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2018 - Afio del Centenario de la Reforma Universitaria

Disposicién
Numero: DI-2018-256-APN-ANMAT#MSYDS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Miércoles 19 de Septiembre de 2018

Referencia: 1-47-3110-4813/17-9

VISTO el expediente N°  1-47-3110-4813/17-9 del Registro de la Administracién 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 andlisis clinicos de los Productos para diagnéstico uso In Vitro denominados 1) NCL-L-becl-2; 2) NCL-

L-bcl-6-564; 3) NCL-L-CD11¢-563; 4) NCL-L-CD163; 5) NCL-L-CD19-163; 6) NCL-L-CD1a-235;

7) NCL-L-CD20-L26; 8) NCL-L-CD21-2G9; 9) NCL-L-CD2-271; 10) NCL-L-CD23-1B12; 11)
NCL-L-CD30-591; 12) NCL-L-CD30; 13) NCL-L-CD33; 14) NCL-L-CD38-290; 15) NCL-L-CD4-

368; 16) NCL-L-CD5-4C7; 17) NCL-L-CD7-580; 18) NCL-L-CD79a-225; 19) NCI-L-CD8-4B11;

20) NCL-L-LCA; 21) NCL-L-PAX-5; 22) NCL-L-TdT-339.

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

Que se ha dado cumplimiento a los t-érminos que establece la Ley N° 16.463, Resolucién 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 inscripcién 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;



MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

Médica (ANMAT) de los productos médicos para diagnéstico de uso In Vitro denominados 1) NCL-L-bcl-
2;2) NCL-L-bcl-6-564; 3) NCL-L-CDllc-563; 4) NCL-L-CD163; 5) NCL-L-CD19-163; 6) NCL-L-
CD1a-235; 7) NCL-L-CDZO-L26; 8) NCL-L-CD21-2G9; 9) NCL-L-CD2-271; 10) NCI-L-CD23-
1B12; 11) NCL-L-CD30-591; 12) NCL-L-CD30; 13) NCL-L-CD33; 14) NCL-L-CD38-290; 15) NCL-
L-CD4-368; 16) NCL-L-CD5-4C7; 17) NCL-L-CD7-580; 18) NCL-L-CD79a-225; 19) NCL-L-CD8§-
4B11; 20) NCL-L-LCA; 21 NCL-L-PAX-S; 22) NCL-L-TdT-339, de acuerdo a lo solicitado por la
firma BIO-OPTIC SR.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 -2018-3877363 8-APN-DNPM#ANMAT.

ARTICULO 3°- Ep los rétulos e instrucciones de uso autorizados debers figurar la leyenda “Autorizado
por la ANMAT PM-2234-10”, con exclusion de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°. Extiéndase el Certificado de Autorizacién 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 Disposicién, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizados y el
Certificado mencionado en el articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestién de Informacién Técnica a los
fines de confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIF ICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre comercial: 1 NCL-L-bel-2; 2) NCL-L-bcl-6-564; 3) NCL-L-CDllc-563; 4) NCL-L-CD163;
5) NCL-L-CD19-163; 6) NCL-L—CDla-235; 7) NCL-L-CD20-L26; 8) NCL-L-CD21-2G9; 9) NCL-
L-CD2-271; 10) NCL-L-CD23-1B12; 11 NCL-L-CD30-591; 12) NCL-L-CD30; 13) NCL-L-CD33;
14) NCL-L—CD38-290; 15) NCL-L-CD4-368; 16) NCL-L-CD5-4C7; 17) NCL-L-CD7-580; 18) NCL-
L-CD79a-225; 19) NCL-L-CD8-4B11; 20) NCL-L-LCA; 21) NCL-L-PAX-s; 22) NCL-L-TdT-339.

Indicacién de uso: ANTICUERPOS MONOCLONALES DISENADOS PARA LA IDENTIFICACION DE
DIFERENTES ANTIGENOS  HUMANOS MEDIANTE LAS TECNICAS DE TINCION
INMUNOHISTOQUIMICAS.

Forma de presentacion: 1) a 19) y 21) ENVASES CONTENIENDO: 1 vial x 1.0 ml; 20) y 22) ENVASES
CONTENIENDO: 1 vial x 1.0ml o 1 vial x 0.5 ml.

Periodo de vida util ¥y condicidn de conservacidn: 1) a7), 9) a 16) Yy 18) a 22) 36 meses, conservado a 2y



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

Expediente N° 1-47-31 10-4813/17-9
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ROTULOS

Alos rétulos originales se le agregard lo siguiente:

Establecimiento importador:

Eycal Scnelogic y calidad de

Bio-Optic SRL

Hipélito Yrigoyen 2789

Florida, Buenos Aires, Argentina.

Director Técnico: Farm. Silvana Andrea Daoy MP 19341
. Tel.; (011) 4791-9923

Autorizado por ANMAT

Rotulos originales:
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CD1a (NCL-L-CD1a-235)
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*  CD4(NCL-L-CD4-368)

Rétulo externo: Rétulo interno:

NCL- L -CD4-368 feica

RICSYSTRNS

ce 1mi

&
LOT | XXXXXXX '5 #.'

g XXXX-XX E]:i:l |

NCL-L-CD4 -368

e

Rovacasm*
gﬂ mm»;nmm' % T M . T
WAL, 0 R Ky
* (DS {NCL-1-CD5-4C7)
Rotulo externo: Rétulo interno:

>
 NeLL.cos.acy Teica
. BIOSVYETENS
| ce 1 ml ‘ wm’ﬂmmmmﬂh’ﬂm”mm 205

nsviTEee

ILOT ) xxxx00x Q:’é,
g XXXX-XX

~ _IvD,
. J’ | _IvD
! s Bl owin B m
Errmnicusinp S, Lt gl
W gy s,
S s 4 \'1‘
AN
- /ﬁ A b
7 o DREAIDAOL
P ! DIRECTORA TECHIA - P 19341

s R Api 3
W‘ E‘”CAS M. VILLEGAS FERCIL O YRICOYEN 2785 FLORIPA {1602} Pagina 91 de 231

{ socio Gerene VICENTE LOPEZ - TEL. 47919923/ 54350176




* D7 (NCL-L-CD7-580)
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CD11c (NCL-1-CD11¢-563)
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*  CD30 {NCL-L-CD30-591)
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Rétulo interno:
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CD163 (NCL-L-CD163)
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Terminal Deoxynucleotidyl Transferase {NCL-L-TdT-339}
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*  CD79a (NCL-L-CD79a-225)

Rétulo externo:

Rétulo interno:

: . NCL- L-CD79a-225
NCL-L-CD79a-225 fewa [Com)XXXXXX g XXXX-XX .
BIGEYSTEMS r& w" _X’g *‘M (6
Novocast~ e v | omwy
( E 1mli I et e s
(2 4
XXX &

E XXXX-XX

[C1i]
»e J/. -
Novocastra~

Ley Biowysiams ewsastls 11

Bebi Busnats PorWost Benton Lo, Neweaae Upon Tyne REQ HEV, initnd Kigdom

ol

www.Lsicadiseymems som Loz 2]

iR

€. LUCAS M VILLEGAS
SOLIG GERENTE

Pagina 101 de 231




MANUAL DE INSTRUCCIONES

* Oncoproteing BCL-2 (NCL-L-BCL-2)

Indicaciones De Uso

Para uso.diagndstico in vitro.

NCL-L-bel-2 estd indicado para la identificacién cualitativa mediante microscopia dptica de la oncoproteina
bcl-2 en cortes de parafina. La interpretacion clinica de cualguier 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.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunohistocitoguimica (IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante fa
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 activacién enzimatica 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 dptico y son de ayuda

en el diagndstico diferencial de Jos procesos fisiopatolégicos, gue pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon
bel-2/100/05

Inmunégeno

Secuencia de péptido sintético {GAAPAPGIFSSQPGC-COOH). .

Especificidad

Oncoproteina humana bel-2,

Composicién Del Reactivo

NCL-L-bcl-2 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica como conservante.

Clase de Ig
1gG1

Concentracion Total De Proteina

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracién total de protema especifica del lote.
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Concentracién De Anticuerpo

Igual o superior a 56,5 mg/L segin se ha determinado mediante ELISA. Consulte en |a etiqueta e:»

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso
Inmunochistocitoquimica 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: 1:100 durante 30 minutos g 75 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe
determinar sus propias diluciones de trabajo Sptimas.

Visualizacién: por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para
obtener mdsinformacién sobre el producto o para recibir soporte, péngase en contacto con sy distribuidor
lotal o con la oficina regional de Leica Biosystems, o bien visite el sitio'web de Leica Biosystems,

www.LeicaBiosystems.com

o plataformas automatizadas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No Io congele. Devuélvaio a 2-8 °C inmediatamente después de
Su us0. No lo utilice después de 1a fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial, Cualesquiera

condiciones de almacenamientg que no sean las arriba especificadas deben sar 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

de origen bioldgico, debe manipularse con precaucién.

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

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

cualquier tomponente potencialmente téxico,
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de células renales, 1/2 carcinomas de células escamosas de! cuello uterino y 171 carcinoide atipico del timo.
No'se observé ninguna tincidn en tumores cerebrales (0/2), tumores esofégicos {0/2), tumores de estémago
(0/2), tumores de lengua (0/2), tumores testiculares (0/2), tumores de tolon {0/2), tumores rectales {0/2),
tumgres cutdneos {0/2), tumores del tejido blando {0/2} y un tumor de Ia laringe (0/1). (Ndmero total de
casos de tumor-evaluados = 236},

NCL-L-bcl-2 se recomienda para la evaluacidn de la expresion de la oncoproteina bcl-2 en tejidos

normales y neoplasicos.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoguimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacién

especializada en la seleccion de los reactivos apropiados, 13 seleccion, fijacion y procesamiento de tejidos, la
preparacidn del portaobjeto para IHQ, v 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 tincién. Una .
fijacién, congelacién, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, ¢ 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 fijacidn v

de inclusién, o a irregularidades inherentes altejido.4

tna contratincién excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacién correcta de los

resultados. La interpretacion clinica de cualquier tincidn o de su ausencia debe complementarse con

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

evaluaria en el ¢ontexto del historial clinico de! paciente y de otras pruebas diagnésticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarios, segin se indigue, 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-anélisis morfoldgico v 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, PA. 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 €, 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 hors

ish peroxidase to hepatitis
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reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestra y
cubrirla conun cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio 6ptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar o nio vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

LN22

Inmunégeno
Proteina recombinante procaritica cotrespondiente 2 1-350 aminodcidos de la region terminal N de la

molécula de oncoproteina humana Bel-6.

