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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
ANO DE LA DEFENSA DE LA VIDA, LA LIBERTAD Y LA PROPIEDAD

Disposicion
NUmero: DI-2024-3692-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Miércoles 24 de Abril de 2024

Referencia: 1-0047-3110-000079-24-6

VISTO e Expediente N° 1-0047-3110-000079-24-6 del Registro de esta Administraciéon Naciona de
Medicamentos, Alimentosy Tecnologia Médica (ANMAT), y:
CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones Productos Roche SA.Q. e |. (Division Diagnostica) solicita se autorice la
inscripcion en el Registro Productores y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM) de esta Administracion
Nacional, de un nuevo/s Producto/s Médico/s para diagndstico in vitro, Nombre descriptivo: CONFIRM anti-
Melanosome (HMB45) Mouse Monoclona Primary Antibody y otros.

Que en € expediente de referencia consta el informe técnico producido por €l Servicio de Productos para
Diagnostico in vitro que establece que los productos retnen las condiciones de aptitud requeridas para su
autorizacion .

Que se ha dado cumplimiento alos términos que establecen la Ley N° 16.463, Resolucién Ministerial N° 145/98 y
Disposicion ANMAT N° 2674/99 y normas complementarias.

Que €l Instituto Nacional de Productos Médicos ha tomado laintervencion de su competencia.
Que corresponde autorizar lainscripcion en el RPPTM del producto médico objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por |os Decretos N° 1490/92 y sus modificatorias.

Por €llo;

LA ADMINISTRADORA NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL



DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA

DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Meédica (RPPTM) de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
del producto médico para diagndstico de uso in vitro, Nombre descriptivo: CONFIRM anti-Melanosome
(HMB45) Mouse Monoclonal Primary Antibody y otros, de acuerdo con lo solicitado por Productos Roche
S.A.Q. el. (Division Diagnostica) con los Datos Caracteristicos que figuran al pie de la presente.

ARTICULO 2°.- Autorizanse los textos de los proyectos de rétulo/s y de instrucciones de uso que obran en
documento N° |F-2024-39809462-APN-DVPCY AR#ANMAT .

ARTICULO 3°.- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados deberé figurar 1a leyenda "Autorizado por la
ANMAT PM 740-865 ", con exclusion de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

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

ARTICULO 5°.- La vigencia del Certificado de Autorizacion serd de cinco (5) afios, a partir de la fecha de la
presente disposicion.

ARTICULO 6°- Registrese. Inscribase en e Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Meédica a nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese a interesado, haciéndole entrega
de la presente Disposicion, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizados y el Certificado
mencionado en e articulo 4°. Girese a la Direccién de Gestién de Informacion Técnica a los fines de
confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre descriptivo: CONFIRM anti-Melanosome (HMB45) Mouse Monoclonal Primary Antibody y otros.
Marca comercial: VENTANA.

Modelos:

1) (N° de catdlogo Roche: 05479282001, N° de catdogo Ventana: 790-4366) CONFIRM anti-Melanosome
(HMB45) Mouse Monoclona Primary Antibody.

2) (N° de catdlogo Roche: 05479347001, N° de catdlogo Ventana: 790-4365) CONFIRM anti-Tyrosinase (T311)
Mouse Monoclona Primary Antibody.

3) (N° de catdlogo Roche: 05267005001, N° de catdlogo Ventana: 760-2513) CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11)
Primary Antibody.

4) (N° de catdlogo Roche: 05278104001, N° de catdlogo Ventana: 790-2914) CONFIRM anti S-100 (4C4.9)



Primary Antibody.

5) (N° de catdl ogo Roche: 05267919001, N° de catalogo Ventana: 760-2680) FITC Anti-lgG Primary Antibody.
6) (N° de catdogo Roche: 05267927001, N° de catdlogo Ventana: 760-2681) FITC Anti-IgA Primary Antibody.
7) (N° de catdlogo Roche: 05267935001, N° de catdlogo Ventana: 760-2682) FITC Anti-IgM Primary Antibody.
8) (N° de catdlogo Roche: 05267943001, N° de catdlogo Ventana: 760-2683) FITC Anti-Kappa Primary
Antibody.

9) (N° de catdlogo Roche: 05267951001, N° de catdlogo Ventana: 760-2684) FITC Anti-Lambda Primary
Antibody.

10) (N° de catdlogo Roche: 05267960001, N° de catalogo Ventana: 760-2685) FITC Anti-Fibrinogen Primary
Antibody.

11) (N° de catdogo Roche: 05267978001, N° de catdlogo Ventana: 760-2686) FITC Anti-C3 Primary Antibody.
12) (N° de catdlogo Roche: 05267994001 , N° de catdlogo Ventana: 760-2688) FITC anti-C1q Primary Antibody.
13) (N° de catdlogo Roche: 05268087001, N° de catdlogo Ventana: 760-2699) FITC Anti-Albumin Primary
Antibody.

Indicacion/es de uso:

1) El anticuerpo CONFIRM anti-Melanosome (HMB45) Mouse Monoclona Primary Antibody esta destinado a
su uso en laboratorio para la deteccién cualitativa inmunohistoquimica de la proteina de premelanosoma (PMEL )
mediante microscopia Optica en secciones de tejido fijado con formol y embebido en parafina tefiido con un
instrumento BenchMark IHC/ISH.

2) El anticuerpo CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) Mouse Monoclonal Primary Antibody esta destinado a su uso
en laboratorio para la deteccion cualitativa inmunohistoguimica de la tirosinasa mediante microscopia éptica en
secciones de tejido fijado con formol y embebido en parafina tefiido con un instrumento BenchMark IHC/ISH.

3) El anticuerpo CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11) est4 destinado a su uso en laboratorio para la deteccion
cualitativa inmunohistoquimica de la desmina mediante microscopia Optica en secciones de tejido fijado con
formol y embebido en parafinatefiido con un instrumento BenchMark IHC/ISH.

4) El anticuerpo CONFIRM anti-S100 (4C4.9) Primary Antibody es un anticuerpo monoclonal de raton destinado
a su uso en laboratorio para la deteccion cualitativa inmunohistoquimica de la proteina S100 mediante
microscopia Optica en secciones de tejido fijado con formol y embebido en parafina tefiido con un instrumento
BenchMark IHC/ISH.

5) FITC anti-lgG (immunoglobulin G) Primary Antibody es un anticuerpo policlonal procedente de cabra
marcado con fluoresceina y dirigido especificamente contra la IgG humana. Este reactivo debe utilizarse junto
con un panel de anticuerpos para ayudar a la identificacién de la inmunoglobulina G en tejidos diana de la 1gG
(por gemplo, para el diagnéstico de patologias renales o dérmicas). FITC anti-lIgG esta previsto para la tincién
cudlitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un Automated Slide Stainer de Ventana.

6) FITC anti-lIgA (immunoglobulin A) Primary Antibody es un anticuerpo policlona procedente de cabra
marcado con fluoresceina y dirigido especificamente contra la IgA humana. Este reactivo debe utilizarse junto
con un pane de anticuerpos para ayudar a la identificacion de la inmunoglobulina A en tejidos diana de la IgA
(por gjemplo, para €l diagndstico de patologias renales o dérmicas). FITC anti-lIgA esta previsto para la tincion
cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un Automated Slide Stainer de Ventana.

7) FITC anti-IgM (immunoglobulin M) Primary Antibody de Ventana® Medical Systems (Ventana) es un
anticuerpo policlonal procedente cabra marcado con fluoresceina y dirigido especificamente contra la IgM
humana. Este reactivo debe utilizarse junto con un panel de anticuerpos para ayudar a la identificacion de la
inmunoglobulina M en tejidos diana de la IgM (por ejemplo, para el diagndstico de patologias renales o
dérmicas). FITC anti-IgM esta previsto para la tincion cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en
un Automated Slide Stainer de Ventana.



8) FITC anti-Kappa Primary Antibody de Ventana® Medical Systems (Ventana) es un anticuerpo policlona de
cabra marcado con fluoresceina y dirigido especificamente contra las cadenas ligeras kappa de las
inmunoglobulinas humanas. Este reactivo debe utilizarse junto con un panel de anticuerpos para contribuir a la
identificacion de las cadenas kappa en tejidos diana (por jemplo, para € diagnéstico de patologias renales o
dérmicas). FITC anti-Kappa esta previsto para la tincion cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado
en un Automated Slide Stainer de Ventana.

9) Anticuerpo policlonal de burro marcado con fluoresceinay dirigido especificamente contra las cadenas ligeras
lambda humanas. Este reactivo debe utilizarse junto con un panel de anticuerpos para contribuir a la
identificacién de las cadenas lambda en tejidos diana (por gjemplo, para € diagndstico de patologias renales o
dérmicas). FITC anti-Lambda esta previsto paralatincion cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado
en un Automated Slide Stainer de Ventana.

10) FITC anti-Fibrinogen Primary Antibody de Ventana Medical Systems (Ventana®) es un anticuerpo policlonal
de cabra marcado con fluoresceina y dirigido especificamente contra el fibrinbgeno humano. Este reactivo debe
utilizarse junto con un panel de anticuerpos para contribuir a la identificacion del fibrinégeno en tejidos diana
(por gjemplo, para el diagnostico de patologias renales o dérmicas). FITC anti-Fibrinogen esta previsto para la
tincion cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un Automated Slide Stainer de Ventana.

11) Anticuerpo policlonal de cabra marcado con fluoresceina y dirigido especificamente contra e C3 humano.
Este reactivo debe utilizarse junto con un panel de anticuerpos para contribuir alaidentificacion del componente
3 del complemento en tejidos diana para € C3 (por gemplo, para € diagndstico de patologias renales o
dérmicas). FITC anti-C3 esta previsto paralatincién cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un
Automated Slide Stainer de Ventana.

12) FITC anti-C1q (complement 1qg) Primary Antibody de Ventana Medical Systems (Ventana) es un anticuerpo
policlonal de cabra marcado con fluoresceina y dirigido especificamente contra e C1lq humano. Este reactivo
debe utilizarse junto con un panel de anticuerpos para contribuir a la identificacion del componente 1q del
complemento en tegjidos diana para € C1q (por jemplo, para € diagnéstico de patologias renales o dérmicas).
FITC anti-C1q est4 previsto para la tincién cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un
Automated Slide Stainer de Ventana.

13) FITC anti-Albumin Primary Antibody de Ventana® Medical Systems (Ventana) es un anticuerpo policlonal
de cabra marcado con fluoresceina y dirigido especificamente contra la abimina humana. Este reactivo debe
utilizarse junto con un panel de anticuerpos para contribuir a la identificacion de la albimina humana en tejidos
diana (por ejemplo, para el diagnostico de patologias renales o dérmicas). FITC anti-Albumin esté previsto parala
tincion cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un Automated Slide Stainer de Ventana.

Forma de presentacién: 1) a 13) Envases por 50 determinaciones, conteniendo: un dispensador x 5 ml de
anticuerpo.

Periodo de vida util y condicion de conservacion: 1) a 13) 24 (VEINTICUATRO) meses desde la fecha de
elaboracion, conservado entre 2 - 8 °C.

Nombre del fabricante:
Ventana Medical Systems Inc.

Lugar de elaboracion:
VentanaMedical SystemsInc. 1910 E. Innovation Park Dr. Tucson, AZ 85711, USA.

Condicion de uso: Uso profesional exclusivo
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2) CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) Mouse Monoclonal Primary Antibody (N° de catalogo:

05479347001)
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3) CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11) Primary Antibody (N° de catalogo: 05267005001)
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5) FITC Anti-IgG Primary Antibody (N° de catalogo: 05267919001)

- |
= S VENTANA
FITC Anti-lgG

Primary Antibody
5 mL (~163.4 pg/mL)

760-2680
04015630971497
A99999

(w_r| 2099-01-01 ce
g 2099-01-01

@ ="
AR A

760-2680A99999 0001

VSN $S.4S8 euozuy ‘uosony
aAL( }ied uoneaouu] "3 0161
‘ou| ‘swalsAg [eoipajy euBUAp

4v
7] ®
e VENTANA

FITC Anti-lgG
Primary Antibody
5 mL (~163.4 pg/mL)

760-2680
A12345

g 2015-12-28
04015630971497

W 50
8°C
zcf |

6) FITC Anti-IgA Primary AntibodyAntibody (N° de catadlogo: 05267927001)
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7) FITC Anti-IlgM Primary Antibody (N° de catalogo: 05267935001)
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8) FITC Anti-Kappa Primary Antibody (N° de catalogo: 05267943001)
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9) FITC Anti-Albumin Primary Antibody (N° de catalogo: 05268087001)
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10) FITC anti-Lambda Primary Antibody (N° de catalogo: 05267951001)
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11) FITC Anti-Eibrinogen Primary Antibody (N° de catdlogo: 05267960001)
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12) FITC Anti-C3 Primary Antibody (N° de catalogo: 05267978001)
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13) FITC anti-C1q Primary Antibody (N° de catalogo: 05267994001)
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USO PREVISTO

El anticuerpo CONFIRM
anti-Melanosome (HMB45) Mouse
Monoclonal Primary Antibody esta
destinado a su uso en laboratorio para
la deteccion cualitativa
inmunohistoquimica de la proteina de
premelanosoma (PMEL) mediante
microscopia Optica en secciones de
tejido fijado con formol y embebido en
parafina tefiido con un instrumento
BenchMark IHC/ISH.

e <. N

Figura 1. Tincién de melanoma con el
anticuerpo CONFIRM anti-Melanosome La interpretacion de este producto debe

(HMB45). .
correr a cargo de un anatomopatélogo
cualificado junto con un examen histoldgico, la informacién clinica pertinente y los
controles adecuados.

Este anticuerpo esta destinado para uso diagnostico in vitro.

RESUMEN Y EXPLICACION

Human melanoma black (HMB45) es un anticuerpo monoclonal dirigido contra la
glucoproteina transmembrana de tipo 1 de 100 kDa, la proteina de premelanosoma
(PMEL). La proteina PMEL se ha descubierto en varios contextos y, como resultado, se
ha denominado de diferentes maneras, aunque las mas habituales son gp100, PMEL17,
SILV y SI."2 La proteina PMEL es la responsable de la formacién de laminas fibrilares en
los melanosomas en etapas tempranas.3:4 Las laminas fibrilares sirven como un patrén
sobre el que se depositan los polimeros de melanina en los melanosomas en etapas méas
avanzadas.2# Los empalmes alternativos generan cuatro isoformas de PMEL, que
reaccionan en su totalidad a los anticuerpos monoclonales mas habituales en los ensayos
de IHC.2-7 En aquellos animales que carecen de expresion de PMEL o con expresiones
de variantes de mutacién PMEL se observan diferentes niveles de hipopigmentacion y de
melanocitos inviables, lo que indica que las miofibrillas PMEL son necesarias para el
desarrollo 6ptimo de la funcién de los melanocitos.3:4.8.9

La expresién de PMEL se limita a las células de estirpe melanocitica. La expresion de
PMEL se observa en los melanocitos cutaneos fetales y en el epitelio pigmentario de la
retina infantil y durante el embarazo.10.11 Sin embargo, no se presenta en las células de
nevus intradérmicos o melanocitos normales adultos, independientemente del grado de
pigmentacion. 12,13 La expresion de PMEL se observa en el citoplasma de células
melanociticas neoplasicas, entre otras, las células de nevus de unién y los melanomas
malignos. '3 Se sugiere que los anticuerpos especificos para PMEL detectan los epitopos
cuya expresion se observa Unicamente en melanocitos proliferantes, tanto benignos como
malignos, lo que explica el motivo por el que los melanocitos fetales y malignos, que son
células proliferativas, reaccionan con los anticuerpos PMEL mientras que los melanocitos
adultos no lo hacen.3 Otros estudios indican que el inmunomarcaje con PMEL se reduce
en los melanosomas maduros, lo que sugiere que la sedimentacion de melanina en los
melanosomas de etapas méas avanzadas enmascararian los epitopos de PMEL en las
laminas fibrilares. 24

La deteccion de la proteina PMEL mediante inmunohistoquimica (IHC) con CONFIRM
anti-Melanosome (HMB45) Mouse Monoclonal Primary Antibody (anticuerpo CONFIRM
anti-Melanosome (HMB45)) puede servir como marcador melanocitico y contribuir al
diagnostico diferencial de los tumores melanociticos frente a aquellos que no lo son. Se
puede utilizar como parte de un panel de estudios de IHC. El patrén de tincién es
citoplasmatica.

2022-05-05 115
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PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

El anticuerpo CONFIRM anti-Melanosome (HMB45) se une a los melanosomas en los
melanocitos activos. Este anticuerpo puede visualizarse mediante u/ftraView Universal
Alkaline Phosphatase Red Detection Kit (n.° de cat. 760-501 / 05269814001). Consulte la
hoja de datos correspondiente para obtener mas informacion.

MATERIAL SUMINISTRADO

El anticuerpo CONFIRM anti-Melanosome (HMB45) contiene reactivo suficiente para 50
pruebas.

Un dispensador de 5 mL del anticuerpo CONFIRM anti-Melanosome (HMB45) contiene
aproximadamente 2.5 pg de un anticuerpo monoclonal de ratén.

El anticuerpo se diluye en Tris-HCI con una proteina transportadora y ProClin 300 al
0.10 %, un conservante.

La concentracién del anticuerpo especifico es aproximadamente de 0.5 pg/mL. No se ha
observado ninguna reactividad del anticuerpo no especifica conocida en este producto.
Existen trazas (~2 %) de suero bovino fetal con origen en Estados Unidos de la solucion
de partida.

Consulte en la hoja de datos correspondiente del kit de deteccion de VENTANA las
descripciones detalladas de: Principio del procedimiento, Material y métodos, Recogida y
preparacion de muestras para analisis, Procedimientos de control de calidad, Resolucion
de problemas, Interpretacion de los resultados y Limitaciones.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

No se suministran reactivos de tincion como los kits de deteccion de VENTANA ni
componentes auxiliares, incluyendo portaobjetos de control de tejido negativos y
positivos.

No todos los productos que aparecen en la hoja de datos estén disponibles en todos los
lugares. Consulte al representante local de asistencia técnica de Roche.

No se suministran los reactivos y materiales siguientes, pero pueden ser necesarios para
la tincién:

1. Tejido de control recomendado

Portaobjetos para microscopio con carga positiva

Negative Control (Monoclonal) (n.° cat. 760-2014 / 05266670001)

ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit (n.° cat. 760-501 /
05269814001)

EZ Prep Concentrate (10X) (n.° cat. 950-102 / 05279771001)

Reaction Buffer Concentrate (10X) (n.° cat. 950-300 / 05353955001)

LCS (Predilute) (n.° cat. 650-010 / 05264839001)

ULTRA LCS (Predilute) (n.° cat. 650-210 / 05424534001)

9. Cell Conditioning Solution (CC1) (n.° cat. 950-124 / 05279801001)

10.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (n.° cat. 950-224 / 05424569001)
11, Hematoxylin Il (n.° cat. 790-2208 / 05277965001)

12.  Bluing Reagent (n.° cat. 760-2037 / 05266769001)

13.  Medio de montaje permanente

14.  Cubreobjetos de cristal

15.  Montador automatico

16.  Equipo de laboratorio de uso general

17.  Instrumento BenchMark IHC/ISH

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Tras la recepcion y cuando no se utilice, consérvese entre 2y 8 °C. No lo congele.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
vuelva a poner el tapon del dispensador después de cada uso y almacene
inmediatamente el dispensador en la nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpos tienen una fecha de caducidad. Si se almacena
correctamente, el reactivo se mantendra estable hasta la fecha indicada en la etiqueta. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad.

PREPARACION DE MUESTRAS

Los tejidos fijados con formol y embebidos en parafina (FFPE) que se procesan de forma
habitual resultan adecuados para su uso con este anticuerpo primario cuando se utilizan
con los kits de deteccion de VENTANA vy los instrumentos BenchMark IHC/ISH. El fijador
de tejido recomendado es formol tamponado neutro al 10 %.14 Las secciones de tejido se
deben cortar con un grosor aproximado de 4 um y colocarse en portaobjetos cargados

o
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positivamente. Los portaobjetos deben tefiirse inmediatamente, ya que la antigenicidad de
las secciones de tejido puede disminuir con el tiempo. Solicite a su representante de
servicio de Roche una copia de «Recommended Slide Storage and Handling» para
obtener mas informacion al respecto.

Se recomienda que los controles positivos y negativos se ejecuten simultaneamente con
muestras desconocidas.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Para uso diagnostico in vitro (VD).

2. Solo para uso profesional.

3. PRECAUCION: En Estados Unidos, las normas nacionales restringen la venta de
este dispositivo a médicos autorizados o por orden de estos. (Rx Only)

4. No utilizar por encima del nimero especificado de ensayos.

5. Lasolucién ProClin 300 se utiliza como conservante en este reactivo. Esta
clasificada como irritante y puede ocasionar sensibilizacién por contacto con la piel.
Adopte precauciones razonables cuando la manipule. Evite el contacto de reactivos
con los 0jos, la piel y las membranas mucosas. Utilice ropa protectora y guantes.

6.  Los portaobjetos con carga positiva pueden verse afectados por presiones
ambientales, dando lugar a una tincién incorrecta. Péngase en contacto con su
representante de servicio de Roche para obtener mas informacion sobre el uso de
este tipo de portaobjetos.

7. Los materiales de origen animal o humano deben manipularse como materiales
biopeligrosos para el medio ambiente y eliminarse con las precauciones
adecuadas. En caso de exposicion, deberan seguirse las directivas sanitarias de las
autoridades responsables. 15:16

8.  Evite el contacto de los reactivos con los ojos y las membranas mucosas. Si los
reactivos entran en contacto con zonas sensibles, lavelas con agua abundante.

9. Evite la contaminacion microbiana de los reactivos, dado que podria dar lugar a
resultados incorrectos.

10.  Para obtener mas informacion sobre el uso de este dispositivo, consulte el Manual
del usuario del instrumento BenchMark IHC/ISH y las instrucciones de uso de todos
los componentes necesarios, que puede encontrar en dialog.roche.com.

11.  Consulte a las autoridades locales o nacionales sobre el método de eliminacion
recomendado.

12.  El etiquetado de seguridad de los productos sigue principalmente las directrices del
SGA de la UE. Esta disponible bajo peticion la hoja de datos de seguridad para los
usuarios profesionales.

13.  Para comunicar la sospecha de incidentes graves relacionados con este dispositivo,
pdngase en contacto con su representante local de servicio Roche y con las
autoridades competentes del Estado o Pais Miembro de residencia del usuario.

Este anticuerpo o ensayo contiene componentes clasificados como sigue de acuerdo con

la Normativa (CE) n.° 1272/2008:

Tabla 1. Informacion de riesgos.

Riesgo Cadigo Declaracion
Advertencia | H317 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.
Perjudicial para los organismos acuaticos con efectos
H412 d
nocivos duraderos.
P261 Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los
vapores/el aerosol.
p273 Evitar su emision al medio ambiente.
P280 Llevar guantes de proteccion.
P333 + En caso de irritacion o erupcion cutanea: Consultar a
P313 un médico.
P362 + Quitarse las prendas contaminadas y lavarlas antes de
P364 volver a usarlas.
Eliminar el contenido/el recipiente en una planta de
P501 I )
eliminacion de residuos aprobada.

Este producto contiene CAS n.° 55965-84-9, una masa de reaccion de: 5-cloro-2-metil-
2H-isotiazol-3-ona y 2-metil-2H-isotiazol-3-ona (3:1).

2022-05-05
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PROCEDIMIENTO DE TINCION

Los anticuerpos primarios VENTANA se han desarrollado para su uso en los instrumentos
BenchMark IHC/ISH junto con los kits de deteccion de VENTANA y sus accesorios.
Consulte la Tabla 2 para ver los protocolos de tincion recomendados.

Este anticuerpo se ha optimizado para periodos de incubacion especificos, pero el
usuario debe validar los resultados obtenidos con este reactivo.

Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden mostrar, imprimir y editar
segun el procedimiento descrito en el Manual del usuario de los instrumentos. Consulte la
hoja de datos del kit de deteccion VENTANA correspondiente para obtener mas detalles
sobre los procedimientos de tincidn de inmunohistoquimica.

Para obtener mas informacion sobre el uso correcto de este dispositivo, consulte la hoja
de datos del dispensador en linea asociado con P/N 790-4366.

Tabla 2. Protocolo de tincién recomendado para el anticuerpo CONFIRM
anti-Melanosome (HMB45) con uftraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection
Kit en instrumentos BenchMark IHC/ISH.

Método
Tipo de ULTRA
procedimiento ©
=2 XT ULTRAPLUS 2
Desparafinado Seleccionado Seleccionado Seleccionado
Acondicionamiento
celular cc1, CCt1, ULTRA CC1,
(desenmascaramient Bajo Bajo Bajo
o del antigeno)
Anticuerpo (Primario) | 8 minutos, 37 °C | 8 minutos, 37 °C | 8 minutos, 36 °C

Contratincion Hematoxylin I, 4 minutos

Post-contratincion

Bluing, 4 minutos

a Se demostré la concordancia entre los instrumentos BenchMark ULTRA y BenchMark
ULTRA PLUS mediante ensayos representativos.

Debido a variaciones en la fijacion y el procesamiento del tejido, asi como a las
condiciones generales de los instrumentos y del entomo del laboratorio, puede que sea
necesario aumentar o disminuir el tiempo de incubacion del anticuerpo primario, el
acondicionamiento celular o tratamiento previo de la proteasa en funcién de las muestras
particulares, de la deteccion que se haya utilizado y de las preferencias del lector. Para
obtener mas informacion sobre las variables de fijacion, consulte «lmmunohistochemistry
Principles and Advances».!”

CONTROL DE REACTIVO NEGATIVO

Ademaés de la tincién con el anticuerpo CONFIRM anti-Melanosome (HMB45), se debe
tefiir un segundo portaobjetos con el reactivo de control negativo correspondiente.

CONTROL DE TEJIDO POSITIVO

La practica de laboratorio 6ptima consiste en incluir una seccion de control positivo en el
mismo portaobjetos que el tejido de la prueba. Esto contribuye a identificar fallos al aplicar
los reactivos al portaobjetos. Un tejido con una tincién débil positiva es méas adecuado
para el control de calidad. El tejido de control puede contener elementos de tincion tanto
positiva como negativa y ambos sirven como control positivo y negativo. El tejido de
control debe ser una muestra de autopsia reciente, biopsia o cirugia preparada o fijada
con la mayor brevedad con un proceso idéntico al de las secciones de prueba.

Los controles de tejido positivos conocidos solo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los reactivos y los instrumentos, y no como ayuda para
establecer un diagndstico especifico de las muestras de prueba. Si los controles de tejido
positivos no muestran una tincién positiva, los resultados de las muestras de la prueba se
deben considerar no validos.

El control positivo recomendado para el anticuerpo CONFIRM anti-Melanosome (HMB45)
(tal y como se muestra en la imagen superior) es HMB45 positivo en melanoma
previamente caracterizado. Los melanocitos cutaneos activados que suele contener la
piel son también controles Utiles.
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INTERPRETACION DE LAS TINCIONES Y RESULTADOS PREVISTOS
El patron de tincion celular del anticuerpo CONFIRM anti-Melanosome (HMB45) es

citoplasmatico.

LIMITACIONES ESPECIFICAS

Es posible que no estén todos los ensayos registrados en cada instrumento. Péngase en
contacto con el representante local de servicio Roche para obtener mas informacion.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

RENDIMIENTO DE ANALISIS

Se realizaron pruebas de tincién para evaluar la sensibilidad, especificidad y precision y

los resultados se indican a continuacion.
Sensibilidad y especificidad

Tabla 3. La sensibilidad/especificidad del anticuerpo CONFIRM anti-Melanosome
(HMBA45) se determind analizando tejidos normales FFPE.

N.° de casos N.° de casos
positivos/ positivos/
Tejido total Tejido total
Cerebro 0/3 Timo 0/3
Cerebelo 013 Mieloide (médula 0/3
6sea)

Glandula suprarrenal 0/3 Pulmén 0/3
Ovario 0/3 Corazon 013
Péncreas 073 Eséfago 073
Glandula paratiroidea 013 Estémago 0/3
Hipéfisis 073 Intestino delgado 073
Testiculos 073 Colon 073
Tiroides 013 Higado 0/3
Mama 013 Glandula salival 013
Bazo 0/3 Rifion 073
Ganglio linfatico 073 Vejiga 0/3
Amigdala 073 Prostata 073
Endometrio 013 Cuello del Utero 013
Musculo esquelético 073 Piel 12/43
Nervio 0/3 Mesotelio 073

Tabla 4. La sensibilidad/especificidad del anticuerpo CONFIRM anti-Melanosome
(HMB45) se determind analizando una variedad de tejidos neoplasicos FFPE.

N.° de casos

Patologia positivos/total
Seminoma (testiculos) 0/1
Carcinoma embrionario (testiculos) 01
Carcinoma medular (tiroides) 01
Carcinoma papilar (tiroides) 0/1
Carcinoma ductal invasivo (mama) 012
Linfoma de linfocitos B; sin especificar (bazo) 0/1
Carcinoma de células pequefias (pulmén) 01
Adenocarcinoma (pulmén) 0/1
Carcinoma de células escamosas (es6fago) 0/1
Adenocarcinoma (es6fago) 0N
Adenocarcinoma (estémago) 0/1
Adenocarcinoma (intestino delgado) 0N
Neoplasia maligna mesenquimatosa mixta (intestino delgado) 0/1
Adenocarcinoma (colon) 0N
Neoplasia maligna mesenquimatosa mixta (colon) 0N
Adenocarcinoma (recto) 0/1
Neoplasia maligna mesenquimatosa mixta (recto) 0N
Carcinoma hepatocelular (higado) 0/1
Hepatoblastoma (higado) 0N
Carcinoma de células claras (rifion) 0/1
Adenocarcinoma (préstata) 0/2
Leiomiosarcoma (Utero) 0N
Adenocarcinoma (Utero) 0/1
Carcinoma de células claras (Utero) 0N
Carcinoma de células escamosas (cuello uterino) 012
Rabdomiosarcoma embrionario (mUsculo estriado) 01
Melanoma @ 130/149
Carcinoma de células basales (piel) 0N
Carcinoma de células escamosas (piel) 0/1
Neurofibroma (nervios) 01
Neuroblastoma (retroperitoneo) 0/1
Mesotelioma (peritoneo) 01
Linfoma de linfocitos B, sin especificar (ganglio linfatico) 0/2
Linfoma de Hodgkin (ganglio linfatico) 011
Linfoma anaplasico de células grandes (ganglio linfatico) 01
Carcinoma urotelial (vejiga) 01
Leiomiosarcoma (vejiga) 01

N.° de casos
Patologia positivos/total
Glioblastoma (cerebro) 02
Meningioma (cerebro) 01
Oligodendroglioma (cerebro) 01
Carcinoma endometrioide (ovario) 01
Adenocarcinoma mucinoso (ovario) (V]
Neoplasia neuroendocrina (pancreas) 01
Adenocarcinoma (pancreas) 01
2022-05-05 3/5
FT0700-410t
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N.° de casos
Patologia positivos/total
Osteosarcoma 01
Rabdomiosarcoma polimorfo (peritoneo) 01
Leiomiosarcoma (mdsculo liso) 01
Angiomiolipoma 20/20

8 Se analizaron varios 6rganos, entre otros, la piel, el ganglio linfatico y el recto.

Precisién
Se llevaron a cabo estudios de precision con el anticuerpo CONFIRM anti-Melanosome
(HMBA45) para demostrar:

e Laprecision entre lotes del anticuerpo.
. La precision dentro de la sesion y entre dias en un instrumento BenchMark ULTRA.

. La precision entre instrumentos en los instrumentos BenchMark GX, BenchMark XT
y BenchMark ULTRA.

. La precision entre plataformas entre los instrumentos BenchMark XT, BenchMark
GX'y BenchMark ULTRA.

Todos los estudios cumplieron los criterios de aceptacion.

Se demostro¢ la precision del instrumento BenchMark ULTRA PLUS mediante ensayos
representativos. Entre los estudios que se llevaron a cabo figuraban la repetibilidad entre
sesiones y la precision intermedia entre dias y entre andlisis. Todos los estudios
cumplieron los criterios de aceptacion.

RENDIMIENTO CLINICO

Los datos de rendimiento clinico pertinentes para el uso previsto del anticuerpo
CONFIRM anti-Melanosome (HMB45) se evaluaron mediante revision sistematica de la
documentacion oportuna. Los datos obtenidos respaldan la utilizacién del dispositivo de
acuerdo con su uso previsto.
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El resumen de los aspectos de seguridad y rendimiento se puede ver a continuacion:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Simbolos

Ventana usa los siguientes simbolos y signos ademas de los indicados en la norma ISO

15223-1 (para EE. UU.: consulte en dialog.roche.com la definicion de los simbolos

usados):

®

HISTORIAL DE REVISIONES

Numero mundial de articulo comercial

Identificacion Unica del dispositivo

Indica la entidad que ha importado el dispositivo médico a la Unién
Europea

Rev. | Actualizaciones

D Se han actualizado las secciones Preparacion de muestras, Advertencias y
precauciones, Procedimiento de tincién, Control de reactivo negativo,
Rendimiento de andlisis, Simbolos e Informacion de contacto.

Se ha afiadido el instrumento BenchMark ULTRA PLUS.

PROPIEDAD INTELECTUAL

VENTANA, BENCHMARK, CONFIRM, uftraView y el logotipo de VENTANA son marcas
comerciales de Roche. Todas las demas marcas comerciales pertenecen a sus
respectivos propietarios.

© 2022 Ventana Medical Systems, Inc.
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CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) Mouse Monoclonal
Primary Antibody

7904365

05479347001

V7 50

USO PREVISTO

El anticuerpo CONFIRM anti-Tyrosinase
(T311) Mouse Monoclonal Primary Antibody
esta destinado a su uso en laboratorio para
la deteccion cualitativa inmunohistoquimica
de la tirosinasa mediante microscopia 6ptica
en secciones de tejido fijado con formol y
embebido en parafina tefido con un
instrumento BenchMark IHC/ISH.

La interpretacion de este producto debe
correr a cargo de un anatomopatélogo
cualificado junto con un examen histolégico,
la informacion clinica pertinente y los
controles adecuados.

Este anticuerpo esta destinado para uso diagnéstico in vitro.

RESUMEN Y EXPLICACION

La tirosinasa en una proteina citoplasmatica 70-80 kDa que pertenece a la familia
oxigeno-oxidorreductasa.2 La tirosinasa es la enzima principal necesaria para convertir
el aminodcido tirosina en melanina. Durante el proceso, la tirosinasa actia como
catalizador de la hidroxilacion de la L-tirosinasa para transformarla en L-dopa y de la
oxidacién de L-dopa que genera L-dopaquinona.” La expresion de la tirosinasa se
observa en melanocitos y en epitelios pigmentados de la retina, del iris y del cuerpo ciliar
del 0jo.":3 Su expresién también se detecta en lesiones benignas y malignas derivadas de
este tipo de células, como nevus benignos y la mayor parte de melanomas malignos
primarios y metastasicos.

La deteccion de la tirosinasa mediante inmunohistoquimica (IHC) con CONFIRM
anti-Tyrosinase (T311) Mouse Monoclonal Primary Antibody (anticuerpo CONFIRM
anti-Tyrosinase (T311)) puede servir como marcador melanocitico para contribuir al
diagnostico diferencial de tumores melanociticos frente a aquellos que no lo son. Se
puede utilizar como parte de un panel de estudios de IHC. El patrén de tincién es
citoplasmatica.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

El anticuerpo CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) se une a la tirosinasa en los melanocitos
activos. Este anticuerpo puede visualizarse mediante uftraView Universal Alkaline
Phosphatase Red Detection Kit (n.° de cat. 760-501 / n.° de pedido 05269814001).
Consulte la hoja de datos correspondiente para obtener mas informacion.

MATERIAL SUMINISTRADO

El anticuerpo CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) contiene reactivo suficiente para tefiir 50
pruebas.

Un dispensador de 5 mL de anticuerpo CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) contiene
aproximadamente 4 ug de un anticuerpo monoclonal de ratén generado como
sobrenadante de un cultivo celular.

El anticuerpo se diluye en un tampén formado por Tris-HCI con una proteina
transportadora y ProClin 300 al 0.10 %, un conservante.

La concentracion del anticuerpo especifico es aproximadamente de 0.8 pg/mL. No se ha
observado ninguna reactividad del anticuerpo no especifica conocida en este producto.
Existen trazas (aproximadamente el 2 %) de albimina de suero bovino con origen en
EE. UU. de la solucién de partida.

Consulte en la hoja de datos correspondiente del kit de deteccion de VENTANA las
descripciones detalladas de: Principio del procedimiento, Material y métodos, Recogida y

Iy R e a\y &

Figura 1. Tincion de melanoma con
el anticuerpo CONFIRM
anti-Tyrosinase (T311).
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preparacion de muestras para andlisis, Procedimientos de control de calidad, Resolucion
de problemas, Interpretacion de los resultados y Limitaciones.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

No se suministran reactivos de tincion como los kits de deteccion de VENTANA ni
componentes auxiliares, incluyendo portaobjetos de control de tejido negativos y
positivos.

No todos los productos que aparecen en la hoja de datos estan disponibles en todos los
lugares. Consulte al representante local de asistencia técnica de Roche.

No se suministran los reactivos y materiales siguientes, pero pueden ser necesarios para
la tincion:

1. Tejido de control recomendado

Portaobjetos para microscopio con carga positiva

Negative Control (Monoclonal) (n.° cat. 760-2014 / 05266670001)

ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit (n.° cat. 760-501 /
05269814001)

EZ Prep Concentrate (10X) (n.° cat. 950-102 / 05279771001)

Reaction Buffer Concentrate (10X) (n.° cat. 950-300 / 05353955001)

LCS (Predilute) (n.° cat. 650-010 / 05264839001)

ULTRA LCS (Predilute) (n.° cat. 650-210 / 05424534001)

Cell Conditioning Solution (CC1) (n.° cat. 950-124 / 05279801001)

10.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (n.° cat. 950-224 / 05424569001)
11, Hematoxylin Il (n.° cat. 790-2208 / 05277965001)

12.  Bluing Reagent (n.° cat. 760-2037 / 05266769001)

13.  Medio de montaje permanente

14.  Cubreobjetos de cristal

15.  Montador automatico

16.  Equipo de laboratorio de uso general

17.  Instrumento BenchMark IHC/ISH

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Tras la recepcion y cuando no se utilice, consérvese entre 2y 8 °C. No lo congele.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
vuelva a poner el tapon del dispensador después de cada uso y almacene
inmediatamente el dispensador en la nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpos tienen una fecha de caducidad. Si se almacena
correctamente, el reactivo se mantendra estable hasta la fecha indicada en la etiqueta. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad.

PREPARACION DE MUESTRAS

Los tejidos fijados con formol y embebidos en parafina (FFPE) que se procesan de forma
habitual resultan adecuados para su uso con este anticuerpo primario cuando se utilizan
con los kits de deteccion de VENTANA vy los instrumentos BenchMark IHC/ISH. El fijador
de tejido recomendado es formol tamponado neutro al 10 %.4 Las secciones de tejido se
deben cortar con un grosor aproximado de 4 um y colocarse en portaobjetos cargados
positivamente. Los portaobjetos deben tefiirse inmediatamente, ya que la antigenicidad de
los cortes de tejido puede disminuir con el tiempo. Solicite a su representante de servicio
de Roche una copia de «Recommended Slide Storage and Handling» para obtener mas
informacion al respecto.

Se recomienda que los controles positivos y negativos se ejecuten simultaneamente con
muestras desconocidas.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Para uso diagnostico in vitro (IVD).

