo, hamster y cerdo.

Composicion Del Reactivo
NCL-DYS3 es un sobrenadante de cultivo tisular liofilizado que contiene azida sédica como conservante, El
usuario debe reconstituir el contenido del vial con el volumen correcto de agua destilada estéril que se

indica en la etiqueta del vial.

Clase de Ig
IgG2a

Concentracion Total De Proteina

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracién total de proteina especifica del lote.

Concentracién De Anticuerpo

Igual o superior a 4 mg/L. Consulte en la etiqueta del vial la concentracién de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso
Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones congeladas. Dilucidn sugerida: de sin diluir—
1:20 durante 60 minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias

diluciones de trabajo dptimas.
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Almacenamiento Y Estabilidad

Almacene el anticuerpo sin abrir a una temperatura de 2-8 °C. Bajo estas condiciones, no hay pérdida
significativa 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 anticuerpo reconstituido es
estable durante al menos dos meses si se almacena a una temperatura de 2—-8 °C. Para el almacenamiento
de larga duracidn, se recomienda almacenar alicuotas del anticuerpo 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 dia en que las vaya a utilizar. Devuélvalo a
2-8 oC inmediatamente después de su uso. Cualesquiera condiciones de almacenamiento que no sean las

arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacion De Las Muestras
Congele los blogues de tejido en isopentano enfriado en nitrégeno liquido (consulte Advertencias vy .
precauciones). Las muestras no requieren mayor fijacion, pero deben incluirse en el compuesto OCT™

(Sakura, N2 de producto Tissue-Tek 4583).

Advertencias Y Precauciones

Contiene una mezcla de: Aziduro De Sodio (<10%), Benzylpenicillin Sodium (<10%), Streptomycin Sulphate
(<10%). Palabras de advertencia: Peligro

H302: Nocivo en caso de ingestion.

H317: Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.

H334: Puede provocar sintomas de alergia o asma o dificultades respiratorias en caso de inhalacion.

H411: Toxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.

EUHO032: En contacto con acidos libera gases muy toxicos.

P261: Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol. .
P264: Lavarse manos concienzudamente tras la manipulacion.

P270: No comer, beber ni fumar durante su utilizacidn.

P272: Las prendas de trabajo contaminadas no podran sacarse del lugar de trabajo.

P273: Evitar su liberacion al medio ambiente.

P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.

P284: [En caso de ventilacién insuficiente,] llevar equipo de proteccion respiratoria.

P301+312: EN CASO DE INGESTION: 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 jabén abundantes.

P304+340: EN CASO DE INHALACION: Transportar a la persona al aire libre y mantenerla en una posicion

que le facilite la respiracion. (\‘
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P330: Enjuagarse la boca.

P333+313: En caso de irritacion o erupcidn cutdnea: Consultar a un médico. _
P342+311: En caso de sintomas respiratorios: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médit ‘P”DE;;“
P362+364: Quitar las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver a usarlas.
P391: Recoger el vertido.

P501: Eliminar el contenido/el recipiente en un punto de recogida

publica de residuos especiales o peligrosos.

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen bioldgico, debe manipularse con precaucién.

Este reactivo contiene azida sodica. Esta disponible una Hoja de informacién sobre la seguridad del
material, previa peticién, o en www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cémo desechar
cualquier componente potencialmente toxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccion, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 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 minimo la contaminacion microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincion no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a
resultados erréneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

El nitrégeno liquido, a causa de su temperatura extremadamente baja, causa quemaduras, por lo que debe
ponerse ropa protectora, incluidos guantes y visor, para manipularlo. Usese en un area bien ventilada.

El isopentano es altamente inflamable, y dafino por ingestion e inhalacion. Ademas, irrita los ojos v la piel,

y es narcotico a altas concentraciones.

Control De Calidad

Las diferencias en la manipulacion 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 sus propios controles ademds de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirurgicas, congeladas lo antes posible de

manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo ( '
Se utiliza para indicar |la preparacion correcta de los tejidos y las técnic dF tincion adecuadas.
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Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincidn positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincion positiva intensa para
lograr un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.2

El tejido de contral positivo recomendado es musculo estriado normal humano.