Especificidad

Oncoproteina Bel-6 humana.

Composicidén Del Reactivo

NCL-L-Bcl-6-564 es un sobrenadante de cultive tisular liguido que contiene azida sédica como conservante.,

Clase de Ig
igG2b

Concentracién Total De Proteina

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

Concentracién De Anticuerpo

lgual o superior a 220 mg/L. Consulte en Ja etiqueta del vial fa concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica con secciones de parafina,

Recuperacién de epitopos inducida por calor (HIER): Por favor, siga las instrucciones da uso de Novocastra
Epitope Retrieval Solution pH 9.

Observacién técnica: El uso de H202 para bloguear la peroxidasa enddgena tiene un efecto perjudicial en el
epitopo reconocido por NCL-L-Bcl-564. Las soluciones que contienen un 1 % o mas de H202 reducen de
forma dréstica la tincién alcanzabile. Ef blogueo tras quitar la mascara tambiér genera resultados negativos,
Por tanto, se recomienda el bloqueo de la peroxidasa enddgena antes de quitar la méascara, con una mezcla
del 0,5 % de H202/metanol durante 10 minutos. Si no se observa esta recomendacién, la intensidad de la
tincidn se reduce.

Dilucién sugerida: 1:60 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan-solo una pauta y cada usuario debe
™

determinar sus propias dilucionss de trabajo 6ptimas. ‘\%:g
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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 |a preparacion correcta de os tejidos y las técnicas de tincion adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por.cada ¢onjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o
serie de tinciones realizada. Un tejido con una tincidn positiva débil es mds-adecuado que un tejido con una
tincion positiva intensa para lograr un control de calidad dptimo y para detectar niveles bajos de
degradacién del reactivo.2 El tejido de control positivo recomendado es el de {3 amigdala.

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

tonsideratse no validos.

Control Tisular Negativo » .
Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar 1a especificidad del marcado del -
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es el del 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 estodebe ser verificado por el usuario. Siaparece una tincién no especifica, ésta tiene generalmente
aspecto difuso. En cortes de tejido fijados excesivamente con formol puede observarse también una tincién
esporédica»dél tejido conectivo. Utilice células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincidn.

A menudo, las células necroticas o degeneradas quedan teffidas de forma no especifica.3 También pueden
observarse falsos positivos causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccién de!
sustrato. Estos falsos positivos pueden-estar causados también por enzimas enddgenas tales como la
pseudoperoxidasa {eritrocitos), Ia peroxidasa endégena {citocromo €), o la biotina endégena (por ejemplo,

de higado, mama, cerebro, rifidn), en funcidn del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar la .
actividad de las enzimas endégenas ¢ los enlaces no especificos de las enzimas de 1a inmunorreactividad
especifica; pueden tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con

complejos enzimdticos (avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados)y cromégeno sustrato
respectivamente. Si se produce una tincién especifica del control tisular negativo, los resuftados de las

muestras de los pacientes deben considerarse na vélidos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en fugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente 3 fin de evaluar la tincidn no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincidn especifica en el lugar en gue se encuentra el antigeno.
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Tejido Del Paciente
Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-Bcl-6-564 al final. La intensida d la -

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

Resultados esperados

Tejidos normales

Elclon LN22 detectd la proteina Bcl-6 en los niicleos de las células B de los centros reproductores. Se
observd una tincidn leve y variable de los epitelios, y las células estromiticas en forma de husilio en ciertos

tejidos. (Ntmero total de casos sanos evalyados = 149).

Anormal del teiido

El clon LN22 detectd Ja proteina Bcl-6 en 88/111 linfomas 8 difusos de células grandes, 9/12 linfomas
foliculares, 3/12 finfomas linfociticos crénicos, 4/7 linfomas de células del manto, 2/7 linfomas difusos de
células B, 2/4 linfomas angioinmunobldsticos de células 7. 1/3 linfomas de célulag T/NK, 1/1 linfoma de zona
marginal, 5/25 linfomas de Hodgkin {incluidos 2/11 linfomas de Hodgkin de celularidad mixta, 2/2 linforas
de Hodgkin predominantemente linfociticos, 1/6 linfomas de Hodgkin con esclerosis nodular, 0/5 linfomas
de Hodgkin cldsico y 0/1 linfomas de Hodgkin con reduccién linfocitica), 3/4 carcinomas papilares de la
glandula tiroidea, 2/2 carcinomas de células éscamosas de cuello uterino, 1/4 tumores ovéricos {incluidos
1/1 cistadenocarcinoma seroso, 0/1 tumor maligno-de células reproductoras, 0/1 carcinoma de células
claras'y 0/1 cistadenocarcinoma mucinoso), 1/4 cinceres de pulmén {incluidos 1/1 carcinoma es5camoso,
0/1 carcinoma amicrocitico, 0/1 adenocarcinoma y 0/1 carcinoma de células grandes) y-1/2 carcinomas
ductales infiltrantes de mama. No se observé tincién en los linfomas anapldsicos de células T grandes (0/7),
los linfomas difusos de células T (0/2), el linfoma linfobl4stico agudo de células B (0/1), el linforna
linfobldstico agudo de células B/T primitivas (0/1); el linfoma de células T periféricas (0/1), et linfoma de
células T (0/1), los tumores hepdticos (0/4), los tumores cerebrales (0/2), los‘tumores de eséfago (0/2),

los tumores de estémago {0/2}, los tumores de Jas partes blandas (0/2), los tumores de lengua {072}, los
tumores metastdsicos de origen desconocida {0/2}, Tos tumores renales {0/2), los tumores testiculares (0/2),
los cdnceres de colon {0/2), los tumores rectales (072}, tos canceres de piel (0/2), el céncer de 1a laringe
{0/1) ni el edncer de timo {0/1}. (Namero total de casos anomalos evaluados = 239},

Se recomienda el uso de NCL-L-Bcl-6-564 como parte de un perfil de anticuerpos para la caracterizacion
de linfomas de células B,

-
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Limitaciones Generales

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

La tinzion de los tejidos depende de la manipulacidn y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacion, congelacion, descongelacidn, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacién con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. Laaparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusién, o a irregularidades inherentesal tejido.4

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

La interpretacidn clinica de cualguier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un-anatomopatélogo cualificado debe evaluaria enel
contexto del historial clinico del paciente y.de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son-para utilizarios, 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 interpretacién clinica de cualquier seccién de

tejido tefiida debe incluir un analisis morfolégico y la evaluacion de los controles apropiados.
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¢ (Dila (NCL-L~CDIO*235}

Indicaciones De Uso

Para uso diognéstico in vitro.

NCL-1-CD1a-235 ests indicado para la caracterizacion cualitativa pok microscopia 6ptica de moléculas CD1a
humanas en secciones de parafina. La interpretacién clinica de cualquier tincidn 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 dai paciente y.de otras pruebas diagnosticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica {IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante ia
aplicacién secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno {anticuerpo primario)}, un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimético con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados, La activacion enzimdtica def cromégeno-produce una
reaccion visible en el lugar en que se.encuentra el antigeno. Luego se puede contratedir a muestra y
cubrirla:con un cubrecobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio ptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon
MTB1

Inmunégeno

Proteina de fusidn recombinante procariGtica correspondiente a todo el dominio externo de la molécula

CD1a humana.

Especificidad
Molécula CD1a humana. Datos sugestivos de reactividad cruzada con CD1b demostrada por la reactividad

con pequefios grupos focales de linfocitos en el exterior de los ¢ ”fgos germinales de la amigdala.
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material, previa peticién, o en www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciates o municipales dcerca de cémo desechar

cualguier componente potencialmente toxico.
Las muestras, antes y después de ser fijadas, asf 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 coritacto de ta piel y de las membranas
Tucosas con los reactivos y las muestras. i 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 erréneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Controi 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 controfes de su propio laboratorio, 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 tincién adecuadas.

Debe incluirse un contrel 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 mds adecuado que un tejido con una
tincién positiva intensa para lograr un control de calidad Sptimo y para detectar niveles bajos de
degradacién del reactivo.?

El tejido de control positivo recomendado es el de la piel o el timo.

Siel 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 de
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es & del cerebelo.

*® ..
O bien, la variedad de diferentes tipos de células presenteg enla m?o“rr’a de los cortes de tejido ofrece con
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frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Siaparece una tincién no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincidn esporddica del tejido conectiva. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincién. A menudo, las células necréticas 6
-degeneradas quedan teflidas 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 {citocrome C), o la biotina enddgena (por ejernplo, de higado, mama,
cerebro, rifion), en funcién del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar {a actividad de fas enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden teflirse
otros tejidos dei 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 ¢on un corte de cada
muestra-del paciente a fin de evaluar la tincién 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-L-CD1a-235 al final. La intensidad de la
tincién positiva debe valorarse ervel 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 antlgeno esté ausente en las células o tefido probados. Si es

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

Resultados esperados

Tejidos normales

Efanticuerpo Clone MTB1 detecta el antigeno CD1a en la superficie celular de tas dendritas y los timocitos
corticales del timo, fas células de Langerhgns y los dendrocitos dérmicos de la piel, las células foliculares ¥
las células dendriticas interdigitales de fa amigdala, y las células dendriticas de la lengua, del cérvix, del
pulmén yde! eséfago. La tincidn de pequeiios grupos de linfocitos interfoliculares en la amigdala sugiere

una reaccién cruzada con el antigeno CD1b. {Numero total de casos normales evaluados = 128).