2. Solo para uso profesional.

3. PRECAUCION: En Estados Unidos, las normas nacionales restringen la venta de
este dispositivo a médicos autorizados o por orden de estos. (Rx Only)

4. No utilizar por encima del niumero especificado de ensayos.
La solucion ProClin 300 se utiliza como conservante en este reactivo. Esta
clasificada como irritante y puede ocasionar sensibilizacién por contacto con la piel.
Adopte precauciones razonables cuando la manipule. Evite el contacto de reactivos
con los ojos, la piel y las membranas mucosas. Utilice ropa protectora y guantes.

6.  Los portaobjetos con carga positiva pueden verse afectados por presiones
ambientales, dando lugar a una tincién incorrecta. Péngase en contacto con su
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representante de servicio de Roche para obtener mas informacion sobre el uso de
este tipo de portaobjetos.

Los materiales de origen animal o humano deben manipularse como materiales
biopeligrosos para el medio ambiente y eliminarse con las precauciones
adecuadas. En caso de exposicion, deberan seguirse las directivas sanitarias de las
autoridades responsables.5.6

Evite el contacto de los reactivos con los ojos y las membranas mucosas. Si los
reactivos entran en contacto con zonas sensibles, lavelas con agua abundante.
Evite la contaminacién microbiana de los reactivos, dado que podria dar lugar a
resultados incorrectos.

Para obtener mas informacion sobre el uso de este dispositivo, consulte el Manual
del usuario del instrumento BenchMark IHC/ISH y las instrucciones de uso de todos
los componentes necesarios, que se encuentran en dialog.roche.com.

Consulte a las autoridades locales o nacionales sobre el método de eliminacion
recomendado.

El etiquetado de seguridad de los productos sigue principalmente las directrices del
SGA de la UE. Esta disponible bajo peticion la hoja de datos de seguridad para los
usuarios profesionales.

Para comunicar la sospecha de incidentes graves relacionados con este dispositivo,
péngase en contacto con su representante local de servicio Roche y con las
autoridades competentes del Estado o Pais Miembro de residencia del usuario.
Este producto contiene componentes clasificados como sigue de acuerdo con la
Normativa (CE) n.° 1272/2008:

Tabla 1. Informacion de riesgos.

13.

Riesgo Cadigo Declaracion
Advertencia | H317 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.
Perjudicial para los organismos acuaticos con efectos
H412 d
nocivos duraderos.
P261 Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los
vapores/el aerosol.
pP273 Evitar su emision al medio ambiente.
P280 Llevar guantes de proteccion.
P333 + En caso de irritacién o erupcion cutanea: Consultar a
P313 un médico.
P362 + Quitarse las prendas contaminadas y lavarlas antes de
P364 volver a usarlas.
Eliminar el contenido/el recipiente en una planta de
P501 L :
eliminacion de residuos aprobada.

Este producto contiene CAS n.° 55965-84-9, masa de reaccion de: 5-cloro-2-metil-
2H-isotiazol-3-ona y 2-metil-2H-isotiazol-3-ona (3:1).

PROCEDIMIENTO DE TINCION

Los anticuerpos primarios VENTANA se han desarrollado para su uso en los instrumentos
BenchMark IHC/ISH junto con los kits de deteccion de VENTANA y sus accesorios.
Consulte la Tabla 2 para ver los protocolos de tincién recomendados.

Este anticuerpo se ha optimizado para periodos de incubacion especificos, pero el
usuario debe validar los resultados obtenidos con este reactivo.

Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden mostrar, imprimir y editar
segun el procedimiento descrito en el Manual del usuario de los instrumentos. Consulte la
hoja de datos del kit de deteccion VENTANA correspondiente para obtener mas detalles
sobre los procedimientos de tincién de inmunohistoquimica.

Para obtener mas informacion sobre el uso correcto de este dispositivo, consulte la hoja
de datos del dispensador en linea asociado con P/N 790-4365.

2022-05-28
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Tabla 2. Protocolo de tincién recomendado para el anticuerpo CONFIRM anti-Tyrosinase
(T311) con wuftraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit en instrumentos
BenchMark IHC/ISH.

Método
Tipo de ULTRA
procedimiento o
2 XT ULTRA PLUS 2
Desparafinado Seleccionado Seleccionado Seleccionado
Acondicionamiento
celular cct, cc1, ULTRA CC1,
(desenmascaramiento Estandar Estandar Estandar
del antigeno)
Anticuerpo (Primario) | 8 minutos, 37 °C | 8 minutos, 37 °C | 8 minutos, 36 °C

Contratincion Hematoxylin Il, 4 minutos

Post-contratincion Bluing, 4 minutos

a Se demostré la concordancia entre los instrumentos BenchMark ULTRA y BenchMark
ULTRA PLUS mediante ensayos representativos.

Debido a variaciones en la fijacion y el procesamiento del tejido, asi como a las
condiciones generales de los instrumentos y del entomno del laboratorio, puede que sea
necesario aumentar o disminuir el tiempo de incubacion del anticuerpo primario, el
acondicionamiento celular o tratamiento previo de la proteasa en funcion de las muestras
particulares, de la deteccion que se haya utilizado y de las preferencias del lector. Para
obtener mas informacion sobre las variables de fijacion, consulte «Immunohistochemistry
Principles and Advances».”

CONTROL DE REACTIVO NEGATIVO

Ademas de la tincion con el anticuerpo CONFIRM anti-Tyrosinase (T311), se debe tefiir
un segundo portaobjetos con el reactivo de control negativo correspondiente.

CONTROL DE TEJIDO POSITIVO

La practica de laboratorio 6ptima consiste en incluir una seccion de control positivo en el
mismo portaobjetos que el tejido de la prueba. Esto contribuye a identificar fallos al aplicar
los reactivos al portaobjetos. Un tejido con una tincién débil positiva es méas adecuado
para el control de calidad. El tejido de control puede contener elementos de tincion tanto
positiva como negativa y ambos sirven como control positivo y negativo. El tejido de
control debe ser una muestra de autopsia reciente, biopsia o cirugia preparada o fijada
con la mayor brevedad con un proceso idéntico al de las secciones de prueba.

Los controles de tejido positivos conocidos solo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los reactivos y los instrumentos, y no como ayuda para
establecer un diagndstico especifico de las muestras de prueba. Si los controles de tejido
positivos no muestran una tincién positiva, los resultados de las muestras de la prueba se
deben considerar no validos.

El tejido de control positivo recomendado para el anticuerpo CONFIRM anti-Tyrosinase
(T311) es el melanoma positivo a tirosinasa caracterizado previamente (tal y como se
muestra en la imagen que aparece mas arriba).

INTERPRETACION DE LAS TINCIONES Y RESULTADOS PREVISTOS
El patrén de tincién celular del anticuerpo CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) es
citoplasmatica.

LIMITACIONES ESPECIFICAS

Es posible que la tincion de las necrosis que a menudo estan presentes en los
melanomas no sea especifica.

Es posible que no estén todos los ensayos registrados en cada instrumento. Pongase en
contacto con el representante local de servicio Roche para obtener mas informacion.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

RENDIMIENTO DE ANALISIS

Es posible que se observe una tincion positiva en los melanocitos normales activos de
casos neoplasicos y no neoplasicos. Se realizaron pruebas de tincién para evaluar la
sensibilidad, especificidad y precision y los resultados se indican a continuacién.
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Sensibilidad y especificidad N2 de casos
Tabla 3. La sensibilidad/especificidad del anticuerpo CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) se | Patologia positivosi/total
determiné analizando tejidos normales FFPE. I
Adenocarcinoma (pulmén) 0/1
N.° de casos N.° de casos
Tejido positivos/total Tejido positivos/total Carcinoma de células escamosas (es6fago) 01
Cerebro 073 Timo 073 Adenocarcinoma (es6fago) 0/1
Cerebelo 013 Mieloide (médula 073 Adenocarcinoma (estémago) 0/1
osea)
Adenocarcinoma (intestino delgado) 01
Glandula suprarrenal 0/3 Pulmén 0/3
Neoplasia maligna mesenquimatosa mixta (intestino delgado) 01
Ovario 013 Corazon 0/3
Adenocarcinoma (colon) 01
Péncreas 073 Esoéfago 073
Neoplasia maligna mesenquimatosa mixta (colon) 01
Glandula paratiroidea 013 Estomago 013
Adenocarcinoma (recto) 0/1
Hipéfisis 313 Intestino delgado 073 -
Neoplasia maligna mesenquimatosa mixta (recto) 0N
Testiculos 013 Colon 013
Carcinoma hepatocelular (higado) 0/1
Tiroides 013 Higado 0/3
Hepatoblastoma (higado) 0N
Mama 013 Glandula salival 013
Carcinoma de células claras (rifion) 0/1
Bazo 013 Vejiga 0/3
Adenocarcinoma (prostata) 012
Amigdala 073 Rifion 073
Leiomiosarcoma (Utero) 0N
Endometrio 0/3 Prostata 013
Adenocarcinoma (Utero) 0/1
Musculo esquelético 013 Cuello del Gtero 0/3
Carcinoma de células claras (Utero) 0N
Nervio 013 Piel 45/45
Carcinoma de células escamosas (cuello uterino) 012
Ganglio linfatico 073 Mesotelio 073
Rabdomiosarcoma embrionario (mUsculo estriado) 01
Tabla 4. La sensibilidad/especificidad del anticuerpo CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) se | Melanoma @ 1307150
determiné analizando una variedad de tejidos neoplasicos FFPE. . ) .
Carcinoma de células basales (piel) 0N
N.° de casos - - X
Patologia positivos/total Carcinoma de células escamosas (piel) 0/1
Glioblastoma (cerebro) 012 Neurofibroma (nervios) 01
Meningioma (cerebro) 0/1 Neuroblastoma (retroperitoneo) 01
Oligodendroglioma (cerebro) 01 Rabdomiosarcoma polimorfo (retroperitoneo) 01
Carcinoma endometrioide (ovario) 01 Mesotelioma (peritoneo) 01
Adenocarcinoma mucinoso (ovario) 01 Linfoma de linfocitos B, sin especificar (ganglio linfatico) 01
Neoplasia neuroendocrina (pancreas) 01 Linfoma anaplésico de células grandes (ganglio linfatico) 01
Adenocarcinoma (pancreas) 01 Carcinoma urotelial (vejiga) 01
Seminoma (testiculos) 01 Leiomiosarcoma (vejiga) 0/1
Carcinoma embrionario (testiculos) 01 Osteosarcoma 01
Carcinoma medular (tiroides) (V] Leiomiosarcoma (musculo liso) 01
Carcinoma papilar (tiroides) 0/1 a Se analizaron varios érganos, entre otros, la piel, el ganglio linfatico y el recto.
Carcinoma ductal In situ (DCIS) (mama) 01 Precision
Se llevaron a cabo estudios de precision con el anticuerpo CONFIRM anti-Tyrosinase
Carcinoma ductal invasivo (mama) 012 (T311) para demostrar:
Linfoma de linfocitos B; sin especificar (bazo) on e Laprecision entre lotes del anticuerpo.
. La precision dentro de la sesion y entre dias en un instrumento BenchMark ULTRA.
Carcinoma de células pequefias (pulmén) 01
1F-2024-39809462-APN-DVPCY AR#ANMAT
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. La precision entre instrumentos en los instrumentos BenchMark GX, BenchMark XT HISTORIAL DE REVISIONES

BenchMark ULTRA.
yBenc . _?r . Rev. Actualizaciones
. La precision entre plataformas entre los instrumentos BenchMark XT, BenchMark
GXy BenchMark ULTRA. D Se han actualizado las secciones Preparacion de muestras,
Todos los estudios cumplieron los criterios de aceptacion. Advertencias y precauciones, Procedimiento de tincién, Control de

Se demostro la precision del instrumento BenchMark ULTRA PLUS mediante ensayos giaggx?agfoga"vo’ Rendimiento de analisis, Simbolos  Informacion
representativos. Entre los estudios que se llevaron a cabo figuraban la repetibilidad entre :

sesiones Y la precision intermedia entre dias y entre analisis. Todos los estudios Se ha afiadido el instrumento BenchMark ULTRA PLUS.
cumplieron los criterios de aceptacion.

RENDIMIENTO CLINICO

Los datos de rendimiento clinico pertinentes para el uso previsto del anticuerpo
CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) se evaluaron mediante revisiones sistematicas de la
documentacion pertinente. Los datos obtenidos respaldan la utilizacion del dispositivo de
acuerdo con su uso previsto.

REFERENCIAS INFORMACION DE CONTACTO

PROPIEDAD INTELECTUAL

VENTANA, BENCHMARK, CONFIRM, uftraView y el logotipo de VENTANA son marcas
comerciales de Roche. Todas las demas marcas comerciales pertenecen a sus
respectivos propietarios.

© 2022 Ventana Medical Systems, Inc.
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Ventana usa los siguientes simbolos y signos ademas de los indicados en la norma ISO
15223-1 (para EE. UU.: consulte en dialog.roche.com la definicién de los simbolos
usados):

www.roche.com

Germany
+800 5505 6606

Numero mundial de articulo comercial

GTIN
Identificacion tnica del dispositivo

Indica la entidad que ha importado el dispositivo médico a la Unién ¢ find /) A
Europea QU o Ao
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CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11) Primary Antibody
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USO PREVISTO

El anticuerpo CONFIRM anti-Desmin
(DE-R-11) esta destinado a su uso en
laboratorio para la deteccién cualitativa
inmunohistoquimica de la desmina
mediante microscopia 6ptica en
secciones de tejido fijado con formol y
embebido en parafina tefiido con un
instrumento BenchMark IHC/ISH.

La interpretacion de este producto debe
correr a cargo de un anatomopatdlogo
cualificado junto con un examen
histolégico, la informacion clinica
pertinente y los controles adecuados.

Este anticuerpo esta destinado para uso diagndstico in vitro (VD).

RESUMEN Y EXPLICACION

La desmina es una proteina de filamento intermedio de tipo Ill y 53 kDa codificada por el
gen DES y ubicada en el cromosoma 2 (2935), cuya expresion se observa,
principalmente, en las células musculares.’-23 La desmina es uno de los primeros
componentes estructurales del misculo en aparecer durante la miogénesis y se observan
bajos niveles de su expresion en el miotoma de las somitas, que regulan la diferenciacion
durante la embriogénesis.234 En condiciones fisioldgicas normales, la expresion de la
desmina en las células musculares diferenciadas se produce en los discos Z del mUsculo
esquelético y en los cuerpos citoplasmaticos densos del musculo liso.2:3.4

Las neoplasias de la estirpe miogénica (como el misculo esquelético y el musculo liso),
como el leiomioma, leiomiosarcoma y el rabdosarcoma, se encuentran entre las
neoplasias de tejido blando en las que habitualmente se observa la expresion de la
desmina.’,5-8 Ademas, en ciertos liposarcomas desdiferenciados, carcinomas, tumores
con caracteristicas miofibroblasticas y neoplasias con una diferenciacion dudosa puede
observarse una expresion variable de desmina debido a la presencia de células
musculares reactivas atrapadas.5.6.8 Mediante la inmunohistoquimica (IHC) se puede
evaluar la expresion de la desmina en las neoplasias de tejido blando y facilitar
informacion adicional en cuanto a la estirpe del tumor o su origen. !,5-8

La deteccion de la desmina mediante inmunohistoquimica con el anticuerpo CONFIRM
anti-Desmin (DE-R-11) Primary Antibody (CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11) anticuerpo)
puede servir de ayuda en la identificacion de neoplasias de origen miogénico. Este
anticuerpo se puede utilizar como parte del panel de estudios IHC. El patrén de tincion
celular del anticuerpo CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11) es citoplasmatico.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

El anticuerpo CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11) se une a la desmina en secciones de
tejido fijado con formol y embebido en parafina (FFPE). El anticuerpo puede visualizarse
mediante OptiView DAB IHC Detection Kit (n.° cat. 760-700 / 06396500001) 0 uftraView
Universal DAB Detection Kit (n.° cat. 760-500 / 05269806001). Consulte la hoja de datos
correspondiente para obtener mas informacion.

MATERIAL SUMINISTRADO

El anticuerpo CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11) contiene reactivo suficiente para 50
pruebas.

Un dispensador de 5 mL de anticuerpo CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11) contiene
aproximadamente 25 pg de un anticuerpo monoclonal de ratén dirigido contra la desmina
que se encuentra presente en el tejido.

El anticuerpo se diluye en un tampén con una proteina transportadora y ProClin 300 al
0.10 %, un conservante.

con el anticuerpo CONFIRM anti-
Desmin (DE-R-11)

2023-08-17 115

FT0700-410u

La concentracién del anticuerpo especifico es aproximadamente de 5 pg/mL. No se ha
observado ninguna reactividad del anticuerpo no especifica conocida en este producto.
El anticuerpo CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11) es un anticuerpo monoclonal de ratén
producido como sobrenadante de cultivo celular.

Consulte en la hoja de datos correspondiente del kit de deteccion de VENTANA las
descripciones detalladas de: Principio del procedimiento, Material y métodos, Recogida y
preparacion de muestras para andlisis, Procedimientos de control de calidad, Resolucién
de problemas, Interpretacion de los resultados y Limitaciones.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

No se suministran reactivos de tincién como los kits de deteccion de VENTANA ni
componentes auxiliares, incluyendo portaobjetos de control de tejido negativos y
positivos.

No todos los productos que aparecen en la hoja de datos estan disponibles en todos los
lugares. Consulte al representante local de asistencia técnica de Roche.

No se suministran los reactivos y materiales siguientes, pero pueden ser necesarios para
la tincién:

1. Negative Control (Monoclonal) (n.° cat. 760-2014 / 05266670001)

2. Portaobjetos para microscopio con carga positiva

3. OptiView DAB IHC Detection Kit (n.° cat. 760-700 / 06396500001)

4. uftraView Universal DAB Detection Kit (n.° cat. 760-500 / 05269806001)
5. EZ Prep Concentrate (10X) (n.° cat. 950-102 / 05279771001)

6.  Reaction Buffer Concentrate (10X) (n.° cat. 950-300 / 05353955001)

7. LCS (Predilute) (n.° cat. 650-010 / 05264839001)

8. ULTRALCS (Predilute) (n.° cat. 650-210 / 05424534001)

9. Cell Conditioning Solution (CC1) (n.° cat. 950-124 / 05279801001)

10.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (n.° cat. 950-224 / 05424569001)
11, Hematoxylin Il (n.° cat. 790-2208 / 05277965001)

12.  Bluing Reagent (n.° cat. 760-2037 / 05266769001)

13. Equipo de laboratorio de uso general

14.  Instrumento BenchMark IHC/ISH

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Tras la recepcion y cuando no se utilice, debe conservarse a una temperatura de entre
2y 8°C. No lo congele.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
vuelva a poner el tapon del dispensador después de cada uso y almacene
inmediatamente el dispensador en la nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpos tienen una fecha de caducidad. Si se almacena
correctamente, el reactivo se mantendra estable hasta la fecha indicada en la etiqueta. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad.

PREPARACION DE MUESTRAS

Los tejidos FFPE que se procesan de forma habitual resultan adecuados para su uso con
este anticuerpo primario cuando se utilizan con los kits de deteccion de VENTANA'y los
instrumentos BenchMark IHC/ISH. El fijador de tejido recomendado es formol tamponado
neutro al 10 %.9 Las secciones de tejido se deben cortar con un grosor aproximado de

4 umy colocarse en portaobjetos cargados positivamente. Los portaobjetos deben tefiirse
inmediatamente, ya que la antigenicidad de los cortes de tejido puede disminuir con el
tiempo.

Se recomienda que los controles positivos y negativos se ejecuten simultineamente con
muestras desconocidas.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Para uso diagnostico in vitro (IVD).

2. Solo para uso profesional.

3. PRECAUCION: En Estados Unidos, las normas nacionales restringen la venta de
este dispositivo a médicos autorizados o por orden de estos. (Rx Only)

No utilizar por encima del nimero especificado de ensayos.

La solucion ProClin 300 se utiliza como conservante en este reactivo. Esta
clasificada como irritante y puede ocasionar sensibilizacién por contacto con la piel.
Adopte precauciones razonables cuando la manipule. Evite el contacto de reactivos
con los 0jos, la piel y las membranas mucosas. Utilice ropa protectora y guantes.
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Los portaobjetos con carga positiva pueden verse afectados por presiones
ambientales, dando lugar a una tincién incorrecta. Péngase en contacto con su
representante de servicio de Roche para obtener mas informacion sobre el uso de
este tipo de portaobjetos.

Los materiales de origen animal 0 humano deben manipularse como materiales
biopeligrosos para el medio ambiente y eliminarse con las precauciones
adecuadas. En caso de exposicion, deberan seguirse las directivas sanitarias de las
autoridades responsables. 10,11

Evite el contacto de los reactivos con los ojos y las membranas mucosas. Si los
reactivos entran en contacto con zonas sensibles, lavelas con agua abundante.
Evite la contaminacién microbiana de los reactivos, dado que podria dar lugar a
resultados incorrectos.

Para obtener mas informacion sobre el uso de este dispositivo, consulte el Manual
del usuario del instrumento BenchMark IHC/ISH y las instrucciones de uso de todos
los componentes necesarios que puede encontrar en navifyportal.roche.com.
Consulte a las autoridades locales o nacionales sobre el método de eliminacion
recomendado.

El etiquetado de seguridad de los productos sigue principalmente las directrices del
SGA de la UE. Esta disponible bajo peticion la hoja de datos de seguridad para los
usuarios profesionales.

Para comunicar la sospecha de incidentes graves relacionados con este dispositivo,
pdngase en contacto con su representante local de servicio Roche y con las
autoridades competentes del Estado o Pais Miembro de residencia del usuario.
Este producto contiene componentes clasificados como sigue de conformidad con el
Reglamento (CE) n.° 1272/2008:

Tabla 1. Informacion de riesgos.

Tabla 2. Protocolo de tincién recomendado para el anticuerpo CONFIRM anti-Desmin
(DE-R-11) con OptiView DAB IHC Detection Kit en instrumentos BenchMark IHC/ISH.

Método
Tipo de
procedimiento XT ULTRA o ULTRA
PLUS a
Desparafinado Seleccionado Seleccionado
Acond::ltzlr;aa:mento - ULTRA CC1.
. o 32 minutos,
(desenmascaramient 32 minutos, o
p 100 °C
o del antigeno)
Inhibidor preprimario . .
de peroxidasa Seleccionado Seleccionado
. o 12 minutos, 12 minutos,
Anticuerpo (Primario) 37°C 36 °C
OptiView HQ Linker 8 minutos (predeterminado)
OptiView HRP . .
Multimer 8 minutos (predeterminado)
Contratincion Hematoxylin I, 4 minutos
Post-contratincion Bluing, 4 minutos

a Se demostro la concordancia entre los instrumentos BenchMark ULTRA y BenchMark
ULTRA PLUS mediante ensayos representativos.

Este producto contiene CAS n.° 55965-84-9, masa reactiva de: 5-cloro-2-metil-2H-
isotiazol-3-ona y 2-metil-2H-isotiazol-3-ona (3:1)

PROCEDIMIENTO DE TINCION

Los anticuerpos primarios VENTANA se han desarrollado para su uso en los instrumentos
BenchMark IHC/ISH junto con los kits de deteccion de VENTANA y sus accesorios.
Consulte las tablas que aparecen a continuacion para ver los protocolos de tincion
recomendados.

Este anticuerpo se ha optimizado para periodos de incubacidn especificos, pero el
usuario debe validar los resultados obtenidos con este reactivo.

Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden mostrar, imprimir y editar
segun el procedimiento descrito en el Manual del usuario de los instrumentos. Consulte la
hoja de datos del kit de deteccion VENTANA correspondiente para obtener mas detalles
sobre los procedimientos de tincién de inmunohistoquimica.

Para obtener méas informacion sobre el uso correcto de este dispositivo, consulte la hoja
de datos del dispensador en linea asociado con P/N 760-2513.

2023-08-17 pre&
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Riesgo Codigo Declaracion
- — - Tabla 3. Protocolo de tincién recomendado para el anticuerpo CONFIRM anti-Desmin
Advertencia | H317 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel. (DE-R-11) con uftraView Universal Detection Kit en instrumentos BenchMark IHC/ISH.
H412 Eggjlsg;c?llj gz:ir:rtlis organismos acuaticos con efectos Tipo de Método
: procedimiento XT ULTRA o ULTRA PLUS 2
P26 Evite inhalar la niebla o los vapores. Desparafinado Seleccionado Seleccionado
pP273 Evitar su emision al medio ambiente. i ;
Acond:::ﬁjr;:rmlento oo ULTRA CC1
P280 Llevar guantes de proteccion. (desenmascaramient Suav’e 36 minutos
— — - } 95 °C (Suave)
P333 + En caso de irritacion o erupcion cutanea: Consultar a o del antigeno)
P313 un médico. ; ;
Anticuerpo (Primario) 16 1o, 3 s
P362 + Quitarse las prendas contaminadas y lavarlas antes de
P364 volver a usarlas. Contratincion Hematoxylin I, 4 minutos
P501 Eliminar el contenido/el recipiente en una planta de Post-contratincion Bluing, 4 minutos
eliminacion de residuos aprobada a Se demostrd la concordancia entre los instrumentos BenchMark ULTRA y BenchMark

ULTRA PLUS mediante ensayos representativos.

Debido a variaciones en la fijacion y el procesamiento del tejido, asi como a las
condiciones generales de los instrumentos y del entorno del laboratorio, puede que sea
necesario aumentar o disminuir el tiempo de incubacién del anticuerpo primario, el
acondicionamiento celular o tratamiento previo de la proteasa en funcion de las muestras
particulares, de la deteccion que se haya utilizado y de las preferencias del lector. Para
obtener méas informacion sobre las variables de fijacion, consulte «Immunohistochemistry
Principles and Advances.!2

CONTROL DE REACTIVO NEGATIVO

Ademés de la tincion con el anticuerpo CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11), se debe tefiir
un segundo portaobjetos con el reactivo de control negativo correspondiente.

CONTROL DE TEJIDO POSITIVO

Se debe incluir un control tisular en cada sesién de tincion. La practica de laboratorio
optima consiste en incluir una seccion de control positivo en el mismo portaobjetos que el
tejido de la prueba. Esto contribuye a identificar fallos al aplicar los reactivos al
portaobjetos. Un tejido con una tincién débil positiva es mas adecuado para el control de
calidad. El tejido de control puede contener elementos de tincién tanto positiva como
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negativa y ambos sirven como control positivo y negativo. El tejido de control debe ser
una muestra de autopsia reciente, biopsia o cirugia, preparada o fijada con la mayor
brevedad con un proceso idéntico al de las secciones de prueba.

Los controles de tejido positivos conocidos solo se deben usar para monitorizar el
correcto funcionamiento de los reactivos y los instrumentos, y no como ayuda para
establecer un diagnéstico especifico de las muestras de prueba. Si los controles de tejido
positivos no muestran una tincion positiva, los resultados con las muestras de la prueba
se deben considerar no vélidos.

Como ejemplo de tejido de control positivo para este anticuerpo se encuentra el misculo
liso del colon. Los componentes de tincion positiva del tejido (miocitos) sirven para
comprobar que el anticuerpo se ha aplicado y el instrumento ha funcionado
correctamente.

INTERPRETACION DE LAS TINCIONES Y RESULTADOS PREVISTOS

El patron de tincion celular del anticuerpo CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11) es
citoplasmatico.

N.° de N.° de

casos casos

positivos/ positivos/
Tejido total Tejido total
Laringe @ 072 Nervios @ 073
Pulmén a. 03 Mesotelio ad 3/4

a Casos que han presentado tincién en el misculo liso

b Células mioides peritubulares

¢ Entre los tejidos evaluados se encuentran los procesos normales y benignos
d Células mesoteliales

Tabla 5. La sensibilidad/especificidad del anticuerpo CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11) se
determiné analizando tejidos neoplasicos FFPE.

Es posible que el anticuerpo presente tincidn en el musculo liso y en las células S
miofibroblasticas, mioides y reticulares en los tejidos normales y neoplasicos. : N.° de casos
i Patologia positivos/total
LIMITACIONES ESPECIFICAS Glioblast b m
La deteccion mediante el sistema de deteccion OptiView es por lo general méas sensible loblastoma (cerebro)
que la del sistema de deteccion u/traView. El usuario debe validar los resultados Ependimoma (cerebro) on
obtenidos con este reactivo y los sistemas de deteccion. —
Es posible que no estén todos los ensayos registrados en cada instrumento. Pongase en | Meningioma (cerebro) 01
contacto con el representante local de servicio Roche para obtener mas informacion. Oligodendroglioma (cerebro) 01
CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO .
Adenocarcinoma (senos paranasales) 11
RENDIMIENTO DE ANALISIS . A
. o - o . Carcinoma de células escamosas (senos paranasales) 0/1
Se realizaron pruebas de tincién para evaluar la sensibilidad, especificidad y precision y
los resultados se indican a continuacion. Fibrolipoma (cabeza y cuello) 0/
Sensibilidad y especificidad Ameloblastoma (cabeza y cuello) 02
Tabla 4. La sensibilidad/especificidad del anticuerpo CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11) se
determiné analizando tejidos normales FFPE. Adenoma (glandula suprarrenal) 0/1
N.° de N.° de Feocromocitoma (glandula suprarrenal) 0/1
casos casos
positivos/ positivos/ Tumor de células adultas de la granulosa (ovario) 0/1
Tejido total Tejido total - -
Carcinoma seroso (ovario) 1M
Cerebro 013 Corazon 313 :
Teratoma (ovario) 17
Cerebelo 013 Esofago 313 : :
Neoplasia neuroendocrina (pancreas) 01
; a 0/4 5 a 3/3
Glandula suprarrenal Estomago Adenocarcinoma ductal (pancreas) 01
. 3/3 i 4/4
Ovario & Intestino delgado @ Carcinoma embrionario (testiculos) 1M
Pancreas 2 073 Colon @ 33 Seminoma (testiculos) oM
Ganglio linfatico 2 03 | Apéndice @ 33 Carcinoma folicular (troides) ot
Glandula paratiroidea 2 073 Higado @ 073 Carcinoma ductal in situ (DCIS) (mama) 0N
Glandula pituitaria @ 073 Glandula salival @ 0/4 Carcinoma ductal invasivo (mama) 0/1
Testiculos ab 33 Rifion a.¢ 0/3 Carcinoma lobulillar invasivo (mama) 01
Tiroides 0/3 Prostata @ 414 Linfoma difuso de linfocitos B grandes (bazo) 01
Mama ¢ 0/4 Vejiga @ 33 Adenocarcinoma (pulmén) 0/1
Bazoa 03 Endometrio 03 Carcinoma de células pequefias (pulmon) 01
Amigdala a 06 Cuello del tero 3 o3 Carcinoma de células escamosas (pulmén) 0/1
Timo a 03 Masculo esquelético 33 Tumor fibroso solitario (pleura) 01
Médula 6sea o3 Piel 2 o3 Mixoma (corazén) 0/1
/ \ I &)2024-39809462-A PN-DVPCYARZANMAT
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N.° de casos N.° de casos
Patologia positivos/total Patologia positivos/total
Sarcoma (pericardio) 11 Rabdomiosarcoma polimorfo 112
Carcinoma de células escamosas (es6fago) 0/1 Rabdomiosarcoma alveolar 3/5
Adenocarcinoma (es6fago) 01 Rabdomiosarcoma embrionario 3/3
Adenocarcinoma (estémago) 0N Rabdomiosarcoma 5/8
Tumor estromal gastrointestinal (GIST) (estémago) 313 Liposarcoma 7119
Mesotelioma (estomago) 7 Leiomioma 5/5
Adenocarcinoma (intestino delgado) 0/1 Leiomiosarcoma 19/25
Tumor estromal gastrointestinal (GIST) (intestino delgado) 0/4 Fibrosarcoma 5/28
Tumor neuroendocrino bien diferenciado (apéndice) 01 Fibroma 23
Adenocarcinoma (colon) 01 Hemangioma 0/2
Carcinoma adenoescamoso (colon) 01 Condrosarcoma 117
Colangiocarcinoma (higado) 01 Sarcoma sinovial 0/5
Carcinoma hepatocelular (higado) 01 Sarcoma polimorfo sin diferenciar de gran malignidad 218
Adenoma pleomorfico (glandula salival) 0/1 Dermatofibrosarcoma protuberante 0/5
Tumor de Warthin (glandula salival) 0/1 Tumor de células gigantes (hueso) 2/11
Adenoma papilar (rifion) 0/1 Mieloma miltiple (médula 6sea) 0/1
Carcinoma de células renales (rifion) 01 Osteosarcoma 1/5
Adenocarcinoma (prostata) 0/2 Sarcoma (cavidad peritoneal) 111
Carcinoma de células escamosas (vejiga) 01 Carcinosarcoma (tumor mixto maligno de Muller, MMMT)
- - - (cavidad peritoneal) 11
Carcinoma urotelial (vejiga) 0/1
- Carcinoma metastasico 0/4
Carcinoma de células claras (Utero) 0/1
- Adenocarcinoma metastasico 01
Adenocarcinoma ((tero) 01
Adenocarcinoma (cuello del Gtero) 01 Precision
Carcinoma de células escamosas (cuello uterino) 01 Se llevaron a cabo estudios de precision con el anticuerpo CONFIRM anti-Desmin (DE-R-
- - - 11) para demostrar:
Carcinoma de células basales (piel) 01 L i
. La precision entre lotes del anticuerpo.
Melanoma (piel) 01 . La precision dentro de la sesion y entre dias en un instrumento BenchMark ULTRA.
: ; . 01 . La precision entre instrumentos en los instrumentos BenchMark GX, BenchMark XT
Carcinoma de células escamosas (piel) y Benchiark ULTRA.
Schwannoma (médula espinal) 0/ . La precision entre plataformas entre los instrumentos BenchMark GX, BenchMark
s itelioide (teiido bland XTy BenchMark ULTRA.
arcoma epitelioide (tejido blando) 03 Todos los estudios cumplieron los criterios de aceptacion.
Angiosarcoma (tejido blando) 0/1 Se demostrd la precision del instrumento BenchMark ULTRA PLUS mediante ensayos
— - representativos. Entre los estudios que se llevaron a cabo figuraban la repetibilidad entre
Angioleiomioma (tejido blando) 1" sesiones y la precision intermedia entre dias y entre analisis. Todos los estudios
Tumor fibroso solitario (tjido blando) o cumplieron los criterios de aceptacion.
RENDIMIENTO CLINICO
Lipoma (tejido blando) 0/1 - - . . )
Los datos de rendimiento clinico pertinentes para el uso previsto del anticuerpo
Sarcoma de células claras (tejido blando) 01 CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11) se evaluaron mediante revisiones sisteméticas de la
documentacion pertinente. Los datos obtenidos respaldan la utilizacion del dispositivo de
Linfoma anaplésico de células grandes (ganglio linfatico) 01 acuerdo con su uso previsto.
Linfoma folicular (ganglio linfatico) on REFERENCIAS
Linfoma de Hodgkin (ganglio linfatico) 01 1. Dabbs DJ. Diagnostic Immunohistochemistry Theranostic and Genomic

Applications, 5th Edition. Vol 5. Amsterdam, Netherlands: Elsevier; 2019.
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2. Paulin D, Li Z. Desmin: A Major Intermediate Filament Protein Essential for the INFORMACION DE CONTACTO
Structural Integrity and Function of Muscle. Exp Cell Res. 2004;301(1):1-7.
3. Hol EM, Capetanaki Y. Type Il Intermediate Filaments Desmin, Glial Fibrillary “

Acidic Protein (GFAP), Vimentin, and Peripherin. Cold Spring Harb Perspect Biol. Ventana Medical Systems, Inc.
2017;9(12):a021642. 1910 E. Innovation Park Drive
4. Hnia K, Ramspacher C, Vermot J, et al. Desmin in Muscle and Associated Tucson, Arizona 85755
Diseases: Beyond the Structural Function. Cell Tissue Res. 2015;360(3):591-608. USA
5. Antonescu CR, WHO, Classification of Tumours Editorial B. Soft Tissue and Bone +1 520 887 2155
Tumours. Lyon: International Agency for Research on Cancer; 2020. +1 800 227 2155 (USA)
6.  Wei§S, Henderson-Jackson E, Qian X, et al. Soft Tissue Tumor www.roche.com
Immunohistochemistry Update: lllustrative Examples of Diagnostic Pearls to Avoid

Pitfalls. Arch Pathol Lab Med. 2017;141(8):1072-1091. @
7. Parham DM. Immunohistochemical Markers of Soft Tissue Tumors: Pathologic

Diagnosis, Genetic Contributions, and Therapeutic Options. Anal Chem Insights. Roche Diagnostics GmbH
2015;10:ACI. 832730. Sandhofer Strasse 116

8.  Miettinen M. Immunohistochemistry of Soft Tissue Tumours—Review with Emphasis  D-68305 Mannheim
on 10 Markers. Histopathology. 2014;64(1):101-118. Germany

9. Carson FL, Cappellano C. Histotechnology; A Self-Instructional Text, 5th edition. ~ +800 5505 6606
American Society for Clinical Pathology Press; 2020, 2022. c €

10.  Occupational Safety and Health Standards: Occupational exposure to hazardous 0123

chemicals in laboratories. (29 CFR Part 1910.1450). Fed. Register.
11, Directive 2000/54/EC of the European Parliament and Council of 24 June 2020 on
the protection of workers from risks related to exposure to biological agents at work.
12.  Roche PC, Hsi ED. Immunohistochemistry-Principles and Advances. Manual of
Clinical Laboratory Immunology, 6th edition. In: NR Rose, ed. ASM Press; 2002.

NOTA: En este documento se ha usado el punto como separador decimal para marcar el
borde entre la parte entera y la parte fraccionaria de los numerales con decimales. No se
han usado separadores para las unidades de millar.

El resumen de los aspectos de seguridad y rendimiento se puede ver a continuacion:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed
Simbolos

Ventana usa los siguientes simbolos y signos ademas de los indicados en la norma ISO
15223-1 (para EE. UU.: consulte elabdoc.roche.com/symbols para obtener mas
informacion al respecto).

GTIN NUmero mundial de articulo comercial

Identificacion Unica del dispositivo N
¥ Arny

Indica la entidad que ha importado el producto sanitario en la Union bt ‘\)j‘ oy
Europea prEs

HISTORIAL DE REVISIONES

Rev. | Actualizaciones

F Se han actualizado las secciones Advertencias y precauciones, Referencias
y Simbolos.

PROPIEDAD INTELECTUAL

VENTANA, BENCHMARK, CONFIRM, ultraView y el logotipo de VENTANA son marcas
comerciales de Roche. Todas las demas marcas comerciales pertenecen a sus
respectivos propietarios.

© 2023 Ventana Medical Systems, Inc.
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CONFIRM anti-S100 (4C4.9) Primary Antibody

790-2914

05278104001

N 50

USO PREVISTO

El anticuerpo CONFIRM anti-S100
(4C4.9) Primary Antibody es un
anticuerpo monoclonal de ratén
destinado a su uso en laboratorio para
la deteccion cualitativa
inmunohistoquimica de la proteina
5100 mediante microscopia ptica en
secciones de tejido fijado con formol y
embebido en parafina tefido con un
instrumento BenchMark IHC/ISH.

La interpretacion de este producto debe
correr a cargo de un anatomopatélogo
cualificado junto con un examen
histoldgico, la informacion clinica

Figura 1. Anticuerpo CONFIRM
anti-S100 (4C4.9) con presencia de
patrén de tincion citoplasmatica y
nuclear en tejido de melanoma.

pertinente y los controles adecuados.
Este anticuerpo esta destinado para uso diagndstico in vitro (IVD).