Si el tejido de control positivo no muestra tincion positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno 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 mayoria de los cortes de tejido ofrece con .
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincidn no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincidn esporddica del tejido conectivo. Utilice

células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincién. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos

causados por la unidén no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccién del sustrato. Estos falsas

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

(eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifidn), en funcion del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeras marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce .
una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice 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 tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente
Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-DYS3 al final. La intensidad de la tincidn

positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de reactivo
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negativo. Coma con cualquier prueba inmunchistocitoquimica, un resultado negativo significa

detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es nc

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon Dy10/12B2 detecta un epitopo presente en el dominio aminoterminal de la distrofina humana, cerca
del lado citoplasmico del sarcolema de musculo normal humano.

Tejidos tumorales

El clon Dy10/12B2 se ha utilizado en estudios inmunohistogquimicos y de inmunoblotting de mas de 900
pacientes a fin de identificar una deficiencia de la proteina distrofina (427 kD).

NCL-DYS3 esta recomendado para la identificacion de distrofina humana (terminal N) mediante

inmunohistoquimica.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacion
especializada en la seleccion de los reactivos apropiados, la seleccidn, fijacion y procesamiento de tejidos, la
preparacién del portacbjeto para IHQ, v la interpretacidn de los resultados de la tincién.

La tincidn de los tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tincion. Una
fijacion, congelacion, descongelacién, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacién con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusién, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincidn excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacion correcta de los
resultados.

La interpretacidn clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatdélogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccion de

tejido tefiida debe incluir un analisis morfoldgico y la evaluacion de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacién Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicacién

14 de octubre de 2016

Metodologia inmunohistoquimica para el uso de anticuerpos NovocastraTM con tejido muscular

congelado.

Reactivos necesarios que no se suministran

1. Solventes estandar utilizados en inmunohistoquimica.

2. Solucion salina tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

3. Diluyente de anticuerpos - suero normal diluido dptimamente 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 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 fabricante.

Equipo necesario que no se suministra
1. Incubador ajustado a 25 °C.
2. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunohistoquimica.

3. Ventilador eléctrico para secar los portaohjetos al aire.

Soluciones de recuperacion de antigenos (consulte las Recomendaciones de uso)

No aplicables a secciones congeladas.

Metodologia

Antes de poner en practica esta metodologia, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas
inmunohistoquimicas.

Los usuarios deben determinar las diluciones dptimas de los anticuerpos. A menaos que se indique otra cosa,
todos los pasos se llevan a cabo a 25 °C. N

1. Corte y monte secciones de 4-10 um en portaocbjetos rTestido un ‘Bdhesivo de tejidos adecuado y
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seque al aire durante al menos una hora.

2. Incube las secciones con el anticuerpo primario éptimamente diluido (consulte las Recomendaciones de

uso).

3. Lave en tampon TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

4. Incube las secciones en el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa apropiado.

5 Lave en tampdn TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

6 Incube los portaobjetos en DAB.
7. Lave los portaobjetas en agua limpia.

8. Deshidrate, aclare y monte las secciones.

Correcciones a la publicacion anterior

No aplicable.

Fecha de publicacién

5 de febrero de 2004
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ANMAT.

CERTIFICADO DE AUTORIZACION. DE VENTA DE
PRODUCTQOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO
Expediente n° 1-47-3110-4465/17-7

La Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica

(ANMAT) certifica que de acuerdo con lo solicitado por la BIO-OPTIC S.R.L.. se
autoriza la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de
Tecnologia Médica (RPPTM), de un nuevo producto para diagndstico de uso in
vitro con los siguientes datos 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-HMBA45; 16)
NCL-L-KAP-581 Y 17) NCL-L-LAM-578.

Indicacién de uso: ANTICUERPOS MONOCLONALES DISENADOS PARA LA
IDENTIFICACION CUALITATIVA EN SECCIONES DE PARAFINA, MEDIANTE
MICROSCOPIA OPTICA DE DIFERENTES ANTfGENOS HUMANOS, RELACIONADOS
CON DERMATOPATOLOGIAS Y ENFERMEDADES EN TEJIDO BLANDO.

Forma de presentacién: 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.

Periodo de vida util y condicién de conservacion: 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 a2y 8°C; 6)y15) 30 meses, conservadoa 2 y

8°C; 7) 33 meses, conservado a 2 y 8°C.
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Condicion de venta: venta a Laboratorios de analisis clinicos. USO PROFESIONAL
EXCLUSIVO.

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

Se extiende el presente Certificado de Autorizacion e Inscripcién del PRODUCTO

PARA DIAGNOSTICO USO IN VITRO PM-2234-006.
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