Anormal del tejido

Clone MTB1 tifi6 la membrana de 142 de las histiocitosis de células de{ﬁr\f erhans. No se observo tincién en
i3
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concentracion 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 dptimas.

Visualizacién: 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
tocal .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 Ja etiqueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiénto que-no sean las arriba especificadas deben serverificadas por el usuario.

Preparacién De Las Muestras

£l fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formo! 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 precaucién.

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

Consuite las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de c6mo desechar
cualquier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como tados los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccion, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 No pipetée nurica los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas
mucosas con los reactivos v fas muestras, i los reactivos o las myestras entran-en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico,

Reduzca al minimo 13 contaminacion microbiana de fos reactivos; de lg. {:ontrario, podria producirse un

X
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tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdgeno sustrato o con complejos enziméticos
(avidina-biotina, estreptavidina, palimeras 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 primarioc con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluarfa tincién no especifica y obtener una mejor interpretacién de la

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

Tejido Del Paciente

Exarnine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-CD4-368 al final. La intensidad de la
tincién positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincidn de fondo no especifica del controf 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. Sies

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

Resultados ésperados
Teiidos normales
El clon 4B12 detecta el antigeno CD4 en lasuperficie celular de la subpablacién cooperadora/inductora de

células T normales. (Namero total de casos normales evaluados = 44).

Anormal del tejido

El clon 4B12 tifié 4/7 linfomas anaplésicos de células Tgrandes, 3/4 linfomas angioinmunoblasticos de
células'T, 1/3 linfomas de células NK/T, 1/1 linfoma de células T periféricas y 1/1 linfoma de células T
Excepto por células T infiltrantes, no se observé ninguna tincion en linfomas difusos de células B grandes
{0/108), linfomas linfociticos crénicos {0712}, linfomas foliculares {0/11), enfermedad de Hodgkin (0/11),
linfomas de células del manto (0/7], un linfoma linfoblastico agudo de células'B (0/1), un linfoma
linfobldstico primitivo de células B/T (0/1), un linfoma de zona marginal {0/1), tumores tiroideos (0/4),
tumores pulmonares (0/4), tumores hepdticos (0/4), tumores de ovario {0/4}, tumores cerebrales {072),
tumores ciel es0fago (0/2), tumores de mama {072}, tumores de estémago (0/2), tumores del tejido blando
{0/2), tumores de la lengua {0/2), tumores mestastasicos de origen desconocido {0/2), tumores renales
{0/2), tumores del cérvix {0/2), tumores testiculares {0/2), tumares de colon {0/2), tumores del recto (0/2},
tumaores cutaneos (072), un tumor de faringe {0/1) 0 un tumor del timo (0/1). {(NGmero total de casos de
tumorevaluados =212},

NCL-L-CD4-368 se recomienda para su utilizacién como parte de un pa:aﬂg{ de anticuerpos que ayude en la
caracterizaci6n de trastornos de células T. # K |
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Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacx

especializada en la seleccién de los reactivos apropiados, la seleccién, fijacién y procesamlent _
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincion.
La tincidn de 1os tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento del tejido previos a la tincioHe
fijacion, congelacmn 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 fijacidn y
de iniclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4

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

La interpretaciéa clinica de cualquier tincién o de sy ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, yun anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en e}
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segin se indigue, con secciones
congeladas 0 incluidas en parafina, con requisitos de fi ijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del anttgeno especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccién de

tejido teftida debe incluir un andlisis morfolégico y la evaluacién de los controles apropiados.
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inflammation in chronic obstructive pulmonary disease and asymptomatic smokers. Respiratory Research
2005; 6:38. )

9. Suzuki A, Masuda A, Nagata H, et al. Mature dendritic cells make clusters with T-cells in the invasive

margin of colorectal carcinoma. Journal of Pathology 2002; 196:37-43,

Correcciones A La Publicacién Anterior
Composicién del reactivo, Concentracion de proteina total, Recomendaciones de uso, Advertencias y

precauciones, Resultados esperados.

Fecha De Publicacion
11 de abril de 2013

* CDS{NCL-L-CD5-4C7)

Indicaciones De Uso

Parg uso diagnéstico in vitro.

NCL-L-CD5-4C7 estd indicado para la identificacién cualitativa mediante microscopia dptica de molécilas
CD5 humanas en secciones de parafina. La interpretacion clinica de. cualquier tineion o de su ausericia debe
complementarse con estudios morfolbgicos, conel 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 ﬁrocedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacidn de antigenos mediante la
aplicacién secuencial de yn anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo-enzimidtico con un sustrato
£romogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacién enzimstica delcromégena produce una
reaccibn visible en el jugar en que se-encuentra el antigeno. Luego se puede contratediir la muestra y
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio Sptico y son de ayuda
en el diagnostico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar ¢ no vinculados a un

determinado antigeno.
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Inmundgenc
Proteina de fusién recombinante procariStica correspondiente al dominio externa de la molécula
CDs,

Especificidad
Motécula humana CDS, 67 kD.

Composicién Del Reactivo

NCL-L-CD5-4C7 s un sabrénadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sodica como conservante.

Clase de ig
lgG1, kappa

Concentracién Total De Proteina

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

Concentracién De Anticuerpo
Igual o superior a 75,6 mg/L segun se ha determinado mediants ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracion de Ig especifica dei lote.

Recomendaciones De Uso

Inmuniohistocitoquimica con secciones de parafina.

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

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

Visualizacion: Por favor, siga las instrucciones de uso.de Novolink™ Pglymer Detection Systeimns. Para
obtener més informacién sobre.el producto o para recibir soporte, pongase en contacto con su distribuidor
locat .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.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuéhalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etigueta de vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no.sean as arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.
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considerarse no vilidos.

Control Tisular Negative
Debe examinarse después del control de tejido positivo, & fin de verificar la especificidad d

antigeno diana por el anticuerpo primario.

Eltejido de contro) negativo recomendado es el delcerebelo,
O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en (3 Mayoria de Ios cortes de tejido ofrece con

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

(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. $j se produce
una tincién especifica del controt tisular negativo, los resultados de las muestras de fos pacientes deben

considerarse no vélidos,

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 |a

tincion especifica en el lugar en que se £ncuentra el antigeng.

Tejido Del Paciente

Examine fas muestras del paciente o pacientes fefiidas con NCL-L-CD5-4C7 al final, La intensidad de fa
tincién positiva debe valorarse en ¢} contexto de cualquier tincign de fondo no especifica del control de
reactive negative. Como con cualquier prueba inmunohistccitoquimica, un resultado negativo significa que
no se ha detectado antigens, y no que el antigeno esté ausente en fas células o tejido probados. 5i es

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

Resultados esperados

Tefidos normales

El clon 4C7 detects 1a proteina CD5en Ja membrana de las éluias}x n ?n subgrupo de células B de} bazo,
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12.Kuo TT & Chan JK. Thymic carcinoma arising in thymoma is associated with alterations in
immunohistochemical profile. American Journal of Surgical Pathology. 1998; 22(12):1474-1481.
13.Dorfman DM & Shahsafaei A. Usefulness of a new CDs antibody for the diagnosis of T-cell and B-call
lymphoptoliferative disorders in paraffin sections. Modern Pathology. 1997; 10{9):859-863.

14 Xaufmann O, Flath B, Spath-Schwalbe E, etal. Immunohistochemical detection of CD5 with monocional
antibody 4C7 on paraffin sections. Amiericsn Journal of Clinical Pathology. 1997, 108(6}:669-673.

Correcciones A La Publicacién Anterior

Resultados Esperados.

Fecha De Publicacién

23 de mayo de 2013

* (D7 (NCL-Lt-CD7-580)

Indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-CD7-580 estd indicado para la identificacién cualitativa mediante microscopia Gptica del antigeno CD7
humano en cortes de parafina. La interpretacién clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe
complermentarse con estudios morfoldgicos, conel uso de los controles adecuados, y un anatomopatdélogo

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

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tintién inmunohistocitoquimica {(IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante Ia

aplicacidon secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un .
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo-enzimdtico con un sustrato
cromogeénico, con pasos de lavado intercalados. La activacién enzimatica del cromdgeno produce una

reaccién visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se pyede contratefir la muestra y

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

en el diagndstico diferencial de los progesos fisiopatoldgicos, que pueden estar ¢ no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon
LP15

Inmundgeno

£ PN X
¢
e ANDIREA
» BIRECTORA TE( s
i e o t

A - !
f_iC/ HCAS M \?iLLE{’A MIBCILETO v B LLEDIN (1502
M. 3AS i - N .
{\ 50610 GERENTE VICERTE LOPEZ - TEL. 47919943 / 5435-0175




molécula CD?V'ﬁamana.

Especificidad
Antigeno CD7 humano.

Composicién Del Reactivo

NCL-1-CD7-580 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica como conservante,

Clase de ig
igG2b

Concentracién 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 351 mg/L segin se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

cancentracion de Ig especifica del Iote.

Recomendaciones De Uso
Inmunohistocitoquimica con secciones de parafina,

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

Dilucién sugerida: 1:100 durante 30 minutosa 25 °C. Esta.es tan solo una pautay cada usuario debe
determinar sus propias diluciones de trabajo dptimas.

Visualizatién: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para
obtener mas informacién 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 ig congele, Devuéhvalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de 1a 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 inciuido? en parafina as formol tarmponado neutro al 10%.
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Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha Preparado a partir del sobrenadante de un cultivo cefular. Como se trata de un producto
de origen hiolégico, debe manipularse con precaucién.

Este reactivo contiene azida sédica. Ests 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
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 infeccion, y se deben desechar tomando las precauciones
atlecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, ¥ evite el contacto de ia piel y de las membranas
mucosas con los reactivos v las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con onas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico,

Reduzca al minimo Ia contaminacién microbiana de los regctivos; de fo contrario, podria producirse un .

aumento de la tincién na especifica,

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

resultados erréneos. Cuzlquier cambio de ta| 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 fos 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, 1o antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positive

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

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

Un tejido con una tingién positiva débil es més adecuado que un tejido con una tincign positiva intensa para
lograr un control de calidad dptimo y para detectar niveles bajos de degradacién del reactivo.?