RESUMEN Y EXPLICACION

La familia de proteinas S100 consta de, al menos, 25 proteinas de bajo peso molecular
(9-13 kDa) con unién a calcio del ipo manos-EF." La mayor parte de estas proteinas son
homodimeros y heterodimeros en los que los monémeros estan unidos de forma no
covalente. La expresion de los miembros de la familia S100 se observa en una amplia
variedad de tipos de células y afectan a la regulacién de distintos procesos intracelulares,
como la contraccién, la motilidad, el crecimiento celular, la regulacion del ciclo celular y de
los factores de transcripcion y la fosforilacion de proteinas.’-2 Existen ciertas proteinas
S100 que se segregan o se liberan cuando aparece dafio celular y que desempefian
funciones extracelulares. -2

La expresion de S100 se observa en diversos tipos de células, como los melanocitos, los
astrocitos, las células de Langerhans, las células de tejido cartilaginoso y adiposo,
neurogliocitos y neuronas, células de Schwann y células mioepiteliales.’-3 Las neoplasias
que se derivan de este tipo de células también presentan expresién de S100, como los
melanomas, proliferaciones histiociticas elegidas, schwannomas, diferentes carcinomas
(como los de las glandulas salivales o sudoriparas), gliomas o neurilemas de nervios
periféricos (PNST).1.3

La deteccion de la proteina S100 mediante inmunohistoquimica (IHC) con CONFIRM
anti-S100 (4C4.9) Primary Antibody (anticuerpo CONFIRM anti-S100 (4C4.9)) puede
servir como marcador melanocitico y contribuir al diagnéstico diferencial de los tumores
melanociticos frente a aquellos que no lo son. Se puede utilizar como parte de un panel
de estudios de IHC. El patron de tincion es citoplasmatica y nuclear.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

El anticuerpo CONFIRM anti-S100 (4C4.9) es un anticuerpo monoclonal de ratén dirigido
contra la proteina S100 de cerebro bovino purificada. El anticuerpo CONFIRM anti-S100
(4C4.9) se une a la proteina S100 en las secciones de tejido fijado con formol y embebido
en parafina y presenta un patron de tincién citoplasmatica y nuclear. Este anticuerpo se
puede visualizar con OptiView DAB IHC Detection Kit (n.° cat. 760-700 / 06396500001),
con ultraView Universal DAB Detection Kit (n.° cat. 760-500 / 05269806001) o con
ultraVliew Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit (n.° cat. 760-501 /
05269814001). Consulte las hojas de datos correspondientes para obtener mas
informacion.

MATERIAL SUMINISTRADO
El anticuerpo CONFIRM anti-S100 (4C4.9) contiene reactivo suficiente para 50 pruebas.
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Un dispensador de 5 mL del anticuerpo CONFIRM anti-S100 (4C4.9) contiene
aproximadamente 50 pg de un anticuerpo monoclonal de ratén.

El anticuerpo se diluye en un tampén fosfato salino con una proteina transportadora y
ProClin 300 al 0.05 %, un conservante.

La concentracion del anticuerpo especifico es aproximadamente de 10 pg/mL. No se ha
observado ninguna reactividad del anticuerpo no especifica conocida en este producto.
El anticuerpo CONFIRM anti-S100 (4C4.9) es un anticuerpo monoclonal de ratén
producido como sobrenadante de cultivo celular purificado.

Consulte en la hoja de datos correspondiente del kit de deteccion de VENTANA las
descripciones detalladas de: Principio del procedimiento, Material y métodos, Recogida y
preparacion de muestras para andlisis, Procedimientos de control de calidad, Resolucién
de problemas, Interpretacion de los resultados y Limitaciones.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

No se suministran reactivos de tincion como los kits de deteccion de VENTANA ni
componentes auxiliares, incluyendo portaobjetos de control de tejido negativos y
positivos.

No todos los productos que aparecen en la hoja de datos estan disponibles en todos los
lugares. Consulte al representante local de asistencia técnica de Roche.

No se suministran los reactivos y materiales siguientes, pero pueden ser necesarios para
la tincion:

1. Tejido de control recomendado

Portaobjetos para microscopio con carga positiva

Negative Control (Monoclonal) (n.° cat. 760-2014 / 05266670001)

OptiView DAB IHC Detection Kit (n.° cat. 760-700 / 06396500001)

VENTANA Antibody Diluent with Casein (n.° cat. 760-219 / 06440002001)
ultraView Universal DAB Detection Kit (n.° cat. 760-500 / 05269806001)
ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit (n.° cat. 760-501 /
05269814001)

8.  EZ Prep Concentrate (10X) (n.° cat. 950-102 / 05279771001)

9. Reaction Buffer Concentrate (10X) (n.° cat. 950-300 / 05353955001)

10.  LCS (Predilute) (n.° cat. 650-010 / 05264839001)

11. ULTRALCS (Predilute) (n.° cat. 650-210 / 05424534001)

12.  Cell Conditioning Solution (CC1) (n.° cat. 950-124 / 05279801001)

13. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (n.° cat. 950-224 / 05424569001)
14, Hematoxylin Il (n.° cat. 790-2208 / 05277965001)

15.  Bluing Reagent (n.° cat. 760-2037 / 05266769001)

16.  Medio de montaje permanente

17.  Cubreobjetos de cristal

18.  Montador automatico

19.  Equipo de laboratorio de uso general

20. Instrumento BenchMark IHC/ISH

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Tras la recepcion y cuando no se utilice, consérvese entre 2y 8 °C. No lo congele.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
vuelva a poner el tapon del dispensador después de cada uso y almacene
inmediatamente el dispensador en la nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpos tienen una fecha de caducidad. Si se almacena
correctamente, el reactivo se mantendra estable hasta la fecha indicada en la etiqueta. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad.

PREPARACION DE MUESTRAS

Los tejidos fijados con formol y embebidos en parafina (FFPE) que se procesan de forma
habitual resultan adecuados para su uso con este anticuerpo primario cuando se utilizan
con los kits de deteccion de VENTANA vy los instrumentos BenchMark IHC/ISH. El fijador
de tejido recomendado es formol tamponado neutro al 10 %.4 Las secciones de tejido se
deben cortar con un grosor aproximado de 4 um y colocarse en portaobjetos cargados
positivamente. Los portaobjetos deben tefiirse inmediatamente, ya que la antigenicidad de
las secciones de tejido puede disminuir con el tiempo. Solicite a su representante de
servicio de Roche una copia de «Recommended Slide Storage and Handling» para
obtener mas informacion al respecto.

Se recomienda que los controles positivos y negativos se ejecuten simultaneamente con
muestras desconocidas.

IF-2024-39809462-APN-DVPCY AR#ANMAT
18060ES Rev F

No ok

Pagina22 de 71



4V .,
4 ®
TAv VENTANA

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Para uso diagnéstico in vitro (IVD).

1.
2.
3.

Solo para uso profesional.

PRECAUCION: En Estados Unidos, las normas nacionales restringen la venta de
este dispositivo a médicos autorizados o por orden de estos. (Rx Only)

No utilizar por encima del nimero especificado de ensayos.

La solucion ProClin 300 se utiliza como conservante en este reactivo. Esta
clasificada como irritante y puede ocasionar sensibilizacién por contacto con la piel.
Adopte precauciones razonables cuando la manipule. Evite el contacto de reactivos
con los 0jos, la piel y las membranas mucosas. Utilice ropa protectora y guantes.
Los portaobjetos con carga positiva pueden verse afectados por presiones
ambientales, dando lugar a una tincion incorrecta. Péngase en contacto con su
representante de servicio de Roche para obtener mas informacion sobre el uso de

este tipo de portaobjetos.

Los materiales de origen animal 0 humano deben manipularse como materiales
biopeligrosos para el medio ambiente y eliminarse con las precauciones
adecuadas. En caso de exposicion, deberan seguirse las directivas de las
autoridades sanitarias responsables.5.6

Evite el contacto de los reactivos con los ojos y las membranas mucosas. Si los
reactivos entran en contacto con zonas sensibles, lavelas con agua abundante.
Evite la contaminacién microbiana de los reactivos, dado que podria dar lugar a

resultados incorrectos.

Para obtener mas informacion sobre el uso de este dispositivo, consulte el Manual
del usuario del instrumento BenchMark IHC/ISH y las instrucciones de uso de todos
los componentes necesarios, que puede encontrar en dialog.roche.com.

Consulte a las autoridades locales o nacionales sobre el método de eliminacion

recomendado.

El etiquetado de seguridad de los productos sigue principalmente las directrices del
SGA de la UE. Esta disponible bajo peticion la hoja de datos de seguridad para los

usuarios profesionales.

Para comunicar la sospecha de incidentes graves relacionados con este dispositivo,

pdngase en contacto con su representante local de servicio Roche y con las
autoridades competentes del Estado o Pais Miembro de residencia del usuario.

Este anticuerpo contiene componentes clasificados como sigue de acuerdo con la
Normativa (CE) n.° 1272/2008:

Tabla 1. Informacion de riesgos.

Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden mostrar, imprimir y editar
segun el procedimiento descrito en el Manual del usuario de los instrumentos. Consulte la
hoja de datos del kit de deteccion VENTANA correspondiente para obtener mas detalles
sobre los procedimientos de tincidn de inmunohistoquimica.

Consulte la hoja de datos del dispensador en linea asociado con P/N 790-2914.

Tabla 2. Protocolo de tincién recomendado para el anticuerpo CONFIRM anti-S100
(4C4.9) con ultraView Universal DAB Detection Kit en instrumentos BenchMark IHC/ISH.

Método
Tipo de procedimiento ULTRA o
2 XT ULTRAPLUS @
Desparafinado Seleccionado Seleccionado Seleccionado
Acondicionamiento
celular . CC1, Suave CC1, Suave ULTRA CC1,
(desenmascaramiento Suave
del antigeno)
Anticuerpo (Primario) | 4 minutos, 37 °C | 4 minutos, 37 °C | 4 minutos, 36 °C

ultraBlock b 8 minutos

Contratincion Hematoxylin II, 4 minutos

Post-contratincion Bluing, 4 minutos

a Se demostré la concordancia entre los instrumentos BenchMark ULTRA y BenchMark
ULTRA PLUS mediante ensayos representativos.

b Utilice VENTANA Antibody Diluent with Casein en el paso ultraBlock.

Tabla 3. Protocolo de tincién recomendado para el anticuerpo CONFIRM anti-S100
(4C4.9) con ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit en instrumentos
BenchMark IHC/ISH.

Riesgo Cadigo Declaracion
Advertencia | H317 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.
P261 Evitar respirar el polvo/el humolel gas/la niebla/los
vapores/el aerosol.
Las prendas de trabajo contaminadas no podran
p272 .
sacarse del lugar de trabajo.
P280 Llevar guantes de proteccion.
P333 + En caso de irritacién o erupcion cutanea: Consultar a
P313 un médico.
P362 + Quitarse las prendas contaminadas y lavarlas antes de
P364 volver a usarlas.
Eliminar el contenido/el recipiente en una planta de
P501 L :
eliminacion de residuos aprobada.

Este anticuerpo contiene CAS n.° 55965-84-9, una masa de reaccion de: 5-cloro-2-metil-
2H-isotiazol-3-ona y 2-metil-2H-isotiazol-3-ona (3:1).

PROCEDIMIENTO DE TINCION

Los anticuerpos primarios VENTANA se han desarrollado para su uso en los instrumentos
BenchMark IHC/ISH junto con los kits de deteccion de VENTANA y sus accesorios.
Consulte las tablas que aparecen a continuacion para ver los protocolos de tincion
recomendados.

Este anticuerpo se ha optimizado para periodos de incubacidn especificos, pero el
usuario debe validar los resultados obtenidos con este reactivo.

2022-05-11
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Método
Tipo de procedimiento ULTRA o
94 a ULTRA PLUS 2
Desparafinado Seleccionado Seleccionado Seleccionado
Acondicionamiento
celular . CC1, Suave CC1, Suave ULTRA CCY,
(desenmascaramiento Suave
del antigeno)
Anticuerpo (Primario) 4 minutos, 8 minutos, 8 minutos,
P 37°C 37°C 36°C
ultraBlock b 8 minutos
Contratincion Hematoxylin Il, 4 minutos
Post-contratincion Bluing, 4 minutos

a Se demostré la concordancia entre los instrumentos BenchMark ULTRA y BenchMark
ULTRA PLUS mediante ensayos representativos.

b Utilice VENTANA Antibody Diluent with Casein en el paso ultraBlock.

Tabla 4. Protocolo de tincién recomendado para el anticuerpo CONFIRM anti-S100
(4C4.9) con OptiView DAB IHC Detection Kit en instrumentos BenchMark IHC/ISH.

Método
Tipo de procedimiento ULTRA o
X XT ULTRAPLUS 2
Desparafinado Seleccionado Seleccionado Seleccionado
Acondicionamiento
celular CCt, CC1, ULTR.A cct,
. : : 16 minutos,
(desenmascaramiento 8 minutos 16 minutos o
. 100 °C
del antigeno)
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CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Método
Tipo de procedimiento . - ULTRA o RENDIMIENTO DE ANALISIS
e ULTRAPLUS 2 Las pruebas de tincion para especificidad, sensibilidad y precision se realizaron y los
o - resultados se indican a continuacion.
Inhibidor preprimario Seleccionad Seleccionad Seleccionad o S
de peroxidasa eleccionado eleccionado eleccionado Sensibilidad y especificidad
! . ! Tabla 5. La sensibilidad/especificidad del anticuerpo CONFIRM anti-S100 (4C4.9) se
. L 4 minutos, 4 minutos, 4 minutos, L . "
Anticuerpo (Primario) 37°C 37°C 36°C determiné analizando tejidos normales FFPE.
OptiView HQ Linker 8 minutos (predeterminado) 2 c_k.e €asos e ‘f"? casos
positivos/ positivos/
OptiView HRP . . Tejido total Tejido total
Multimer 8 minutos (predeterminado) .
Cerebro 3/3 Timo 073
Opcion 2 b 8 minutos
Cerebelo 3/3 Médula ésea 0/3
Contratincion Hematoxylin II, 4 minutos
Post-contratincion Bluing, 4 minutos Glandula suprarrenal @ 213 Pulmén 053
a Se demostré la concordancia entre los instrumentos BenchMark ULTRA y BenchMark Ovario 0/3 Mesotelio del pulmon 0/3
ULTRA PLUS mediante ensayos representativos. - X -
b Opci6n 2 para el uso de VENTANA Antibody Diluent with Casein. Pancreas 23 Corazon o3
Ganglio linfatico 0/3 Esofago 0/3
Debido a variaciones en la fijacion y el procesamiento del tejido, asi como a las i ,, ;
condiciones generales de los instrumentos y del entorno del laboratorio, puede que sea Glandula parafiroidea 013 Estomago 03
necesgr_io aumentar o disminuir el tiempo de ﬁnoubaoién del anticuerp(_)’primario, el Hipofisis (pituitaria) 03 Intestino delgado 03
acondicionamiento celular o tratamiento previo de la proteasa en funcion de las muestras
particulares, de la deteccion que se haya utilizado y de las preferencias del lector. Para Testiculos ¢ 2/3 Colon 0/3
obtener mas informacion sobre las variables de fijacion, consulte «lImmunohistochemistry
Principles and Advances».” Tiroides 0/4 Higado 0/3
CONTROL DE REACTIVO NEGATIVO Mama d 13113 Glandula salival 0/3
Ademas de la tincion con el anticuerpo CONFIRM anti-S100 (4C4.9), se debe tefiir un B 03 Rifi6 03
segundo portaobjetos con el reactivo de control negativo correspondiente. azo non
CONTROL DE TEJIDO POSITIVO Amigdala 073 Préstata 0
La practica de laboratorio dptima consiste en incluir una seccién de control positivo en el Endometrio 0/3 Cuello del itero 0/3
mismo portaobjetos que el tejido de la prueba. Esto contribuye a identificar fallos al aplicar - -
los reactivos al portaobjetos. Un tejido con una tincién débil positiva es mas adecuado Musculo esquelético 013 Piel 46/47
para el control de calidad. El tejido de control puede contener elementos de tincion tanto - . N
positiva como negativa y ambos sirven como control positivo y negativo. El tejido de Nervio periférico 1010 Vejiga 053

control debe ser una muestra de autopsia reciente, biopsia o cirugia preparada o fijada
con la mayor brevedad con un proceso idéntico al de las secciones de prueba.

Los controles de tejido positivos conocidos solo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los reactivos y los instrumentos, y no como ayuda para
establecer un diagnéstico especifico de las muestras de prueba. Si los controles de tejido
positivos no muestran una tincion positiva, los resultados de las muestras de la prueba se
deben considerar no validos.

El tejido de control positivo recomendado es de apéndice. Las células de Schwann en
fibras de nervios periféricos y las células satélite ganglionares de las capas muscular y
submucosa deberian presentar una tincién positiva fuerte, igual que los adipocitos y las
células dendriticas y macréfagos de lamina propia. Las células epiteliales deberian
presentar tincion negativa.

INTERPRETACION DE LAS TINCIONES Y RESULTADOS PREVISTOS
El patron de tincion celular del anticuerpo CONFIRM anti-S100 (4C4.9) es nuclear y
citoplasmatica.

LIMITACIONES ESPECIFICAS

La deteccion mediante el sistema de deteccion OptiView es, por lo general, mas sensible
que la de otros sistemas de deteccion. El usuario debe validar los resultados obtenidos
con este reactivo y los sistemas de deteccion.

Es posible que no estén todos los ensayos registrados en cada instrumento. Péngase en
contacto con el representante local de servicio Roche para obtener mas informacion.

2022-05-11 pr & / 3/5
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a Células sustentaculares; b Células de islotes; ¢ Células de Sertoli; d Células

mioepiteliales

Tabla 6. La sensibilidad/especificidad del anticuerpo CONFIRM anti-S100 (4C4.9) se
determiné analizando una variedad de tejidos neoplasicos FFPE.

N.° de casos
Patologia positivos/total
Glioblastoma (cerebro) 22
Meningioma (cerebro) 2/4
Ependimoma (cerebro) 212
Oligodendroglioma (cerebro) 17
Carcinoma seroso (ovario) 17
Carcinoma (ovario) 0/1
Neoplasia neuroendocrina (pancreas) 0/1
Adenocarcinoma (pancreas) 0/1
Seminoma (testiculos) 0/1
Carcinoma embrionario (testiculos) 01
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N.° de casos N.° de casos

Patologia positivos/total Patologia positivosi/total
Carcinoma medular (tiroides) 17 Enfermedad de Paget (mama) 0/1
Carcinoma papilar (tiroides) on Liposarcoma 8/8
Carcinoma ductal invasivo (mama) 0/8 Oligoastrocitoma 17
Carcinoma de células pequefias (pulmén) 0/1 Astrocitoma 22
Carcinoma de células escamosas (pulmén) 0/2 Gliosarcoma il
Adenocarcinoma (pulmén) 011 Linfoma de linfocitos T periférico, sin especificar 17
Adenocarcinoma (es6fago) 0/1 Neurilemoma maligno de nervios periféricos (MPNST) 6/20
Adenocarcinoma mucinoso (estémago) 011 Tumor embrionario del SNC 0/2
Adenocarcinoma (intestino delgado) on Schwannoma 1112
Tumor estromal gastrointestinal (GIST) (intestino delgado) 0/1 Ganglioneuroma 22
Adenocarcinoma (colon) on
Tumor estromal gastrointestinal (GIST) (colon) 0/1 Precision

Se llevaron a cabo estudios de precision con el anticuerpo CONFIRM anti-S100 (4C4.9)
Adenocarcinoma (recto) 0/1 para demostrar:
Tumor estromal gastrointestinal (GIST) (recto) on ¢ La precision entre lotes del anticuerpo.

: . La precision dentro de la sesion y entre dias en un instrumento BenchMark ULTRA.
Carcinoma hepatocelular (higado) 0 e Laprecision entre instrumentos en los instrumentos BenchMark GX, BenchMark XT
Hepatoblastoma (higado) 0/1 y BenchMark ULTRA.

. La precision entre plataformas entre los instrumentos BenchMark GX, BenchMark
Carcinoma de células claras (rifion) 01 XT y BenchMark ULTRA.
Adenocarcinoma (préstata) 02 Todos los e?tUdIOS cluln'1pl|eroln los criterios de aceptacion. .

Se demostré la precision del instrumento BenchMark ULTRA PLUS mediante ensayos
Leiomioma (Utero) on representativos. Entre los estudios que se llevaron a cabo figuraban la repetibilidad entre

- - sesiones y la precision intermedia entre dias y entre andlisis. Todos los estudios

Carcinoma (Utero) o cumplieron los criterios de aceptacion.
Carcinoma de células claras (Utero) on RENDIMIENTO CLINICO
Carcinoma de células escamosas (cuello uterino) 02 Los datos de rendimiento clinico pertinentes para el uso previsto del anticuerpo
CONFIRM anti-S100 (4C4.9) se evaluaron mediante revision sistematica de la
Rabdomiosarcoma embrionario (musculo estriado) 0/1 documentacion oportuna. Los datos obtenidos respaldan la utilizacion del dispositivo de
acuerdo con su uso previsto.
Melanoma (recto) 17
REFERENCIAS
Carcinoma de células basales (piel) ot 1. Halawi A, Abbas O, Mahalingam M. $100 proteins and the skin: a review. J Eur
Carcinoma de células escamosas (piel) 0N Acad Dermatol Venereol. 20.14;28(4):405-41.4' .
2. Donato R, Cannon BR, Sorci G, et al. Functions of S100 proteins. Curr Mol Med.
Neurofibroma (lumbar) 57 2013;13(1):24-57.
- 3. Ordonez NG. Value of melanocytic-associated immunohistochemical markers in the
Neuroblastoma (retroperitoneo) o diagnosis of malignant melanoma: a review and update. Human Pathology.
Mesotelioma (peritoneo) 0/1 2014;45(2):191_'205' ) i .
4. Carson F, Hladik C. Histotechnology: A Self Instructional Text, 3rd edition. Hong
Carcinoma urotelial (vejiga) 0/1 Kong: American Society for Clinical Pathology Press; 2009.
— - 5. Occupational Safety and Health Standards: Occupational exposure to hazardous
Leiomiosarcoma (vejiga) 072 chemicals in laboratories. (29 CFR Part 1910.1450). Fed. Register.
. . : : 6.  Directive 2000/54/EC of the European Parliament and Council of 18 September
R lulas fusif 1

abdomiosarcoma de células fusiformes (peritoneo) o 2000 on the protection of workers from risks related to exposure to biological agents
Linfoma de linfocitos B, sin especificar (ganglio linfatico) 0/3 at work.

: : —— 7. Roche PC, Hsi ED. Inmunohistochemistry-Principles and Advances. Manual of
Linfoma de Hodgkin (ganglio linfatico) on Clinical Laboratory Immunology, 6th edition. In: NR Rose, ed. ASM Press; 2002.
Linfoma anaplésico de células grandes (ganglio linfatico) o NOTA: En este documento se ha usado eI_ punt_o como separador decimal para marcar el

borde entre la parte entera y la parte fraccionaria de los numerales con decimales. No se
Melanoma 41/45 han usado separadores para las unidades de millar.
- — ) El resumen de los aspectos de seguridad y rendimiento se puede ver a continuacion:
Carcinoma lobulillar invasivo (mama) 0/2 .
https://ec.europa.eu/tools/eudamed
IF-2024-39809462-APN-DVPCY AR#¥ANMAT
2022-05-11 415 18060ES Rev F
FT0700-410t

Pagina 25 de 71



4V .
4 @]
7ar YENTANA

Simbolos

Ventana usa los siguientes simbolos y signos ademas de los indicados en la norma ISO
15223-1 (para EE. UU.: consulte en dialog.roche.com la definicion de los simbolos

):

[t
w
QO
[=%
o
w

TIN Numero mundial de articulo comercial

Identificacion anica del dispositivo

Indica la entidad que ha importado el dispositivo médico a la Union
Europea

® g2

HISTORIAL DE REVISIONES

Rev. Actualizaciones

F Se han actualizado las secciones Principio del procedimiento,
Materiales suministrados, Preparacion de muestras, Advertencias y
precauciones, Procedimiento de tincién, Control de reactivo
negativo, Rendimiento de analisis, Simbolos e Informacion de
contacto.

Se ha afiadido el instrumento BenchMark ULTRA PLUS.

PROPIEDAD INTELECTUAL N

VENTANA, BENCHMARK, CONFIRM, OPTIVIEW ultraView y el logotipo de VENTANA
son marcas comerciales de Roche. Todas las demas marcas comerciales pertenecen a
sus respectivos propietarios.

© 2022 Ventana Medical Systems, Inc. -
INFORMACION DE CONTACTO

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
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FITC Anti-IgG Primary Antibody
Referencia 760-2680

INDICACIONES Y USO
Uso previsto
Este anticuerpo es para uso diagndstico in vitro.

FITC anti-IgG (immunoglobulin G) Primary Antibody de Ventana® Medical Systems
(Ventana) es un anticuerpo policlonal procedente de cabra marcado con fluoresceina y
dirigido especificamente contra la IgG humana. Este reactivo debe utilizarse junto con un
panel de anticuerpos para ayudar a la identificacion de la inmunoglobulina G en tejidos
diana de la IgG (por ejemplo, para el diagndstico de patologias renales o dérmicas). FITC
anti-IgG esté previsto para la tincién cualitativa en laboratorio de cortes de tejido
congelado en un Automated Slide Stainer de Ventana.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o la ausencia de tincién deben
complementarse con estudios morfolégicos y evaluacion de los controles apropiados. La
evaluacion la debe realizar un anatomopatdlogo cualificado en el contexto de la historia
clinica del paciente y de otras pruebas diagnésticas.

Resumen y explicacion

Se han utilizado anticuerpos fluorescentes para detectar antigenos especificos en células
o tejidos durante mas de 40 afiosL. En la publicacion de Faulk y Humans? se puede
encontrar una vision de conjunto informativa del uso de anticuerpos conjugados con FITC
como marcadores inmunofluorescentes eficaces y especificos para los antigenos
celulares. El uso de la técnica de inmunofluorescencia ha provocado un mejor
entendimiento general de las patologias renales,3 y dérmicas4.

FITC anti-IgG contiene un anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra IgG humana
purificada. El anticuerpo se obtiene mediante purificacion de la fraccién gammaglobulina
de cabra, seguida de reaccion con isotiocianato de fluoresceina. A continuacion se
elimina el exceso de fluorocromo mediante dialisis y la globulina conjugada se fracciona
en celulosa DEAE para eliminar la proteina con exceso o defecto de marcajed.- Se ha
descrito la deteccién mediante inmunofluorescencia de IgG en tejido renal6:7.8y
dérmico%4 humano. El Anti-IgG se une de manera especifica a las porciones de cadena
pesada de la inmunoglobulina G humana.

Principios y procedimientos

FITC anti-lgG puede usarse como el anticuerpo primario para la tincion
inmunohistoquimica de las secciones de tejido congelado. En general, la tincion
inmunohistoquimica permite la visualizacién de los antigenos mediante la aplicacion
secuencial de un anticuerpo especifico (anticuerpo primario) frente al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de unién) frente al anticuerpo primario, un complejo
enzimético y un sustrato cromégeno, con pasos de lavado intermedios. La activacion
enzimatica del cromégeno da lugar a un producto de reaccion visible en la localizacion del
antigeno. Para los anticuerpos marcados directamente con FITC el fluorocromo esta
ligado al anticuerpo primario y, por tanto, no se requiere un anticuerpo secundario o una
etapa de deteccién cromdgena. El anticuerpo primario se une de manera especifica al
antigeno diana y por tanto puede visualizarse. Los resultados se interpretan con un
microscopio de fluorescencia con el juego apropiado de filtros y facilitan el diagndstico
diferencial de procesos fisiopatolégicos que pueden estar asociados o no con un antigeno
concreto.

FITC anti-IgG se ha prediluido dptimamente para su uso con los equipos de tincién
automatizados. Cada paso del protocolo de tincién incluye una incubacion durante un
tiempo preciso y a una temperatura especifica. Al final de cada paso de incubacion, los
cortes se aclaran en el Automated Slide Stainer de Ventana para detener la reaccion y
eliminar el material no ligado que podria impedir la reaccion deseada en los pasos
posteriores. Para minimizar la evaporacion de los reactivos acuosos del portaobjetos que
contiene la muestra, se aplica la solucién cubreobjetos en el médulo de tincion
automatizado. Consultar en el Manual de Usuario del Automated Slide Stainer de Ventana
los detalles especificos del funcionamiento del instrumento.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos suministrados

FITC anti-IgG contiene suficiente reactivo para realizar 50 pruebas.
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1 Dispensador de 5 mL de FITC anti-lgG; contiene aproximadamente 817 g
(163,4 pg/mL) de anticuerpos policlonales de cabra dirigidos contra IgG humana. El
anticuerpo se diluye en tampdn derivado del tampon tris que contiene una proteina
transportadora y conservante.

La concentracion de proteina total del reactivo es aproximadamente de 600 pg/mL.
Reconstitucion, mezcla, dilucién y titulacién

Este anticuerpo se ha optimado para su uso en un Ventana Automated Slide Stainer No
se requiere su reconstitucion, mezcla, dilucion ni titulacion.

Una dilucién posterior puede dar lugar a una pérdida de tincién. El usuario debe validar
cualquier cambio que se produzca. Las diferencias de procesamiento del tejido y del
procedimiento técnico del laboratorio pueden producir una variabilidad significativa de los
resultados, necesitandose el uso periédico de controles (Consultar el apartado de
Procedimientos de control de calidad).

Material y reactivos necesarios y no suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para la tincion pero no se
proporcionan:

1. Portaobjetos cargados positivamente

Controles de tejido positivo y negativo

Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 70 °C +5 °C

Etiquetas con cddigo de barras (apropiadas para el control negativo y para el

anticuerpo primario a prueba)

Acetona

Cubetas o bafios de tincion

Cronémetro

Agua desionizada o destilada

ES®, NexES® IHC, BenchMark® y BenchMark XT Automated Slide Stainers

Software especifico para el kit de deteccion (s6lo para el ES Automated Slide

Stainer)

11.  Solucién APK Wash concentrada de Ventana (10X) (ES y NexES IHC Automated
Slide Stainers)

12.  Solucién prediluida Low Temperature Liquid Coverslip™ de Ventana (ES y NexES
IHC Automated Slide Stainers)

13.  Solucién Reaction Buffer concentrada (10X)* de Ventana (BenchMark y BenchMark
XT Automated Slide Stainers)

14, Solucién prediluida High Temperature Liquid Coverslip de Ventana (BenchMark y
BenchMark XT Automated Slide Stainers)

15.  Medio de montaje acuoso, adecuado para fluorescencia

16.  Cubreobjetos

17. Microscopio de epifluorescencia (20 — 80X) equipado con un filtro de FITC

* Segln sea necesario para las aplicaciones especificas.
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Conservacion y manipulacion

Conservar a 2 — 8 °C. No congelar. El usuario debe validar cualquier condicién de
almacenamiento que no sea una de las especificadas en el prospecto.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
tras cada proceso se debe volver a poner el tapén y almacenar el dispensador en la
nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. El reactivo es
estable hasta la fecha indicada en la etiqueta cuando se almacena correctamente. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad para el método de almacenamiento
descrito.

No hay signos definitivos que indiquen la inestabilidad de este producto, por lo que los
controles positivos y negativos deben analizarse simultineamente con muestras
desconocidas. Debera contactar inmediatamente con el distribuidor local de Ventana si
observa signos de inestabilidad del reactivo.

Extraccién y preparacion de la muestra para su analisis

Cuando se procesan segun el procedimiento habitual, los tejidos congelados son
adecuados para el uso con este anticuerpo primario cuando se utiliza con un Automated
Slide Stainer de Ventana (véase la seccién Material y reactivos necesarios no
suministrados). El fijador de tejido recomendado es 10 minutos en acetona fria. Pueden
producirse resultados variables como consecuencia de una fijacion prolongada o de
procesos especiales, como la descalcificacién de las muestras de médula 6sea.

Cada corte debe tener el grosor apropiado y se pondra en un portaobjetos de vidrio

cargado positivamente. | F-2024-39809462-APN-DVPCY AR#ANMAT
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AVISOS Y PRECAUCIONES

1. Adoptar las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. Usar
guantes desechables cuando se manipulen materiales potencialmente
carcinbgenos o téxicos (como, por ejemplo, xileno o formaldehido).

2. Nofumar, comer o beber en las reas en que se estdn manipulando las muestras o
los reactivos.

3. Evitar el contacto de los reactivos con los 0jos y las mucosas. Si se produce el
contacto con areas sensibles, lavar con agua abundante.

4. Las muestras del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben
tratarse como si fuesen materiales potencialmente infecciosos y desecharse con las
precauciones adecuadas. Nunca pipetear con la boca.

5. Evitar la contaminacién microbiana de los reactivos, ya que podrian producirse
resultados incorrectos.

6.  Lostiempos y las temperaturas de incubacion que no sean los que se especifican
pueden dar resultados erréneos. El usuario debe validar cualquier cambio que se
produzca.

7. Ladilucion de los reactivos es la 6ptima y una dilucion posterior puede dar lugar a
la pérdida de tincién. El usuario debe validar cualquier cambio que se produzca.

8. Este producto no se clasifica como sustancia peligrosa cuando se usa segun las
instrucciones. El conservante del reactivo es ProClin 300. Los sintomas de
sobreexposicién a ProClin 300 consisten en irritacién de la piel y los ojos, e
irritacion de las mucosas y las vias respiratorias altas. La concentracion de
ProClin 300 en este producto es del 0,05 % y no cumple los criterios OHSA
(Occupational Safety & Health Administration) de sustancia peligrosa. En sujetos
sensibles es posible la aparicién de reacciones alérgicas sistémicas.

9. Consulte las autoridades locales o nacionales sobre el método recomendado de
eliminacion.

INSTRUCCIONES DE USO

Procedimiento detallado

Los Primary Antibodies de Ventana se han optimizado para su uso con un Automated
Slide Stainer de Ventana junto a los Detection Kits de Ventana y sus accesorios. Los
protocolos de tincién recomendados para los modulos de tincién automatizados se
exponen en la Tabla 1. Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden
mostrar, imprimir o cambiar siguiendo el procedimiento descrito en el Manual del Usuario.
Otros parametros operativos de los mddulos de tincién automatizados vienen
configurados de fabrica.

Tabla 1. Protocolos de tincién recomendados para FITC Anti-lgG
Tipo de procedimiento Plataforma o método

BenchMark o
ES 0 NexES IHC BenchMark XT
Seleccion de protocolos Congelado Congelado
Desparafinacion N/A N/A

Acondicionamiento
celular
(desenmascaramiento
del antigeno)

No se requiere No se requiere

Enzima (Protease) No se requiere No se requiere

) o FITC Anti-lgG, FITC Anti-IgG,
Anticuerpos (primarios) ) )
8 minutos 8 minutos
Contratincion N/A N/A

Los procedimientos de tincién en los Automated Slide Stainers de Ventana son los
siguientes: Se pueden consultar instrucciones mas detalladas y opciones de protocolo
adicionales en el Manual del Usuario.

Para todos los instrumentos

1. Pegar una etiqueta con el cédigo de barras adecuado al protocolo de anticuerpo por
realizar.

2. Cargar el anticuerpo primario en la bandeja de reactivos y colocarla en el médulo
de tincién automatizado. Comprobar los liquidos y los residuos.

3. Poner los portaobjetos en el mddulo de tincién automatizado.

4. Comenzar el proceso de tincion.

5. Cuando finalice el proceso, sacar los portaobjetos del modulo de tincidn
automatizado.

6. Con el cromdgeno FITC, evitar la deshidratacion y limpiar. Montar los portaobjetos
tefiidos con el anticuerpo primario FITC con un medio de montaje acuoso. La
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eliminacion eficaz de la solucion Liquid Coverslip de los portaobjetos tras retirarlos
del instrumento reduce en gran medida la autofluorescencia de fondo. Para
conseguirlo, aclarar bien los portaobjetos con APK wash o Reaction Buffer. A
continuacion los portaobjetos se pueden aclarar en agua destilada y cubrir con
cubreobjetos. Los portaobjetos tefiidos deben leerse el mismo dia de la tincion, y
deben almacenarse en un lugar oscuro en un ambiente frio (20 °C). Los
portaobjetos tefiidos con los anticuerpos primarios FITC no son estables, pero la
tincion puede conservarse si los anticuerpos se almacenan a-20 °C 6-80 °C en la
oscuridad. Los portaobjetos tefiidos con los anticuerpos primarios FITC pueden
extinguirse con el tiempo o con una exposicion prolongada a la luz. Evitar la
exposicion a la luz.

Procedimientos de control de calidad
Control de tejido positivo

Se debe procesar un control de tejido positivo cada vez que se realice el procedimiento
de tincién. Un ejemplo de un control positivo con FITC anti-IgG es la amigdala o un
ganglio linfatico congelados. Los componentes tisulares que muestran tincion positiva
(tincion de los linfocitos de los centros germinales) se utilizan para confirmar que el
anticuerpo se ha aplicado y que el instrumento funciona correctamente. Este tejido puede
contener células o componentes de tejido que se tifian tanto positiva como negativamente
y sirven como tejidos de control positivo y negativo a la vez. Los tejidos de control deben
ser muestras frescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o fijadas con la mayor
brevedad con un proceso idéntico al de los cortes en estudio. Estos tejidos pueden
monitorizar todos los pasos del procedimiento, desde la preparacion del tejido a su
tincion. El uso de un corte de tejido fijado 0 procesado de forma diferente a la muestra en
estudio permitira el control de todos los reactivos y pasos del método excepto la fijacion y
el procesado del tejido.

Un tejido que tiene una tincion positiva débil es mas adecuado para un control de calidad
Optimo y para detectar los niveles menores de degradacion del reactivo.

Los controles de tejido positivos conocidos sélo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los tejidos procesados y de los reactivos de la prueba, y no
como ayuda para establecer un diagnéstico especifico en las muestras del paciente. Si
los controles positivos del tejido no muestran una tincion positiva, los resultados de las
muestras en estudio se deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El mismo tejido que se usa como control de tejido positivo puede usarse como control de
tejido negativo. La variedad de tipos celulares presentes en la mayoria de los cortes de
tejido ofrecen zonas para un control negativo interno, pero el usuario debe confirmarlo.
Los componentes que no tifien deben demostrar la ausencia de tincion especifica e
indican una tincién inespecifica de fondo. Si se produce una tincion especifica en los las
areas de control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se deben
considerar no validos.

Discrepancias no explicadas

Las discrepancias no explicadas de los controles se deben comunicar inmediatamente al
distribuidor local de Ventana. Si los resultados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultados del paciente no son validos. Ver la seccién Resoluciéon de
problemas de este prospecto. Identificar y corregir el problema, y repetir las muestras del
paciente.

Verificacion del ensayo

Antes del uso inicial de un anticuerpo o sistema de tincién en un procedimiento
diagndstico, se debe verificar la especificidad del anticuerpo estudiandolo en tejidos con
caracteristicas de comportamiento conocidas ante la inmunohistoquimica representando
a tejidos positivos y negativos conocidos (consultar los Procedimientos de control de
calidad expuestos previamente en esta seccion del prospecto y las recomendaciones de
Control de Calidad del College of American Pathologists Laboratory Accreditation
Program, Anatomic Pathology Checklist,10 y la NCCLS Approved Guidelinel?. Estos
procedimientos de control de calidad deben repetirse con cada nuevo lote de anticuerpo o
siempre que se modifiquen los parametros del procedimiento. Los tejidos mencionados en
la seccion Resumen de resultados esperados son los adecuados para verificar el ensayo.

Interpretacion de los resultados

El procedimiento de inmunotincién automatizada de Ventana hace que se visualice el
antigeno diana con el anticuerpo primario marcado y el fluorocromo unido. Los
anticuerpos marcados con FITC dan un producto de reaccion de color verde manzana. Un
anatomopatélogo con experiencia en procedimientos inmunohistoquimicos debe evaluar
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Control de tejido positivo

El control de tejido positivo tefiido debe examinarse antes de afirmar que todos los
reactivos funcionan correctamente. La presencia de un producto de reaccion con el color
apropiado dentro de las células diana indica una reactividad positiva. Si el control positivo
de tejido no muestra una tincion positiva, los resultados de las muestras en estudio se
deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El control de tejido negativo debe examinarse después del control de tejido positivo para
verificar que el anticuerpo primario marca especificamente el antigeno diana. La ausencia
de una tincién especifica del control de tejido negativo confirma la ausencia de reactividad
cruzada del anticuerpo con células o componentes celulares. Si se produce una tincién
especifica en el control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se
deben considerar no validos.

La tincién inespecifica, cuando aparece, es de color entre amarillo brillante y verdoso.
Esporéadicamente también se puede observar una tincién clara del tejido conjuntivo en los
cortes de tejidos fijados excesivamente. Puede aparecer autofluorescencia en muestras
de tejidos tefiidos. Deben usarse las células intactas para interpretar los resultados de la
tincion. A menudo, las células necréticas o degeneradas se tifien inespecificamente.

Tejido del paciente

Las muestras del paciente deben examinarse en dltimo lugar. La intensidad de la tincién
positiva debe evaluarse en el contexto de la tincién de fondo del control negativo de
reactivo. Como sucede con todas las pruebas inmunohistoguimicas, un resultado
negativo significa que el antigeno en cuestion no se detectd y no que el antigeno esté
ausente de las células o tejido estudiados. Si es necesario, utilizar un panel de
anticuerpos para facilitar la identificacion de reacciones falso negativas (ver la seccion
Resumen de resultados esperados). También debe examinarse la morfologia de cada
muestra de tejido utilizando un corte tefiido con hematoxilina y eosina cuando se
interpreta el resultado de una prueba de inmunohistoquimica. Los resultados morfoldgicos
del paciente y sus datos clinicos pertinentes deben ser interpretados por un
anatomopatdlogo cualificado.

LIMITACIONES

Limitaciones generales

1. Lainmunohistoquimica es un proceso diagndstico de varios pasos que requiere una
formacién especializada en la seleccion adecuada de los reactivos, tejidos, fijacion,
procesado, preparacion del portaobjetos para inmunohistoquimica e interpretacion
de los resultados de tincion.

2. Latincién de los tejidos depende de la manipulacién y el procesado de los mismos
antes de la tincién. Una fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado,
calentado o corte inadecuados o la contaminacion con otros tejidos o liquidos
puede producir artefactos, bloqueo del anticuerpo o falso negativos. Pueden
obtenerse resultados incoherentes por variaciones en los métodos de fijacion e
inclusién o por las irregularidades inherentes del propio tejido.

3. Lainterpretacion clinica de una tincién positiva, o de su ausencia, debe evaluarse
en el contexto de la historia clinica, la morfologia y otros criterios histopatoldgicos.
La interpretacion clinica de cualquier tincion, o la ausencia de tincion, debe
completarse con los estudios morfoldgicos y controles adecuados, ademas de otras
pruebas diagndsticas. Este anticuerpo esta previsto para su uso en un panel de
anticuerpos. Es responsabilidad de un anatomopatdlogo cualificado familiarizarse
con los anticuerpos, reactivos y métodos usados para obtener una preparacion
tefiida. La tincion se debe realizar en un laboratorio certificado, con la supervisién
de un anatomopatélogo responsable de la revision de los portaobjetos tefiidos y de
la verificacion de la idoneidad de los controles negativos y positivos.

4. Ventana suministra anticuerpos y reactivos a una dilucién 6ptima para su uso,
siempre que se sigan las instrucciones proporcionadas. Cualquier desviacion de los
procedimientos del método recomendado puede invalidar los resultados esperados.
Se deben utilizar y documentar los controles apropiados. Los usuarios que se
desvien de los procedimientos recomendados del método deben aceptar su
responsabilidad en la interpretacion de los resultados del paciente en esas
circunstancias.

5. Este producto no esta disefiado para la citometria de flujo. No se han determinado
las caracteristicas de su comportamiento.

6.  Los reactivos pueden demostrar reacciones inesperadas en tejidos previamente no
estudiados. No es posible excluir totalmente la posibilidad de reacciones
inesperadas aun en grupos de tejido estudiados, debido a la variabilidad biolégica
de la expresion del antigeno en neoplasias u otros tejidos patolégicos12. Contactar
con el distribuidor local de Ventana en caso de reacciones inesperadas.
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7.

8.

Pueden verse resultados falso positivos debido a la unién de proteinas por
mecanismos no inmunitarios.

Como sucede con todas las pruebas de la inmunohistoquimica, un resultado
negativo significa que el antigeno no se detectd y no que el antigeno estuviese
ausente de las células o tejido estudiados.

Limitaciones especificas

1.

El anticuerpo se ha optimado para un tiempo de incubacion de 8 minutos cuando se
usa con los Automated Slide Stainers de Ventana. Debido a variaciones en la
fijacion del tejido, puede ser necesario aumentar o disminuir el tiempo de
incubacion del anticuerpo primario en muestras individuales. Para mas informacion
sobre las variables de fijacién, consultar “Immunohistochemistry — Principles and
Advances” 13,

El anticuerpo detecta los antigenos que sobreviven a la fijacion y el corte
habituales. Los usuarios que se desvien de los procedimientos recomendados del
método son responsables de la interpretacion y validacion de los resultados del
paciente.

RESUMEN DE LOS RESULTADOS ESPERADOS

1.

La especificidad de FITC anti-lgG se determind mediante un estudio que demostré
la tincién adecuada de tejidos normales y enfermos. Se analizaron dieciséis tipos
de tejidos normales con FITC Anti-lgG. Los 16 tipos de tejidos normales fueron:
rifién, amigdala, higado, bazo, pulmén, ganglio linfatico, corazon, piel, estémago,
cerebro, Utero, prostata, intestino delgado, nervios, mesotelio y tiroides. Se observo
tincioén negativa en higado, bazo, pulmén, corazén, piel, estémago, cerebro, Utero,
préstata, intestino delgado, nervios, mesotelio y tiroides. Se observé cierta
autoflorescencia inespecifica en rifién, higado, pulmon, y estémago. Se observo
cierta tincion positiva débil de las células B inmaduras en amigdala y ganglio
linfatico. Se tifieron diez biopsias de piel enferma y 3 biopsias de rifién enfermo con
FITC Anti-IgG. Las 13 muestras clinicas produjeron los resultados clinicamente
positivos esperados.

La sensibilidad depende de la conservacion del antigeno. Cualquier manipulacion
inadecuada del tejido durante la fijacion, corte, embebido o aimacenamiento que
altere la antigenicidad debilita la deteccion de IgG con FITC anti-IgG y puede dar
resultados falso negativos.

La reproducibilidad intraanlisis de las tinciones con FITC anti-IgG se determin
mediante la tincién de 5 portaobjetos que contenian los mismos tejidos en la misma
sesion del instrumento. Todos los portaobjetos se tifieron positivamente. Todos los
portaobjetos se tifieron con la misma intensidad. Los usuarios deben verificar la
reproducibilidad intraanalisis de los resultados, tifiendo varios juegos de cortes
seriados con una densidad de antigeno baja, media y alta en un solo proceso.

La reproducibilidad interanlisis de las tinciones con FITC anti-IgG se determind
mediante la tincion de portaobjetos que contenian los mismos tejidos en 5 sesiones
del instrumento diferentes. Todos los portaobjetos se tifieron positivamente. Todos
los portaobjetos se tifieron con una intensidad similar. Los usuarios deben verificar
la reproducibilidad interandlisis de los resultados, tifiendo varios juegos de cortes
seriados con una densidad de antigeno baja, media y alta en dias distintos.

RESOLUCION DE PROBLEMAS

1.
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Si el control positivo tiene una tincion mas débil de lo esperado, se deben
comprobar los demas controles positivos procesados durante el mismo
procedimiento instrumental, 0 ensayo, para determinar si se debe al anticuerpo
primario 0 a uno de los reactivos secundarios habituales.

Si el control positivo es negativo, se debera comprobar que el portaobjetos tiene la
etiqueta de codigo de barras adecuada. Si el portaobjetos se ha etiquetado
correctamente, se deben comprobar los deméas controles positivos procesados
durante el mismo procedimiento instrumental para determinar si se debe al
anticuerpo primario 0 a uno de los reactivos secundarios habituales. Los tejidos
pueden haber sido obtenidos, fijados o desparafinados incorrectamente. Debe
seguirse un procedimiento adecuado para la obtencién, conservacion y fijacion.

Si la tincion especifica del anticuerpo es demasiado intensa, el proceso debe
repetirse acortando el tiempo de incubacién por intervalos de 4 minutos hasta que
se alcance la intensidad deseada de la tincion.

Silos cortes de tejidos se desprenden del portaobjetos durante el lavado,
comprobar que los portaobjetos estan cargados positivamente.

Para acciones correctoras, consultar la seccién de Procedimiento detallado, el
Manual del Usuario del Mddulo de tincién automatizado o péngase en contacto con
el distribuidor local de Ventana.
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PROPIEDAD INTELECTUAL

CONFIRM™, EZ Prep™, iVIEW™ vy Liquid Coverslip™ son marcas comerciales de
Ventana Medical Systems, Inc.; BenchMark®, ES®, Gen I1®, NexES® y Ventana® son
marcas comerciales registradas de Ventana Medical Systems, Inc.

Protegido por las siguientes patentes: Patentes de los EE.UU. N° 6045 759, 6192 945 B1,
6416 713 B1y las correspondientes en el extranjero.
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INFORMACION DE CONTACTO

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

[:El www.ventanamed.com
[EC|REP]|

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116

D-68305 Mannheim
Germany
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FITC Anti-IgA Primary Antibody
Referencia 760-2681

INDICACIONES Y USO
Uso previsto
Este anticuerpo es para uso diagndstico in vitro.

FITC anti-IgA (immunoglobulin A) Primary Antibody de Ventana® Medical Systems
(Ventana) es un anticuerpo policlonal procedente de cabra marcado con fluoresceina y
dirigido especificamente contra la IgA humana. Este reactivo debe utilizarse junto con un
panel de anticuerpos para ayudar a la identificacion de la inmunoglobulina A en tejidos
diana de la IgA (por ejemplo, para el diagndstico de patologias renales o dérmicas). FITC
anti-IgA esta previsto para la tincién cualitativa en laboratorio de cortes de tejido
congelado en un Automated Slide Stainer de Ventana.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o la ausencia de tincién deben
complementarse con estudios morfolégicos y evaluacion de los controles apropiados. La
evaluacion la debe realizar un anatomopatdlogo cualificado dentro del contexto de la
historia clinica del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Resumen y explicacion

Se han utilizado anticuerpos fluorescentes para detectar antigenos especificos en células
o tejidos durante mas de 40 afios. En la publicacion de Faulk y Humans? se puede
encontrar una vision de conjunto informativa del uso de anticuerpos conjugados con FITC
como marcadores inmunofluorescentes eficaces y especificos para los antigenos
celulares. El uso de la técnica de inmunofluorescencia ha provocado un mejor
entendimiento general de las patologias renales3, y dérmicas4.

FITC anti-IgA contiene un anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra IgA humana
purificada. El anticuerpo se obtiene mediante purificacién por cromatografia de
inmunoafinidad de la fraccion de gammaglobulina de cabra, seguida de reaccion con
isotiocianato de fluoresceina para producir un cociente de fluoresceina a proteina de
aproximadamente 3,0 mol/mol. A continuacion se elimina el exceso de colorante mediante
didlisis y la globulina conjugada se fracciona en celulosa DEAE para eliminar la proteina
con exceso o defecto de marcajeS. Se ha descrito la deteccion mediante
inmunofluorescencia de la IgA en tejido renal6.7.8 y dérmico®4 humano. Anti-IgA se une
de manera especifica a las porciones de cadena pesada de la inmunoglobulina A
humana. No reacciona con las cadenas pesadas de la IgM o 1gG humanas, ni con las
cadenas ligeras comunes a la mayoria de las inmunoglobulinas.

Principios y procedimientos

FITC anti-lgA puede usarse como el anticuerpo primario para la tincion
inmunohistoquimica de las secciones de tejido congelado. En general, la tincién
inmunohistoquimica permite la visualizacion de los antigenos mediante la aplicacién
secuencial de un anticuerpo especifico (anticuerpo primario) frente al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de unién) frente al anticuerpo primario, un complejo
enzimatico y un sustrato cromégeno, con pasos de lavado intermedios. La activacion
enzimética del cromégeno da lugar a un producto de reaccién visible en la localizacion del
antigeno. Para los anticuerpos marcados directamente con FITC el fluorocromo esta
ligado al anticuerpo primario y, por tanto, no se requiere un anticuerpo secundario o una
etapa de deteccion cromdgena. El anticuerpo primario se une de manera especifica al
antigeno diana y por tanto puede visualizarse. Los resultados se interpretan con un
microscopio de fluorescencia con el juego apropiado de filtros y facilitan el diagndstico
diferencial de procesos fisiopatologicos que pueden estar asociados 0 no con un antigeno
concreto.

FITC anti-IgA se ha prediluido dptimamente para su uso con los equipos de tincion
automatizados. Cada paso del protocolo de tincion incluye una incubacion durante un
tiempo preciso y a una temperatura especifica. Al final de cada paso de incubacién se
aclaran los cortes en el Automated Slide Stainer de Ventana para detener asi la reaccion
y eliminar el material no ligado que podria impedir la reaccion deseada en los pasos
posteriores. Para minimizar la evaporacion de los reactivos acuosos del portaobjetos que
contiene la muestra, se aplica la Liquid Coverslip Solution en el Slide Stainer. Consultar
en el Manual de Usuario del Automated Slide Stainer de Ventana los detalles especificos
del funcionamiento del instrumento.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos suministrados

FITC anti-IgA contiene suficiente reactivo para realizar 50 pruebas.
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Pégina 1 de 5

1 Dispensador de 5 mL de FITC anti-IgA (policlonal); contiene aproximadamente 188 pg
(37,6 pg/mL) de un anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra la IgA humana. El
anticuerpo se diluye en tampén derivado de tris que contiene una proteina transportadora
y conservante.

La concentracion de proteina total del reactivo es aproximadamente de 50 pg/mL.
Reconstitucién, mezcla, diluciéon y titulacion

Este anticuerpo se ha optimado para su uso en un Ventana Automated Slide Stainer No
se requiere su reconstitucion, mezcla, dilucion ni titulacion.

Una dilucién posterior puede dar lugar a una pérdida de tincién. El usuario debe validar
cualquier cambio que se produzca. Las diferencias de procesamiento del tejido y del
procedimiento técnico del laboratorio pueden producir una variabilidad significativa de los
resultados, necesitdndose el uso periddico de controles (Consultar el apartado de
Procedimientos de control de calidad).

Material y reactivos necesarios pero no suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para la tincién pero no se
proporcionan:

1. Portaobjetos cargados positivamente

Controles de tejido positivo y negativo

Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 70 °C +5°C

Etiquetas con cddigo de barras (apropiadas para el control negativo y para el

anticuerpo primario a prueba)

Acetona

Cubetas o bafios de tincion

Cronémetro

Agua desionizada o destilada

ES®, NexES® IHC, BenchMark® y BenchMark XT Automated Slide Stainers

Software especifico para el kit de deteccion (sélo para el ES Automated Slide

Stainer)

11.  Solucién APK Wash concentrada de Ventana (10X) (ES y NexES IHC Automated
Slide Stainers)

12. Solucion prediluida Low Temperature Liquid Coverslip™ de Ventana (ES y NexES
IHC Automated Slide Stainers)

13.  Solucién Reaction Buffer concentrada (10X)* de Ventana (BenchMark y BenchMark
XT Automated Slide Stainers)

14, Solucién prediluida High Temperature Liquid Coverslip de Ventana (BenchMark y
BenchMark XT Automated Slide Stainers)

15.  Medio de montaje acuoso, adecuado para fluorescencia

16.  Cubreobjetos

17. Microscopio de epifluorescencia (20-80X) equipado con un filtro de FITC

* Seglin sea necesario para las aplicaciones especfficas.
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Conservacion y manipulacién

Conservar a 2-8 °C. No congelar. El usuario debe validar cualquier condicion de
almacenamiento que no sea una de las especificadas en el prospecto.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
tras cada proceso se debe volver a poner el tapén y almacenar el dispensador en la
nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. El reactivo es
estable hasta la fecha indicada en la etiqueta cuando se almacena correctamente. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad para el método de almacenamiento
descrito.

No hay signos definitivos que indiquen la inestabilidad de este producto, por lo que los
controles positivos y negativos deben analizarse simultineamente con muestras
desconacidas. Debera contactar inmediatamente con el distribuidor local de Ventana si
observa signos de inestabilidad del reactivo.

Extraccién y preparacion de la muestra para su analisis

Cuando se procesan segun el procedimiento habitual, los tejidos congelados son
adecuados para el uso con este anticuerpo primario cuando se utiliza con un Automated
Slide Stainer de Ventana (véase la seccién Material y reactivos necesarios no
suministrados). El fijador de tejido recomendado es 10 minutos en acetona fria. Pueden
producirse resultados variables como consecuencia de una fijacion prolongada o de
procesos especiales, como la descalcificacion de las muestras de médula 6sea.

Cada corte debe tener el grosor apropiado y se pondra en un portaobjetos de vidrio

cargado positivamente. | F-2024-39809462-APN-DVPCY AR#ANMAT
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AVISOS Y PRECAUCIONES

1. Adoptar las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. Usar
guantes desechables cuando se manipulen materiales potencialmente
carcinbgenos o téxicos (como, por ejemplo, xileno o formaldehido).

2. Nofumar, comer o beber en las reas en que se estdn manipulando las muestras o
los reactivos.

3. Evitar el contacto de los reactivos con los 0jos y las mucosas. Si se produce el
contacto con areas sensibles, lavar con agua abundante.

4. Las muestras del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben
tratarse como si fuesen materiales potencialmente infecciosos y desecharse con las
precauciones adecuadas. Nunca pipetear con la boca.

5. Evitar la contaminacién microbiana de los reactivos, ya que podrian producirse
resultados incorrectos.

6.  Lostiempos y las temperaturas de incubacion que no sean los que se especifican
pueden dar resultados erréneos. El usuario debe validar cualquier cambio que se
produzca.

7. Ladilucion de los reactivos es la 6ptima y una dilucion posterior puede dar lugar a
la pérdida de tincién. El usuario debe validar cualquier cambio que se produzca.

8. Este producto no se clasifica como sustancia peligrosa cuando se usa segun las
instrucciones. El conservante del reactivo es ProClin 300. Los sintomas de
sobreexposicién a ProClin 300 consisten en irritacién de la piel y los ojos, e
irritacion de las mucosas y las vias respiratorias altas. La concentracion de ProClin
300 en este producto es del 0,05 % y no cumple los criterios OHSA (Occupational
Safety & Health Administration) de sustancia peligrosa. En sujetos sensibles es
posible la aparicién de reacciones alérgicas sistémicas.

9. Consulte las autoridades locales o nacionales sobre el método recomendado de
eliminacion.

INSTRUCCIONES DE USO

Procedimiento detallado

Los Primary Antibodies de Ventana se han optimizado para su uso con un Automated
Slide Stainer de Ventana junto a los Detection Kits de Ventana y sus accesorios. Los
protocolos de tincién recomendados para los modulos de tincién automatizados se
exponen en la Tabla 1. Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden
mostrar, imprimir o cambiar siguiendo el procedimiento descrito en el Manual del Usuario.
Otros parametros operativos de los médulos de tincién automatizados vienen
configurados de fabrica.

Tabla 1. Protocolos de tincién recomendados para FITC Anti-IgA
Tipo de procedimiento Plataforma o método

BenchMark o
ES 0 NexES IHC BenchMark XT
Seleccion de protocolos Congelado Congelado
Desparafinacion N/A N/A

Acondicionamiento

celular ) )
. No se requiere No se requiere
(desenmascaramiento

del antigeno)

Enzima (Protease) No se requiere No se requiere

) o FITC Anti-IgA FITC Anti-IgA
Anticuerpos (primarios) ) .
8 minutos 8 minutos
Contratincion N/A N/A

Los procedimientos de tincién en los Ventana Automated Slide Stainers son los
siguientes: Se pueden consultar instrucciones mas detalladas y opciones de protocolo
adicionales en el Manual del Usuario.

Para todos los instrumentos

1. Pegar una etiqueta con el codigo de barras adecuado al protocolo de anticuerpo por
realizar.

2. Cargar el anticuerpo primario en la bandeja de reactivos y colocarla en el médulo
de tincién automatizado. Comprobar los liquidos y los residuos.

3. Poner los portaobjetos en el modulo de tincién automatizado.

4. Comenzar el proceso de tincion.

5. Cuando finalice el proceso, sacar los portaobjetos del médulo de tincién
automatizado.

2008-12-19
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6. Con el cromdgeno FITC, evitar la deshidratacion y limpiar. Montar los portaobjetos
tefiidos con el anticuerpo primario FITC con un medio de montaje acuoso. La
eliminacion eficaz de la solucion Liquid Coverslip de los portaobjetos tras retirarlos del
instrumento reduce en gran medida la autofluorescencia de fondo. Para conseguirlo,
aclarar bien los portaobjetos con APK wash o Reaction Buffer. A continuacion los
portaohjetos se pueden aclarar en agua destilada y cubrir con cubreobjetos. Los
portaobjetos tefiidos deben leerse el mismo dia de la tincion, y deben almacenarse
en un lugar oscuro en un ambiente frio (=20 °C). Los portaobjetos tefiidos con los
anticuerpos primarios FITC no son estables, pero la tincién puede conservarse si
los anticuerpos se almacenan a-20 °C 0 -80 °C en la oscuridad. Los portaobjetos
teflidos con los anticuerpos primarios FITC pueden extinguirse con el tiempo o con
una exposicion prolongada a la luz. Evitar la exposicion a la luz.

Procedimientos de control de calidad
Control de tejido positivo

Se debe procesar un control de tejido positivo cada vez que se realice el procedimiento
de tincion. Un ejemplo de un control positivo con FITC anti-IgA es la amigdala o los
ganglios linfaticos congelados. Los componentes tisulares que muestran tincién positiva
(tincién de los linfocitos de los centros germinales) se utilizan para confirmar que el
anticuerpo se ha aplicado y que el instrumento funciona correctamente. Este tejido puede
contener células o componentes de tejido que se tifian tanto positiva como negativamente
y sirven como tejidos de control positivo y negativo a la vez. Los tejidos de control deben
ser muestras frescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o fijadas con la mayor
brevedad con un proceso idéntico al de los cortes en estudio. Estos tejidos pueden
monitorizar todos los pasos del procedimiento, desde la preparacion del tejido a su
tincion. El uso de un corte de tejido fijado o procesado de forma diferente a la muestra en
estudio permitira el control de todos los reactivos y pasos del método excepto la fijacién y
el procesado del tejido.

Un tejido que tiene una tincion positiva débil es mas adecuado para un control de calidad
Optimo y para detectar los niveles menores de degradacion del reactivo.

Los controles de tejido positivos conocidos sélo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los tejidos procesados y de los reactivos de la prueba, y no
como ayuda para establecer un diagnéstico especifico en las muestras del paciente. Si
los controles positivos del tejido no muestran una tincion positiva, los resultados de las
muestras en estudio se deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El mismo tejido que se usa como control de tejido positivo puede usarse como control de
tejido negativo. La variedad de tipos celulares presentes en la mayoria de los cortes de
tejido ofrecen zonas para un control negativo interno, pero el usuario debe confirmarlo.
Los componentes que no tifien deben demostrar la ausencia de tincién especifica e
indican una tincién inespecifica de fondo. Si se produce una tincién especifica en las
areas de control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se deben
considerar no validos.

Discrepancias no explicadas

Las discrepancias no explicadas de los controles se deben comunicar inmediatamente al
distribuidor local de Ventana. Si los resultados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultados del paciente no son validos. Ver la seccion Resolucion de
problemas de este prospecto. Identificar y corregir el problema, y repetir las muestras del
paciente.

Verificacion del ensayo

Antes del uso inicial de un anticuerpo o sistema de tincion en un procedimiento
diagndstico, se debe verificar la especificidad del anticuerpo estudiandolo en tejidos con
caracteristicas de comportamiento conocidas ante la inmunohistoquimica representando
a tejidos positivos y negativos conocidos (consultar los Procedimientos de control de
calidad expuestos previamente en esta seccion del prospecto y las recomendaciones de
Control de Calidad del College of American Pathologists Laboratory Accreditation
Program, Anatomic Pathology Checklist, 10 y la NCCLS Approved Guidelinell, Estos
procedimientos de control de calidad deben repetirse con cada nuevo lote de anticuerpo o
siempre que se modifiquen los parametros del procedimiento. Los tejidos mencionados en
la seccién Resumen de resultados esperados son los adecuados para verificar el ensayo.

Interpretacion de los resultados

El procedimiento de inmunotincion automatizada de Ventana hace que se visualice el
antigeno diana con el anticuerpo primario marcado y el fluorocromo unido. Los
anticuerpos marcados con FITC dan un producto de reaccion de color verde manzana. Un
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Control de tejido positivo

El control de tejido positivo tefiido debe examinarse antes de afirmar que todos los
reactivos funcionan correctamente. La presencia de un producto de reaccion con el color
apropiado dentro de las células diana indica una reactividad positiva. Si el control positivo
de tejido no muestra una tincion positiva, los resultados de las muestras en estudio se
deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El control de tejido negativo debe examinarse después del control de tejido positivo para
verificar que el anticuerpo primario marca especificamente el antigeno diana. La ausencia
de una tincién especifica del control de tejido negativo confirma la ausencia de reactividad
cruzada del anticuerpo con células o componentes celulares. Si se produce una tincién
especifica en el control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se
deben considerar no validos.

La tincién inespecifica, cuando aparece, es de color entre amarillo brillante y verdoso.
Esporéadicamente también se puede observar una tincién clara del tejido conjuntivo en los
cortes de tejidos fijados excesivamente. Puede aparecer autofluorescencia en muestras
de tejidos tefiidos. Deben usarse las células intactas para interpretar los resultados de la
tincion. A menudo, las células necréticas o degeneradas se tifien inespecificamente.

Tejido del paciente

Las muestras del paciente deben examinarse en dltimo lugar. La intensidad de la tincién
positiva debe evaluarse en el contexto de la tincién de fondo del control negativo de
reactivo. Como sucede con todas las pruebas inmunohistoguimicas, un resultado
negativo significa que el antigeno en cuestion no se detectd y no que el antigeno esté
ausente de las células o tejido estudiados. Si es necesario, utilizar un panel de
anticuerpos para facilitar la identificacion de reacciones falso negativas (ver la seccion
Resumen de resultados esperados). También debe examinarse la morfologia de cada
muestra de tejido utilizando un corte tefiido con hematoxilina y eosina cuando se
interpreta el resultado de una prueba de inmunohistoquimica. Los resultados morfoldgicos
del paciente y sus datos clinicos pertinentes deben ser interpretados por un
anatomopatdlogo cualificado.

LIMITACIONES

Limitaciones generales

1. Lainmunohistoquimica es un proceso diagndstico de varios pasos que requiere una
formacién especializada en la seleccion adecuada de los reactivos, tejidos, fijacion,
procesado, preparacion del portaobjetos para inmunohistoquimica e interpretacion
de los resultados de tincion.

2. Latincién de los tejidos depende de la manipulacién y el procesado de los mismos
antes de la tincién. Una fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado,
calentado o corte inadecuados o la contaminacion con otros tejidos o liquidos
puede producir artefactos, bloqueo del anticuerpo o falso negativos. Pueden
obtenerse resultados incoherentes por variaciones en los métodos de fijacion e
inclusién o por las irregularidades inherentes del propio tejido.

3. Lainterpretacion clinica de una tincién positiva, o de su ausencia, debe evaluarse
en el contexto de la historia clinica, la morfologia y otros criterios histopatoldgicos.
La interpretacion clinica de cualquier tincion, o la ausencia de tincion, debe
completarse con los estudios morfoldgicos y controles adecuados, ademas de otras
pruebas diagndsticas. Este anticuerpo esta previsto para su uso en un panel de
anticuerpos. Es responsabilidad de un anatomopatdlogo cualificado familiarizarse
con los anticuerpos, reactivos y métodos usados para obtener una preparacion
tefiida. La tincion se debe realizar en un laboratorio certificado, con la supervisién
de un anatomopatélogo responsable de la revision de los portaobjetos tefiidos y de
la verificacion de la idoneidad de los controles negativos y positivos.

4. Ventana suministra anticuerpos y reactivos a una dilucién 6ptima para su uso,
siempre que se sigan las instrucciones proporcionadas. Cualquier desviacion de los
procedimientos del método recomendado puede invalidar los resultados esperados.
Se deben utilizar y documentar los controles apropiados. Los usuarios que se
desvien de los procedimientos recomendados del método deben aceptar su
responsabilidad en la interpretacion de los resultados del paciente en esas
circunstancias.

5. Este producto no esta disefiado para la citometria de flujo. No se han determinado
las caracteristicas de su comportamiento.

6.  Los reactivos pueden demostrar reacciones inesperadas en tejidos previamente no
estudiados. No es posible excluir totalmente la posibilidad de reacciones
inesperadas aun en grupos de tejido estudiados, debido a la variabilidad biolégica
de la expresion del antigeno en neoplasias u otros tejidos patolégicos!2. Contactar
con el distribuidor local de Ventana en caso de reacciones inesperadas.
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Pueden verse resultados falso positivos debido a la unién de proteinas por
mecanismos no inmunitarios.

Como sucede con todas las pruebas de la inmunohistoquimica, un resultado
negativo significa que el antigeno no se detectd y no que el antigeno estuviese
ausente de las células o tejido estudiados.

Limitaciones especificas

1.

El anticuerpo se ha optimado para un tiempo de incubacion de 8 minutos cuando se
usa con los Automated Slide Stainers de Ventana. Debido a variaciones en la
fijacion del tejido, puede ser necesario aumentar o disminuir el tiempo de
incubacion del anticuerpo primario en muestras individuales. Para mas informacion
sobre las variables de fijacién, consultar “Immunohistochemistry — Principles and
Advances” 13

El anticuerpo detecta los antigenos que sobreviven a la fijacion y el corte
habituales. Los usuarios que se desvien de los procedimientos recomendados del
método son responsables de la interpretacion y validacion de los resultados del
paciente.

RESUMEN DE LOS RESULTADOS ESPERADOS

1.

La especificidad de FITC anti-IgA se determiné mediante un estudio que demostré la
tincion adecuada de tejidos normales y enfermos. Se tifieron nueve biopsias de piel
y 2 rifiones enfermos con FITC anti-IgA y produjeron los resultados clinicos esperados.
Ocho de los 11 tejidos produjeron unos resultados de tincion positivos. Dos casos de
lupus dieron tincion positiva y 2 casos de penfigoides también mostraron resultados
positivos. Se tifié una variedad de tejidos normales con FITC anti-IgA y los siguientes
tejidos fueron negativos: pulmén, cerebro, tiroides y diafragma. Para nervios, 3 de 3
casos mostraron una tincion inespecifica de fondo; para Utero, 3 de 3 casos fueron
negativos, pero mostraron cierta tincion inespecifica de linfocitos; para intestino
delgado, 3 de 3 casos fueron negativos, pero mostraron una tincién inespecifica en
las criptas y en las regiones necréticas.

La sensibilidad depende de la conservacion del antigeno. Cualquier manipulacion
inadecuada del tejido durante la fijacion, corte, embebido o almacenamiento que
altere la antigenicidad debilita la deteccion de IgA con FITC anti-IgA y puede dar
resultados falso negativos.

La reproducibilidad intraanlisis de las tinciones con FITC anti-IgA se determiné
mediante la tincion de 5 portaobjetos que contenian los mismos tejidos en el mismo
proceso instrumental. Todos los portaobjetos se tifieron positivamente. Todos los
portaobjetos se tifieron con la misma intensidad. Los usuarios deben verificar la
reproducibilidad intraandlisis de los resultados, tifiendo varios juegos de cortes seriados
con una densidad de antigeno baja, media y alta en una sola sesion.

La reproducibilidad interandlisis de las tinciones con FITC anti-IgA se determing
mediante la tincion de portaobjetos que contenian los mismos tejidos en 5 sesiones
diferentes del instrumento. Todos los portaobjetos se tifieron positivamente. Todos
los portaobjetos se tifieron con una intensidad similar. Los usuarios deben verificar
la reproducibilidad interanalisis de los resultados, tifiendo varios juegos de cortes
seriados con una densidad de antigeno baja, media y alta en dias distintos.

RESOLUCION DE PROBLEMAS

1.
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Si el control positivo tiene una tincién mas débil de lo esperado, se deben
comprobar los demés controles positivos procesados durante el mismo
procedimiento instrumental, 0 ensayo, para determinar si se debe al anticuerpo
primario o a uno de los reactivos secundarios habituales.

Si el control positivo es negativo, se deberd comprobar que el portaobjetos tiene la
etiqueta de codigo de barras adecuada. Si el portaobjetos se ha etiquetado
correctamente, se deben comprobar los demas controles positivos procesados
durante el mismo procedimiento instrumental para determinar si se debe al
anticuerpo primario o0 a uno de los reactivos secundarios habituales. Los tejidos
pueden haber sido obtenidos, fijados o desparafinados incorrectamente. Debe
seguirse un procedimiento adecuado para la obtencién, conservacion y fijacion.
Sila tincién especifica del anticuerpo es demasiado intensa, el proceso debe
repetirse acortando el tiempo de incubacion por intervalos de 4 minutos hasta que
se alcance la intensidad deseada de la tincién.

Silos cortes de tejidos se desprenden del portaobjetos durante el lavado,
comprobar que los portaobjetos estan cargados positivamente.

Para acciones correctoras, consultar la seccién de Procedimiento detallado, el
Manual del Usuario del Médulo de tincién automatizado o péngase en contacto con
el distribuidor local de Ventana.
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PROPIEDAD INTELECTUAL

CONFIRM™, EZ Prep™, iVIEW™ y Liquid Coverslip™ son marcas comerciales de
Ventana Medical Systems, Inc.; BenchMark®, ES®, Gen I1®, NexES® y Ventana® son
marcas comerciales registradas de Ventana Medical Systems, Inc.

Protegido por las siguientes patentes: Patentes de los EE.UU. N° 6045 759, 6192 945 B1,
6416 713 B1y las correspondientes en el extranjero.
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INFORMACION DE CONTACTO

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

[:El www.ventanamed.com
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Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
D-68305 Mannheim
Germany
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FITC Anti-IgM Primary Antibody
Referencia 760-2682

INDICACIONES Y USO
Uso previsto
Este anticuerpo es para uso diagndstico in vitro.

FITC anti-lgM (immunoglobulin M) Primary Antibody de Ventana® Medical Systems
(Ventana) es un anticuerpo policlonal procedente cabra marcado con fluoresceina y
dirigido especificamente contra la IgM humana. Este reactivo debe utilizarse junto con un
panel de anticuerpos para ayudar a la identificacion de la inmunoglobulina M en tejidos diana
de la IgM (por ejemplo, para el diagndstico de patologias renales o dérmicas). FITC anti-igM
esta previsto para la tincién cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un
Automated Slide Stainer de Ventana.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o la ausencia de tincién deben
complementarse con estudios morfolégicos y evaluacion de los controles apropiados. La
evaluacion la debe realizar un anatomopatdlogo cualificado en el contexto de la historia
clinica del paciente y de otras pruebas diagnésticas.

Resumen y explicacion

Se han utilizado anticuerpos fluorescentes para detectar antigenos especificos en células
o tejidos durante mas de 40 afiosL. En la publicacion de Faulk y Humans? se puede
encontrar una vision de conjunto informativa del uso de anticuerpos conjugados con FITC
como marcadores inmunofluorescentes eficaces y especificos para los antigenos
celulares. El uso de la técnica de inmunofluorescencia ha provocado un mejor
entendimiento general de las patologias renales,3 y dérmicas4.

FITC anti-IgM contiene un anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra IgM humana
purificada. El anticuerpo se obtiene mediante purificacién de la fraccién gammaglobulina
de cabra, seguida de reaccion con isotiocianato de fluoresceina. A continuacion se
elimina el exceso de fluorocromo mediante dialisis y la globulina conjugada se fracciona
en celulosa DEAE para eliminar la proteina con exceso o defecto de marcaje. La
deteccion por inmunofluorescencia de la IgM se ha utilizado para localizar depdsitos de
IgM en biopsias de pacientes con nefropatia membranosa® y diabetes mellitus?. La IgM
también se ha detectado mediante inmunoquimica fluorescente en las paredes
arteriolares en biopsias de pacientes hipertensos8.- La deteccion mediante
inmunofluorescencia de la IgM en tejido dérmico humano y su implicacion en las
patologias dérmicas se ha descrito en otras publicaciones.4

FITC anti-lgM se une de manera especifica a las porciones de cadena pesada de la
inmunoglobulina M humana y sus subclases.

Principios y procedimientos

FITC anti-IgM puede usarse como el anticuerpo primario para la tincion
inmunohistoquimica de las secciones de tejido congelado. En general, la tincién
inmunohistoquimica permite la visualizacion de los antigenos mediante la aplicacién
secuencial de un anticuerpo especifico (anticuerpo primario) frente al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de unién) frente al anticuerpo primario, un complejo
enzimatico y un sustrato cromégeno, con pasos de lavado intermedios. La activacion
enzimética del cromégeno da lugar a un producto de reaccién visible en la localizacion del
antigeno. Para los anticuerpos marcados directamente con FITC el fluorocromo esta
ligado al anticuerpo primario y, por tanto, no se requiere un anticuerpo secundario o una
etapa de deteccion cromdgena. El anticuerpo primario se une de manera especifica al
antigeno diana y por tanto puede visualizarse. Los resultados se interpretan con un
microscopio de fluorescencia con el juego apropiado de filtros y facilitan el diagndstico
diferencial de procesos fisiopatologicos que pueden estar asociados 0 no con un antigeno
concreto.

FITC anti-IgM se ha prediluido 6ptimamente para su uso con los equipos de tincién
automatizados. Cada paso del protocolo de tincién incluye una incubacion durante un
tiempo preciso y a una temperatura especifica. Al final de cada paso de incubacién, los
cortes se aclaran en el Automated Slide Stainer de Ventana para detener la reaccion y
eliminar el material no ligado que podria impedir la reaccion deseada en los pasos
posteriores. Para minimizar la evaporacion de los reactivos acuosos del portaobjetos que
contiene la muestra, se aplica la solucion cubreobjetos en el médulo de tincién
automatizado. Consultar en el Manual de Usuario del Automated Slide Stainer de Ventana
los detalles especificos del funcionamiento del instrumento.
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MATERIAL Y METODOS
Reactivos suministrados

FITC anti-IgM contiene suficiente reactivo para realizar 50 pruebas.

1 Dispensador de 5 mL de FITC anti-lgM; contiene aproximadamente 817 g

(163,4 pg/mL) de anticuerpos policlonales de cabra dirigidos contra IgM humana. El
anticuerpo se diluye en tampén derivado de tris que contiene una proteina transportadora
y conservante.