El tejido de control positivo recomendado es el de amigdala.

Si el tejido de control positivo no muestra tincign bositiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no vélidos.
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normales. {Ndmero total de tejidos normales evaluados = 99),

Anormal del tejido

El clon LP15 tifio 4/4 timomas, 1/7 linfomas anapldsicos de células T, 1/5 linfoma angioinmunoblastico de
celulas T, 1/3 linfomas de células T/NK, 1/1 linfoma linfoblastico agudo primitivo dé células B/Ty1/1
linfoma periférico de células T Salvo en los linfocitas T infiltrantes, no se observé ninguna tincion en
linfomas difusos de células B grandes {(0/110), linfomas linfociticos erénicos {0/11), linfomas foliculares
{0/13), enfermedad de Hodgkin (0/11), linfomas de células del manto (0/8), un linforna linfobldstico agudo
de células B (0/1), linfomas de células T {0/6), un linfoma de zona marginal (071), tumores de tiroides (0/4),
tumores pulmonares {0/4), tumores de ovaris (0/4), tumores hepiticos (074), tumores cerebrales [0/2),
tumores esofagicos (0/2), tumores de mama {0/2), tumores géstricos (0/2), tumores del tejido blando {0/2),
tumores de lengua {0/2), tumores metastdsicos de origen desconocido {0/2), tumores renales {072},
tumores del cuello uterino (072), tumores testiculares {0/2), tumores de coion {0/2}, tumores rectales (0/2),
tumores cutdneos {0/2), un tumor de laringe {0/1} o un tumor de timo (0/1). (Numero total de tumores
evaluados = 228).

NCL-1-CD7-580 se recomienda para su utilizacion como parte de un panel de anticuerpos para clasificar

tumores de origen de células T,

Limitaclones Generales

la inmunohistocitoquimica €s un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacién
especializada en Ia seleccién de los reactivos apropiados, Ia seleccién, fijacién y procesamiento de tejidos, fa
preparacion del portaobjeto para JHQ, ¥ la interpretacion de los resultados de la tincién,

La tincidn de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacién, congelacién, descongelacién, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o lg
contaminacion con otros tejidos o Houidos pueden generar artefactos; atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métados de fijacidny
de inclusién, o a irregularidades inherentes al tejido.4

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

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

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastie Ltd son para utilizarlos, segiin se indique, con secciones
tongeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. 1a interpretacion clinica de cualquier seccién de

tejido tefida debe inciuir‘ un andlisis morfolégico ¥ la evaluacién digomrofes apropiados.
;
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*  CD8(NCL-L-CD8-4811 }

Indicaciones De Uso

Para uso diagnéstico in vitro.

NCL-L-CD8-4B11 ests indicado para la caracterizacion cualitativa por microscopia ptica del antigeno CD8
humano en secciones de parafina. La interpretacién clinica de cualquier tincién o de sy 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 ptignte y de otras pruebas diagnésticas.

i i

// - "’AL;RE
DIRECTC A TR
L o 2

LUCAS M. VILLEGAS o tiony
SUGIO DERENTE

Pagina 135 de 231

T e et - U |



Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica {(tHQ) permiten 12 visualizacion dé antigenos mediante Ja
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
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacién enzimética del cromégeno produce una
reaccioén visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la rﬁuestra y
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio éptico y son de ayuda
en ¢l diagnostico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar ¢ no vinculados a un

determinado antigeng,

Clon
4811

Inmunégeno .
Péptido correspondiente a la porcién citoplasmética de I3 cadena alfa de la molécula.€D3 humana.

Especificidad

Antigeno CD8 humane.

Composicién Del Reactivo

NCL-L-CD8-4B11 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sodica como conservante.

Clase de Ig
igG2b

Concentracién Total De Proteina

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

Concentracion De Anticuerpo
lgual o superior 2 28,5 mg/L segln se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial Ja

concentracién de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso
inmunohistocitoquimica con secciones de-parafina.

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

Dilucién sugerida: 1:50 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan solouna pautay cada usuario debe
determinar sus propias diluciones de trabajo dptimas,

Visualizacién: Por favor, siga las ing cciones de uso de Novolink™ p \}'ﬁger Detection Systems. Para
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paciente o pacientes,

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos v 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
tincion positiva intensa para lograr un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de
degradacion del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendada es el de la amigdala.

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

considerarse no vélidos.

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 muisculo 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. £n cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincidn esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resuitados de 1a 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 endbgena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifién), en funcién del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar la actividad de las enizimas
enddgenas o.los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefirse otros tejidos-del paciente exclusivamente con cromoégeno 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 fas muestras de los pacientes dehen

considerarse no vilidos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuérpo 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,
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Tejido Del Paciente

tincion posmva debe valorarse en el contexto de cualguier tincion de fondo no especifica del“tgﬂ}rm de y
sl O

reactivo negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo si

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 Clone 4B11 detecta el antigeno CD8 en la superficie celular de la subpoblacién citotéxica de
células T en el timo, el bazo, los ganglios linfaticos y las amigdalas. (Numero total de casos normales

evaluados = 44),

Anormal del tejido
Clone 4B11 tifid 3/4 de los linfomas angioinmunoblasticos de células T, Excepto en las células T reactivas, no

se detectd tincion en los linfomas difusos de células grandes B (0/108), los linfomas linfociticos crénicos
{0/12), los iinfomas foliculares {0/11), la enfermedad de Hodgkin [0/11), ios linfomas de células del manto
{0/7), tos linfomas anaplasicos de células grandes T (0/7), los linfomas de células T/NK {0/3}, el linfoma
linfobldstico agudo de células B {0/1), el linfoma linfoblastico agudo de células B/T primitivas (0/1), el
linfoma de células T periféricas {0/1), el linfoma de células T (0/1), el linfoma de la zona marginal (0/1), los
cdnceres tiroideos (0/4); los cdnceres de pulman (0/4), los cdnceres ovaricos {0/4), loscanceres hepaticos
{073}, los tumores cerebrales (0/2), los canceres esofagicos {072}, los canceres de mama (0/2), los canceres
gastricos (0/2), los sarcomas del tejido blando (0/2), los cénceres de lengua {0/2), los cdnceres metastasicos
de origen desconocido {0/2), fos cinceres de rifién {0/2), los tumores cervicales (0/2), los tumores
testiculares{0/2); los cénceres de colon {0/2), los tumores rectales {0/2), los canceres de piel {0/2), el cancer
de laringe {0/1) o'e} cdncer de timo (0/1). {Ndmero total de casos de tumar evaluados = 212).

Se recomienda el uso de NCL-L-CD8-4B11 como parte.de un perfil de anticuerpos gue contribuya a fa

caracterizacion de los trastornos de las células T,

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 seleccién, fijacién y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, v la interpretacién de los resultados de la tincidn.

La tincion de fos tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacién, congelacion, descongelacién, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la

contaminaci6n con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, pamiento del anticuerpo o falsos
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negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacibn y
de inclusibn, o a irregularidades inherentes at tejido 4

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

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

Log 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 interpretacién clinica de cualquier seccidn de

tejido tefiida debe incluir un andlisis 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, PA. 1991; 7{9). Order
code M29-P.

2. Battifora H. Diagnostic uses of antibodies to keratins: a review and immunochistochemical comparison of
seven monoclonal and three pelyclonal antibodies. Progress in Surgical Pathology. 6:1~15. eds. Fenoglio-
Preiser €, Wolff CM, Rilke F. Field & Wood, Inc., Philadelphia.

3. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part |: the technigues and pitfalls, Laboratory Medicine. 1983;
14767,

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. Kemp RA, Black MA, McCall 5, etal. T cell subpopulations in lymph nodes may not be predictive of patient .
outcome in.colorectal cancer. Journal of Experimental & Clinical Cancer Research. 201 1;30(1):78.

6. Michel S, Benner A, Tariverdian M, et al. High density of FOXP3-positive cells infiltrating colorectal cancers

with microsatellite instability. British Journal of Cancer. 2008;99(11):1867-1873.

7. Williamson SLH, Steward M, Milton |, et al. New monocional antibodies to the T cell antigens CD4 and

CD8. American Journal of Pathology 1998,152(6):1421-1426.
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Clase de Ig
lgG2a

Concentracién Total De Proteina

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

Concentracién De Anticuerpo

tgual o superior a 30 mg/L. Consulte en la etiqueta del vial la concentracién de Ig especifica del lote,

Recomendaciones De Uso
Inmunohistocitoquimica con secciones de parafina.

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

Dilucion 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 Gptimas. .
Visualizacién: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para
obtener mas informacion sobre el producto o para recibir soporte, pongase en contacto con su distribuidor
local'o con fa 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 tincidon

o plataformas automatizadas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No o congele: Devuélvalo a 2-87C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en Ja etiqueta del vial. Cualesquiera

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

Preparacién 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 informacién sobre la seguridad del
material, previa peticién, o.en www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de ¢6mo desechar
cuaiquier componente potencialmente tdxico.

Las muestras, antes y después.de ser fijadas, asi como todos los mgeri%ales expuestos a ellas, deben
r - g/’{ ¢ f x,«%}ﬁif““x
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degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por Ia unién 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
(eritracitos), Ja peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifidn), en funcién del tipa de inmunotincidn utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
endogenas o los enlaces no especfficos de las enzimas de la inmunotreactividad 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 vélidos.

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 rio especifica y obtener una mejor intetpretacion de la

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

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefidas con NCL-L-CD11c-563 al final. La intensidad de la
tincion positiva debe valorarse en el contexto de cualguier tincién de fondo no especifica del control de
reactivo negativo. Como con cualguier 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. Sies

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

Resultados esperados
Teiidos normales
Elclon 5011 detecta el antigeno CD11¢ de la membrana de histiocitos y células dendriticas {Numero total

de casos normales evaluados = 45).