La concentracion de proteina total del reactivo es aproximadamente de 600 pig/mL.
Reconstitucion, mezcla, dilucidn y titulacion

Este anticuerpo se ha optimado para su uso en un Ventana Automated Slide Stainer No
se requiere su reconstitucion, mezcla, dilucion ni titulacion.

Una dilucién posterior puede dar lugar a una pérdida de tincion. El usuario debe validar
cualquier cambio que se produzca. Las diferencias de procesamiento del tejido y del
procedimiento técnico del laboratorio pueden producir una variabilidad significativa de los
resultados, necesitandose el uso periédico de controles (Consultar el apartado de
Procedimientos de control de calidad).

Material y reactivos necesarios y no suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para la tincién pero no se
proporcionan:

1. Portaobjetos cargados positivamente

Controles de tejido positivo y negativo

Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 70 °C +5 °C

Etiquetas con cddigo de barras (apropiadas para el control negativo y para el

anticuerpo primario a prueba)

Acetona

Cubetas o bafios de tincion

Cronémetro

Agua desionizada o destilada

ES®, NexES® IHC, BenchMark® y BenchMark XT Automated Slide Stainers

Software especifico para el kit de deteccion (sélo para el ES Automated Slide

Stainer)

11.  Solucién APK Wash concentrada de Ventana (10X) (ES y NexES IHC Automated
Slide Stainers)

12. Solucion prediluida Low Temperature Liquid Coverslip™ de Ventana (ES y NexES
IHC Automated Slide Stainers)

13.  Solucién Reaction Buffer concentrada (10X) de Ventana (BenchMark y BenchMark
XT Automated Slide Stainers)

14.  Solucion prediluida High Temperature Liquid Coverslip de Ventana (BenchMark y
BenchMark XT Automated Slide Stainers)

15.  Medio de montaje acuoso, adecuado para fluorescencia

16.  Cubreobjetos

17.  Microscopio de epifluorescencia (20 - 80X) equipado con un filtro de FITC

Conservacion y manipulaciéon

Hwn
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Conservar a 2 — 8 °C. No congelar. El usuario debe validar cualquier condicion de
almacenamiento que no sea una de las especificadas en el prospecto.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
tras cada proceso se debe volver a poner el tapén y almacenar el dispensador en la
nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. El reactivo es
estable hasta la fecha indicada en la etiqueta cuando se almacena correctamente. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad para el método de almacenamiento
descrito.

No hay signos definitivos que indiquen la inestabilidad de este producto, por lo que los
controles positivos y negativos deben analizarse simultineamente con muestras
desconacidas. Debera contactar inmediatamente con el distribuidor local de Ventana si
observa signos de inestabilidad del reactivo.

Extraccion y preparaciéon de la muestra para su analisis

Cuando se procesan segun el procedimiento habitual, los tejidos congelados son
adecuados para el uso con este anticuerpo primario cuando se utiliza con un Automated
Slide Stainer de Ventana (véase la seccién Material y reactivos necesarios no
suministrados). El fijador de tejido recomendado es 10 minutos en acetona fria. Pueden
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Cada corte debe tener el grosor apropiado y se pondra en un portaobjetos de vidrio
cargado positivamente.

AVISOS Y PRECAUCIONES

1. Adoptar las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. Usar
guantes desechables cuando se manipulen materiales potencialmente
carcinbgenos o téxicos (como, por ejemplo, xileno o formaldehido).

2. Nofumar, comer o beber en las reas en que se estdn manipulando las muestras o
los reactivos.

3. Evitar el contacto de los reactivos con los 0jos y las mucosas. Si se produce el
contacto con areas sensibles, lavar con agua abundante.

4. Las muestras del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben
tratarse como si fuesen materiales potencialmente infecciosos y desecharse con las
precauciones adecuadas. Nunca pipetear con la boca.

5. Evitar la contaminacién microbiana de los reactivos, ya que podrian producirse
resultados incorrectos.

6.  Lostiempos y las temperaturas de incubacion que no sean los que se especifican
pueden dar resultados erréneos. El usuario debe validar cualquier cambio que se
produzca.

7. Ladilucién de los reactivos es la dptima y una dilucion posterior puede dar lugar a
la pérdida de tincién. El usuario debe validar cualquier cambio que se produzca.

8.  Este producto no se clasifica como sustancia peligrosa cuando se usa segun las
instrucciones. El conservante del reactivo es ProClin 300. Los sintomas de
sobreexposicion a ProClin 300 consisten en irritacion de la piel y los ojos, e
irritacion de las mucosas y las vias respiratorias altas. La concentracion de ProClin
300 en este producto es del 0,05 % y no cumple los criterios OHSA (Occupational
Safety & Health Administration) de sustancia peligrosa. En sujetos sensibles es
posible la aparicion de reacciones alérgicas sistémicas.

9. Consulte las autoridades locales o nacionales sobre el método recomendado de
eliminacion.

INSTRUCCIONES DE USO

Procedimiento detallado

Los Primary Antibodies de Ventana se han optimizado para su uso con un Automated
Slide Stainer de Ventana junto a los Detection Kits de Ventana y sus accesorios. Los
protocolos de tincion recomendados para los médulos de tincién automatizados se
exponen en la Tabla 1. Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden
mostrar, imprimir o cambiar siguiendo el procedimiento descrito en el Manual del Usuario.
Otros parametros operativos de los médulos de tincidn automatizados vienen
configurados de fabrica.

Tabla 1. Protocolos de tincién recomendados para FITC Anti-lgM
Tipo de procedimiento Plataforma o método

BenchMark o
ES 0 NexES IHC BenchMark XT
Seleccién de protocolos Congelado Congelado
Desparafinacion N/A N/A

Acondicionamiento
celular

No se requiere No se requiere

(desenmascaramiento
del antigeno)

Enzima (Protease) No se requiere No se requiere

. . FITC Anti-IgM FITC Anti-IgM
Anticuerpos (primarios) ) )
8 minutos 8 minutos
Contratincién N/A N/A

Los procedimientos de tincion en los Automated Slide Stainers de Ventana son los
siguientes: Se pueden consultar instrucciones mas detalladas y opciones de protocolo
adicionales en el Manual del Usuario.

Para todos los instrumentos

1. Pegar una etiqueta con el codigo de barras adecuado al protocolo de anticuerpo por
realizar.

2. Cargar el anticuerpo primario en la bandeja de reactivos y colocarla en el médulo
de tincién automatizado. Comprobar los liquidos y los residuos.

3. Poner los portaobjetos en el mddulo de tincién automatizado.

4. Comenzar el proceso de tincion. i
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5. Cuando finalice el proceso, sacar los portaobjetos del médulo de tincién
automatizado.

6.  Con el cromdgeno FITC, evitar la deshidratacion y limpiar. Montar los portaobjetos
teflidos con el anticuerpo primario FITC con un medio de montaje acuoso. La
eliminacion eficaz de la solucién Liquid Coverslip de los portachjetos tras retirarlos del
instrumento reduce en gran medida la autofluorescencia de fondo. Para conseguirlo,
aclarar bien los portaobjetos con APK wash o Reaction Buffer. A continuacion los
portaobjetos se pueden aclarar en agua destilada y cubrir con cubreobjetos. Los
portaobjetos tefiidos deben leerse el mismo dia de la tincion, y deben almacenarse
en un lugar oscuro en un ambiente frio (-20 °C). Los portaobjetos tefiidos con los
anticuerpos primarios FITC no son estables, pero la tincion puede conservarse si
los anticuerpos se almacenan a —20 °C 0 -80 °C en la oscuridad. Los portaobjetos
tefiidos con los anticuerpos primarios FITC pueden descongelarse con el tiempo o
con una exposicion prolongada a la luz. Evitar la exposicion a la luz.

Procedimientos de control de calidad
Control de tejido positivo

Se debe procesar un control de tejido positivo cada vez que se realice el procedimiento
de tincién. Un ejemplo de un control positivo con FITC anti-igM es la amigdala o los
ganglios linfaticos congelados. Los componentes tisulares que muestran tincion positiva
(tincion de los linfocitos de los centros germinales) se utilizan para confirmar que el
anticuerpo se ha aplicado y que el instrumento funciona correctamente. Este tejido puede
contener células o componentes de tejido que se tifian tanto positiva como negativamente
y sirven como tejidos de control positivo y negativo a la vez. Los tejidos de control deben
ser muestras frescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o fijadas con la mayor
brevedad con un proceso idéntico al de los cortes en estudio. Estos tejidos pueden
monitorizar todos los pasos del procedimiento, desde la preparacion del tejido a su
tincion. El uso de un corte de tejido fijado o procesado de forma diferente a la muestra en
estudio permitira el control de todos los reactivos y pasos del método excepto la fijacion y
el procesado del tejido.

Un tejido que tiene una tincion positiva débil es mas adecuado para un control de calidad
Optimo y para detectar los niveles menores de degradacion del reactivo.

Los controles de tejido positivos conocidos sélo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los tejidos procesados y de los reactivos de la prueba, y no
como ayuda para establecer un diagndstico especifico en las muestras del paciente. Si
los controles positivos del tejido no muestran una tincion positiva, los resultados de las
muestras en estudio se deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El mismo tejido que se usa como control de tejido positivo puede usarse como control de
tejido negativo. La variedad de tipos celulares presentes en la mayoria de los cortes de
tejido ofrecen zonas para un control negativo interno, pero el usuario debe confirmarlo.
Los componentes que no tifien deben demostrar la ausencia de tincion especifica e
indican una tincién inespecifica de fondo. Si se produce una tincién especifica en los las
areas de control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se deben
considerar no validos.

Discrepancias no explicadas

Las discrepancias no explicadas de los controles se deben comunicar inmediatamente al
distribuidor local de Ventana. Si los resultados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultados del paciente no son validos. Ver la seccién Resolucién de
problemas de este prospecto. Identificar y corregir el problema, y repetir las muestras del
paciente.

Verificacion del ensayo

Antes del uso inicial de un anticuerpo o sistema de tincién en un procedimiento
diagndstico, se debe verificar la especificidad del anticuerpo estudiandolo en tejidos con
caracteristicas de comportamiento conocidas ante la inmunohistoquimica representando
a tejidos positivos y negativos conocidos (consultar los Procedimientos de control de
calidad expuestos previamente en esta seccion del prospecto y las recomendaciones de
Control de Calidad del College of American Pathologists Laboratory Accreditation
Program, Anatomic Pathology Checklist? y NCCLS Approved Guidelinel0). Estos
procedimientos de control de calidad deben repetirse con cada nuevo lote de anticuerpo o
siempre que se modifiquen los parametros del procedimiento. Los tejidos mencionados en
la seccién Resumen de resultados esperados son los adecuados para verificar el ensayo.

Interpretacion de los resultados

El procedimiento de inmunotincién automatizada de Ventana hace que se visualice el
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anatomopatélogo con experiencia en procedimientos inmunohistoquimicos debe evaluar
los controles positivos y negativos antes de interpretar los resultados.

Control de tejido positivo

El control de tejido positivo tefiido debe examinarse antes de afirmar que todos los
reactivos funcionan correctamente. La presencia de un producto de reaccién con el color
apropiado dentro de las células diana indica una reactividad positiva. Si el control positivo
de tejido no muestra una tincion positiva, los resultados de las muestras en estudio se
deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El control de tejido negativo debe examinarse después del control de tejido positivo para
verificar que el anticuerpo primario marca especificamente el antigeno diana. La ausencia
de una tincion especifica del control de tejido negativo confirma la ausencia de reactividad
cruzada del anticuerpo con células o componentes celulares. Si se produce una tincién
especifica en el control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se
deben considerar no validos.

La tincién inespecifica, cuando aparece, es de color entre amarillo brillante y verdoso.
Esporéadicamente también se puede observar una tincién clara del tejido conjuntivo en los
cortes de tejidos fijados excesivamente. Puede aparecer autofluorescencia en muestras
de tejidos tefiidos. Deben usarse las células intactas para interpretar los resultados de la
tincién. A menudo, las células necréticas o degeneradas se tifien inespecificamente.

Tejido del paciente

Las muestras del paciente deben examinarse en Gltimo lugar. La intensidad de la tincion
positiva debe evaluarse en el contexto de la tincién de fondo del control negativo de
reactivo. Como sucede con todas las pruebas inmunohistoguimicas, un resultado
negativo significa que el antigeno en cuestion no se detect6 y no que el antigeno esté
ausente de las células o tejido estudiados. Si es necesario, utilizar un panel de
anticuerpos para facilitar la identificacion de reacciones falso negativas (ver la seccién
Resumen de resultados esperados). También debe examinarse la morfologia de cada
muestra de tejido utilizando un corte tefiido con hematoxilina y eosina cuando se
interpreta el resultado de una prueba de inmunohistoquimica. Los resultados morfoldgicos
del paciente y sus datos clinicos pertinentes deben ser interpretados por un
anatomopatélogo cualificado.

LIMITACIONES

Limitaciones generales

1. Lainmunohistoquimica es un proceso diagndstico de varios pasos que requiere una
formacion especializada en la seleccion adecuada de los reactivos, tejidos, fijacion,
procesado, preparacion del portaobjetos para inmunohistoquimica e interpretacion
de los resultados de tincion.

2. Latincién de los tejidos depende de la manipulacién y el procesado de los mismos
antes de la tincién. Una fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado,
calentado o corte inadecuados o la contaminacién con otros tejidos o liquidos
puede producir artefactos, bloqueo del anticuerpo o falso negativos. Pueden
obtenerse resultados incoherentes por variaciones en los métodos de fijacion e
inclusién o por las irregularidades inherentes del propio tejido.

3. Lainterpretacion clinica de una tincion positiva, o de su ausencia, debe evaluarse
en el contexto de la historia clinica, la morfologia y otros criterios histopatoldgicos.
La interpretacion clinica de cualquier tincién, o la ausencia de tincién, debe
completarse con los estudios morfolégicos y controles adecuados, ademas de otras
pruebas diagnésticas. Este anticuerpo esta previsto para su uso en un panel de
anticuerpos. Es responsabilidad de un anatomopatdlogo cualificado familiarizarse
con los anticuerpos, reactivos y métodos usados para obtener una preparacion
tefiida. La tincién se debe realizar en un laboratorio certificado con la supervision de
un anatomopatélogo responsable de la revision de los portaobjetos tefiidos y de la
verificacion de la idoneidad de los controles negativos y positivos.

4. Ventana suministra anticuerpos y reactivos a una dilucion 6ptima para su uso,
siempre que se sigan las instrucciones proporcionadas. Cualquier desviacion de los
procedimientos del método recomendado puede invalidar los resultados esperados.
Se deben utilizar y documentar los controles apropiados. Los usuarios que se
desvien de los procedimientos recomendados del método deben aceptar su
responsabilidad en la interpretacién de los resultados del paciente en esas
circunstancias.

5. Este producto no esta disefiado para la citometria de flujo. No se han determinado
las caracteristicas de su comportamiento.

6.  Los reactivos pueden demostrar reacciones inesperadas en tejidos previamente no
estudiados. No es posible excluir totalmente la posibilidad de reacciones
inesperadas adn en grupos de tejido estudiados, debido a la variabilidad biolégica
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de la expresion del antigeno en neoplasias u otros tejidos patolégicos!L. Contactar
con el distribuidor local de Ventana en caso de reacciones inesperadas.

Pueden verse resultados falso positivos debido a la union de proteinas por
mecanismos no inmunitarios.

Como sucede con todas las pruebas de la inmunohistoquimica, un resultado
negativo significa que el antigeno no se detectd y no que el antigeno estuviese
ausente de las células o tejido estudiados.

Limitaciones especificas

1.

El anticuerpo se ha optimado para un tiempo de incubacion de 8 minutos cuando se
usa con los Automated Slide Stainers de Ventana. Debido a variaciones en la
fijacion del tejido, puede ser necesario aumentar o disminuir el tiempo de
incubacién del anticuerpo primario en muestras individuales. Para mas informacion
sobre las variables de fijacion, consultar “Immunohistochemistry — Principles and
Advances™2,

El anticuerpo detecta los antigenos que sobreviven a la fijacion y el corte
habituales. Los usuarios que se desvien de los procedimientos recomendados del
método son responsables de la interpretacion y validacion de los resultados del
paciente.

RESUMEN DE LOS RESULTADOS ESPERADOS

1.

N

La especificidad de FITC anti-IlgM se determind mediante un estudio que demostro
la tincién adecuada de tejidos normales y enfermos. Se tifieron nueve biopsias de
piel y 2 rifiones enfermos con FITC anti-lgM y produjeron los resultados clinicos
esperados. Diez de los 11 tejidos produjeron unos resultados de tincion negativos. Se
tifio una variedad de tejidos normales con FITC anti-IgM y para los siguientes
tejidos, 3 de 3 casos fueron negativos: pulmén, cerebro, tiroides y Gtero. En los
siguientes tejidos, 3 de 3 casos produjeron resultados negativos, pero con cierta
tincion inespecifica de fondo: diafragma, nervios e intestino delgado.

La sensibilidad depende de la conservacion del antigeno. Cualquier manipulacion
inadecuada del tejido durante la fijacion, corte, embebido o almacenamiento que
altere la antigenicidad debilita la deteccién de IgM con FITC anti-IgM y puede dar
resultados falso negativos.

La reproducibilidad intraandlisis de las tinciones con FITC anti-IgM se determing
mediante la tincion de 5 portaobjetos que contenian los mismos tejidos en la misma
sesion instrumental. Todos los portachjetos se tifieron positivamente. Todos los
portaohjetos se tifieron con la misma intensidad. Los usuarios deben verificar la
reproducibilidad intraandlisis de los resultados, tifiendo varios juegos de cortes seriados
con una densidad de antigeno baja, media y alta en una sola sesion.

La reproducibilidad interandlisis de las tinciones con FITC anti-IlgM se determing
mediante la tincién de portaobjetos que contenian los mismos tejidos en 5 sesiones
diferentes del instrumento. Todos los portaobjetos se tifieron positivamente. Todos
los portaobjetos se tifieron con una intensidad similar. Los usuarios deben verificar
la reproducibilidad interandlisis de los resultados, tifiendo varios juegos de cortes
seriados con una densidad de antigeno baja, media y alta en dias distintos.

RESOLUCION DE PROBLEMAS

1.
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Si el control positivo tiene una tincion mas débil de lo esperado, se deben
comprobar los demas controles positivos procesados durante el mismo
procedimiento instrumental, 0 ensayo, para determinar si se debe al anticuerpo
primario o a uno de los reactivos secundarios habituales.

Si el control positivo es negativo, se debera comprobar que el portaobjetos tiene la
etiqueta de codigo de barras adecuada. Si el portaobjetos se ha etiquetado
correctamente, se deben comprobar los deméas controles positivos procesados
durante el mismo procedimiento instrumental para determinar si se debe al
anticuerpo primario o a uno de los reactivos secundarios habituales. Los tejidos
pueden haber sido obtenidos, fijados o desparafinados incorrectamente. Debe
seguirse un procedimiento adecuado para la obtencién, conservacion y fijacion.
Si la tincién especifica del anticuerpo es demasiado intensa, el proceso debe
repetirse acortando el tiempo de incubacién por intervalos de 4 minutos hasta que
se alcance la intensidad deseada de la tincion.

Si los cortes de tejidos se desprenden del portaobjetos durante el lavado,
comprobar que los portaobjetos estan cargados positivamente.

Para acciones correctoras, consultar la seccion de Procedimiento detallado, el
Manual del Usuario del Médulo de tincidn automatizado o péngase en contacto
con el distribuidor local de Ventana.
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PROPIEDAD INTELECTUAL

CONFIRM™ EZ Prep™, iVIEW™ y Liquid Coverslip™ son marcas comerciales de
Ventana Medical Systems, Inc.; BenchMark®, ES®, Gen I1®, NexES® y Ventana® son
marcas comerciales registradas de Ventana Medical Systems, Inc.

Protegido por las siguientes patentes: Patentes de los EE.UU. N° 6045 759, 6192 945 B1,
6416 713 B1y las correspondientes en el extranjero.
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INFORMACION DE CONTACTO

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

Dﬂ www.ventanamed.com

[EC|REP]

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
D-68305 Mannheim
Germany
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FITC Anti-Kappa Primary Antibody
Referencia 760-2683

INDICACIONES Y USO
Uso previsto
Este anticuerpo es para uso diagndstico in vitro.

FITC anti-Kappa Primary Antibody de Ventana® Medical Systems (Ventana) es un
anticuerpo policlonal de cabra marcado con fluoresceina y dirigido especificamente contra
las cadenas ligeras kappa de las inmunoglobulinas humanas. Este reactivo debe utilizarse
junto con un panel de anticuerpos para contribuir a la identificacion de las cadenas kappa en
tejidos diana (por ejemplo, para el diagnéstico de patologias renales o dérmicas). FITC
anti-Kappa esta previsto para la tincién cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado
en un Automated Slide Stainer de Ventana.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o la ausencia de tincién deben
complementarse con estudios morfolégicos y con la evaluacion de los controles
apropiados. La evaluacion la debe realizar un anatomopatélogo cualificado en el contexto
de la historia clinica del paciente y de otras pruebas diagnésticas.

Resumen y explicacion

Se han utilizado anticuerpos fluorescentes para detectar antigenos especificos en células
o tejidos durante mas de 40 afios. En la publicacion de Faulk y Hijmans? se puede
encontrar una vision de conjunto informativa del uso de anticuerpos conjugados con FITC
como marcadores inmunofluorescentes eficaces y especificos para los antigenos
celulares. El uso de la técnica de inmunofluorescencia ha provocado un mejor
entendimiento general de las patologias renales,3 y dérmicas4.

FITC anti-Kappa contiene un anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra cadenas
ligeras kappa humanas purificadas. El anticuerpo se obtiene mediante purificacién de la
fraccion gammaglobulina de cabra, seguida de reaccion con isotiocianato de fluoresceina.
A continuacion se elimina el exceso de colorante mediante dialisis y la globulina
conjugada se fracciona en celulosa DEAE para eliminar la proteina con exceso o defecto
de marcaje.5- Ya se ha utilizado antes la visualizacion fluorescente del depésito de cadenas
kappa en las membranas basales y en estructuras del mismo tipo de los glomérulos, los
tlbulos y de los vasos sanguineos para diagnosticar una nefropatia de cadena ligera no
sospechada.b: FITC anti-Kappa se liga de forma especiifica a inmunoglobulinas que contienen
cadenas ligeras kappa.

Principios y procedimientos

FITC anti-Kappa puede usarse como el anticuerpo primario para la tincion
inmunohistoquimica de los cortes de tejido congelado. En general, la tincion
inmunohistoquimica permite la visualizacion de los antigenos mediante la aplicacién
secuencial de un anticuerpo especifico (anticuerpo primario) frente al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de union) frente al anticuerpo primario, un complejo
enzimatico y un sustrato cromdgeno, con pasos de lavado intermedios. La activacion
enzimética del cromégeno da lugar a un producto de reaccion visible en el lugar donde se
encuentra el antigeno. Para los anticuerpos marcados directamente con FITC el
fluorocromo esta ligado al anticuerpo primario y, por tanto, no se requiere un anticuerpo
secundario o una etapa de deteccion cromégena. El anticuerpo primario se une de
manera especifica al antigeno diana y por tanto puede visualizarse. Los resultados se
interpretan con un microscopio de fluorescencia con el juego apropiado de filtros y
facilitan el diagndstico diferencial de procesos fisiopatoldgicos que pueden estar
asociados 0 no con un antigeno concreto.

FITC anti-Kappa se ha diluido 6ptimamente para su uso con los Automated Slide Stainers
de Ventana. Cada paso del protocolo de tincion incluye una incubacién durante un tiempo
preciso y a una temperatura especifica. Al final de cada paso de incubacién, los cortes se
aclaran en el Automated Slide Stainer de Ventana para detener la reaccion y eliminar el
material no ligado que podria impedir la reaccion deseada en los pasos posteriores. Para
minimizar la evaporacion de los reactivos acuosos del portaobjetos que contiene la
muestra, se aplica la solucion cubreobjetos en el mddulo de tincién automética. Consultar
en el Manual de Usuario del Automated Slide Stainer de Ventana los detalles especificos
del funcionamiento del instrumento.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos suministrados

FITC anti-Kappa contiene suficiente reactivo para realizar 50 pruebas.

2008-12-19 pr
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1 Dispensador de 5 mL de FITC anti-Kappa; contiene aproximadamente 1,4 ug

(0,28 pg/mL) de anticuerpos policlonales de cabra dirigidos contra las cadenas ligeras
kappa humanas. El anticuerpo se diluye en tampén derivado de tris que contiene una
proteina transportadora y conservante.

La concentracion de proteina total del reactivo es aproximadamente de 3 mg/mL.
Reconstitucion, mezcla, dilucién y titulacién

Este anticuerpo se ha optimado para su uso en un Ventana Automated Slide Stainer No
se requiere su reconstitucion, mezcla, dilucion ni titulacion.

Una dilucién posterior puede dar lugar a una pérdida de tincién. El usuario debe validar
cualquier cambio que se produzca. Las diferencias de procesamiento del tejido y del
procedimiento técnico del laboratorio pueden producir una variabilidad significativa de los
resultados, necesitandose el uso periddico de controles (Consultar el apartado de
Procedimientos de control de calidad).

Material y reactivos necesarios y no suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para la tincion pero no se
proporcionan:

1. Portaobjetos cargados positivamente

Controles de tejido positivo y negativo

Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 70 °C +5 °C

Etiquetas con codigo de barras (apropiadas para el control negativo y para el

anticuerpo primario a prueba)

Acetona

Cubetas o bafios de tincién

Crondmetro

Agua desionizada o destilada

ES®, NexES® IHC, BenchMark® y BenchMark XT Automated Slide Stainers

Software especifico para el kit de deteccion (sélo para el ES Automated Slide

Stainer)

11.  Solucién APK Wash concentrada de Ventana (10X) (ES y NexES IHC Automated
Slide Stainers)

12. Solucion prediluida Low Temperature Liquid Coverslip™ de Ventana (ES y NexES
IHC Automated Slide Stainers)

13.  Solucién Reaction Buffer concentrada (10X)* de Ventana (BenchMark y BenchMark
XT Automated Slide Stainers)

14.  Solucion prediluida High Temperature Liquid Coverslip de Ventana (BenchMark y
BenchMark XT Automated Slide Stainers)

15.  Medio de montaje acuoso, adecuado para fluorescencia

16.  Cubreobjetos

17.  Microscopio de epifluorescencia (20-80X) equipado con un filtro de FITC

* Seglin sea necesario para las aplicaciones especfficas.
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Conservacion y manipulacion

Conservar a 2-8 °C. No congelar. El usuario debe validar cualquier condicion de
almacenamiento que no sea una de las especificadas en el prospecto.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
tras cada proceso se debe volver a poner el tapon y almacenar el dispensador en la
nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. El reactivo es
estable hasta la fecha indicada en la etiqueta cuando se almacena correctamente. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad para el método de almacenamiento
descrito.

No hay signos definitivos que indiquen la inestabilidad de este producto, por lo que los
controles positivos y negativos deben analizarse simultineamente con muestras
desconocidas. Debera contactar inmediatamente con el distribuidor local de Ventana si
observa signos de inestabilidad del reactivo.

Extraccién y preparacion de la muestra para su andlisis

Cuando se procesan segun el procedimiento habitual, los tejidos congelados son
adecuados para el uso con este anticuerpo primario cuando se utiliza con un Automated
Slide Stainer de Ventana (véase la seccion Material y reactivos necesarios no
suministrados). La fijacion de tejido recomendada es 10 minutos en acetona fria. Pueden
producirse resultados variables como consecuencia de una fijacién prolongada o de
procesos especiales, como la descalcificacion de las muestras de médula ésea.

Cada corte debe tener el grosor apropiado y se pondra en un portaobjetos de vidrio

cargado positivamente. | F-2024-39809462-APN-DVPCY AR#ANMAT
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AVISOS Y PRECAUCIONES

1. Adoptar las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. Usar
guantes desechables cuando se manipulen materiales potencialmente
carcinbgenos o téxicos (como, por ejemplo, xileno o formaldehido).

2. Nofumar, comer o beber en las reas en que se estdn manipulando las muestras o
los reactivos.

3. Evitar el contacto de los reactivos con los 0jos y las mucosas. Si se produce el
contacto con areas sensibles, lavar con agua abundante.

4. Las muestras del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben
tratarse como si fuesen materiales potencialmente infecciosos y desecharse con las
precauciones adecuadas. Nunca pipetear con la boca.

5. Evitar la contaminacién microbiana de los reactivos, ya que podrian producirse
resultados incorrectos.

6.  Lostiempos y las temperaturas de incubacion que no sean los que se especifican
pueden dar resultados erréneos. El usuario debe validar cualquier cambio que se
produzca.

7. Ladilucion de los reactivos es la dptima y una dilucion posterior puede dar lugar a
la pérdida de tincién. El usuario debe validar cualquier cambio que se produzca.

8. Este producto no se clasifica como sustancia peligrosa cuando se usa segun las
instrucciones. El conservante del reactivo es ProClin 300. Los sintomas de
sobreexposicion a ProClin 300 consisten en irritacion de la piel y los ojos, e
irritacion de las mucosas y las vias respiratorias altas. La concentracion de ProClin
300 en este producto es del 0,05 % y no cumple los criterios OHSA (Occupational
Safety & Health Administration) de sustancia peligrosa. En sujetos sensibles es
posible la aparicion de reacciones alérgicas sistémicas.

9. Consulte las autoridades locales o nacionales sobre el método recomendado de
eliminacion.

INSTRUCCIONES DE USO

Procedimiento detallado

Los Primary Antibodies de Ventana se han optimizado para su uso con un Automated
Slide Stainer de Ventana junto a los Detection Kits de Ventana y sus accesorios. Los
protocolos de tincion recomendados para los médulos de tincién automatizados se
exponen en la Tabla 1. Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden
mostrar, imprimir o cambiar siguiendo el procedimiento descrito en el Manual del Usuario.
Otros parametros operativos de los médulos de tincion automatizados vienen
configurados de fabrica.

Tabla 1. Protocolos de tincién recomendados para FITC anti-Kappa

Tipo de procedimiento Plataforma o método

BenchMark o
ES 0 NexES IHC BenchMark XT
Seleccién de protocolos Congelado Congelado
Desparafinacion N/A N/A

Acondicionamiento celular

No se requiere No se requiere

(desenmascaramiento del
antigeno)

Enzima (Protease) No se requiere No se requiere

. L FITC anti-Kappa, FITC anti-Kappa,
Anticuerpos (primarios)

8 minutos 8 minutos

Contratincién N/A N/A

Los procedimientos de tincion en los Automated Slide Stainers de Ventana son los
siguientes: Se pueden consultar instrucciones mas detalladas y opciones de protocolo
adicionales en el Manual del Usuario.

Para todos los instrumentos

1. Pegar una etiqueta con el codigo de barras adecuado al protocolo de anticuerpo por
realizar.

2. Cargar el anticuerpo primario en la bandeja de reactivos y colocarla en el médulo
de tincién automatizado. Comprobar los liquidos y los residuos.

3. Poner los portaobjetos en el mddulo de tincién automatizado.

Comenzar el proceso de tincion.

5. Cuando finalice el proceso, sacar los portaobjetos del médulo de tincion
automatizado.
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6. Con el cromdgeno FITC, evitar la deshidratacion y limpiar. Montar los portaobjetos
tefiidos con el anticuerpo primario FITC con un medio de montaje acuoso. La
eliminacion eficaz de la solucién Liquid Coverslip de los portaobjetos tras retirarlos
del instrumento reduce en gran medida la autofluorescencia de fondo. Para
conseguirlo, aclarar bien los portaobjetos con APK Wash o Reaction Buffer. A
continuacion los portaobjetos se pueden aclarar en agua destilada y cubrir con
cubreobjetos. Los portaobjetos tefiidos deben leerse el mismo dia de la tincion, y
deben almacenarse en un lugar oscuro en un ambiente frio (20 °C). Los
portaobjetos teflidos con los anticuerpos primarios FITC no son estables, pero la
tincion puede conservarse si los anticuerpos se almacenan a-20 °C 0-80 °C en la
oscuridad. Los portaobjetos tefiidos con los anticuerpos primarios FITC pueden
extinguirse con el tiempo o con una exposicion prolongada a la luz. Evitar la
exposicion a la luz.

Procedimientos de control de calidad
Control de tejido positivo

Se debe procesar un control de tejido positivo cada vez que se realice el procedimiento
de tincién. Un ejemplo de un control positivo con FITC anti-Kappa es la amigdala o los
ganglios linfaticos congelados. Los componentes tisulares que muestran tincién positiva
(tincion de linfocitos y células plasmaticas) se utilizan para confirmar que el anticuerpo se
ha aplicado y que el instrumento funciona correctamente. Este tejido puede contener
células o componentes de tejido que se tifian tanto positiva como negativamente y sirven
como tejidos de control positivo y negativo a la vez. Los tejidos de control deben ser
muestras frescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o fijadas con la mayor
brevedad con un proceso idéntico al de los cortes en estudio. Estos tejidos pueden
monitorizar todos los pasos del procedimiento, desde la preparacion del tejido a su
tincion. El uso de un corte de tejido fijado o procesado de forma diferente a la muestra en
estudio permitira el control de todos los reactivos y pasos del método excepto la fijacion y
el procesado del tejido.

Un tejido que tiene una tincion positiva débil es mas adecuado para un control de calidad
6éptimo y para detectar los niveles menores de degradacién del reactivo.

Los controles de tejido positivos conocidos sélo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los tejidos procesados y de los reactivos de la prueba, y no
como ayuda para establecer un diagndstico especifico en las muestras del paciente. Si
los controles positivos del tejido no muestran una tincion positiva, los resultados de las
muestras en estudio se deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El mismo tejido que se usa como control de tejido positivo puede usarse como control de
tejido negativo. La variedad de tipos celulares presentes en la mayoria de los cortes de
tejido ofrecen zonas para un control negativo interno, pero el usuario debe confirmarlo.
Los componentes que no tifien deben demostrar la ausencia de tincién especifica e
indican una tincion inespecifica de fondo. Si se produce una tincion especifica en los las
areas de control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se deben
considerar no validos.

Discrepancias no explicadas

Las discrepancias no explicadas de los controles se deben comunicar inmediatamente al
distribuidor local de Ventana. Si los resultados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultados del paciente no son validos. Ver la seccién Resolucion de
problemas de este prospecto. Identificar y corregir el problema, y repetir las muestras del
paciente.

Verificacién del ensayo

Antes del uso inicial de un anticuerpo o sistema de tincioén en un procedimiento
diagnéstico, se debe verificar la especificidad del anticuerpo estudiandolo en tejidos con
caracteristicas de comportamiento conocidas ante la inmunohistoquimica representando
a tejidos positivos y negativos conocidos (consultar los Procedimientos de control de
calidad expuestos previamente en esta seccion del prospecto y las recomendaciones de
Control de Calidad del College of American Pathologists Laboratory Accreditation
Program, Anatomic Pathology Checklist,” y la NCCLS Approved Guideline8. Estos
procedimientos de control de calidad deben repetirse con cada nuevo lote de anticuerpo o
siempre que se modifiquen los parametros del procedimiento. Los tejidos mencionados en
la seccién Resumen de resultados esperados son los adecuados para verificar el ensayo.

Interpretacion de los resultados

El procedimiento de inmunotincién automatizada de Ventana hace que se visualice el
antigeno diana con el anticuerpo primario marcado y el fluorocromo unido. Los
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los controles positivos y negativos antes de interpretar los resultados.
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Control de tejido positivo

El control de tejido positivo tefiido debe examinarse antes de afirmar que todos los
reactivos funcionan correctamente. La presencia de un producto de reaccién con el color
apropiado dentro de las células diana indica una reactividad positiva. Si el control positivo
de tejido no muestra una tincion positiva, los resultados de las muestras en estudio se
deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El control de tejido negativo debe examinarse después del control de tejido positivo para
verificar que el anticuerpo primario marca especificamente el antigeno diana. La ausencia
de una tincién especifica del control de tejido negativo confirma la ausencia de reactividad
cruzada del anticuerpo con células o componentes celulares. Si se produce una tincién
especifica en el control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se
deben considerar no validos.

La tincién inespecifica, cuando aparece, es de color entre amarillo brillante y verdoso.
Esporéadicamente también se puede observar una tincién clara del tejido conjuntivo en los
cortes de tejidos fijados excesivamente. Puede aparecer autofluorescencia en muestras
de tejidos tefiidos. Deben usarse las células intactas para interpretar los resultados de la
tincién. A menudo, las células necréticas o degeneradas se tifien inespecificamente.

Tejido del paciente

Las muestras del paciente deben examinarse en dltimo lugar. La intensidad de la tincién
positiva debe evaluarse en el contexto de la tincién de fondo del control negativo de
reactivo. Como sucede con todas las pruebas inmunohistoguimicas, un resultado
negativo significa que el antigeno en cuestion no se detectd y no que el antigeno esté
ausente de las células o tejido estudiados. Si es necesario, utilizar un panel de
anticuerpos para facilitar la identificacion de reacciones falso negativas (ver la seccion
Resumen de resultados esperados). También debe examinarse la morfologia de cada
muestra de tejido utilizando un corte tefiido con hematoxilina y eosina cuando se
interpreta el resultado de una prueba de inmunohistoquimica. Los resultados morfoldgicos
del paciente y sus datos clinicos pertinentes deben ser interpretados por un
anatomopatélogo cualificado.

LIMITACIONES

Limitaciones generales

1. Lainmunohistoquimica es un proceso diagndstico de varios pasos que requiere una
formacion especializada en la seleccion adecuada de los reactivos, tejidos, fijacion,
procesado, preparacion del portaobjetos para inmunohistoquimica e interpretacion
de los resultados de tincion.

2. Latincién de los tejidos depende de la manipulacién y el procesado de los mismos
antes de la tincién. Una fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado,
calentado o corte inadecuados o la contaminacién con otros tejidos o liquidos
puede producir artefactos, bloqueo del anticuerpo o falso negativos. Pueden
obtenerse resultados incoherentes por variaciones en los métodos de fijacion e
inclusién o por las irregularidades inherentes del propio tejido.

3. Lainterpretacion clinica de una tincion positiva, o de su ausencia, debe evaluarse
en el contexto de la historia clinica, la morfologia y otros criterios histopatoldgicos.
La interpretacion clinica de cualquier tincion, o la ausencia de tincién, debe
completarse con los estudios morfolégicos y controles adecuados, ademas de otras
pruebas diagnésticas. Este anticuerpo esta previsto para su uso en un panel de
anticuerpos. Es responsabilidad de un anatomopatdlogo cualificado familiarizarse
con los anticuerpos, reactivos y métodos usados para obtener una preparacion
tefiida. La tincién se debe realizar en un laboratorio certificado, con la supervisién
de un anatomopatélogo responsable de la revision de los portaobjetos tefiidos y de
la verificacion de la idoneidad de los controles negativos y positivos.

4. Ventana suministra anticuerpos y reactivos a una dilucion 6ptima para su uso,
siempre que se sigan las instrucciones proporcionadas. Cualquier desviacion de los
procedimientos del método recomendado puede invalidar los resultados esperados.
Se deben utilizar y documentar los controles apropiados. Los usuarios que se
desvien de los procedimientos recomendados del método deben aceptar su
responsabilidad en la interpretacién de los resultados del paciente en esas
circunstancias.

5. Este producto no esta disefiado para la citometria de flujo. No se han determinado
las caracteristicas de su comportamiento.

6.  Los reactivos pueden demostrar reacciones inesperadas en tejidos previamente no
estudiados. No es posible excluir totalmente la posibilidad de reacciones
inesperadas adn en grupos de tejido estudiados, debido a la variabilidad biolégica
de la expresion del antigeno en neoplasias u otros tejidos patoldgicos.? Péngase en
contacto con el distribuidor local de Ventana en caso de reacciones inesperadas.
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7. Pueden verse resultados falso positivos debido a la unién de proteinas por
mecanismos no inmunitarios.