Anormal del tejido

El clon 5D111ifid 20/20 leucemias de células pitosas, 12/17 leucemias mieloides agudas, 8/8 neoplasmas
histiocitico/dendriticos, y % mastocitosis sistémicas, Se observé una tincién citopldsmica débil en 4/6
linfomas de Hodgkin predominantes nodulares de linfocitos. No se observé tincién en los linfomas difusos
de linfocitos B grandes {0/120), enfermedad de Hodgkin clasica {0/25), linfomas foliculares (0/20), linfomas
delas células del manto (0/13), linforas linfociticos crénicos (0/12), linfomas anapldsicos de células grandes
(0/10), linfomas periféricos de linfocitos T (0/9), finfomas linfoblasticos agudos {0/8), linfomas linfociticos
pequefios (0/8}, linfomas de linfocitos NK/T {0/5), linfornas MALT {0/4), linfomas angioinmunoblésticos de
linfocitos T (0/4), enfermedad de Hodgkin de celufaridad mixta (OIZ)mfermedad de Hodgkin con reduccion
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seven monoclonal and three polyclonai antibodies. Progress in Surgical Pathology. 6:1~15. eds. Fenoglio-
Preiser C, Wolff CM, Ritke F. Field & Wood, Inc., Philadelphia.

3. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the technigues 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 errorin i'mmunohistochemistry‘ American Journal of Clinical
Pathalogy. 1980; 73:626.

5. Barth TFE, Barth CA, Kestler HA, et al, Transcriptional profiling suggests that secondary and primary large
B-cell lymphomas of the gastrointestinal (Gf) tract-are blastic variants of GI marginal zone lymphoma.
tournal of Pathology. 2007; 211:305-313,

6. Venkatraman L, McDonald KA, Bagdi £, et al. Characterisation of a new monoclonal antibody recognising
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* (D19 (NCL-L-CD19-163)

Indicaciones De Uso

Porg uso diagndstico in vitro.

NCL-L-CD19-163 estdindicado para la identificacion cualitativa mediante microscopia 6ptica de moléculas .
€D19 humanas en secciones de parafina. La interpretacién clinica de cualguier tincidn o de su ausencia

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

anatomopatdlogo cualificado debe evaluaria en el contexto det historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagnosticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica (tHQ) permiten la visualizacidn de antigenos mediante la
aplicacién secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primério), un
anticuerpo secundario dirigido contra ef anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacién enzimatica del cromégeno produce una

reaccidn visible en el fugar en que-se encuentra el antigeno. Luego se %{ede contratefiir la muestra y
7 1
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Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No'lo congele. Devuéivalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No Jo utilice después de la fecha de caducidad indicada en fa etiqueta del vial. Cualesquiera

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

Preparacién De Las Muestras

Effijador 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 precaucién,

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

Consulte las'hormativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de c6mo desechar
cualquier componente potencialmente txico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asf 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 Ia piel y de las membranas
mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas
delicadas, fave éstas con abundarite agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacion microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumerito de la tincién no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacion gue no-sean.los-aquf especificados pueden conducir a

resultados errdrieos. 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, ademds de log 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 tincidon adecuadas.
Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condlcaones de-ensayo en cada tincién o

serie de tinciones realizada.
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* (D20 (NCL-L-CD20-1.26)

indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-CD20-126 estd indicado para la identificacion cualitativa mediante microscopia 6ptica de moléculas
CD20 humanas en secciones de baraﬁna. La interpretacién 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 evaluaria en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

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

anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimadtico con un sustrato .
cromogénico; con pasos de lavado intercalados, La activacion enziméatica del cromogeno produce una

reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefir la rr;uéstra y

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio 6ptico y son de ayuda

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

determinado antigeno.

Clon
L26

Inmunégenc

Células B humanas de las amigdalas.

Especificidad ‘
Un epitopo intracitopldsmico localizado en la molécula CD20 humana, Reacciona principalmente con un

polipéptido de 33 kD, pero también con un'componente menor de 30 kD.

Composicién Del Reactivo

NCL-1-CD20-1.26 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica como conservante.

Clasede lg
lgG2a, kappa

Concentracion Total De Proteina

Consulte la etiqueta del vial para ver Ia concentracién total de proteina especifica del lote.
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Concentracion De Anticuerpo o

AN
lgual o superior a 95 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en fa etiqueta del Fs}”lamg{% Y %
o . i
2‘& \ e A ¢

concentracion de Ig especifica del lote.

S o

Recomendaciones De Uso
Inmunohistocitoquimica con secciones de parafing,
Recuperacién del epitopo inducido por calor (HIER): Por favor, siga las instrucciones de uso de Novocastra
Epitope Retrieval Solution pH 6. |
Dilucién sugerida: 1:100-1:200 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan solo uha pauta y cada usuario debe !
determinar sus propias diluciones de trabajo Sptimas, ‘
Visualizacion: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para |
obtener mds informacién sobre el producto-o para recibir soporte, pongase en contacto con su distribuidor ’
local o.con ia oficina regional de Leica Biosystems » © bien visite el sitio web de Leica Biosystems, i
www.leicaBiosystems.com

Elrendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se utiliza con otros sistemas manuaies de tincidn

o plataformas automatizadas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8°C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8 ‘Cinmediatamente despugés de
st uso. No lo utilice después de Ia fecha de caducidad indicada en ia etiqueta del vial. Cualesquiera

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

Preparacién 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 biol6gico, debe manipularse con precaucion.

Este reactivo contiene azida sédica. Estd disponible una Hoja de informacién sobre 1a seguridad del

material, previa peticién, o.en www.LeicaBlosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de como desechar
cualquiercomponente potencialmente téxico.

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

manipufarse 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 membranag

mucosas con los reactivos v las muestras. Silos reactivos o las muestras entran en cormtacto con zonas

%

delicadas, fave éstas con abundante agua. Acuda inmediata‘r%ente al miédico.
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Reduzca al minimo la contaminacion microbiana de fos 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 servalidado 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 quirargicas 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 tincidn adecuadas.
Debe incluirse un.control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o
serie detinciones 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 optimo y para detectar niveles bajos de
degradacién del reactivo.2
" Eltejido de contro!l positivo recomendado es el de las amigdalas.
Siel tefido de control positive no muestra tincién positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no vélidos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad de! marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario. .
El tejido de conitrol negativo recomendado es el def cerebelo.

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

Siaparece una tincion 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 tincién. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causades por la unidn no inmunolégica a proieinas 0 a productos de reaccidn del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa

{por ejemplo, de higado, mama,

{eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C), o la biotina enddge
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cerebro, rifién), en funcién del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas

endogenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, puedep?;

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enzi
{avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) Y cromégeno sustrato respectivamente. Si §
una tincién especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes d

= 3%
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 ne especifica y obtener una mejor interpretacion de la

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

Tejido Del Pacie;':te

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-CD20-126 al final. La intensidad de la
tincidn positiva debe valorarse en el tontexta 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

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

Resultados.Esperados
Teiidos normales
El clon L26 detecta el antigeno CD20 en la superficie de las células del linaje de células B, excepto las células

del plasma. (Nimero total de casos normales evaluados = 96),

Anormal del tejido
El clon 126 produijo la tincién en 105/106 linformas difusos de células B grandes, 11711 linfomas foliculares,

10/11 linfomas linfociticos crénicos, 2/11 linfomas de Hodgkin, 7/7 linfomas de células del manto, 1/1
linfoma linfobldstico agudo de células B y 1/1linfora de zona marginal. Excepto por las células B reactivas,
no se observé tincién en linfomas anaplasicos de células grandes T {0/7), linfomas angioinmunoblisticos de
células T {0/4), linfomas de células T/NK {0/3), un linfoma periférico de células T {0/1), un linfoma de células
T {0/1), un linfoma linfoblastico agudo primitivode células 8/T {0/1), tumores cerebrales {0/2), tumores de
esGfago {0/2), tumores de faringe {0/1), tumores del timo (0/1), tumores de tiroides {0/4), tumores de
mama (0/2), tumores de estémago {0/2), tumores del tejido blando (0/2), tumores de lengua (0/2), tumores
de pulmén (0/4), tumores metastdsicos de origen desconocido {0/2), tumores hepdticos {0/4), tumores
renales (0/2), tumores de ovaric (0/8), tumores de cérvix {0/2}, tumores testiculares {0/2), tumores de
coion (0/2), tumores del recto (0/2) o tumores cuténeojg (072). (NG

=209), S
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Se recomienda el uso de NCL-L-CD20-L26. como parte de un panel de anticuerpos que ayude en la

caracterizacidn de trastornos de células B.

Limitaciones Generales

La inmunchistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacién
especializada en I3 seleccion 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 tincién.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacién y &l procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacién, congelacion, 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 aparicidn de resuitados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusidn, 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 $u 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 v de otras pruebas diagndsticas,

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd sor para utilizarlos, segln se indigque, consecciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos, Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion elinica de cualquier seccién de

tejido tefiida debe incluir un andlisis morfoldgico y la evaluacion de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacién Anterior

Composicién Del Reactivo, Recomendaciones De Uso, Resultados Esperados.

Fecha De Publicacién
08 de marzo de 2013

* (D23 (NCL-L-CDZS’-IBJZ}

Indicaciones De Uso

Parauso diagnéstico in vitro.

NCL-L-CD23-1B12 estd indicado para la caracterizacion cualitativa por microscopia dptica de moléculas
CD23 humanas en secciones de parafina, La interpretacion clinica de cualguier tincién o de sy ausencia
debe compiementarse 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 diagnésticas.

Principlo Del Procedimiento

Las técnicas de‘tincién inm ohistocitoquimica {IHQY permiten la visuglizacion de antigenos mediante fa
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aplicacién secuericial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimdtico con un sustrato
cromogeénico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimatica del cromégeno produce una
reaccion visible en el fugar en Quese encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestra v
cubrirla conun cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio dptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatolégicos, que pueden estar 0 no vinculados a un

determinado antigeno,

Clon
1B12

inmunédgeno

Proteina de fusién recombinante procariotica correspondiente al dominio externo de la motécula CD23
humana. .

Especificidad
Molécula CD23 humana.

Composicién Del Reactivo
NCL-L-CD23-1B12 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sodica como

conservante,

Clase de Ig
IgG1, kappa

Concentracién Total De Proteina

Conisulte la etigueta del vial para ver la concentracién total de proteina especifica def lote. .

Concentracién De Anticuerpo
fgual o superiora 67 mg/l. segin se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial {3

concentracion de Ig especifica del Iote.

Recomendaciones De Uso
Infunchistocitoquimica con secciones de parafina.

Recuperacion det epitopo inducido gor cafor {HIER): Por favor, 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 propias diluciones de trabajo dptimas,

Visualizacién: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Pof\(/mer Detection Systems. Para
; H
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negativos, La aparicién de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijaciény
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincién excesiva o incompleta puede poneren 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 diagnésticas.

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 expresién
inesperada del antigeno, especiaimente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccién de

tejido tefida debe incluir un andlisis morfoldgico y la evaluacion de los controles apropiados.

Bibliografia - General

1, National Commiittee for Clinical Laboratory Standards { NCCLS). Protection of laboratory workers from
infectious diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. Villanova, PA, 1991; 7(9). Order
code M29-p,

2. Battifora H. Diagnostic uses of antibodies to keratins: 4 review and immunohistochemical comparison of
seven manoclonal and three polyclonal antibodies. Progress in Surgical Pathology. 6:1~15. eds. Fenoglio-
Preiser C, Wolff CM, Rilke £ Field & Wood, inc., Philadelphia.

3. Nadji M, Morales AR immunoperoxidase, part I the technigues 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 immunchistochemistry. American Journal of Clinical
Pathology. 1980; 73:626.

5. Linderoth J, Jerkeman M, Cavallin-Stahl £, et al. Immunohistochemicat expression of CD23 and CD4O may
identify prognostically favourable subgroups of diffuse large B-cell lymphoma: a Nordic Lymphoma Group
study. Clinicat Cancer Research 2003; 9:722-728.

6. Peh 5C, Sharminie J, Poppema S, et al. The immunophenotypic patterns of follicle centre and mantle zone
in Castleman’s disease. Singapore Medical Journat 2003; 44(4):185-191.

7. Maeda K, Matsuda M, Suzuki H, et al. Immunohistochemical recognition of human follicular denidritic
celis (FDC’s) in routinely processed paraffin sections. The Journal of Histochemistry and Cytochemistry 2002;
50{11):1475-1485.

8. Watson P, Wood KM, Lodge A, et al. Monoclonal antibodies recognizing €05, CD10'and €D23 in formalin-
fixed, paraffin-embedded tissue: production and assessment of their value in the diagnosis of smail B-cell
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Clase de Ig
1gG1

Concentracién Total De Proteina Total Protein

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

Concentracién De Anticuerpo

lgual o superiora 72 mg/L segin 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 dé Novocastra
Epitope Retrieval Solution pH 6.

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 dptimas.

Visualizacién: Por favq:, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para
obtener mas informacion sobre &l producto o para recibir soporte, pdngase en contacto coh 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 tincin

o plataformas automatizadas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuéivalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No fo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etigueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento queno sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario,

Preparacién 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 precaucidn.

Este reactivo contiene azida sodica. Esta 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 cdmo desechar
kY
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Boal
no especificado. No se detectd tincion en hnfomas de células del manto (0/9), linfomas de Emfocsms
(0/4), MALTomas {0/3), un linfoma linfoblastico agudo de linfocitos B (0/1), un linfoma !mfobfés '

de linfocitos B/T primitivos {0/1), un linfoma de Burkitt (0/1) ni un linfoma de zona marginal (ofr

X

en los linfocitos infiltrantes, no se observé tincién en ninguno de los 85 tumores no hematolégi‘
evaluados, incluidos tumores tircideos {0/8], tumores pulmonares {0/8), tumores ovaricos {0/8), tumores
hepaticos (0/8), tumores intestinales {0/7), tumares cerebrales (0/4), tumores esofagicos {0/4), tumores
mamarios(0/4}, tumores renales {0/4), tumores cutdneos (0/4), tumores de cuello uterino {0/4), tumores
metastdsicos de origen desconocido {0/4), tumores gastricos (0/4), tumores de la laringe (0/ 3}, tumores
pancreaticos (0/2), tumores prostaticos {0/2), tumores testiculares {0/2), tumores de la lengua (0/2),
tumores de tejidos blandos.(0/2) y un tumor del timo (0/1). (Cifra total de casos tumorales evaluados =
304).

EV NCL-L-CD30-591 se recomienda para fa deteccion de proteina CD30 humana en telidos normales y

neoplasicos.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: fa formacion
especializada en 1a seleccién de los reactivos apropiados, la seleccion, fijacién Yy procesamiento de tejidos, la
preparacién del portaobjeto para IHQ, y la interpretacién de los resultados de la tincion.

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

Una contratincién excesiva o incompleta puede poner en peligro Ia interpretacién correcta de los
résultados,

La interpretacion clinica de cualquier tincidn o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicas, con el uso de fos controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluaria 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 indigue, 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 mortolégico v la evaluacién de los controles apropiados.

Bibliografia - General
1. National Commiittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from -

infectious diseases transmitted by blood and tissue; propos
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Almacenamiento’Y Estabilidad
Almacénelo & una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de 1a 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 cuitivo celular. Coma se trata de un producto
de origen biolégico, debe manipularse con precaucién.

Este reactivo contiene azida sodica. Esta 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 cémo desechar
cualquier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a elfas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccion, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con fa boca, y evite el contacto de |a piel y de fas membranas
mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundarite agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacién 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 pracesamients 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, ademds de los siguientes procedimientos.

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

paciente 0 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 cond:cnor}asde €115ayo en cada tincién o

serie de tinciones realizada. { g
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un panel de-anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resuitados esperados

Tejidos normales

El clon PWS44 detects el antigeno CD33 en hemopoyesis mielomonocitica y mieloidey en macréfagos _
maduros; las células de serie eritroide y megacariocitica son negativas. Se observé cierta reactividad en los
citotrofoblastos y sincitiotrofoblastos de la placenta. Excepto por las células denditricas y los macrofagos

infiltrantes, no se observd tincién en otros tejidos normales evaluados (n=123).

Anormal del tejido
El clon PWS44 detectd la proteina CD33 en 62/66 leucemias mieloides agudas, 2/56 linfomas difusos de

células B, 11/11 enfermedades de displasia mieloide y mieloproliferativa, 4/15 leucemias linfobidsticas
precursoras de télulas B, 4/4 leucemias mieloides crénicas, 6/6 sarcomas granulociticos, 2/10 leucemias
linfoblésticas precursoras de células T, 1/15 linfomas de Hodgkin, 1/6 linfomas de Burkitt, 1/3 neoplasmas .
de células de plasma y 1/1 neoplasmas linfoides hematodérmicos. No se observé tincién en los linfomas

difusos de células T {0/30), linfomas difusos de células B grandes {0/20}, linfomas foliculares {0/8}, linfomas
difusos de células B pequefias {0/2), linfomas de cétulas B ricos en células T (0/2), tejidos linfaticos reactivos

{0/2), un linfoma anapldsico de células grandes (0/1), un linfoma linfoplasmacitico {0/1), los cénceres

hepaticos (0/5), los canceres tiroideos (0/4}, los canceres.de pulmon {0/4), los cénceres ovéricos {0/4}, los
tumores cerebrales {0/2), los cénceres esofagicos (0/2), los cénceres de mama (0/2), los canceres géstricos

{0/2), los sarcomas de| tejido blando {0/2), los canceres de lengua {072}, los canceres metastdsicos de origen
desconocido {072}, Ios canceres de rifién (0/2), los tumores cervicales (0/2), los tumores testiculares (0/2),

los cdnceres.de colon {0/2), los tumores rectales {0/2), los canceres de piel (0/2), el cancer de laringe {0/1) o

el céncer de timo (0/1). (Ntmero total de casos anémalos.evaluados = 304).

EI NCL-L-CD33 se recomiends para la deteccidn de proteina CD33 humana en tejidos norméles y .
neopldsicos.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimicaesun proceso de diagnastico envarias fases que abarca; la formacién
especializada en la seleccidn de los reactivos apropiados, la seleccién, fijacion v procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaohjeto para iHQ, y la interpretacién de los resultados de Ia tincién.

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

de inclusién, o a irregularidades inherentesal tejido.4 7
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Bl
Una contratingidn excesiva o incompleta puede poner en peligro |a interpretacion correcta de los

resultados,

i
La interpretacion clinica de cualquier tincién o de sy ausencia debe complementarse con estudio'g\

morfolégicos, con el uso de los controtes adecuados, y un anatomopatdlogo cualificado debe evalu%x‘lﬁfa

i,
contexto-del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpgs de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segan se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada delantigeno, especialmente en las neoplasias. La interpreétacion clinica de cualquier seccidn 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
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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 immunochistochemistry. American Journal of Clinical
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5. Bradshaw EM, Chibnik LB, Keenan BT, et al. CD33 Alzheimer’s disease locus: altered monocyte function
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Correcciones A La Publicacién Anterior /'

Composicidn del reactivo, Concentracidn de proteina total, Recomendaciones de uso, Advertencias y

precauciones; Resultados esperados,

Fecha De Publicacién
17-de junio de 2015

e

ANOREA DAQ
# DRECTORA TECHICA - MP 19341 4 o}
L. LUCAS M. ViLLEGAS BOCPTIC SR L Pagina 173 de 231
5050 GERENTE TR, O YRIGOYEN 2789 - FLORIDA {1602)

VILEWTE LOPEZ - TEL. 47919923 7 5435.017%




* CD45 (NCL-L-LCA)

Indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-LCA estd indicado para la caracterizacidn cualitativa por microseopia ¢ptica del antigeno CD45
humano. La interpretacién clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfologicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificada debe evaluaria en el

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

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincidn inmunohistocitoquimica {IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante la
aplicacitn secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra e} anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimética del cromégeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefir la muestra y
cubrirla con un cubreobjeto: Los resultados se interpretan utilizando un microscopio ptico y son deayuda
en el diagnéstico diferencial de los procesos fisiopatolégicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

X16/99

Inmunégeno

Glébulos sangufneos de pacientes con finfoma de células T.