8. Como sucede con todas las pruebas de la inmunohistoquimica, un resultado
negativo significa que el antigeno no se detectd y no que el antigeno estuviese
ausente de las células o tejido estudiados.

Limitaciones especificas

1. Elanticuerpo se ha optimado para un tiempo de incubacién de 8 minutos cuando se
usa con los Automated Slide Stainers de Ventana. Debido a variaciones en la
fijacion del tejido, puede ser necesario aumentar o disminuir el tiempo de
incubacion del anticuerpo primario en muestras individuales. Para mas informacion
sobre las variables de fijacion, consultar “Immunohistochemistry Principles and
Advances” 10

2. Elanticuerpo detecta los antigenos que sobreviven a la fijacion y el corte
habituales. Los usuarios que se desvien de los procedimientos recomendados del
método son responsables de la interpretacion y validacion de los resultados del
paciente.

RESUMEN DE LOS RESULTADOS ESPERADOS

1. Laespecificidad de FITC anti-Kappa se determiné mediante un estudio que
demostrd la tincion adecuada de tejidos normales y enfermos. Se tifieron una
variedad de tejidos normales con FITC anti-Kappa, entre ellos, piel, bazo, puimén,
nervios, amigdala, higado, cerebro, mesotelio, tiroides, Utero, préstata e intestino
delgado. Las tinciones de los siguientes tejidos fueron negativas: higado (3 de 3
casos), cerebro (3 de 3 casos) y préstata (3 de 3 casos). Tres de 3 casos de piel,
pulmén, rifién, nervios, tiroides, mesotelio e intestino delgado mostraron una tincién
inespecifica en el tejido conjuntivo. Se observd una tincion positiva de los linfocitos
en 3 de 3 casos de piel, bazo, rifién, amigdala e intestino delgado. Se tifieron diez
biopsias de piel enferma y 3 biopsias de rifién enfermo con FITC anti-Kappa. Las 13
muestras clinicas produjeron los resultados clinicos esperados. Nueve de los 13
casos tefiidos con FITC anti-Kappa produjeron resultados de tincion positivos.

La sensibilidad depende de la conservacion del antigeno. Cualquier manipulacion
inadecuada del tejido durante la fijacion, corte, embebido o almacenamiento que
altere la antigenicidad debilita la deteccién de kappa con FITC anti-Kappa y puede
dar resultados falso negativos.

3. Lareproducibilidad intraanalisis de las tinciones con FITC anti-Kappa se determind
mediante la tincién de 5 portaobjetos que contenian los mismos tejidos en la misma
sesion instrumental. Todos los portaobjetos se tifieron positivamente. Todos los
portaobjetos se tifieron con la misma intensidad. Los usuarios deben verificar la
reproducibilidad intraanalisis de los resultados tifiendo varios juegos de cortes
seriados con una densidad de antigeno baja, media y alta en un solo proceso.

4.  Lareproducibilidad interandlisis de las tinciones con FITC anti-Kappa se determing
mediante la tincién de portaobjetos que contenian los mismos tejidos en 5 sesiones
instrumentales diferentes. Todos los portaobjetos se tifieron positivamente. Todos
los portaobjetos se tifieron con una intensidad similar. Los usuarios deben verificar
la reproducibilidad interandlisis de los resultados, tifiendo varios juegos de cortes
seriados con una densidad de antigeno baja, media y alta en dias distintos.

RESOLUCION DE PROBLEMAS

1. Siel control positivo tiene una tincion mas débil de lo esperado, se deben
comprobar los demés controles positivos procesados durante el mismo
procedimiento instrumental, 0 ensayo, para determinar si se debe al anticuerpo
primario o0 a uno de los reactivos secundarios habituales.

2. Sielcontrol positivo es negativo, se debera comprobar que el portaobjetos tiene la
etiqueta de cédigo de barras adecuada. Si el portaobjetos se ha etiquetado
correctamente, se deben comprobar los deméas controles positivos procesados
durante el mismo procedimiento instrumental para determinar si se debe al
anticuerpo primario 0 a uno de los reactivos secundarios habituales. Los tejidos
pueden haber sido obtenidos, fijados o desparafinados incorrectamente. Debe
seguirse un procedimiento adecuado para la obtencién, conservacion y fijacion.

3. Silatincion especifica del anticuerpo es demasiado intensa, el proceso debe
repetirse acortando el tiempo de incubacién por intervalos de 4 minutos hasta que
se alcance la intensidad deseada de la tincion.

4. Silos cortes de tejidos se desprenden del portaobjetos durante el lavado,
comprobar que los portaobjetos estan cargados positivamente.

5. Paraacciones correctoras, consultar la seccion de Procedimiento detallado, el
Manual del Usuario del Mddulo de tincién automatizado o péngase en contacto con
el distribuidor local de Ventana.
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PROPIEDAD INTELECTUAL

Liquid Coverslip™ es una marca comercial de Ventana Medical Systems, Inc.;
BenchMark®, ES®, NexES® y Ventana® son marcas registradas de Ventana Medical
Systems, Inc.

Protegido por las siguientes patentes: Patentes de los EE.UU. N° 6045 759, 6192 945 B1,
6416 713 B1y las correspondientes en el extranjero.
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INFORMACION DE CONTACTO

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

Dﬂ www.ventanamed.com
[EC|REP]

Roche Diagnostics GmbH A
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FITC anti-Lambda Primary Antibody
Referencia 760-2684

INDICACIONES Y USO
Uso previsto
Este anticuerpo es para uso diagndstico in vitro.

FITC anti-Lambda Primary Antibody de Ventana® Medical Systems (Ventana) es un
anticuerpo policlonal de burro marcado con fluoresceina y dirigido especificamente contra
las cadenas ligeras lambda humanas. Este reactivo debe utilizarse junto con un panel de
anticuerpos para contribuir a la identificacion de las cadenas lambda en tejidos diana (por
ejemplo, para el diagndstico de patologias renales o dérmicas). FITC anti-Lambda esta
previsto para la tincién cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un
Automated Slide Stainer de Ventana.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o la ausencia de tincién deben
complementarse con estudios morfolégicos y con la evaluacion de los controles
apropiados. La evaluacion la debe realizar un anatomopatélogo cualificado, en el contexto
de la historia clinica del paciente y de otras pruebas diagnésticas. Sélo con receta.

Resumen y explicacion

Se han utilizado anticuerpos fluorescentes para detectar antigenos especificos en células
o tejidos durante mas de 40 afios.1 Se puede encontrar una vision de conjunto sobre el
uso de los anticuerpos conjugados con FITC como marcadores inmunofluorescentes
efectivos y especificos para los antigenos celulares en Faulk y Hijmans.2 El uso de esta
técnica inmunofluorescente ha tenido como consecuencia una mejor comprension global
de las patologias renales3 y dérmicas?.

FITC anti-Lambda contiene un anticuerpo policlonal de burro dirigido contra cadenas
ligeras lambda humanas purificadas. El anticuerpo se obtiene mediante purificacion de la
fraccion gammaglobulina de burro, seguida de reaccién con isotiocianato de fluoresceina.
A continuacién se elimina el exceso de colorante mediante didlisis y la globulina
conjugada se fracciona en celulosa DEAE para eliminar la proteina con exceso o defecto
de marcaje. La nefropatia por cadenas ligeras lambda se ha caracterizado mediante
inmunotincion de las cadenas lineales lambda de la membrana basal glomerular y de la
membrana basal de los tiibulos.®

Principios y procedimientos

FITC anti-Lambda puede usarse como el anticuerpo primario para la tincion
inmunohistoquimica de cortes de tejido congelados. En general, la tincion
inmunohistoquimica permite la visualizacién de los antigenos mediante la aplicacion
secuencial de un anticuerpo especifico (anticuerpo primario) frente al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de unién) frente al anticuerpo primario, un complejo
enzimatico y un sustrato cromdgeno, con pasos de lavado intermedios. La activacion
enzimatica del cromégeno da lugar a un producto de reaccion visible en el lugar donde se
encuentra el antigeno. Para los anticuerpos marcados directamente con FITC el
fluorocromo esté ligado al anticuerpo primario y, por tanto, no se requiere un anticuerpo
secundario o una etapa de deteccion cromégena. El anticuerpo primario se une de
manera especifica al antigeno diana y por tanto puede visualizarse. Los resultados se
interpretan con un microscopio de fluorescencia con el juego apropiado de filtros y
facilitan el diagnéstico diferencial de procesos fisiopatoldgicos que pueden estar
asociados 0 no con un antigeno concreto.

FITC anti-Lambda se ha diluido éptimamente para su uso con los Automated Slide
Stainers de Ventana. Cada paso del protocolo de tincién incluye una incubacién durante
un tiempo preciso y a una temperatura especifica. Al final de cada paso de incubacion, los
cortes se aclaran en el Automated Slide Stainer de Ventana para detener la reaccion y
eliminar el material no ligado que podria impedir la reaccion deseada en los pasos
posteriores. Para reducir al minimo la evaporacion de los reactivos acuosos del
portaobjetos que contiene la muestra, se aplica la solucién cubreobjetos en el médulo de
tincion automatizado. Consultar en el Manual de Usuario del Automated Slide Stainer de
Ventana los detalles especificos del funcionamiento del instrumento.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos suministrados

FITC anti-Lambda contiene suficiente reactivo para realizar 50 pruebas.

1 Dispensador de 5 mL de FITC anti-Lambda (policlonal); contiene aproximadamente
100 pg (20 pg/mL) de un anticuerpo policlonal de burro dirigido contra la cadena lambda
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humana. El anticuerpo se diluye en tampén derivado del tris-HCL que contiene una
proteina transportadora y conservante.

La concentracion de proteina total del reactivo es aproximadamente de 2,1 mg/mL.
Reconstitucion, mezcla, dilucidn y titulacion

Este anticuerpo se ha optimado para su uso en un Ventana Automated Slide Stainer. No
se requiere su reconstitucion, mezcla, dilucion ni titulacion.

Una dilucién posterior puede dar lugar a una pérdida de tincion. El usuario debe validar
cualquier cambio que se produzca. Las diferencias de procesamiento del tejido y del
procedimiento técnico del laboratorio pueden producir una variabilidad significativa de los
resultados, necesitdndose el uso periédico de controles (consultar el apartado de
Procedimientos de control de calidad).

Material y reactivos necesarios y no suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para la tincién pero no se
proporcionan:

Portaobjetos cargados positivamente

Controles de tejido positivo y negativo

Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 70 °C +5 °C

Bar code labels (appropriate for negative control and primary antibody being tested)

Acetone

Cubetas o bafios de tincion

Crondmetro

Agua desionizada o destilada

ES®, NexES® IHC, BenchMark® y BenchMark XT Automated Slide Stainers

Software especifico para el kit de deteccion (s6lo para el ES Automated Slide

Stainer)

11.  Solucién APK Wash concentrada de Ventana (10X) (ES y NexES IHC Automated
Slide Stainers)

12.  Solucion prediluida Low Temperature Liquid Coverslip™ de Ventana (ES y
NexES IHC Automated Slide Stainers)

13.  Solucién Reaction Buffer concentrada (10X)* de Ventana (BenchMark y
BenchMark XT Automated Slide Stainers)

14, Solucion prediluida High Temperature Liquid Coverslip de Ventana (BenchMark y
BenchMark XT Automated Slide Stainers)

15.  Medio de montaje acuoso adecuado para la fluorescencia

16.  Cubreobjetos

17.  Microscopio de epifluorescencia (20 a 80X) equipado con un filtro FITC

* SegUn sea necesario para las aplicaciones especificas.
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Conservaciéon y manipulacion

Conservar a 2-8 °C. No congelar. El usuario debe validar cualquier condicién de
almacenamiento que no sea una de las especificadas en el prospecto.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
tras cada proceso se debe volver a poner el tapén y almacenar el dispensador en la
nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. El reactivo es
estable hasta la fecha indicada en la etiqueta cuando se almacena correctamente. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad para el método de almacenamiento
descrito.

No hay signos definitivos que indiquen la inestabilidad de este producto, por lo que los
controles positivos y negativos deben analizarse simultineamente con muestras
desconacidas. Debera contactar inmediatamente con el distribuidor local de Ventana si
observa signos de inestabilidad del reactivo.

Extraccién y preparacion de la muestra para su analisis

Cuando se procesan segun el procedimiento habitual, los tejidos congelados son
adecuados para el uso con este anticuerpo primario cuando se utiliza con un Automated
Slide Stainer de Ventana (véase la seccién Material y reactivos necesarios no
suministrados). La fijacién de tejido recomendada es 10 minutos en acetona fria. Pueden
producirse resultados variables como consecuencia de una fijacion prolongada o de
procesos especiales, como la descalcificacion de las muestras de médula 6sea.

Cada corte debe tener el grosor apropiado y se pondra en un portaobjetos de vidrio
cargado positivamente.
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AVISOS Y PRECAUCIONES

1. Adoptar las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. Usar
guantes desechables cuando se manipulen materiales potencialmente
carcinbgenos o téxicos (como, por ejemplo, xileno o formaldehido).

2. Nofumar, comer o beber en las reas en que se estdn manipulando las muestras o
los reactivos.

3. Evitar el contacto de los reactivos con los 0jos y las mucosas. Si se produce el
contacto con areas sensibles, lavar con agua abundante.

4. Las muestras del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben
tratarse como si fuesen materiales potencialmente infecciosos y desecharse con las
precauciones adecuadas. Nunca pipetear con la boca.

5. Evitar la contaminacién microbiana de los reactivos, ya que podrian producirse
resultados incorrectos.

6.  Lostiempos y las temperaturas de incubacion que no sean los que se especifican
pueden dar resultados erréneos. El usuario debe validar cualquier cambio que se
produzca.

7. Ladilucion de los reactivos es la dptima y una dilucion posterior puede dar lugar a
la pérdida de tincién. El usuario debe validar cualquier cambio que se produzca.

8. Este producto no se clasifica como sustancia peligrosa cuando se usa segun las
instrucciones. El conservante del reactivo es ProClin 300. Los sintomas de
sobreexposicion a ProClin 300 consisten en irritacion de la piel y los ojos, e
irritacion de las mucosas y las vias respiratorias altas. La concentracion de ProClin
300 en este producto es del 0,05 % y no cumple los criterios OHSA (Occupational
Safety & Health Administration) de sustancia peligrosa. En sujetos sensibles es
posible la aparicion de reacciones alérgicas sistémicas.

9. Consulte las autoridades locales o nacionales sobre el método recomendado de
eliminacion.

INSTRUCCIONES DE USO

Procedimiento detallado

Los Primary Antibodies de Ventana se han optimizado para su uso con un Automated
Slide Stainer de Ventana junto a los Detection Kits de Ventana y sus accesorios. Los
protocolos de tincion recomendados para los médulos de tincién automatizados se
exponen en la Tabla 1. Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden
mostrar, imprimir o cambiar siguiendo el procedimiento descrito en el Manual del Usuario.
Otros parametros operativos de los médulos de tincion automatizados vienen
configurados de fabrica.

Tabla 1. Protocolos de tincién recomendados para FITC Anti-Lambda

Tipo de procedimiento Plataforma o método

BenchMark o
ES 0 NexES IHC BenchMark XT
Seleccion del protocolo Congelado Congelado
Desparafinacion N/A N/A

Acondicionamiento celular

No se requiere No se requiere

(desenmascaramiento
del antigeno)

Enzima (Protease) No se requiere No se requiere

Anticuerpos (primarios) 8 minutos 8 minutos

Contratincién N/A N/A

Los procedimientos de tincion en los Automated Slide Stainers de Ventana son los
siguientes. Se pueden consultar instrucciones mas detalladas y opciones de protocolo
adicionales en el Manual del Usuario.

Para todos los instrumentos

1. Pegar una etiqueta con el codigo de barras adecuado al protocolo de anticuerpo por
realizar.

2. Cargar el anticuerpo primario en la bandeja de reactivos y colocarla en el médulo
de tincién automatizado. Comprobar los liquidos y los residuos.

3. Poner los portaobjetos en el mddulo de tincién automatizado.

4. Comenzar el proceso de tincion.

5. Cuando finalice el proceso, sacar los portaobjetos del médulo de tincion
automatizado.

6.  Con el cromdgeno FITC, evitar la deshidratacion y limpiar. Montar los portaobjetos
teflidos con el anticuerpo primario FITC con un medio de montaje acuoso. La
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eliminacion eficaz de la solucién Liquid Coverslip de los portachjetos tras retirarlos del
instrumento reduce en gran medida la autofluorescencia de fondo. Para conseguirlo,
aclarar bien los portaobjetos con APK wash o Reaction Buffer. A continuacion los
portaobjetos se pueden aclarar en agua destilada y cubrir con cubreobjetos. Los
portaobjetos tefiidos deben leerse el mismo dia de la tincion, y deben almacenarse
en un lugar oscuro en un ambiente frio (-20 °C). Los portaobjetos tefiidos con los
anticuerpos primarios FITC no son estables, pero la tincién puede conservarse si
los anticuerpos se almacenan a -20 °C 0 -80 °C en la oscuridad. Los portaobjetos
tefiidos con los anticuerpos primarios FITC pueden extinguirse con el tiempo o con
una exposicion prolongada a la luz. Evitar la exposicion a la luz.

Procedimientos de control de calidad
Control de tejido positivo

Se debe procesar un control de tejido positivo cada vez que se realice el procedimiento
de tincién. Un ejemplo de un control positivo con FITC anti-Lambda es la amigdala o
ganglio linfatico congelados. Los componentes tisulares que muestran tincion positiva
(tincién de los linfocitos de los centros germinales) se utilizan para confirmar que el
anticuerpo se ha aplicado y que el instrumento funciona correctamente. Este tejido puede
contener células o componentes de tejido que se tifian tanto positiva como negativamente
y sirven como tejidos de control positivo y negativo a la vez. Los tejidos de control deben
ser muestras frescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o fijadas con la mayor
brevedad con un proceso idéntico al de los cortes en estudio. Estos tejidos pueden
monitorizar todos los pasos del procedimiento, desde la preparacion del tejido a su
tincion. El uso de un corte de tejido fijado o procesado de forma diferente a la muestra en
estudio permitira el control de todos los reactivos y pasos del método excepto la fijacion y
el procesado del tejido.

Un tejido que tiene una tincion positiva débil es mas adecuado para un control de calidad
Optimo y para detectar los niveles menores de degradacion del reactivo.

Los controles de tejido positivos conocidos sélo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los tejidos procesados y de los reactivos de la prueba, y no
como ayuda para establecer un diagndstico especifico en las muestras del paciente. Si
los controles positivos del tejido no muestran una tincion positiva, los resultados de las
muestras en estudio se deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El mismo tejido que se usa como control de tejido positivo puede usarse como control de
tejido negativo. La variedad de tipos celulares presentes en la mayoria de los cortes de
tejido ofrecen zonas para un control negativo interno, pero el usuario debe confirmarlo.
Los componentes que no tifien deben demostrar la ausencia de tincién especifica e
indican una tincién inespecifica de fondo. Si se produce una tincién especifica en los las
areas de control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se deben
considerar no validos.

Discrepancias no explicadas

Las discrepancias no explicadas de los controles se deben comunicar inmediatamente al
distribuidor local de Ventana. Si los resultados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultados del paciente no son validos. Ver la seccién Resolucién de
problemas de este prospecto. Identificar y corregir el problema, y repetir las muestras del
paciente.

Verificacion del ensayo

Antes del uso inicial de un anticuerpo o sistema de tincién en un procedimiento
diagndstico, se debe verificar la especificidad del anticuerpo estudiandolo en tejidos con
caracteristicas de comportamiento conocidas ante la inmunohistoquimica representando
a tejidos positivos y negativos conocidos (consultar los Procedimientos de control de
calidad expuestos previamente en esta seccion del prospecto y las recomendaciones de
Control de Calidad del College of American Pathologists Laboratory Accreditation
Program, Anatomic Pathology Checklist,” y la NCCLS Approved Guideline8). Estos
procedimientos de control de calidad deben repetirse con cada nuevo lote de anticuerpo o
siempre que se modifiquen los parametros del procedimiento. Los tejidos mencionados en
la seccién Resumen de resultados esperados son los adecuados para verificar el ensayo.

Interpretacion de los resultados

El procedimiento de inmunotincién automatizada de Ventana hace que se visualice el
antigeno diana con el anticuerpo primario marcado y el fluorocromo unido. Los
anticuerpos marcados con FITC dan un producto de reaccion de color verde manzana. Un
anatomopatélogo con experiencia en procedimientos inmunohistoquimicos debe evaluar
los controles positivos y negativos antes de interpretar los resultados.
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Control de tejido positivo 7. Pueden verse resultados falso positivos debido a la unién de proteinas por
mecanismos no inmunitarios.

Como sucede con todas las pruebas de la inmunohistoquimica, un resultado
negativo significa que el antigeno no se detectd y no que el antigeno estuviese

ausente de las células o tejido estudiados.
Limitaciones especificas

1. Elanticuerpo se ha optimado para un tiempo de incubacién de 8 minutos cuando se
usa con los Automated Slide Stainers de Ventana. Debido a variaciones en la
fijacion del tejido, puede ser necesario aumentar o disminuir el tiempo de
incubacion del anticuerpo primario en muestras individuales. Para mas informacion
sobre las variables de fijacion, consultar “Immunohistochemistry Principles and
Advances” 10

El anticuerpo detecta los antigenos que sobreviven a la fijacion y el corte
habituales. Los usuarios que se desvien de los procedimientos recomendados del
método son responsables de la interpretacion y validacion de los resultados del
paciente.

RESUMEN DE LOS RESULTADOS ESPERADOS

1. Laespecificidad de FITC anti-Lambda se determiné mediante un estudio que
demostrd la tincién adecuada de tejidos normales y patolégicos. Se tifieron diez
biopsias de piel y 3 muestras de rifién enfermo con FITC anti-Lambda. Las 13
muestras clinicas mostraron los resultados esperados. Tres de los 13 tejidos produjeron

El control de tejido positivo tefiido debe examinarse antes de afirmar que todos los
reactivos funcionan correctamente. La presencia de un producto de reaccién con el color
apropiado dentro de las células diana indica una reactividad positiva. Si el control positivo
de tejido no muestra una tincion positiva, los resultados de las muestras en estudio se
deben considerar no validos.

©

Control de tejido negativo

El control de tejido negativo debe examinarse después del control de tejido positivo para
verificar que el anticuerpo primario marca especificamente el antigeno diana. La ausencia

de una tincién especifica del control de tejido negativo confirma la ausencia de reactividad
cruzada del anticuerpo con células o componentes celulares. Si se produce una tincién
especifica en el control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se 5.
deben considerar no validos.

La tincién inespecifica, cuando aparece, es de color entre amarillo brillante y verdoso.
Esporéadicamente también se puede observar una tincién clara del tejido conjuntivo en los
cortes de tejidos fijados excesivamente. Puede aparecer autofluorescencia en muestras
de tejidos tefiidos. Deben usarse las células intactas para interpretar los resultados de la
tincién. A menudo, las células necréticas o degeneradas se tifien inespecificamente.

Tejido del paciente
Las muestras del paciente deben examinarse en dltimo lugar. La intensidad de la tincién

positiva debe evaluarse en el contexto de la tincién de fondo del control negativo de
reactivo. Como sucede con todas las pruebas inmunohistoguimicas, un resultado
negativo significa que el antigeno en cuestion no se detectd y no que el antigeno esté

ausente de las células o tejido estudiados. Si es necesario, utilizar un panel de
anticuerpos para facilitar la identificacion de reacciones falso negativas (ver la seccion
Resumen de resultados esperados). También debe examinarse la morfologia de cada

muestra de tejido utilizando un corte tefiido con hematoxilina y eosina cuando se 2. Lasensibilidad depende de la conservacion del antigeno. Cualquier manipulacion
interpreta el resultado de una prueba de inmunohistoquimica. Los resultados morfolégicos inadecuada del tejido durante la fijacidn, corte, embebido o almacenamiento que
del paciente y sus datos clinicos pertinentes deben ser interpretados por un altere la antigenicidad debilita la deteccion de las cadenas lambda con FITC anti-
anatomopatdlogo cualificado. Lambda y puede dar resultados falso negativos.
3. Lareproducibilidad intraanélisis de las tinciones con FITC anti-Lambda se
LIMITACIONES determiné mediante la tincién de 2 tipos de tejidos diferentes por duplicado en 1
L instrumento. Los dos casos demostraron tinciones equivalentes entre los cortes
Limitaciones generales duplicados que contenian el mismo tejido en la misma sesién instrumental. Dos de
1. Lainmunohistoquimica es un proceso diagndstico de varios pasos que requiere una 2 portaobjetos se tifieron positivamente. Los dos portaobjetos se tifieron con una
formacion especializada en la seleccién adecuada de los reactivos, tejidos, fijacion, intensidad similar. Los usuarios deben verificar la reproducibilidad intraandlisis de
procesado, preparacion del portaobjetos para inmunohistoquimica e interpretacion los resultados tifiendo varios juegos de cortes seriados con una densidad de
de los resultados de tincion. antigeno baja, media y alta en un solo proceso.
2. Latincion de los tejidos depende de la manipulacion y el procesado de los mismos 4. La reproducibilidad interanalisis de las tinciones con FITC anti-Lambda se
antes de la tincién. Una fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado, determiné mediante la tincion de 2 tipos de tejidos diferentes en 3 instrumentos.
calentado o corte inadecuados o la contaminacion con otros tejidos o liquidos Ambos casos demostraron equivalencia entre los 3 instrumentos empleados. Los
puede producir artefactos, bloqueo del anticuerpo o falso negativos. Pueden usuarios deben verificar la reproducibilidad interanalisis de los resultados, tifiendo
obtenerse resultados incoherentes por variaciones en los métodos de fijacion e varios juegos de cortes seriados con una densidad de antigeno baja, media y alta
inclusién o por las irregularidades inherentes del propio tejido. en dias distintos.
3. Lainterpretacion clinica de una tincion positiva, o de su ausencia, debe evaluarse )
en el contexto de la historia clinica, la morfologia y otros criterios histopatoldgicos. RESOLUCION DE PROBLEMAS
La interpretacion clinica de cualquier tincion, o la ausencia de tincién, debe 1. Siel control positivo tiene una tincion mas débil de lo esperado, se deben
completarse con los estudios morfolégicos y controles adecuados, ademas de otras comprobar los demés controles positivos procesados durante el mismo
pruebas diagnésticas. Este anticuerpo esta previsto para su uso en un panel de procedimiento instrumental, o ensayo, para determinar si se debe al anticuerpo
anticuerpos. Es responsabilidad de un anatomopatdlogo cualificado familiarizarse primario o a uno de los reactivos secundarios habituales.
con los anticuerpos, reactivos y métodos usados para obtener una preparacion 2. Sielcontrol positivo es negativo, se debera comprobar que el portaobjetos tiene la
tefiida. La tincién se debe realizar en un laboratorio certificado, con la supervisién etiqueta de cédigo de barras adecuada. Si el portaobjetos se ha etiquetado
de un anatomopatélogo responsable de la revision de los portaobjetos tefiidos y de correctamente, se deben comprobar los deméas controles positivos procesados
la verificacion de la idoneidad de los controles negativos y positivos. durante el mismo procedimiento instrumental para determinar si se debe al
4. Ventana suministra anticuerpos y reactivos a una dilucion 6ptima para su uso, anticuerpo primario o0 a uno de los reactivos secundarios habituales. Los tejidos
siempre que se sigan las instrucciones proporcionadas. Cualquier desviacion de los pueden haber sido obtenidos, fijados o desparafinados incorrectamente. Debe
procedimientos del método recomendado puede invalidar los resultados esperados. seguirse un procedimiento adecuado para la obtencién, conservacion y fijacion.
Se deben utilizar y documentar los controles apropiados. Los usuarios que se 3. Silatincion especifica del anticuerpo es demasiado intensa, el proceso debe
desvien de los procedimientos recomendados del método deben aceptar su repetirse acortando el tiempo de incubacion por intervalos de 4 minutos hasta que
responsabilidad en la interpretacién de los resultados del paciente en esas se alcance la intensidad deseada de la tincion.
circunstancias. 4. Silos cortes de tejidos se desprenden del portaobjetos durante el lavado,
5. Este producto no esta disefiado para la citometria de flujo. No se han determinado comprobar que los portaobjetos estan cargados positivamente.
las caracteristicas de su comportamiento. 5. Paraacciones correctoras, consultar la seccién de Procedimiento detallado, el
6.  Los reactivos pueden demostrar reacciones inesperadas en tejidos previamente no Manual del Usuario del Mddulo de tincién automatizado o péngase en contacto con
estudiados. No es posible excluir totalmente la posibilidad de reacciones el distribuidor local de Ventana.
inesperadas adn en grupos de tejido estudiados, debido a la variabilidad biolégica
de la expresion del antigeno en neoplasias u otros tejidos patolégicos®. Pngase en A\
contacto con el distribuidor local de Ventana en caso de reacciones inesperadas. | F-,ZOZ 4—39809462— APN-DVPCYAR#ANMAT
ronQf nosoy
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unos resultados de tincin positivos. Un caso de lupus mostré tincién positiva y 2 casos
de rifién también mostraron resultados positivos. Se tifieron once tejidos normales con
FITC anti-Lambda y 1 caso de cada uno de los siguientes tejidos fue negativo:
cerebro, rifién, higado, pulmén, células mesoteliales, nervio, préstata, tiroides y
(tero. Se observé una tincién positiva de linfocitos en amigdala (1 de 1 caso) e
intestino delgado (1 de 1 caso).
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INTELLECTUAL PROPERTY
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CONTACT INFORMATION

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755
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+1 520 887 2155
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FITC Anti-Fibrinogen Primary Antibody
Referencia 760-2685

INDICACIONES Y USO
Uso previsto
Este anticuerpo es para uso diagndstico in vitro.

FITC anti-Fibrinogen Primary Antibody de Ventana Medical Systems (Ventana®) es un
anticuerpo policlonal de cabra marcado con fluoresceina y dirigido especificamente contra
el fibrindgeno humano. Este reactivo debe utilizarse junto con un panel de anticuerpos para
contribuir a la identificacion del fibrindgeno en tejidos diana (por ejemplo, para el diagnéstico
de patologias renales o dérmicas). FITC anti-Fibrinogen esta previsto para la tincion cualitativa
en laboratorio de cortes de tejido congelado en un Automated Slide Stainer de Ventana.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o la ausencia de tincién deben
complementarse con estudios morfolégicos y con la evaluacion de los controles
apropiados. La evaluacion la debe realizar un anatomopatélogo cualificado, en el contexto
de la historia clinica del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Resumen y explicacion

Se han utilizado anticuerpos fluorescentes para detectar antigenos especificos en células
o tejidos durante mas de 40 afios.! Se puede encontrar una vision de conjunto sobre el
uso de los anticuerpos conjugados con FITC como marcadores inmunofluorescentes
efectivos y especificos para los antigenos celulares en Faulk y Hijmans.2 El uso de esta
técnica inmunofluorescente ha tenido como consecuencia una mejor comprension global
de las patologias renales3 y dérmicas?.

FITC anti-Fibrinogen contiene un anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra el
fibrinégeno humano purificado. El anticuerpo se obtiene mediante purificacion de la
fraccion gammaglobulina de cabra, seguida de reaccion con isotiocianato de fluoresceina.
El exceso de colorante se elimina a continuacién mediante dialisis y la globulina
conjugada se fracciona posteriormente en celulosa DEAE para eliminar la proteina con
exceso o defecto de marcaje.5 La visualizacion mediante inmunofluorescencia del
fibrindgeno en el tejido renal humano se ha documentado con anterioridad.® FITC anti-
Fibrinogen se une especificamente al fibrindgeno humano y sus productos de degradacion.
Para una vision de conjunto sobre el fibrindgeno y sus productos de degradacion, consultar
Kwan y Barlow.”

Principios y procedimientos

FITC anti-Fibrinogen puede usarse como el anticuerpo primario para la tincion
inmunohistoquimica de cortes de tejido congelados. En general, la tincién
inmunohistoquimica permite la visualizacion de los antigenos mediante la aplicacion
secuencial de un anticuerpo especifico (anticuerpo primario) frente al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de unién) frente al anticuerpo primario, un complejo
enzimatico y un sustrato cromégeno, con pasos de lavado intermedios. La activacion
enzimatica del cromégeno da lugar a un producto de reaccion visible en el lugar donde se
encuentra el antigeno. Para los anticuerpos marcados directamente con FITC el
fluorocromo esté ligado al anticuerpo primario y, por tanto, no se requiere un anticuerpo
secundario o una etapa de deteccion cromégena. El anticuerpo primario se une de
manera especifica al antigeno diana y por tanto puede visualizarse. Los resultados se
interpretan con un microscopio de fluorescencia con el juego apropiado de filtros y
facilitan el diagnéstico diferencial de procesos fisiopatoldgicos que pueden estar
asociados 0 no con un antigeno concreto.

FITC anti-Fibrinogen se ha diluido 6ptimamente para su uso con los médulos de tincién
automatizados. Cada paso del protocolo de tincién incluye una incubacion durante un
tiempo preciso y a una temperatura especifica. Al final de cada paso de incubacion, los
cortes se aclaran en el Automated Slide Stainer de Ventana para detener la reaccion y
eliminar el material no ligado que podria impedir la reaccién deseada en los pasos
posteriores. Para minimizar la evaporacion de los reactivos acuosos del portaobjetos que
contiene la muestra, se aplica la solucion cubreobjetos en el médulo de tincion
automatica. Consultar en el Manual de Usuario del Automated Slide Stainer de Ventana
los detalles especificos del funcionamiento del instrumento.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos suministrados
FITC anti-Fibrinogen contiene suficiente reactivo para realizar 50 pruebas.
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1 Dispensador de 5 mL de FITC anti-Fibrinogen; contiene un anticuerpo policlonal de
cabra dirigido contra fibringeno humano aproximadamente de 1,4 pg/mL. El anticuerpo
se diluye en tampén derivado de tris que contiene una proteina transportadora y
conservante.

La concentracion de proteina total del reactivo es aproximadamente de 1,4 mg/mL.
Reconstitucion, mezcla, dilucién y titulacién

Este anticuerpo se ha optimado para su uso en un Ventana Automated Slide Stainer No
se requiere su reconstitucion, mezcla, dilucion ni titulacion.

Una dilucion posterior puede dar lugar a una pérdida de tincion. El usuario debe validar
cualquier cambio que se produzca. Las diferencias de procesamiento del tejido y del
procedimiento técnico del laboratorio pueden producir una variabilidad significativa de los
resultados, necesitandose el uso periédico de controles (Consultar el apartado de
Procedimientos de control de calidad).

Material y reactivos necesarios y no suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para la tincion pero no se
proporcionan:

1. Portaobjetos cargados positivamente

Controles de tejido positivo y negativo

Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 70 °C +5 °C

Etiquetas con codigo de barras (apropiadas para el control negativo y para el

anticuerpo primario a prueba)

Acetona

Cubetas o bafios de tincion

Cronémetro

Agua desionizada o destilada

ES®, NexES® IHC, BenchMark® y BenchMark XT Automated Slide Stainers

Software especifico para el kit de deteccion (s6lo para el ES Automated Slide

Stainer)

11.  Solucién APK Wash concentrada de Ventana (10X) (ES y NexES IHC Automated
Slide Stainers)

12.  Solucién prediluida Low Temperature Liquid Coverslip™ de Ventana (ES y
NexES IHC Automated Slide Stainers)

13.  Solucién Reaction Buffer concentrada (10X) de Ventana (BenchMark y
BenchMark XT Automated Slide Stainers)

14.  Solucién prediluida High Temperature Liquid Coverslip de Ventana (BenchMark y
BenchMark XT Automated Slide Stainers)

15.  Medio de montaje acuoso adecuado para la fluorescencia

16.  Cubreobjetos

17.  Microscopio de epifluorescencia (20 a 80X) equipado con un filtro FITC

Conservacion y manipulacién

~wn
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Conservar a 2-8 °C. No congelar. El usuario debe validar cualquier condicion de
almacenamiento que no sea una de las especificadas en el prospecto.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
tras cada proceso se debe volver a poner el tapén y almacenar el dispensador en la
nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. El reactivo es
estable hasta la fecha indicada en la etiqueta cuando se almacena correctamente. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad para el método de almacenamiento
descrito.

No hay signos definitivos que indiquen la inestabilidad de este producto, por lo que los
controles positivos y negativos deben analizarse simultineamente con muestras
desconacidas. Debera contactar inmediatamente con el distribuidor local de Ventana si
observa signos de inestabilidad del reactivo.

Extraccion y preparacion de la muestra para su andlisis

Cuando se procesan segun el procedimiento habitual, los tejidos congelados son
adecuados para el uso con este anticuerpo primario cuando se utiliza con un Automated
Slide Stainer de Ventana (véase la seccién Material y reactivos necesarios no
suministrados). La fijacion de tejido recomendada es 10 minutos en acetona fria. Pueden
producirse resultados variables como consecuencia de una fijacion prolongada o de
procesos especiales, como la descalcificacién de las muestras de médula 6sea.

Cada corte debe tener el grosor apropiado y se pondré en un portaobjetos de vidrio
cargado positivamente.
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AVISOS Y PRECAUCIONES

1. Adoptar las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. Usar
guantes desechables cuando se manipulen materiales potencialmente
carcinbgenos o téxicos (como, por ejemplo, xileno o formaldehido).

2. Nofumar, comer o beber en las reas en que se estdn manipulando las muestras o
los reactivos.

3. Evitar el contacto de los reactivos con los 0jos y las mucosas. Si se produce el
contacto con areas sensibles, lavar con agua abundante.

4. Las muestras del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben
tratarse como si fuesen materiales potencialmente infecciosos y desecharse con las
precauciones adecuadas. Nunca pipetear con la boca.

5. Evitar la contaminacién microbiana de los reactivos, ya que podrian producirse
resultados incorrectos.

6.  Lostiempos y las temperaturas de incubacion que no sean los que se especifican
pueden dar resultados erréneos. El usuario debe validar cualquier cambio que se
produzca.

7. Ladilucion de los reactivos es la dptima y una dilucion posterior puede dar lugar a
la pérdida de tincién. El usuario debe validar cualquier cambio que se produzca.

8. Este producto no se clasifica como sustancia peligrosa cuando se usa segun las
instrucciones. El conservante del reactivo es ProClin 300. Los sintomas de
sobreexposicion a ProClin 300 consisten en irritacion de la piel y los ojos, e
irritacion de las mucosas y las vias respiratorias altas. La concentracion de ProClin
300 en este producto es del 0,05 % y no cumple los criterios OHSA (Occupational
Safety & Health Administration) de sustancia peligrosa. En sujetos sensibles es
posible la aparicion de reacciones alérgicas sistémicas.

9. Consulte las autoridades locales o nacionales sobre el método recomendado de
eliminacion.

INSTRUCCIONES DE USO

Procedimiento detallado

Los Primary Antibodies de Ventana se han optimizado para su uso con un Automated
Slide Stainer de Ventana junto a los Detection Kits de Ventana y sus accesorios. Los
protocolos de tincion recomendados para los médulos de tincién automatizados se
exponen en la Tabla 1. Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden
mostrar, imprimir o cambiar siguiendo el procedimiento descrito en el Manual del Usuario.
Otros parametros operativos de los médulos de tincion automatizados vienen
configurados de fabrica.

Tabla 1. Protocolos de tincién recomendados para FITC anti-Fibrinogen

Tipo de procedimiento Plataforma o método

BenchMark o
ES 0 NexES IHC BenchMark XT
Seleccion del protocolo Congelado Congelado
Desparafinacion N/A N/A

Acondicionamiento celular

No se requiere No se requiere

(desenmascaramiento
del antigeno)

Enzima (Protease) No se requiere No se requiere

FITC anti-Fibrinogen, 8
minutos

FITC anti-Fibrinogen, 8

Anticuerpos (primarios) minutos

Contratincion N/A N/A

Los procedimientos de tincién en los Automated Slide Stainers de Ventana son los
siguientes: Se pueden consultar instrucciones mas detalladas y opciones de protocolo
adicionales en el Manual del Usuario.

Para todos los instrumentos

1. Pegar una etiqueta con el codigo de barras adecuado al protocolo de anticuerpo por
realizar.

2. Cargar el anticuerpo primario en la bandeja de reactivos y colocarla en el médulo
de tincidn automatizado. Comprobar los liquidos y los residuos.

3. Poner los portaobjetos en el modulo de tincién automatizado.

4. Comenzar el proceso de tincion.

5. Cuando finalice el proceso, sacar los portaobjetos del médulo de tincion
automatizado.
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6. Con el cromdgeno FITC, evitar la deshidratacion y limpiar. Montar los portaobjetos
tefiidos con el anticuerpo primario FITC con un medio de montaje acuoso. La
eliminacion eficaz de la solucion Liquid Coverslip de los portaobjetos tras retirarlos del
instrumento reduce en gran medida la autofluorescencia de fondo. Para conseguirlo,
aclarar bien los portaobjetos con APK Wash o Reaction Buffer. A continuacion los
portaohjetos se pueden aclarar en agua destilada y cubrir con cubreobjetos. Los
portaobjetos tefiidos deben leerse el mismo dia de la tincion, y deben almacenarse
en un lugar oscuro en un ambiente frio (-20 °C). Los portaobjetos tefiidos con los
anticuerpos primarios FITC no son estables, pero la tincién puede conservarse si
los anticuerpos se almacenan a —20 °C 0 -80 °C en la oscuridad. Los portaobjetos
teflidos con los anticuerpos primarios FITC pueden extinguirse con el tiempo o con
una exposicion prolongada a la luz. Evitar la exposicion a la luz.

Procedimientos de control de calidad
Control de tejido positivo

Se debe procesar un control de tejido positivo cada vez que se realice el procedimiento
de tincién. Un ejemplo de un control positivo con FITC anti-Fibrinogen es la placenta o
tejido que contenga sangre coagulada. La tincion positiva de componentes tisulares se
usa para confirmar que el anticuerpo se ha aplicado y que el instrumento funciona
correctamente. Este tejido puede contener células o componentes de tejido que se tifian
tanto positiva como negativamente y sirven como tejidos de control positivo y negativo a
la vez. Los tejidos de control deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o cirugia
preparadas o fijadas con la mayor brevedad con un proceso idéntico al de los cortes en
estudio. Estos tejidos pueden monitorizar todos los pasos del procedimiento, desde la
preparacion del tejido a su tincion. El uso de un corte de tejido fijado o procesado de
forma diferente a la muestra en estudio permitira el control de todos los reactivos y pasos
del método excepto la fijacién y el procesado del tejido.

Un tejido que tiene una tincion positiva débil es mas adecuado para un control de calidad
Optimo y para detectar los niveles menores de degradacion del reactivo.

Los controles de tejido positivos conocidos sélo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los tejidos procesados y de los reactivos de la prueba, y no
como ayuda para establecer un diagnéstico especifico en las muestras del paciente. Si
los controles positivos del tejido no muestran una tincion positiva, los resultados de las
muestras en estudio se deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El mismo tejido que se usa como control de tejido positivo puede usarse como control de
tejido negativo. La variedad de tipos celulares presentes en la mayoria de los cortes de
tejido ofrecen zonas para un control negativo interno, pero el usuario debe confirmarlo.
Los componentes que no tifien deben demostrar la ausencia de tincién especifica e
indican una tincién inespecifica de fondo. Si se produce una tincién especifica en las
areas de control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se deben
considerar no validos.

Discrepancias no explicadas

Las discrepancias no explicadas de los controles se deben comunicar inmediatamente al
distribuidor local de Ventana. Si los resultados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultados del paciente no son validos. Ver la seccién Resolucion de
problemas de este prospecto. Identificar y corregir el problema, y repetir las muestras del
paciente.

Verificacion del ensayo

Antes del uso inicial de un anticuerpo o sistema de tincién en un procedimiento
diagndstico, se debe verificar la especificidad del anticuerpo estudiandolo en tejidos con
caracteristicas de comportamiento conocidas ante la inmunohistoquimica representando
a tejidos positivos y negativos conocidos (consultar los Procedimientos de control de
calidad expuestos previamente en esta seccion del prospecto y las recomendaciones de
Control de Calidad del College of American Pathologists Laboratory Accreditation
Program, Anatomic Pathology Checklist8 y NCCLS Approved Guidelined). Estos
procedimientos de control de calidad deben repetirse con cada nuevo lote de anticuerpo o
siempre que se modifiquen los parametros del procedimiento. Los tejidos mencionados en
la seccién Resumen de resultados esperados son los adecuados para verificar el ensayo.

Interpretacion de los resultados

El procedimiento de inmunotincién automatizada de Ventana hace que se visualice el
antigeno diana con el anticuerpo primario marcado y el fluorocromo unido. Los
anticuerpos marcados con FITC dan un producto de reaccion de color verde manzana. Un
anatomopat6logo con experiencia en procedimientos inmunohistoquimicos debe evaluar
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Control de tejido positivo

El control de tejido positivo tefiido debe examinarse antes de afirmar que todos los
reactivos funcionan correctamente. La presencia de un producto de reaccién con el color
apropiado dentro de las células diana indica una reactividad positiva. Si el control positivo
de tejido no muestra una tincion positiva, los resultados de las muestras en estudio se
deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El control de tejido negativo debe examinarse después del control de tejido positivo para
verificar que el anticuerpo primario marca especificamente el antigeno diana. La ausencia
de una tincién especifica del control de tejido negativo confirma la ausencia de reactividad
cruzada del anticuerpo con células o componentes celulares. Si se produce una tincién
especifica en el control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se
deben considerar no validos.

La tincién inespecifica, cuando aparece, es de color entre amarillo brillante y verdoso.
Esporéadicamente también se puede observar una tincién clara del tejido conjuntivo en los
cortes de tejidos fijados excesivamente. Puede aparecer autofluorescencia en muestras
de tejidos tefiidos. Deben usarse las células intactas para interpretar los resultados de la
tincién. A menudo, las células necréticas o degeneradas se tifien inespecificamente.

Tejido del paciente

Las muestras del paciente deben examinarse en dltimo lugar. La intensidad de la tincién
positiva debe evaluarse en el contexto de la tincién de fondo del control negativo de
reactivo. Como sucede con todas las pruebas inmunohistoguimicas, un resultado
negativo significa que el antigeno en cuestion no se detectd y no que el antigeno esté
ausente de las células o tejido estudiados. Si es necesario, utilizar un panel de
anticuerpos para facilitar la identificacion de reacciones falso negativas (ver la seccion
Resumen de resultados esperados). También debe examinarse la morfologia de cada
muestra de tejido utilizando un corte tefiido con hematoxilina y eosina cuando se
interpreta el resultado de una prueba de inmunohistoquimica. Los resultados morfoldgicos
del paciente y sus datos clinicos pertinentes deben ser interpretados por un
anatomopatélogo cualificado.

LIMITACIONES

Limitaciones generales

1. Lainmunohistoquimica es un proceso diagndstico de varios pasos que requiere una
formacion especializada en la seleccion adecuada de los reactivos, tejidos, fijacion,
procesado, preparacion del portaobjetos para inmunohistoquimica e interpretacion
de los resultados de tincion.

2. Latincién de los tejidos depende de la manipulacién y el procesado de los mismos
antes de la tincién. Una fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado,
calentado o corte inadecuados o la contaminacién con otros tejidos o liquidos
puede producir artefactos, bloqueo del anticuerpo o falso negativos. Pueden
obtenerse resultados incoherentes por variaciones en los métodos de fijacion e
inclusién o por las irregularidades inherentes del propio tejido.

3. Lainterpretacion clinica de una tincion positiva, o de su ausencia, debe evaluarse
en el contexto de la historia clinica, la morfologia y otros criterios histopatoldgicos.
La interpretacion clinica de cualquier tincion, o la ausencia de tincién, debe
completarse con los estudios morfolégicos y controles adecuados, ademas de otras
pruebas diagnésticas. Este anticuerpo esta previsto para su uso en un panel de
anticuerpos. Es responsabilidad de un anatomopatdlogo cualificado familiarizarse
con los anticuerpos, reactivos y métodos usados para obtener una preparacion
tefiida. La tincién se debe realizar en un laboratorio certificado, con la supervisién
de un anatomopatélogo responsable de la revision de los portaobjetos tefiidos y de
la verificacion de la idoneidad de los controles negativos y positivos.

4. Ventana suministra anticuerpos y reactivos a una dilucion 6ptima para su uso,
siempre que se sigan las instrucciones proporcionadas. Cualquier desviacion de los
procedimientos del método recomendado puede invalidar los resultados esperados.
Se deben utilizar y documentar los controles apropiados. Los usuarios que se
desvien de los procedimientos recomendados del método deben aceptar su
responsabilidad en la interpretacién de los resultados del paciente en esas
circunstancias.

5. Este producto no esta disefiado para la citometria de flujo. No se han determinado
las caracteristicas de su comportamiento.

6.  Los reactivos pueden demostrar reacciones inesperadas en tejidos previamente no
estudiados. No es posible excluir totalmente la posibilidad de reacciones
inesperadas adn en grupos de tejido estudiados, debido a la variabilidad biolégica
de la expresion del antigeno en neoplasias u otros tejidos patolégicos.10 Contactar
con el distribuidor local de Ventana en caso de reacciones inesperadas.
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7. Pueden verse resultados falso positivos debido a la unién de proteinas por
mecanismos no inmunitarios.

8. Como sucede con todas las pruebas de la inmunohistoquimica, un resultado
negativo significa que el antigeno no se detectd y no que el antigeno estuviese
ausente de las células o tejido estudiados.

Limitaciones especificas

1. Elanticuerpo se ha optimado para un tiempo de incubacién de 8 minutos cuando se
usa con los Automated Slide Stainers de Ventana. Debido a variaciones en la
fijacion del tejido, puede ser necesario aumentar o disminuir el tiempo de
incubacion del anticuerpo primario en muestras individuales. Para mas informacion
sobre las variables de fijacion, consultar “Immunohistochemistry Principles and
Advances” 11

2. Elanticuerpo detecta los antigenos que sobreviven a la fijacion y el corte
habituales. Los usuarios que se desvien de los procedimientos recomendados del
método son responsables de la interpretacion y validacion de los resultados del
paciente.

RESUMEN DE LOS RESULTADOS ESPERADOS

1. Laespecificidad de FITC anti-Fibrinogen se determiné mediante un estudio que
demostrd la tincién adecuada de tejidos normales y patolégicos. Se tifieron diez
biopsias de piel y 5 muestras de rifion enfermo con FITC anti-Fibrinogen que
mostraron los resultados esperados. Catorce de los 15 casos tefiidos mostraron
tinciones positivas. Se tifieron dieciséis tejidos normales con FITC anti-Fibrinogen,
entre ellos: nervio, higado, amigdala, cerebro, mesotelio, corazén, préstata,
pulmén, intestino delgado, piel, Utero, estémago, rifién, ganglios linfaticos y tiroides.
Los 3 casos tefiidos de cada tipo de tejido normal mostraron las tinciones negativas
esperadas. Se observd algo de autofluorescencia inespecifica en algunos tejidos,
en particular en epitelio, tejido conjuntivo, mdsculo liso y hepatocitos.

2. Lasensibilidad depende de la conservacion del antigeno. Cualquier manipulacién
inadecuada del tejido durante la fijacion, corte, embebido o0 almacenamiento que
altere la antigenicidad debilita la deteccion del fibrinégeno con FITC anti-Fibrinogen
y puede dar resultados falso negativos.

3. Lareproducibilidad intraanlisis de las tinciones con FITC anti-Fibrinogen se determiné
mediante la tincion de 5 portaobjetos que contenian los mismos tejidos en la misma
sesion del instrumento. Todos los portaobjetos se tifieron positivamente. Todos los
portaobjetos se tifieron con la misma intensidad. Los usuarios deben verificar la
reproducibilidad intraandlisis de los resultados tifiendo varios juegos de cortes seriados
con una densidad de antigeno baja, media y alta en un solo proceso.

4, Lareproducibilidad interanalisis de las tinciones con FITC anti-Fibrinogen se
determiné mediante la tincién de portaobjetos que contenian los mismos tejidos en
5 sesiones instrumentales diferentes. Todos los portaobjetos se tifieron
positivamente. Todos los portaobjetos se tifieron con una intensidad similar. Los
usuarios deben verificar la reproducibilidad interandlisis de los resultados, tifiendo
varios juegos de cortes seriados con una densidad de antigeno baja, media y alta
en dias distintos.

RESOLUCION DE PROBLEMAS

1. Siel control positivo tiene una tincion mas débil de lo esperado, se deben
comprobar los demas controles positivos procesados durante el mismo
procedimiento instrumental, 0 ensayo, para determinar si se debe al anticuerpo
primario o a uno de los reactivos secundarios habituales.

2. Sielcontrol positivo es negativo, se deberd comprobar que el portaobjetos tiene la
etiqueta de codigo de barras adecuada. Si el portaobjetos se ha etiquetado
correctamente, se deben comprobar los demés controles positivos procesados
durante el mismo procedimiento instrumental para determinar si se debe al
anticuerpo primario o a uno de los reactivos secundarios habituales. Los tejidos
pueden haber sido obtenidos, fijados o desparafinados incorrectamente. Debe
seguirse un procedimiento adecuado para la obtencion, conservacion y fijacion.

3. Silatincion especifica del anticuerpo es demasiado intensa, el proceso debe
repetirse acortando el tiempo de incubacién por intervalos de 4 minutos hasta que
se alcance la intensidad deseada de la tincion.

4. Silos cortes de tejidos se desprenden del portaobjetos durante el lavado,
comprobar que los portaobjetos estan cargados positivamente.

5. Paraacciones correctoras, consultar la seccién de Procedimiento detallado, el
Manual del Usuario del Médulo de tincién automatizado o péngase en contacto con
el distribuidor local de Ventana.
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PROPIEDAD INTELECTUAL

Liquid Coverslip™ es una marca comercial de Ventana Medical Systems, Inc.;
BenchMark®, ES®, NexES® y Ventana® son marcas comerciales registradas de Ventana
Medical Systems, Inc.

Protegido por las siguientes patentes: Patentes de los EE.UU. N° 6045 759, 6192 945 B1,
6416 713 B1y las correspondientes en el extranjero.
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INFORMACION DE CONTACTO

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

I::El www.ventanamed.com

[EC[REP]

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
D-68305 Mannheim
Germany
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FITC Anti-C3 Primary Antibody
Referencia 760-2686

INDICACIONES Y USO
Uso previsto
Este anticuerpo es para uso diagndstico in vitro.

FITC anti-C3 (complemento 3) Primary Antibody de Ventana® Medical Systems (Ventana)
es un anticuerpo policlonal de cabra marcado con fluoresceina y dirigido especificamente
contra el C3 humano. Este reactivo debe utilizarse junto con un panel de anticuerpos para
contribuir a la identificacion del componente 3 del complemento en tejidos diana para el C3
(por ejemplo, para el diagndstico de patologias renales o dérmicas). FITC anti-C3 esta previsto
para la tincién cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un Automated Slide
Stainer de Ventana.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o la ausencia de tincién deben
complementarse con estudios morfolégicos y con la evaluacion de los controles
apropiados. La evaluacion la debe realizar un anatomopatélogo cualificado en el contexto
de la historia clinica del paciente y de otras pruebas diagnésticas.

Resumen y explicacion

Se han utilizado anticuerpos fluorescentes para detectar antigenos especificos en células
o tejidos durante mas de 40 afios. En la publicacion de Faulk y Humans? se puede
encontrar una vision de conjunto informativa del uso de anticuerpos conjugados con FITC
como marcadores inmunofluorescentes eficaces y especificos para los antigenos
celulares. El uso de la técnica de inmunofluorescencia ha provocado un mejor
entendimiento general de las patologias renales,3 y dérmicas#. Ruddy revisa la importancia
de la intervencion del C3 en el sistema del complemento.5: EI componente C3 del
complemento humano se ha visualizado previamente en piel utilizando inmunofluorescencia.6:
La observacion de la presencia o la ausencia del C3 conjugado con inmunoglobulinas
constituye es fundamental en el diagnéstico de las patologias renales.”

FITC anti-C3 contiene un anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra el C3 humano
purificado. El anticuerpo se obtiene mediante purificacion de la fraccion de
gammaglobulina de cabra, seguida de reaccién con isotiocianato de fluoresceina para
producir una razén de fluoresceina a proteina de aproximadamente 3-6 mol/mol. A
continuacién se elimina el exceso de colorante mediante didlisis y la globulina conjugada
se fracciona en celulosa DEAE para eliminar la proteina con exceso o defecto de
marcaje.8 El anti-C3 se liga de forma especifica al C3 humano y no muestra reactividad con
los componentes del complemento C4-C9 o con las proteinas séricas.

Principios y procedimientos

FITC anti-C3 puede usarse como anticuerpo primario para la tincién inmunohistoquimica
de los cortes de tejido congelado. En general, la tincion inmunohistoquimica permite la
visualizacion de los antigenos mediante la aplicacién secuencial de un anticuerpo
especifico (anticuerpo primario) frente al antigeno, un anticuerpo secundario (anticuerpo
de union) frente al anticuerpo primario, un complejo enzimatico y un sustrato cromdgeno,
con pasos de lavado intermedios. La activacion enzimatica del cromdgeno da lugar a un
producto de reaccion visible en el lugar donde se encuentra el antigeno. Para los
anticuerpos marcados directamente con FITC el fluorocromo esta ligado al anticuerpo
primario y, por tanto, no se requiere un anticuerpo secundario o una etapa de deteccion
cromégena. El anticuerpo primario se une de manera especifica al antigeno diana y por
tanto puede visualizarse. Los resultados se interpretan con un microscopio de
fluorescencia con el juego apropiado de filtros y facilitan el diagndstico diferencial de
procesos fisiopatoldgicos que pueden estar asociados 0 no con un antigeno concreto.

FITC anti-C3 se ha prediluido 6ptimamente para su uso con los Automated Slide Stainers
de Ventana. Cada paso del protocolo de tincion incluye una incubacion durante un tiempo
preciso y a una temperatura especifica. Al final de cada paso de incubacién, los cortes se
aclaran en el Automated Slide Stainer de Ventana para detener la reaccion y eliminar el
material no ligado que podria impedir la reaccion deseada en los pasos posteriores. Para
minimizar la evaporacion de los reactivos acuosos del portaobjetos que contiene la
muestra, se aplica la solucién cubreobjetos en el médulo de tincién automética. Consultar
en el Manual de Usuario del Automated Slide Stainer de Ventana los detalles especificos
del funcionamiento del instrumento.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos suministrados

FITC anti-C3 contiene suficiente reactivo para realizar 50 pruebas.
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1 Dispensador de 5 mL de FITC anti-C3; contiene aproximadamente 440 g (88 pg/mL)
de anticuerpos policlonales de cabra dirigidos contra el C3 humano. El anticuerpo se
diluye en tampén derivado de tris que contiene una proteina transportadora y
conservante.

La concentracion de proteina total del reactivo es aproximadamente de 0,5 mg/mL.
Reconstitucion, mezcla, dilucién y titulacién

Este anticuerpo se ha optimado para su uso en un Ventana Automated Slide Stainer No
se requiere su reconstitucion, mezcla, dilucion ni titulacion.

Una dilucién posterior puede dar lugar a una pérdida de tincién. El usuario debe validar
cualquier cambio que se produzca. Las diferencias de procesamiento del tejido y del
procedimiento técnico del laboratorio pueden producir una variabilidad significativa de los
resultados, necesitandose el uso periddico de controles (Consultar el apartado de
Procedimientos de control de calidad).

Material y reactivos necesarios y no suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para la tincion pero no se
proporcionan:

1. Portaobjetos cargados positivamente

Controles de tejido positivo y negativo

Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 70 °C +5 °C

Etiquetas con codigo de barras (apropiadas para el control negativo y para el

anticuerpo primario a prueba)

Acetona

Cubetas o bafios de tincién

Crondmetro

Agua desionizada o destilada

ES®, NexES® IHC, BenchMark® y BenchMark XT Automated Slide Stainers

Software especifico para el kit de deteccion (sélo para el ES Automated Slide

Stainer)

11.  Solucién APK Wash concentrada de Ventana (10X) (ES y NexES IHC Automated
Slide Stainers)

12. Solucion prediluida Low Temperature Liquid Coverslip™ de Ventana (ES y
NexES IHC Automated Slide Stainers)

13.  Solucién Reaction Buffer concentrada (10X) de Ventana (BenchMark y
BenchMark XT Automated Slide Stainers)

14.  Solucion prediluida High Temperature Liquid Coverslip de Ventana (BenchMark y
BenchMark XT Automated Slide Stainers)

15.  Medio de montaje acuoso, adecuado para fluorescencia

16.  Cubreobjetos

17. Microscopio de epifluorescencia (20-80X) equipado con un filtro de FITC

Conservacion y manipulacién

H~own

B © o~No g
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Conservar a 2-8 °C. No congelar. El usuario debe validar cualquier condicién de
almacenamiento que no sea una de las especificadas en el prospecto.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
tras cada proceso se debe volver a poner el tapon y almacenar el dispensador en la
nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. El reactivo es
estable hasta la fecha indicada en la etiqueta cuando se almacena correctamente. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad para el método de almacenamiento
descrito.

No hay signos definitivos que indiquen la inestabilidad de este producto, por lo que los
controles positivos y negativos deben analizarse simultineamente con muestras
desconocidas. Debera contactar inmediatamente con el distribuidor local de Ventana si
observa signos de inestabilidad del reactivo.

Extraccién y preparacion de la muestra para su analisis

Cuando se procesan segun el procedimiento habitual, los tejidos congelados son
adecuados para el uso con este anticuerpo primario cuando se utiliza con un Automated
Slide Stainer de Ventana (véase la seccion Material y reactivos necesarios no
suministrados). La fijacion de tejido recomendada es 10 minutos en acetona fria. Pueden
producirse resultados variables como consecuencia de una fijacién prolongada o de
procesos especiales, como la descalcificacion de las muestras de médula ésea.

Cada corte debe tener el grosor apropiado y se pondra en un portaobjetos de vidrio
cargado positivamente.

IF-2024-39809462-APN-DVPCY AR#ANMAT
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AVISOS Y PRECAUCIONES

1. Adoptar las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. Usar
guantes desechables cuando se manipulen materiales potencialmente
carcinbgenos o téxicos (como, por ejemplo, xileno o formaldehido).

2. Nofumar, comer o beber en las reas en que se estdn manipulando las muestras o
los reactivos.

3. Evitar el contacto de los reactivos con los 0jos y las mucosas. Si se produce el
contacto con areas sensibles, lavar con agua abundante.

4. Las muestras del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben
tratarse como si fuesen materiales potencialmente infecciosos y desecharse con las
precauciones adecuadas. Nunca pipetear con la boca.

5. Evitar la contaminacién microbiana de los reactivos, ya que podrian producirse
resultados incorrectos.

6.  Lostiempos y las temperaturas de incubacion que no sean los que se especifican
pueden dar resultados erréneos. El usuario debe validar cualquier cambio que se
produzca.

7. Ladilucion de los reactivos es la dptima y una dilucion posterior puede dar lugar a
la pérdida de tincién. El usuario debe validar cualquier cambio que se produzca.

8. Este producto no se clasifica como sustancia peligrosa cuando se usa segun las
instrucciones. El conservante del reactivo es ProClin 300. Los sintomas de
sobreexposicion a ProClin 300 consisten en irritacion de la piel y los ojos, e
irritacion de las mucosas y las vias respiratorias altas. La concentracion de ProClin
300 en este producto es del 0,05 % y no cumple los criterios OHSA (Occupational
Safety & Health Administration) de sustancia peligrosa. En sujetos sensibles es
posible la aparicion de reacciones alérgicas sistémicas.

9. Consulte las autoridades locales o nacionales sobre el método recomendado de
eliminacion.

INSTRUCCIONES DE USO

Procedimiento detallado

Los Primary Antibodies de Ventana se han optimizado para su uso con un Automated
Slide Stainer de Ventana junto a los Detection Kits de Ventana y sus accesorios. Los
protocolos de tincion recomendados para los médulos de tincién automatizados se
exponen en la Tabla 1. Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden
mostrar, imprimir o cambiar siguiendo el procedimiento descrito en el Manual del Usuario.
Otros parametros operativos de los médulos de tincion automatizados vienen
configurados de fabrica.

Tabla 1. Protocolos de tincién recomendados para FITC anti-C3

Tipo de procedimiento Plataforma o método

BenchMark o
ES 0 NexES IHC BenchMark XT
Seleccién de protocolos Congelado Congelado
Desparafinacion N/A N/A

Acondicionamiento celular

No se requiere No se requiere

(desenmascaramiento del
antigeno)

Enzima (Protease) No se requiere No se requiere

. A FITC ant-C3, 8 FITC anti-C3, 8
Anticuerpos (primarios) minutos minutos
Contratincion N/A N/A

Los procedimientos de tincién en los Automated Slide Stainers de Ventana son los
siguientes: Se pueden consultar instrucciones mas detalladas y opciones de protocolo
adicionales en el Manual del Usuario.

Para todos los instrumentos

1. Pegar una etiqueta con el codigo de barras adecuado al protocolo de anticuerpo por
realizar.

2. Cargar el anticuerpo primario en la bandeja de reactivos y colocarla en el médulo
de tincidn automatizado. Comprobar los liquidos y los residuos.

3. Poner los portaobjetos en el modulo de tincién automatizado.

4. Comenzar el proceso de tincion.

5. Cuando finalice el proceso, sacar los portaobjetos del médulo de tincién
automatizado.

2008-12-22 N
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6. Con el cromdgeno FITC, evitar la deshidratacion y limpiar. Montar los portaobjetos
tefiidos con el anticuerpo primario FITC con un medio de montaje acuoso. La
eliminacion eficaz de la solucion Liquid Coverslip de los portaobjetos tras retirarlos del
instrumento reduce en gran medida la autofluorescencia de fondo. Para conseguirlo,
aclarar bien los portaobjetos con APK Wash o Reaction Buffer. A continuacion los
portaohjetos se pueden aclarar en agua destilada y cubrir con cubreobjetos. Los
portaobjetos tefiidos deben leerse el mismo dia de la tincion, y deben almacenarse
en un lugar oscuro en un ambiente frio (=20 °C). Los portaobjetos tefiidos con los
anticuerpos primarios FITC no son estables, pero la tincién puede conservarse si
los anticuerpos se almacenan a -20 °C 0 -80 °C en la oscuridad. Los portaobjetos
teflidos con los anticuerpos primarios FITC pueden extinguirse con el tiempo o con
una exposicion prolongada a la luz. Evitar la exposicion a la luz.

Procedimientos de control de calidad
Control de tejido positivo

Se debe procesar un control de tejido positivo cada vez que se realice el procedimiento
de tincién. Un ejemplo de un control positivo con FITC anti-C3 es el rifién o la piel de
casos de lupus que contengan depésitos de C3. La tincién positiva de componentes
tisulares se usa para confirmar que el anticuerpo se ha aplicado y que el instrumento
funciona correctamente. Este tejido puede contener células o componentes de tejido que
se tifian tanto positiva como negativamente y sirven como tejidos de control positivo y
negativo a la vez. Los tejidos de control deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia
o cirugfa preparadas o fijadas con la mayor brevedad con un proceso idéntico al de los
cortes en estudio. Estos tejidos pueden monitorizar todos los pasos del procedimiento,
desde la preparacion del tejido a su tincion. El uso de un corte de tejido fijado o
procesado de forma diferente a la muestra en estudio permitira el control de todos los
reactivos y pasos del método excepto la fijacién y el procesado del tejido.

Un tejido que tiene una tincion positiva débil es mas adecuado para un control de calidad
Optimo y para detectar los niveles menores de degradacion del reactivo.

Los controles de tejido positivos conocidos sélo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los tejidos procesados y de los reactivos de la prueba, y no
como ayuda para establecer un diagnéstico especifico en las muestras del paciente. Si
los controles positivos del tejido no muestran una tincion positiva, los resultados de las
muestras en estudio se deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El mismo tejido que se usa como control de tejido positivo puede usarse como control de
tejido negativo. La variedad de tipos celulares presentes en la mayoria de los cortes de
tejido ofrecen zonas para un control negativo interno, pero el usuario debe confirmarlo.
Los componentes que no tifien deben demostrar la ausencia de tincién especifica e
indican una tincién inespecifica de fondo. Si se produce una tincién especifica en los las
areas de control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se deben
considerar no validos.

Discrepancias no explicadas

Las discrepancias no explicadas de los controles se deben comunicar inmediatamente al
distribuidor local de Ventana. Si los resultados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultados del paciente no son validos. Ver la seccién Resolucién de
problemas de este prospecto. Identificar y corregir el problema, y repetir las muestras del
paciente.

Verificacion del ensayo

Antes del uso inicial de un anticuerpo o sistema de tincién en un procedimiento
diagndstico, se debe verificar la especificidad del anticuerpo estudiandolo en tejidos con
caracteristicas de comportamiento conocidas ante la inmunohistoquimica representando
a tejidos positivos y negativos conocidos (consultar los Procedimientos de control de
calidad expuestos previamente en esta seccion del prospecto y las recomendaciones de
Control de Calidad del College of American Pathologists Laboratory Accreditation
Program, Anatomic Pathology Checklist® y NCCLS Approved Guidelinel0). Estos
procedimientos de control de calidad deben repetirse con cada nuevo lote de anticuerpo o
siempre que se modifiquen los parametros del procedimiento. Los tejidos mencionados en
la seccién Resumen de resultados esperados son los adecuados para verificar el ensayo.

Interpretacion de los resultados

El procedimiento de inmunotincién automatizada de Ventana hace que se visualice el
antigeno diana con el anticuerpo primario marcado y el fluorocromo unido. Los
anticuerpos marcados con FITC dan un producto de reaccion de color verde manzana. Un
anatomopatélogo con experiencia en procedimientos inmunohistoquimicos debe evaluar
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Pueden verse resultados falso positivos debido a la unién de proteinas por
mecanismos no inmunitarios.

Como sucede con todas las pruebas de la inmunohistoquimica, un resultado
negativo significa que el antigeno no se detectd y no que el antigeno estuviese
ausente de las células o tejido estudiados.

Limitaciones especificas

1. Elanticuerpo se ha optimado para un tiempo de incubacién de 8 minutos cuando se
usa con los Automated Slide Stainers de Ventana. Debido a variaciones en la
fijacion del tejido, puede ser necesario aumentar o disminuir el tiempo de
incubacion del anticuerpo primario en muestras individuales. Para mas informacion
sobre las variables de fijacion, consultar “Immunohistochemistry Principles and
Advances” 12

El anticuerpo detecta los antigenos que sobreviven a la fijacion y el corte
habituales. Los usuarios que se desvien de los procedimientos recomendados del
método son responsables de la interpretacion y validacion de los resultados del
paciente.

RESUMEN DE LOS RESULTADOS ESPERADOS

La especificidad de FITC anti-Kappa se determind mediante un estudio que
demostrd la tincién adecuada de tejidos normales y enfermos. Se tifieron diez
biopsias de piel y 5 muestras de rifién enfermo con FITC anti-C3. Las 15 muestras
clinicas produjeron los resultados clinicos esperados. Once de los 15 tejidos
produjeron unos resultados de tincién positivos. Se tifi¢ una variedad de tejidos

Control de tejido positivo 7.

El control de tejido positivo tefiido debe examinarse antes de afirmar que todos los
reactivos funcionan correctamente. La presencia de un producto de reaccion con el color
apropiado dentro de las células diana indica una reactividad positiva. Si el control positivo
de tejido no muestra una tincion positiva, los resultados de las muestras en estudio se
deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El control de tejido negativo debe examinarse después del control de tejido positivo para
verificar que el anticuerpo primario marca especificamente el antigeno diana. La ausencia

de una tincion especifica del control de tejido negativo confirma la ausencia de reactividad
cruzada del anticuerpo con células o componentes celulares. Si se produce una tincién
especifica en el control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se 2.
deben considerar no validos.

La tincién inespecifica, cuando aparece, es de color entre amarillo brillante y verdoso.
Esporéadicamente también se puede observar una tincion clara del tejido conjuntivo en los
cortes de tejidos fijados excesivamente. Puede aparecer autofluorescencia en muestras
de tejidos tefiidos. Deben usarse las células intactas para interpretar los resultados de la
tincion. A menudo, las células necréticas o degeneradas se tifien inespecificamente.

Tejido del paciente

Las muestras del paciente deben examinarse en (ltimo lugar. La intensidad de la tincion
positiva debe evaluarse en el contexto de la tincién de fondo del control negativo de

reactivo. Como sucede con todas las pruebas inmunohistoquimicas, un resultado
negativo significa que el antigeno en cuestion no se detectd y no que el antigeno esté

ausente de las células o tejido estudiados. Si es necesario, utilizar un panel de

anticuerpos para facilitar la identificacion de reacciones falso negativas (ver la seccion 2. Lasensibilidad depende de la conservacion del antigeno. Cualquier manipulacion

Resumen de resultados esperados). También debe examinarse la morfologia de cada inadecuada del tejido durante la fijacion, corte, embebido o almacenamiento que

muestra de tejido utilizando un corte tefiido con hematoxilina y eosina cuando se altere la antigenicidad debilita la deteccion de C3 con FITC anti-C3 y puede dar

interpreta el resultado de una prueba de inmunohistoguimica. Los resultados morfolgicos resultados falso negativos. o i »

del paciente y sus datos clinicos pertinentes deben ser interpretados por un La rgprodum@hdgd intraanalisis Fie las tinciones con FITC'antl-CS se determlnq

anatomopatologo cualificado. mediante la tincion de 5 portaobjetos que contenian los mismos tejidos en la misma

sesion instrumental. Todos los portaobjetos se tifieron positivamente. Todos los

LIMITACIONES portaobjetos se tifieron con la misma intensidad. Los usuarios deben verificar la

reproducibilidad intraanalisis de los resultados tifiendo varios juegos de cortes

Limitaciones generales seriados con una densidad de antigeno baja, media y alta en un solo proceso.

1. La inmunohis’(oquimica €s un proceso diagn()stico de varios pasos que requiere una 4. La reproducibilidad interandlisis de las tinciones con FITC anti-C3 se determind
formacion especializada en la seleccién adecuada de los reactivos, tejidos, fijacion, mediante la tincion de portaobjetos que contenian los mismos tejidos en 5 sesiones
procesado, preparacion del portaobjetos para inmunohistoquimica e interpretacion instrumentales diferentes. Todos los portaobjetos se tifieron positivamente. Todos
de los resultados de tincion. los portaobjetos se tifieron con una intensidad similar. Los usuarios deben verificar

2. Latincion de los tejidos depende de la manipulacién y el procesado de los mismos la reproducibilidad interandlisis de los resultados, tifiendo varios juegos de cortes
antes de la tincién. Una fijacién, congelacién, descongelacién, lavado, secado, seriados con una densidad de antigeno baja, media y alta en dias distintos.
calentado 0 corte inadecuados o la contaminacion con otros te]l_dos o liquidos RESOLUCION DE PROBLEMAS
puede producir artefactos, bloqueo del anticuerpo o falso negativos. Pueden
obtenerse resultados incoherentes por variaciones en los métodos de fijacion e 1. Sielcontrol positivo tiene una tincion mas débil de lo esperado, se deben
inclusion o por las irregularidades inherentes del propio tejido. comprobar los demés controles positivos procesados durante el mismo

3. Lainterpretacion clinica de una tincién positiva, o de su ausencia, debe evaluarse procedimiento instrumental, 0 ensayo, para determinar si se debe al anticuerpo
en el contexto de la historia clinica, la morfologia y otros criterios histopatolégicos. primario o a uno de los reactivos secundarios habituales.

La interpretacion clinica de cualquier tincién, o la ausencia de tincion, debe Si el control positivo es negativo, se debera comprobar que el portaobjetos tiene la
completarse con los estudios morfolégicos y controles adecuados, ademés de otras etiqueta de codigo de barras adecuada. Si el portaobjetos se ha etiquetado
pruebas diagnésticas. Este anticuerpo esta previsto para su uso en un panel de correctamente, se deben comprobar los deméas controles positivos procesados
anticuerpos. Es responsabilidad de un anatomopatélogo cualificado familiarizarse durante el mismo procedimiento instrumental para determinar si se debe al

con los anticuerpos, reactivos y métodos usados para obtener una preparacion anticuerpo primario o a uno de los reactivos secundarios habituales. Los tejidos
tefiida. La tincion se debe realizar en un laboratorio certificado, con la supervisién pueden haber sido obtenidos, fijados o desparafinados incorrectamente. Debe

de un anatomopatélogo responsable de la revision de los portaobjetos tefiidos y de seguirse un procedimiento adecuado para la obtencion, conservacion y fijacion.

la verificacion de la idoneidad de los controles negativos y positivos. 3. Silatincion especifica del anticuerpo es demasiado intensa, el proceso debe

4. Ventana suministra anticuerpos y reactivos a una dilucién optima para su uso, repetirse acortando el tiempo de incubacion por intervalos de 4 minutos hasta que
siempre que se sigan las instrucciones proporcionadas. Cualquier desviacion de los se alcance la intensidad deseada de la tincion.
procedimientos del método recomendado puede invalidar los resultados esperados. 4. Silos cortes de tejidos se desprenden del portaobjetos durante el lavado,

Se deben utilizar y documentar los controles apropiados. Los usuarios que se comprobar que los portaobjetos estan cargados positivamente.

desvien de los procedimientos recomendados del método deben aceptar su 5. Paraacciones correctoras, consultar la seccion de Procedimiento detallado, el
responsabilidad en la interpretacién de los resultados del paciente en esas Manual del Usuario del Mddulo de tincién automatizado o péngase en contacto con
circunstancias. el distribuidor local de Ventana.

5. Este producto no esta disefiado para la citometria de flujo. No se han determinado
las caracteristicas de su comportamiento.

6.  Los reactivos pueden demostrar reacciones inesperadas en tejidos previamente no
estudiados. No es posible excluir totalmente la posibilidad de reacciones A\
inesperadas aun en grupos de tejido estudiados, debido a la variabilidad biolégica AL fiaq /) A
de la expresion del antigeno en neoplasias u otros tejidos patolégicostL. Contactar G N
con el distribuidor local de Ventana en caso de reacciones inesperadas. bry F‘)ZO'ZZ].‘-39809462-A PN-DVPCYAR#ANMAT
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normales con FITC anti-C3 y los siguientes tejidos fueron negativos: pulmén,
cerebro, tiroides, diafragma y Utero. Tanto el nervio y el intestino delgado, 3 de 3
casos fueron negativos, pero mostraron cierta tincién inespecifica de fondo:
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PROPIEDAD INTELECTUAL

Liquid Coverslip™ es una marca comercial de Ventana Medical Systems, Inc.;
BenchMark®, ES®, NexES® y Ventana® son marcas registradas de Ventana Medical
Systems, Inc.