Especificidad

Antigeno CD45 hurmano.

Composicién Del Reactivo

NCL-L-LCA es un sobrenadante de cultivo tisular liguido que contiene azida sédica Como conservante.

Clase de ig
lgG1

Concentracién Total De Proteina

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

Concentracién De Anticuerpo

lgual o superior a 64 mg/L segin se ha determinado mediante EUSAY Cansulte en la etiqueta del vial la

z
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concentracion de Ig especifica del lote.
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Recomendaciones De tiso

Inmunohistocitoquimica con secciones de paraﬁn‘a.
Recuperacion del epitopo inducido por calor (HIER): Por favor, siga las instrucciones de uso de No
Epitope Retrieval Solutioh pH 6.

Dilucién sugerida: 1:40 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, pongase 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

£l rendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se utiliza con.otros sistemas manuales de tincién

o plataformas automatizadas.

Almacenamiento ¥ 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 etigueta del vial. Cualesquiera

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

Preparacién De Las Muestras

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

Advertencias Y Pret‘:”auciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celufar. Como se trata de un producto
de origen biolégico, debe ma hipularse con precaucién.

Este reactivo contiene azida s6dica. Ests disponible una Hoja de informacién sobre la seguridad del
material, previa peticiSn, o en www.LeicaBiosystems.com

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

Las muestras, antes vy 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 ¢l contacto de Ia piel y de las membranas
mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o fas muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de fos reactivos; de k,veﬁntrario, podria producirse un
: !
/

aumento de la tincién no especifica. v fié
k.
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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 Heve
a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, ademds de los siguientes procedimientos.

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

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacidn 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 réalizada.

Un tejido con una tincion positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincion 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 el de i3 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 el del muisculo asquelético.

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 &l 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 esporédica 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 espetifica.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), Ia peroxidasa endégena {titocromo C}); o la biotina enddgena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifién), en funcidn del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar [a actividad de las enzimas

enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de ia mrnunorreéchwdad especifica, pueden
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una tincién especifica def control tisular negativo, fos resultados de las muestras de los pac:entes%de )

considerarse no vélidos, %

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 evaliar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

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

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-LCA al final. La intensidad de la tincign
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 anticuerpo Clone X16/99 detects el antigeno CD45 (antigeno comun leucocitario) en ta membrana de |a
mayoria de los leucocitos, especialmente en bazo, ganglios linfaticos, timo y amigdala. {Ndmero total de

tasos normales evaluados = 44).

Anormal del tejido
Elanticuerpo Clone X16/99 tifid 108/108 de los linfomas difusos de células B grandes; 12/12 de los linfomas

linfociticos crénicos, 11/11 de los linfomas foliculares, 7/7 de los linfornas de células del manto, 7/7 de los
linfornas anapldsicos de células T grandes, 4/4 de s linfomas angioinmunobldsticos de células T, 2/2 de los
linfornas de células T/NK, 2/2 de 13 enfermedad de Hodgkin con predominio linfocitico, 1/1 de los linfomas
linfoblésticos agudos de células B, 1/1 de los linfomas linfoblasticos agudos primitivos de células B/T, 1/1 de
los linfomas periféricos de células T, 1/1 delos linfomas de células T, ¥ 1/1 de los linfomas de la zona
marginal, No se observé tincion en la enfermedad de Hodgkin clésica {0/5), enfermedad de Hodgkin de
celularidad mixta (0/2), enfermedad de Hodgkin con reduccidn linfocitica {0/1), enfermedad de Hodgkin con
esclerosis nodular (0/1), tumores de la gléndula tiroides {0/4),tumores pulmonares (0/4}, tumores de ovario
{0/4), tumores hepiticos (0/4), timores-cerebrales (0/2), tumores esofagicos {0/2}, tumores de mama (072},
tumores gastricos (0/2), tumores del tejido blando (0/2), tumores de lengua (0/2), tumores metastasicos de
origen desconocido (0/2), tumores renales (0/2), tumores del cugllo uterino (0/2), tumares testiculares
{0/2), tumores de colon {0/2), tumores rectales (0/2)}}umor§s utgneos (0/2), un tumor de faringe {0/1) o
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un tumor de-timo [0/1). (Namero total de casos de tumor evaluados = 211).
Se recomienda el uso de NCL-L-LCA como parte de un perfil de anticuerpos que contribuya ala

caracterizacién de tumores de origen linfocitico.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoguimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacion
especializada en la seleccién de los reactivos apropiados, la seleccion, fijacidn y procesamiento de tejidos, la
preparacién del portacbjeto para 1HQ, y la interpretacion de los resultados de la tincién.

La tincién de los tejidos depende de |a manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacion, congelacién, descongelacién, lavado, secado, calentamiento o sectionamiento incorrectos, o la
contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicién de resuttados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos.de fijacién y
de inclusidn, o a irfegularidades inherentes al tejido4 ‘
Una contratincion 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, ¥ un anatomopatdlogo cualificado debe evaluaria en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, seg(in 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 seccién de

tejido tefiida debe incluir un andlisis morfolégico v 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 b|oocl and tissue; proposed guideline. Villanova, PA. 1991; 7(9). Order
code M29-P;
2. Battifora H. Diagnostic uses of antibodies to keratins: a review and immunohistochemical comparison of
severt 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. iImmunoperoxidase; 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. Sylvester KG, Nesbit M, Radu A, et al, Adenoviral-mediated gene transf)eﬁ%in wound healing: acute
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inmundgeno
Protejna recombinante procariética correspondiente a los dominios 1 a 4 de la region terminal N de la

molécula humana CD163.

Especificidad
Antigeno CD163 humano.

Composicién Del Reactivo

NCL-1-CD163 e5 un sobrenadante de cuitivo tisular liquido que contiene azida sédica como conservante.

Clase de Ig
lgG1

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 49 mg/L segdn se ha determinado mediante ELISA. Consuite en la etiqueta del vial la

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica con secciones de parafina.

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

Epitope Retrieval Salution pH 5.

Ditucidn sugerida: 1:200 durante 36 minutos 825°C, Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe

determinar sus propias diluciones de tra bajo éptimas.

Visualizacién: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para .
obtener mads informacién sobre el producto o para recibir soporte, péngase en contacto con su distribuidor

local o con fa 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 tincidén

o plataformas automatizadas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo-congele. Devuélvalo 3 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 ias arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.
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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 det
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es el de misculo 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, pera 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 tincidn esporddica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincidn. A menudo, las células hecrdticas 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
pasitivos pueden estar causados también por enzimas endégenas 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 inmunotincién utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden teflirse
otros tejidos del paciente exclusivamente con cromogeno sustrato o con complejos enzimadticos {avidina-
biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno 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 unrcontrol 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 v 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-L-CD163 al final. La intensidad de la tincién
positiva debe valerarse en-el tontexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de reactivo

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

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas;

Resultados esperados

Tejidos normales
£l clon 10D6 detectd la proteina CD163 en la membrana y el cigppiasn;fi& monocitos y macréfagos. Se
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resultados.

La interpretacién 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 enel
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagnosticas.

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 uha expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacién clinica de cualquier seccion de

tejido tefida debe incluir un analisis morfolégico v la evaluacién de los controles apropiados.
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Composicion del reactivo, Concentracién de proteina total, Recomendaciones de uso, Advertenciasy
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Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica con secciones dé parafina,

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

Dilucion 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 dptimas;

Visualizacién: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems, Para
ohtener mé§ informacion sobre el producto o para recibir soporte, péhgase 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.

Almacenamiento Y Estabitidad
Almacéneloa una temperatura de 2-8 °C. No o congele, Devuélvalo a 2-8 °C inmediatamentg después de
su.uso. Nolo utilice después de fa fecha de caducidad indicada en la etiqueta de! vial. Cualesquiera

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

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 cetular. Como se trata de un producto
de origen biolégico, debe manipularse con precaucion,

Este reactivo contiene azida sédica. Estd disponible una Hoja de informacién sobre la seguridad de!
material, previa peticidn, o en www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacianales, estatales, provinciales o municipales acerca de ¢c6mo desechar
cualquier componente potencialmente t6xico.

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, vy evite el contacto de la piel y de las membranas
mucosas con los reactivos y las muestras. Si s reactives o las muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamerite al médico.

Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de fo contrario, podrfa producirse un
aumento de la tincién no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacidn que no sean los agui es@e,giﬁcados pueden conducira
i
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biotina, estreptaviding, 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 novalidos.

Control De Reactivo Negativo
Utitice 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 enque se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes teftidas con NCL-L-PAX-5 al final. La intensidad de la tincién
positiva debe valorarse en el contexto de cualguier tincidnide fondo no especifica del control de reactivo
negativo. Comao con cualquier prueba inmunobistocitoquimica, un resuitado negativo significa que no se ha
detectado antigenio, y no gue 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

'PAX-5 es un factor de transcripcién nuclear especifico de 10s linfocitos B que se expresa en linfocitos pro-8,
pre-By B maduros. El clon 1EW detecta la proteina PAX-5 de los linfocitos B foliculares y no foliculares de la

amigdalay el bazo. (NGmero total de casos normales evaluados = 100).

Anormal del tejido

El clon 1TEW ting 110/119 linfomas difusos de linfocitos B grandes, 16/17 linfomas foliculares, 9/10 linfomas
linfociticos crinicos; 9/9 leucemias linfoblasticas agudas B, 8/8 linfomas de células del manto, 5/5 linfomas
de Hodgkin, 3/3 linfomas de zona marginal, 1/1 linfoma de Burkitt y 1/1 linfoma linfobléstico agudo de
linfocitos B. No se observé tincién en linfomas anaplasicos de linfocitos T grandes (0/7), linfomas
angioinmunoblésticos de linfocitos T (0/14), linfomas T/NK {0/3}, un linfoma finfoblastico agudo primitivo de
linfocitos B/T {0/1), un linfoma periférico de linfocitos T (0/1), un linfoma de linfocitos T {0/1), tumores de
tiroides.(0/4), tumores pulmonares {0/4), tumores hepéticos (0/4), tumores de ovario (0/4), tumores
cerebrales (0/2), tumores esofagales {072), turores de mama (0/2), tumores de estémago (0/2), tumores
del tejido blando (0/2), tumores de lengua (0/2), tumores metastdsicos de origen desconocido (0/2),
tumores renales {0/2), tumores cervicales (0/2), tumores testiculares {0/2), tumores de colon (0/2), tumores
rectales (0/2), tumares cutdneos (0/2), un tumor de laringe {0/1) o un tumor de timo (0/1). (NGmero total

de casos anormales evaluados = 244).

NCL-L-PAX-5 esta recomendado para su uso como parte de un pane} de anticuerpos para la identificacién
de malignidades de origen linfocitico B,
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precauciones, Resultados esperados.
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«  Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (NCL-L-TdT-339)

Indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-TdT-335 est4 indicado para la identificacidn cualitativa mediante microscopia dptica de la
desoxinucleotidil transferasa terminal humana en secciones de parafina. La interpretacion clinica de
cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios morfoldgicos, can el uso de los
controtes adecuados, y un anatomopatdlogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico

del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Principio Dei Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunohistocitoqw’miéa {iHQ) permiten la visualizacidn 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 activacidn enzimatica del cromégeno produce una
reaccion visible en el lugar-en que se encuentra el antigeno. Luégo se puede contratefiir 1a muestra y
cubrirla con un cubreohjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio 6ptico y son de ayuda

en el diagnostico diferencial de los procesos fisiopatolégicos, gue pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

SEN28

Inmundgeno

Proteina recombinante procariotica correspondiente a la regién terminal amino de la molécula

desoxinucleotidil transferasa terminal.

Especificidad

Desoxinucleotidil transferasa terminal humana.

Composicion Det Reactivo

NCL-L-TdT-339 es un sobrenadante de cultive tisular liguido que c{ﬁ’giene azida sédica como conservante.
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Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos 10s materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccidn, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.l No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas
mucosas con los reactivos y 1as muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave é5tas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de fa tincién no especifica.

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

resultados erréneos. Cualguier 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, ademds de los siguientes procedimientos. .
Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirtirgicas filadas 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 positive por cada conjunto de condiciones de €nsayo 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 Optimo y para detectar niveles bajos de

degradacion del reactivo.2

El tefido de control positivo recomendado es el del timo. .
Si el tejido de control positivo no muestra tinciéh positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no vdlidos.

Conitrol Tisular Negativo

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

Ef tejido de control negativo recomendado es el del cerebelo.

O bien, Ia variedad de diferentes tipos de células presentes en Ia mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia fugares de controt 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 xg{ra t}inciég Eﬁgorédica del tejido conectivo. Utilice
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positives pueden estar causados tambiéri por enzimas endbgenas tales como la pseudoperoxidasa
[eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifién), en funcién del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar Ia actividad de las enzimas
endégenas o los enlaces no especificos de las enzimas de ia inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromébgeno sustrato o con complejos enzimaticos
{avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno 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
Utitice un controt de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluar Iz 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-L-TdT-339 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 inm unchistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células 0 tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados
Tejidos normales
El clon SEN28 detecta 1a proteina desoxinucleotidil transferasa terminal en el nucleo de linfocitos primitivos

Ty Bdeltimo v la médula 6sea normaies, (Ntimero total de casos normales evaluados = 47),

Angrmal de! tejido
Eiclon SEN28 tifid 28/28 leucemias Hinfobldsticas, 4/108 linfomas difusos de linfocitos B grandes, 1/1

linfoma linfobldstico agudo de linfocitos B ¥ 1/1 linfoma linfobldstico agudo primitivo de linfocitos B/T. No se
observé tincidn en linfomas linfociticos crénicos {0/12), linfomas foliculares {0711}, enfermedad de Hodgkin
{0/20), linfomas anapldsicos de células grandes T {0/7), linfomas de células del manto {0/7), linfomas

angioinmunobldsticos de linfocitos T (0/4), linfomas T/NK {0/3), un linforna periférico de finfocitos T{0/1),

un linforna de linfocitos T {0/1), un linfoma de zona marginal (0/1), wnores tiroideos (0/4), tumores

pulmonares (0/4), tumores de ovario {0/4), tumores cere brales (C
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mama {0/2), tumores de estémago (0/2), tumores del tejido blando (0/2), tumores de lengua (0/2), tumores
metastdsicos de origen desconocido (0/2), tumores renales (0/2), tumores de cérvix (0/2), tumores
testiculares (0/2), tumores de cofon (0/2), tumores rectales (0/2), tumores cutdneos (0/2), un tumor de
laringe (071} o un tumor del timo (0/1), (Niimero total de casos anormales evaluados = 240).

Se recomienda NCL-L-TdT-339 para su uso como parte de un panel de anticuerpos que contribuya al

diagnéstico de leucemias y linformas.

Limitaciones Generales

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

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

Una contratincién excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacién correcta de los
resultadaos.

La interpretacién 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 evaluaria en el
contexta del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagnésticas.

Los anticuerpos de.Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segiin 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-anélisis morfologico y.la evaluacidn de los controles apropiados. .

Bibliografia - General

1. National Cominittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from
infectious diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. Villanova, PA. 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 £, Field & Wood, Inc., Philadelphia,

3. Nadji M, Morales AR. immunoperoxidase, patt |: the techniques.and pitfalls, Laboratory Medicine. 1983;
14:767.
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Inmundgenc

Proteina recombinante procaridtica correspondiente al dominio externo de la molécula de CD21 humano.

Especificidad
Molécula de CD21 humano.

Composicion Del Reactivo
NCL-1-CD21-2G9 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sddica 15 mM como

conservante.

Clasede lg

lgG2a ‘

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,

Concentracién De Anticuerpo
igual o superior a 326 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracion de 1g especifica del fote,

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoguimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafina. Difucién sugerida: 1:10-1:20

durante 60 minutos a 25 °C. Se recomienda realizar recuperacion de-antigeno a alta tempsratura utilizando

la solucion de recuperacidn citrato 0,01 M (pH 6,0). 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 ajutar. Como se trata de un producto
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de origen bioldgico, debe manipularse con precaucion,

La molaridad de la azida s6dica en este reactivo es 15 mM. Sila solicita, existe una hoja de info i

sobre la seguridad del material (MSDS) azida sédica a su disposicidn.
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 infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de ia piel'y de las membranas
mucosas con los reactivos ylas muestras. $ilos reactivos o/1as muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca 3l minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de o contrario, podria producirse un
aumento de la tincién no especifica.

Cualguier 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, 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 0 pacientes.

Control Tisular Positiva

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

tl tejido de control positivo recomendado es amigdala palatina.

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.
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El tejido de control negativo recomendado es cerebelo.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de fos 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 |a interpretacidn de los resultados de 1a tincidn. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unidn no inmunolbgita a proteinas o a productos de reaccidn del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por-enzimas endogenas tales como fa pseudoperoxidasa
{eritrocitos), ta peroxidasa endégena (citocromo €}, o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifion), en funcién del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimag
endégenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden
tefiirse otros tejidos det paciente exclusivamente con cromogeno sustrato 6 con complejos enzimaticos
{avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno 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 rio especifica y obtener una mejor interpretacién 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-CD21-2G9 al final. La intensidad de fa
tincién positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de
reactive 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. Sies

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

Resuitados esperados

Teiidos notmales

El'clon 269 tii6 la protefna CD21 de la membrana de células dendriticas foliculares {FDC) del tejido linfoide
y células B maduras. Tiid fuertemente las células dendriticas foliculares en 19 de 189 casos de amigdala
palatina, con una densa red de células dendriticas foliclares en la zona clara y un patrén de tincién mas
irregular y débil en la zona oscura. La tincién de las células B de Ja zona del manto fue muche mas débil y

menos coherente. También se observd tincion de la red de células dendriticas foliculares en 2 de 2 casos
[
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de bazo. Se tifieron, ocasionalmente, algunas céiulas mononucleares en otros tejidos normales ag}égftaéoss{f
F
Se produja algo de tincidn débil en células de Leydig de testiculo, No se observo tincién adiciona %\g{\ casogﬁ{ ('(
de tiroides, Oterp, placenta, prostata, ovario, pancreas, pulmaén, higado, piel, rifién, mama, corazé

estémago, intestino delgado y grueso, cerebro, hipéfisis y suprarrenal (n=120).

Teiidos tumorales
En el linfoma folicular (n=3) los foliculos atrésicos presentaron redes de células dendriticas foliculares

fuertes y bien definidas. En los foliculos anormales de mayor tamafo se observé una tincién mas difusa y
menos intensa de las células dendriticas foliculares. No se observd expresién de CD21 en las células
neoplésicas del linfoma de célula T (n=6), fuera de algunos foliculos residuales que exhibieron una fuerte
tincidn de células dendriticas foliculares. No se observé tincién de células neopldsicas en linfomas de célula
8 no de Hodgkin (n=14), linfoma linfoblastico (n=2}, enfermedad de Hodgkin {n=4) 0 en diversos otros
tumores (n=26).

NCL-L-CD21-269 estd recomendado para la inmunodeteccion de la expresion, en células normales y

anormales, del CD21 en células dendriticas foliculares.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacion
especializada en la seleccidn de fos reactivos apropiados, la seleccién, fijacion y procesamiento de tejidos, 1a
preparacién del portaobjeto para IHQ, y la interpretacidn de los resultados de la tincion.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacién, congelacién, 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 aparicién de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusién, o a irregularidades inherentes al tejido4

Una contratincidn excesiva o incompleta puede poner en peligro 1a interpretacién correcta de los
resultados.

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

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

tejido tefiida debe incluir un anglisis morfoldgico v la evaluacion de los controles apropiados.
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