Protegido por las siguientes patentes: Patentes de los EE.UU. N° 6045 759, 6192 945 B1,
6416 713 B1y las correspondientes en el extranjero.
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INFORMACION DE CONTACTO

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

[:El www.ventanamed.com
[EC[REP

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116

D-68305 Mannheim
Germany
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FITC anti-C1qg Primary Antibody
Referencia 760-2688

INDICACIONES Y USO
Uso previsto

Este anticuerpo es para uso diagndstico in vitro.

FITC anti-C1q (complement 1g) Primary Antibody de Ventana Medical Systems (Ventana)
es un anticuerpo policlonal de cabra marcado con fluoresceina y dirigido especificamente
contra el C1q humano. Este reactivo debe utilizarse junto con un panel de anticuerpos para
contribuir a la identificacién del componente 1q del complemento en tejidos diana para el C1q
(por ejemplo, para el diagnéstico de patologias renales o dérmicas). FITC anti-C1q esta
previsto para la tincién cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un
Automated Slide Stainer de Ventana.

La interpretacion clinica de cualquier tincion o la ausencia de tincién deben
complementarse con estudios morfolégicos y con la evaluacion de los controles
apropiados. La evaluacion la debe realizar un anatomopatélogo cualificado, en el contexto
de la historia clinica del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Resumen y explicacion

Se han utilizado anticuerpos fluorescentes para detectar antigenos especificos en células
o tejidos durante mas de 40 afios.! Se puede encontrar una vision de conjunto sobre el
uso de los anticuerpos conjugados con FITC como marcadores inmunofluorescentes
efectivos y especificos para los antigenos celulares en Faulk y Hijmans.2 El uso de esta
técnica inmunofluorescente ha tenido como consecuencia una mejor comprension global
de las patologias renales3 y dérmicas?.

FITC anti-C1q contiene un anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra el C1q humano
purificado. El anticuerpo se obtiene mediante purificacion a través de filtracién en gel de la
fraccion de gammaglobulina de cabra, seguida de reaccion con isotiocianato de
fluoresceina para producir una razén de fluoresceina a proteina de aproximadamente 3 a
6 mol/mol. A continuacion se elimina el exceso de colorante mediante didlisis y la
globulina conjugada se fracciona en celulosa DEAE para eliminar la proteina con exceso
o defecto de marcaje.5 La deteccion mediante inmunofluorescencia del C1q en tejidos
humanos se ha documentado con anterioridad.8

Anti-C1q se une especificamente al complemento 1q humano y no reacciona con otros
componentes del complemento ni proteinas séricas.

Principios y procedimientos

FITC anti-C1q puede usarse como el anticuerpo primario para la tincién
inmunohistoquimica de cortes de tejido congelados. En general, la tincién
inmunohistoquimica permite la visualizacion de los antigenos mediante la aplicacion
secuencial de un anticuerpo especifico (anticuerpo primario) frente al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de unién) frente al anticuerpo primario, un complejo
enzimético y un sustrato cromégeno, con pasos de lavado intermedios. La activacion
enzimatica del cromégeno da lugar a un producto de reaccion visible en el lugar donde se
encuentra el antigeno. Para los anticuerpos marcados directamente con FITC el
fluorocromo esté ligado al anticuerpo primario y, por tanto, no se requiere un anticuerpo
secundario o una etapa de deteccion cromégena. El anticuerpo primario se une de
manera especifica al antigeno diana y por tanto puede visualizarse. Los resultados se
interpretan con un microscopio de fluorescencia con el juego apropiado de filtros y
facilitan el diagnéstico diferencial de procesos fisiopatoldgicos que pueden estar
asociados 0 no con un antigeno concreto.

FITC anti-C1q se ha diluido 6ptimamente para su uso con los Automated Slide Stainers
de Ventana. Cada paso del protocolo de tincion incluye una incubacién durante un tiempo
preciso y a una temperatura especifica. Al final de cada paso de incubacion, los cortes se
aclaran en el Automated Slide Stainer de Ventana para detener la reaccion y eliminar el
material no ligado que podria impedir la reaccion deseada en los pasos posteriores. Para
minimizar la evaporacion de los reactivos acuosos del portaobjetos que contiene la
muestra, se aplica la solucion cubreobjetos en el mddulo de tincién automatica. Consultar
en el Manual de Usuario del Automated Slide Stainer de Ventana los detalles especificos
del funcionamiento del instrumento.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos suministrados

FITC anti-C1q contiene suficiente reactivo para realizar 50 pruebas.

2008-12-22
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1 Dispensador de 5 mL de FITC anti-C1q; contiene aproximadamente 333 pg

(66,6 pg/mL) de anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra el C1q humano. El
anticuerpo se diluye en tampdn derivado de tris que contiene una proteina transportadora
y conservante.

La concentracion de proteina total del reactivo es aproximadamente de 0,5 pg/mL.
Reconstitucion, mezcla, dilucién y titulacién

Este anticuerpo se ha optimado para su uso en un Ventana Automated Slide Stainer No
se requiere su reconstitucion, mezcla, dilucion ni titulacion.

Una dilucién posterior puede dar lugar a una pérdida de tincién. El usuario debe validar
cualquier cambio que se produzca. Las diferencias de procesamiento del tejido y del
procedimiento técnico del laboratorio pueden producir una variabilidad significativa de los
resultados, necesitandose el uso periddico de controles (Consultar el apartado de
Procedimientos de control de calidad).

Material y reactivos necesarios y no suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para la tincion pero no se

proporcionan:

1. Portaobjetos cargados positivamente

Controles de tejido positivo y negativo

Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 70 °C +5 °C

Etiquetas con codigo de barras (apropiadas para el control negativo y para el

anticuerpo primario a prueba)

Acetona

Cubetas o bafios de tincién

Crondmetro

Agua desionizada o destilada

ES®, NexES® IHC, BenchMark® y BenchMark XT Automated Slide Stainers

Software especifico para el kit de deteccion (sélo para el ES Automated Slide

Stainer)

11.  Solucién APK Wash concentrada de Ventana (10X) (ES y NexES IHC Automated
Slide Stainers)

12. Solucion prediluida Low Temperature Liquid Coverslip™ de Ventana (ES y
NexES IHC Automated Slide Stainers)

13.  Solucién Reaction Buffer concentrada (10X)* de Ventana (BenchMark y
BenchMark XT Automated Slide Stainers)

14.  Solucion prediluida High Temperature Liquid Coverslip de Ventana (BenchMark y
BenchMark XT Automated Slide Stainers)

15.  Medio de montaje acuoso adecuado para la fluorescencia

16.  Cubreobjetos

17.  Microscopio de epifluorescencia (20 a 80X) equipado con un filtro FITC

* Seglin sea necesario para las aplicaciones especfficas.

H~ownn
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Conservacion y manipulacién

Conservar a 2-8 °C. No congelar. El usuario debe validar cualquier condicion de
almacenamiento que no sea una de las especificadas en el prospecto.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
tras cada proceso se debe volver a poner el tapon y almacenar el dispensador en la
nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. El reactivo es
estable hasta la fecha indicada en la etiqueta cuando se almacena correctamente. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad para el método de almacenamiento
descrito.

No hay signos definitivos que indiquen la inestabilidad de este producto, por lo que los
controles positivos y negativos deben analizarse simultineamente con muestras
desconocidas. Debera contactar inmediatamente con el distribuidor local de Ventana si
observa signos de inestabilidad del reactivo.

Extraccién y preparacion de la muestra para su andlisis

Cuando se procesan segun el procedimiento habitual, los tejidos congelados son
adecuados para el uso con este anticuerpo primario cuando se utiliza con un Automated
Slide Stainer de Ventana (véase la seccion Material y reactivos necesarios no
suministrados). La fijacion de tejido recomendada es 10 minutos en acetona fria. Pueden
producirse resultados variables como consecuencia de una fijacién prolongada o de
procesos especiales, como la descalcificacion de las muestras de médula ésea.

Cada corte debe tener el grosor apropiado y se pondra en un portaobjetos de vidrio

cargado positivamente. | F-2024-39809462-APN-DVPCY AR#ANMAT
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AVISOS Y PRECAUCIONES

1. Adoptar las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. Usar
guantes desechables cuando se manipulen materiales potencialmente
carcinbgenos o téxicos (como, por ejemplo, xileno o formaldehido).

2. Nofumar, comer o beber en las reas en que se estdn manipulando las muestras o
los reactivos.

3. Evitar el contacto de los reactivos con los 0jos y las mucosas. Si se produce el
contacto con areas sensibles, lavar con agua abundante.

4. Las muestras del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben
tratarse como si fuesen materiales potencialmente infecciosos y desecharse con las
precauciones adecuadas. Nunca pipetear con la boca.

5. Evitar la contaminacién microbiana de los reactivos, ya que podrian producirse
resultados incorrectos.

6.  Lostiempos y las temperaturas de incubacion que no sean los que se especifican
pueden dar resultados erréneos. El usuario debe validar cualquier cambio que se
produzca.

7. Ladilucion de los reactivos es la dptima y una dilucion posterior puede dar lugar a
la pérdida de tincién. El usuario debe validar cualquier cambio que se produzca.

8. Este producto no se clasifica como sustancia peligrosa cuando se usa segun las
instrucciones. El conservante del reactivo es ProClin 300. Los sintomas de
sobreexposicion a ProClin 300 consisten en irritacion de la piel y los ojos, e
irritacion de las mucosas y las vias respiratorias altas. La concentracion de ProClin
300 en este producto es del 0,05% y no cumple los criterios OHSA (Occupational
Safety & Health Administration) de sustancia peligrosa. En sujetos sensibles es
posible la aparicion de reacciones alérgicas sistémicas.

9. Consulte las autoridades locales o nacionales sobre el método recomendado de
eliminacion.

INSTRUCCIONES DE USO

Procedimiento detallado

Los Primary Antibodies de Ventana se han optimizado para su uso con un Automated
Slide Stainer de Ventana junto a los Detection Kits de Ventana y sus accesorios. Los
protocolos de tincion recomendados para los médulos de tincién automatizados se
exponen en la Tabla 1. Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden
mostrar, imprimir o cambiar siguiendo el procedimiento descrito en el Manual del Usuario.
Otros parametros operativos de los médulos de tincion automatizados vienen
configurados de fabrica.

Tabla 1. Protocolos de tincién recomendados para FITC anti-C1q

Tipo de procedimiento Plataforma o método

BenchMark o
ES 0 NexES IHC BenchMark XT
Seleccion del protocolo Congelado Congelado
Desparafinacion N/A N/A

Acondicionamiento celular

No se requiere No se requiere

(desenmascaramiento
del antigeno)

Enzima (Protease) No se requiere No se requiere

. o FITC anti-Clq, FITC anti-Clq,
Anticuerpos (primarios) ) )
8 minutos 8 minutos
Contratincién N/A N/A

Los procedimientos de tincion en los Automated Slide Stainers de Ventana son los
siguientes: Se pueden consultar instrucciones mas detalladas y opciones de protocolo
adicionales en el Manual del Usuario.

Para todos los instrumentos

1. Pegar una etiqueta con el codigo de barras adecuado al protocolo de anticuerpo por
realizar.

2. Cargar el anticuerpo primario en la bandeja de reactivos y colocarla en el médulo
de tincién automatizado. Comprobar los liquidos y los residuos.

3. Poner los portaobjetos en el mddulo de tincién automatizado.

Comenzar el proceso de tincion.

5. Cuando finalice el proceso, sacar los portaobjetos del médulo de tincion
automatizado.

b
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6. Con el cromdgeno FITC, evitar la deshidratacion y limpiar. Montar los portaobjetos
tefiidos con el anticuerpo primario FITC con un medio de montaje acuoso. La
eliminacion eficaz de la solucion Liquid Coverslip de los portaobjetos tras retirarlos del
instrumento reduce en gran medida la autofluorescencia de fondo. Para conseguirlo,
aclarar bien los portaobjetos con APK Wash o Reaction Buffer. A continuacion los
portaohjetos se pueden aclarar en agua destilada y cubrir con cubreobjetos. Los
portaobjetos tefiidos deben leerse el mismo dia de la tincion, y deben almacenarse
en un lugar oscuro en un ambiente frio (=20 °C). Los portaobjetos tefiidos con los
anticuerpos primarios FITC no son estables, pero la tincién puede conservarse si
los anticuerpos se almacenan a —20 °C 0 -80 °C en la oscuridad. Los portaobjetos
teflidos con los anticuerpos primarios FITC pueden extinguirse con el tiempo o con
una exposicion prolongada a la luz. Evitar la exposicion a la luz.

Procedimientos de control de calidad
Control de tejido positivo

Se debe procesar un control de tejido positivo cada vez que se realice el procedimiento
de tincioén. Un ejemplo de un control positivo con FITC anti-C1q es el tejido renal o cutneo
patoldgico congelado. La tincién positiva de componentes tisulares se usa para confirmar
que el anticuerpo se ha aplicado y que el instrumento funciona correctamente. Este tejido
puede contener células o componentes de tejido que se tifian tanto positiva como
negativamente y sirven como tejidos de control positivo y negativo a la vez. Los tejidos de
control deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o fijadas
con la mayor brevedad con un proceso idéntico al de los cortes en estudio. Estos tejidos
pueden monitorizar todos los pasos del procedimiento, desde la preparacion del tejido a
su tincién. El uso de un corte de tejido fijado o procesado de forma diferente a la muestra
en estudio permitira el control de todos los reactivos y pasos del método excepto la
fijacion y el procesado del tejido.

Un tejido que tiene una tincion positiva débil es mas adecuado para un control de calidad
optimo y para detectar los niveles menores de degradacion del reactivo.

Los controles de tejido positivos conocidos sélo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los tejidos procesados y de los reactivos de la prueba, y no
como ayuda para establecer un diagnéstico especifico en las muestras del paciente. Si
los controles positivos del tejido no muestran una tincion positiva, los resultados de las
muestras en estudio se deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El mismo tejido que se usa como control de tejido positivo puede usarse como control de
tejido negativo. La variedad de tipos celulares presentes en la mayoria de los cortes de
tejido ofrecen zonas para un control negativo interno, pero el usuario debe confirmarlo.
Los componentes que no tifien deben demostrar la ausencia de tincién especifica e
indican una tincién inespecifica de fondo. Si se produce una tincién especifica en las
areas de control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se deben
considerar no validos.

Discrepancias no explicadas

Las discrepancias no explicadas de los controles se deben comunicar inmediatamente al
distribuidor local de Ventana. Si los resultados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultados del paciente no son validos. Ver la seccién Resolucién de
problemas de este prospecto. Identificar y corregir el problema, y repetir las muestras del
paciente.

Verificacion del ensayo

Antes del uso inicial de un anticuerpo o sistema de tincién en un procedimiento
diagndstico, se debe verificar la especificidad del anticuerpo estudiandolo en tejidos con
caracteristicas de comportamiento conocidas ante la inmunohistoquimica representando
a tejidos positivos y negativos conocidos (consultar los Procedimientos de control de
calidad expuestos previamente en esta seccion del prospecto y las recomendaciones de
Control de Calidad del College of American Pathologists Laboratory Accreditation
Program, Anatomic Pathology Checklist,” y la NCCLS Approved Guideline8). Estos
procedimientos de control de calidad deben repetirse con cada nuevo lote de anticuerpo o
siempre que se modifiquen los parametros del procedimiento. Los tejidos mencionados en
la seccion Resumen de resultados esperados son los adecuados para verificar el ensayo.

Interpretacion de los resultados

El procedimiento de inmunotincién automatizada de Ventana hace que se visualice el
antigeno diana con el anticuerpo primario marcado y el fluorocromo unido. Los
anticuerpos marcados con FITC dan un producto de reaccion de color verde manzana. Un
anatomopat6logo con experiencia en procedimientos inmunohistoquimicos debe evaluar
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Control de tejido positivo 7. Pueden verse resultados falso positivos debido a la unién de proteinas por
mecanismos no inmunitarios.

Como sucede con todas las pruebas de la inmunohistoquimica, un resultado
negativo significa que el antigeno no se detectd y no que el antigeno estuviese

ausente de las células o tejido estudiados.
Limitaciones especificas

1. Elanticuerpo se ha optimado para un tiempo de incubacién de 8 minutos cuando se
usa con los Automated Slide Stainers de Ventana. Debido a variaciones en la
fijacion del tejido, puede ser necesario aumentar o disminuir el tiempo de
incubacion del anticuerpo primario en muestras individuales. Para mas informacion
sobre las variables de fijacion, consultar “Immunohistochemistry Principles and
Advances” 10

El anticuerpo detecta los antigenos que sobreviven a la fijacion y el corte
habituales. Los usuarios que se desvien de los procedimientos recomendados del
método son responsables de la interpretacion y validacion de los resultados del
paciente.

RESUMEN DE LOS RESULTADOS ESPERADOS

1. Laespecificidad de FITC anti-C1q se determind mediante un estudio que demostré
la tincién adecuada de tejidos normales y patol6gicos. Se tifi6 una serie de tejidos
normales con FITC anti-C1q y los siguientes tejidos fueron negativos: pulmén (3 de
3 casos), cerebro (3 de 3 casos), tiroides (3 de 3 casos), Utero (3 de 3 casos) y

El control de tejido positivo tefiido debe examinarse antes de afirmar que todos los
reactivos funcionan correctamente. La presencia de un producto de reaccién con el color
apropiado dentro de las células diana indica una reactividad positiva. Si el control positivo
de tejido no muestra una tincion positiva, los resultados de las muestras en estudio se
deben considerar no validos.

©

Control de tejido negativo

El control de tejido negativo debe examinarse después del control de tejido positivo para
verificar que el anticuerpo primario marca especificamente el antigeno diana. La ausencia

de una tincién especifica del control de tejido negativo confirma la ausencia de reactividad
cruzada del anticuerpo con células o componentes celulares. Si se produce una tincién
especifica en el control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se 5.
deben considerar no validos.

La tincién inespecifica, cuando aparece, es de color entre amarillo brillante y verdoso.
Esporéadicamente también se puede observar una tincién clara del tejido conjuntivo en los
cortes de tejidos fijados excesivamente. Puede aparecer autofluorescencia en muestras
de tejidos tefiidos. Deben usarse las células intactas para interpretar los resultados de la
tincién. A menudo, las células necréticas o degeneradas se tifien inespecificamente.

Tejido del paciente
Las muestras del paciente deben examinarse en dltimo lugar. La intensidad de la tincién

positiva debe evaluarse en el contexto de la tincién de fondo del control negativo de
reactivo. Como sucede con todas las pruebas inmunohistoguimicas, un resultado
negativo significa que el antigeno en cuestion no se detectd y no que el antigeno esté

ausente de las células o tejido estudiados. Si es necesario, utilizar un panel de
anticuerpos para facilitar la identificacion de reacciones falso negativas (ver la seccion

Resumen de resultados esperados). También debe examinarse la morfologia de cada 2. Lasensibilidad depende de la conservacién del antigeno. Cualquier manipulacién
muestra de tejido utilizando un corte tefido con hematoxilina y eosina cuando se inadecuada del tejido durante la fijacion, corte, embebido o almacenamiento que
interpreta el resultado de una prueba de inmunohistoquimica. Los resultados morfolégicos altere la antigenicidad debilita la deteccion del C1q con FITC anti-C1q y puede dar
del paciente y sus datos clinicos pertinentes deben ser interpretados por un resultados falso negativos.

anatomopatdlogo cualificado. 3. Lareproducibilidad intraanlisis de las tinciones con FITC anti-C1q se determing

mediante la tincién de 5 portaobjetos que contenian los mismos tejidos. Todos los

LIMITACIONES portaohjetos se tifieron positivamente. Todos los portaobjetos se tifieron con la misma

L intensidad. Los usuarios deben verificar la reproducibilidad intraandlisis de los resultados

Limitaciones generales tifiendo varios juegos de cortes seriados con una densidad de antigeno baja, media y

1. Lainmunohistoquimica es un proceso diagndstico de varios pasos que requiere una alta en un solo proceso.
formacion especializada en la seleccion adecuada de los reactivos, tejidos, fijacion, 4.  La reproducibilidad interanalisis de las tinciones con FITC anti-C1q se determind
procesado, preparacion del portaobjetos para inmunohistoquimica e interpretacion mediante la tincién de portaobjetos que contenian los mismos tejidos en 5 sesiones
de los resultados de tincion. instrumentales diferentes. Todos los portaobjetos se tifieron positivamente. Todos

2. Latincién de los tejidos depende de la manipulacién y el procesado de los mismos los portaobjetos se tifieron con una intensidad similar. Los usuarios deben verificar
antes de la tincién. Una fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado, la reproducibilidad interanalisis de los resultados, tifiendo varios juegos de cortes
calentado o corte inadecuados o la contaminacion con otros tejidos o liquidos seriados con una densidad de antigeno baja, media y alta en dias distintos.
puede producir artefactos, bloqueo del anticuerpo o falso negativos. Pueden .
obtenerse resultados incoherentes por variaciones en los métodos de fijacion e RESOLUCION DE PROBLEMAS
inclusién o por las irregularidades inherentes del propio tejido. 1. Siel control positivo tiene una tincién mas débil de lo esperado, se deben

3. Lainterpretacion clinica de una tincion positiva, o de su ausencia, debe evaluarse comprobar los deméas controles positivos procesados durante el mismo
en el contexto de la historia clinica, la morfologia y otros criterios histopatoldgicos. procedimiento instrumental, 0 ensayo, para determinar si se debe al anticuerpo
La interpretacion clinica de cualquier tincion, o la ausencia de tincién, debe primario o a uno de los reactivos secundarios habituales.
completarse con los estudios morfolgicos y controles adecuados, ademés de otras 2. Si el control positivo es negativo, se debera comprobar que el portaobjetos tiene la
pruebas diagnésticas. Este anticuerpo esta previsto para su uso en un panel de etiqueta de cédigo de barras adecuada. Si el portaobjetos se ha etiquetado
anticuerpos. Es responsabilidad de un anatomopatdlogo cualificado familiarizarse correctamente, se deben comprobar los demas controles positivos procesados
con los anticuerpos, reactivos y métodos usados para obtener una preparacion durante el mismo procedimiento instrumental para determinar si se debe al
tefiida. La tincion se debe realizar en un laboratorio certificado, con la supervision anticuerpo primario o a uno de los reactivos secundarios habituales. Los tejidos
de un anatomopatélogo responsable de la revision de los portaobjetos tefiidos y de pueden haber sido obtenidos, fijados o desparafinados incorrectamente. Debe
la verificacion de la idoneidad de los controles negativos y positivos. seguirse un procedimiento adecuado para la obtencién, conservacion y fijacion.

4. Ventana suministra anticuerpos y reactivos a una dilucion 6ptima para su uso, 3. Silatincion especifica del anticuerpo es demasiado intensa, el proceso debe
siempre que se sigan las instrucciones proporcionadas. Cualquier desviacion de los repetirse acortando el tiempo de incubacion por intervalos de 4 minutos hasta que
procedimientos del método recomendado puede invalidar los resultados esperados. se alcance la intensidad deseada de la tincion.

Se deben utilizar y documentar los controles apropiados. Los usuarios que se 4. Silos cortes de tejidos se desprenden del portaobjetos durante el lavado,

desvien de los procedimientos recomendados del método deben aceptar su comprobar que los portaobjetos estan cargados positivamente.

responsabilidad en la interpretacién de los resultados del paciente en esas 5. Paraacciones correctoras, consultar la seccién de Procedimiento detallado, el
circunstancias. Manual del Usuario del Médulo de tincién automatizado o péngase en contacto con

5. Este producto no esta disefiado para la citometria de flujo. No se han determinado el distribuidor local de Ventana.
las caracteristicas de su comportamiento.

6.  Los reactivos pueden demostrar reacciones inesperadas en tejidos previamente no
estudiados. No es posible excluir totalmente la posibilidad de reacciones
inesperadas adn en grupos de tejido estudiados, debido a la variabilidad biolégica ;,f \\ .
de la expresion del antigeno en neoplasias u otros tejidos patolégicos.9 Pongase en " /(, ot
contacto con el distribuidor local de Ventana en caso de reacciones inesperadas. brg as |F"’-‘2624—39809462— APN-DVPCYAR#ANMAT
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diafragma (3 de 3 casos). Tres de 3 casos de tejido nervioso y de intestino delgado
fueron negativos, pero mostraron cierta tincién inespecifica de fondo. Se tifieron
diez biopsias de piel patoldgica y 5 biopsias de rifién patoldgico con FITC anti-C1g.
Las 15 muestras clinicas mostraron los resultados esperados. Once de los 15
casos tefiidos con FITC anti-C1q mostraron tinciones positivas.
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PROPIEDAD INTELECTUAL

Liquid Coverslip™ es una marca comercial de Ventana Medical Systems, Inc.;
BenchMark®, ES®, NexES® y Ventana® son marcas registradas de Ventana Medical
Systems, Inc.

Ventana concede al comprador una licencia de un sélo uso al amparo de las siguientes
patentes: Patentes de EE.UU. N° 6045 759, 6192 945 B1, 6416 713 B1 y las
correspondientes en el extranjero.
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INFORMACION DE CONTACTO

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

Dﬂ www.ventanamed.com

[EC|REP]

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
D-68305 Mannheim
Germany
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FITC Anti-Albumin Primary Antibody
Referencia 760-2699

INDICACIONES Y USO
Uso previsto
Este anticuerpo es para uso diagndstico in vitro.

FITC anti-Albumin Primary Antibody de Ventana® Medical Systems (Ventana) es un
anticuerpo policlonal de cabra marcado con fluoresceina y dirigido especificamente contra
la albimina humana. Este reactivo debe utilizarse junto con un panel de anticuerpos para
contribuir a la identificacion de la albimina humana en tejidos diana (por ejemplo, para el
diagndstico de patologias renales o dérmicas). FITC anti-Albumin esta previsto para la tincion
cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un Automated Slide Stainer de
Ventana.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o la ausencia de tincién deben
complementarse con estudios morfolégicos y con la evaluacion de los controles
apropiados. La evaluacion la debe realizar un anatomopatélogo cualificado, en el contexto
de la historia clinica del paciente y de otras pruebas diagnésticas. Sélo con receta.

Resumen y explicacion

Se han utilizado anticuerpos fluorescentes para detectar antigenos especificos en células
o tejidos durante mas de 40 afios.1 Se puede encontrar una vision de conjunto sobre el
uso de los anticuerpos conjugados con FITC como marcadores inmunofluorescentes
efectivos y especificos para los antigenos celulares en Faulk y Hijmans.2 El uso de esta
técnica inmunofluorescente ha tenido como consecuencia una mejor comprension global
de las patologias renales3 y dérmicas?.

FITC anti-Albumin contiene un anticuerpo policlonal de cabra preparado contra la
albimina humana purificada. El anticuerpo se obtiene mediante purificacion de la fraccién
gammaglobulina de cabra, seguida de reaccién con isotiocianato de fluoresceina. A
continuacién se elimina el exceso de colorante mediante didlisis y la globulina conjugada
se fracciona en celulosa DEAE para eliminar la proteina marcada en exceso o en
defecto.> Se ha observado visualizacion mediante inmunofluorescencia de los depdsitos
de albumina de la membrana basal de los tibulos renales en pacientes con nefropatia
diabética.b FITC anti-Albumin se une especificamente a los dominios de la albumina humana.

Principios y procedimientos

FITC anti-Albumin puede usarse como el anticuerpo primario para la tincion
inmunohistoquimica de cortes de tejido congelados. En general, la tincion
inmunohistoquimica permite la visualizacién de los antigenos mediante la aplicacion
secuencial de un anticuerpo especifico (anticuerpo primario) frente al antigeno, un
anticuerpo secundario (anticuerpo de unién) frente al anticuerpo primario, un complejo
enzimatico y un sustrato cromdgeno, con pasos de lavado intermedios. La activacion
enzimatica del cromégeno da lugar a un producto de reaccion visible en el lugar donde se
encuentra el antigeno. Para los anticuerpos marcados directamente con FITC el
fluorocromo esté ligado al anticuerpo primario y, por tanto, no se requiere un anticuerpo
secundario o una etapa de deteccion cromégena. El anticuerpo primario se une de
manera especifica al antigeno diana y por tanto puede visualizarse. Los resultados se
interpretan con un microscopio de fluorescencia con el juego apropiado de filtros y
facilitan el diagnéstico diferencial de procesos fisiopatoldgicos que pueden estar
asociados 0 no con un antigeno concreto.

FITC anti-Albumin se ha diluido éptimamente para su uso con los Automated Slide
Stainers de Ventana. Cada paso del protocolo de tincién incluye una incubacién durante
un tiempo preciso y a una temperatura especifica. Al final de cada paso de incubacion, los
cortes se aclaran en el Automated Slide Stainer de Ventana para detener la reaccion y
eliminar el material no ligado que podria impedir la reaccion deseada en los pasos
posteriores. Para minimizar la evaporacion de los reactivos acuosos del portaobjetos que
contiene la muestra, se aplica la solucion cubreobjetos en el médulo de tincién
automatica. Consultar en el Manual de Usuario del Automated Slide Stainer de Ventana
los detalles especificos del funcionamiento del instrumento.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos suministrados

FITC anti-Albumin contiene suficiente reactivo para realizar 50 pruebas.

1 Dispensador de 5 mL de FITC anti-Albumin; contiene aproximadamente 0,25 g
(0,05 pg/mL) de anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra la albdmina humana. El
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anticuerpo se diluye en tampén derivado de tris que contiene una proteina transportadora
y conservante.

La concentracion de proteina total del reactivo es aproximadamente de 0,5 mg/mL.
Reconstitucion, mezcla, dilucidn y titulacion

Este anticuerpo se ha optimado para su uso en un Ventana Automated Slide Stainer No
se requiere su reconstitucion, mezcla, dilucion ni titulacion.

Una dilucién posterior puede dar lugar a una pérdida de tincion. El usuario debe validar
cualquier cambio que se produzca. Las diferencias de procesamiento del tejido y del
procedimiento técnico del laboratorio pueden producir una variabilidad significativa de los
resultados, necesitandose el uso periédico de controles (Consultar el apartado de
Procedimientos de control de calidad).

Material y reactivos necesarios y no suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para la tincién pero no se
proporcionan:

1. Portaobjetos cargados positivamente

Controles de tejido positivo y negativo

Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 70 °C +5 °C

Etiquetas con cddigo de barras (apropiadas para el control negativo y para el

anticuerpo primario a prueba)

Acetona

Cubetas 0 bafios de tincion

Cronémetro

Agua desionizada o destilada

ES®, NexES® IHC, BenchMark® y BenchMark XT Automated Slide Stainers

Software especffico para el kit de deteccion (s6lo para el ES Automated Slide

Stainer)

11.  Solucién APK Wash concentrada de Ventana (10X) (ES y NexES IHC Automated
Slide Stainers)

12.  Solucién prediluida Low Temperature Liquid Coverslip™ de Ventana (ES y
NexES IHC Automated Slide Stainers)

13.  Solucién Reaction Buffer concentrada (10X)* de Ventana (BenchMark y
BenchMark XT Automated Slide Stainers)

14.  Solucién prediluida High Temperature Liquid Coverslip de Ventana (BenchMark y
BenchMark XT Automated Slide Stainers)

15.  Medio de montaje acuoso adecuado para la fluorescencia

16.  Cubreobjetos

17. Microscopio de epifluorescencia (20 a 80X) equipado con un filtro FITC

* Segln sea necesario para las aplicaciones especificas.

Hwn
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Conservacion y manipulacién

Conservar a 2-8 °C. No congelar. El usuario debe validar cualquier condicion de
almacenamiento que no sea una de las especificadas en el prospecto.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
tras cada proceso se debe volver a poner el tapén y almacenar el dispensador en la
nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpo tienen una fecha de caducidad. El reactivo es
estable hasta la fecha indicada en la etiqueta cuando se almacena correctamente. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad para el método de almacenamiento
descrito.

No hay signos definitivos que indiquen la inestabilidad de este producto, por lo que los
controles positivos y negativos deben analizarse simultineamente con muestras
desconacidas. Debera contactar inmediatamente con el distribuidor local de Ventana si
observa signos de inestabilidad del reactivo.

Extraccion y preparaciéon de la muestra para su andlisis

Cuando se procesan segun el procedimiento habitual, los tejidos congelados son
adecuados para el uso con este anticuerpo primario cuando se utiliza con un Automated
Slide Stainer de Ventana (véase la seccién Material y reactivos necesarios no
suministrados). La fijacion de tejido recomendada es 10 minutos en acetona fria. Pueden
producirse resultados variables como consecuencia de una fijacion prolongada o de
procesos especiales, como la descalcificacién de las muestras de médula ésea.

Cada corte debe tener el grosor apropiado y se pondra en un portaobjetos de vidrio
cargado positivamente.

;‘I’F\-Z%4\- 39809462-APN-DVPCY ARFANMAT
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AVISOS Y PRECAUCIONES

1. Adoptar las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. Usar
guantes desechables cuando se manipulen materiales potencialmente
carcinbgenos o téxicos (como, por ejemplo, xileno o formaldehido).

2. Evitar el contacto de los reactivos con los 0jos y las mucosas. Si se produce el
contacto con areas sensibles, lavar con agua abundante.

3. Nofumar, comer o beber en las &reas en que se estan manipulando las muestras o
los reactivos.

4. Las muestras del paciente y todos los materiales en contacto con ellas deben
tratarse como si fuesen materiales potencialmente infecciosos y desecharse con las
precauciones adecuadas. Nunca pipetear con la boca.

5. Evitar la contaminacién microbiana de los reactivos, ya que podrian producirse
resultados incorrectos.

6.  Lostiempos y las temperaturas de incubacion que no sean los que se especifican
pueden dar resultados erréneos. El usuario debe validar cualquier cambio que se
produzca.

7. Ladilucion de los reactivos es la dptima y una dilucion posterior puede dar lugar a
la pérdida de tincién. El usuario debe validar cualquier cambio que se produzca.

8. Este producto no se clasifica como sustancia peligrosa cuando se usa segun las
instrucciones. El conservante del reactivo es ProClin 300. Los sintomas de
sobreexposicion a ProClin 300 consisten en irritacion de la piel y los ojos, e
irritacion de las mucosas y las vias respiratorias altas. La concentracion de ProClin
300 en este producto es del 0,05% y no cumple los criterios OHSA (Occupational
Safety & Health Administration) de sustancia peligrosa. En sujetos sensibles es
posible la aparicion de reacciones alérgicas sistémicas.

9. Consulte las autoridades locales o nacionales sobre el método recomendado de
eliminacion.

INSTRUCCIONES DE USO

Procedimiento detallado

Los Primary Antibodies de Ventana se han optimizado para su uso con un Automated
Slide Stainer de Ventana junto a los Detection Kits de Ventana y sus accesorios. Los
protocolos de tincion recomendados para los médulos de tincién automatizados se
exponen en la Tabla 1. Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden
mostrar, imprimir o cambiar siguiendo el procedimiento descrito en el Manual del Usuario.
Otros parametros operativos de los médulos de tincion automatizados vienen
configurados de fabrica.

Tabla 1. Protocolos de tincién recomendados para FITC anti-Albumin

Tipo de procedimiento Plataforma o método

BenchMark o
ES 0 NexES IHC BenchMark XT
Seleccion del protocolo Congelado Congelado
Desparafinacion N/A N/A

Acondicionamiento celular

No se requiere No se requiere

(desenmascaramiento
del antigeno)

Enzima (Protease) No se requiere No se requiere

Anticuerpos (primarios) 8 minutos 8 minutos

Contratincién N/A N/A

Los procedimientos de tincion en los Automated Slide Stainers de Ventana son los
siguientes: Se pueden consultar instrucciones mas detalladas y opciones de protocolo
adicionales en el Manual del Usuario.

Para todos los instrumentos

1. Pegar una etiqueta con el codigo de barras adecuado al protocolo de anticuerpo por
realizar.

2. Cargar el anticuerpo primario en la bandeja de reactivos y colocarla en el médulo
de tincién automatizado. Comprobar los liquidos y los residuos.

3. Poner los portaobjetos en el mddulo de tincién automatizado.

4. Comenzar el proceso de tincion.

5. Cuando finalice el proceso, sacar los portaobjetos del médulo de tincion
automatizado.

6.  Con el cromdgeno FITC, evitar la deshidratacion y limpiar. Montar los portaobjetos
teflidos con el anticuerpo primario FITC con un medio de montaje acuoso. La
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eliminacion eficaz de la solucién Liquid Coverslip de los portachjetos tras retirarlos del
instrumento reduce en gran medida la autofluorescencia de fondo. Para conseguirlo,
aclarar bien los portaobjetos con APK Wash o Reaction Buffer. A continuacion los
portaobjetos se pueden aclarar en agua destilada y cubrir con cubreobjetos. Los
portaobjetos tefiidos deben leerse el mismo dia de la tincion, y deben almacenarse
en un lugar oscuro en un ambiente frio (-20 °C). Los portaobjetos tefiidos con los
anticuerpos primarios FITC no son estables, pero la tincién puede conservarse si
los anticuerpos se almacenan a —20 °C 0 -80 °C en la oscuridad. Los portaobjetos
tefiidos con los anticuerpos primarios FITC pueden extinguirse con el tiempo o con
una exposicion prolongada a la luz. Evitar la exposicion a la luz.

Procedimientos de control de calidad
Control de tejido positivo

Se debe procesar un control de tejido positivo cada vez que se realice el procedimiento
de tincién. Un ejemplo de un control positivo con FITC anti-Albumin es el tejido renal o
cutaneo patoldgico congelado. La tincion positiva de componentes tisulares se usa para
confirmar que el anticuerpo se ha aplicado y que el instrumento funciona correctamente.
Este tejido puede contener células o componentes de tejido que se tifian tanto positiva
como negativamente y sirven como tejidos de control positivo y negativo a la vez. Los
tejidos de control deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o
fijadas con la mayor brevedad con un proceso idéntico al de los cortes en estudio. Estos
tejidos pueden monitorizar todos los pasos del procedimiento, desde la preparacion del
tejido a su tincion. El uso de un corte de tejido fijado o procesado de forma diferente a la
muestra en estudio permitira el control de todos los reactivos y pasos del método excepto
la fijacién y el procesado del tejido.

Un tejido que tiene una tincion positiva débil es mas adecuado para un control de calidad
6ptimo y para detectar los niveles menores de degradacién del reactivo.

Los controles de tejido positivos conocidos sélo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los tejidos procesados y de los reactivos de la prueba, y no
como ayuda para establecer un diagndstico especifico en las muestras del paciente. Si
los controles positivos del tejido no muestran una tincion positiva, los resultados de las
muestras en estudio se deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El mismo tejido que se usa como control de tejido positivo puede usarse como control de
tejido negativo. La variedad de tipos celulares presentes en la mayoria de los cortes de
tejido ofrecen zonas para un control negativo interno, pero el usuario debe confirmarlo.
Los componentes que no tifien deben demostrar la ausencia de tincién especifica e
indican una tincion inespecifica de fondo. Si se produce una tincion especifica en las
areas de control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se deben
considerar no validos.

Discrepancias no explicadas

Las discrepancias no explicadas de los controles se deben comunicar inmediatamente al
distribuidor local de Ventana. Si los resultados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultados del paciente no son validos. Ver la seccién Resolucion de
problemas de este prospecto. Identificar y corregir el problema, y repetir las muestras del
paciente.

Verificacién del ensayo

Antes del uso inicial de un anticuerpo o sistema de tincion en un procedimiento
diagnéstico, se debe verificar la especificidad del anticuerpo estudiandolo en tejidos con
caracteristicas de comportamiento conocidas ante la inmunohistoquimica representando
a tejidos positivos y negativos conocidos (consultar los Procedimientos de control de
calidad expuestos previamente en esta seccion del prospecto y las recomendaciones de
Control de Calidad del College of American Pathologists Laboratory Accreditation
Program, Anatomic Pathology Checklist,” y la NCCLS Approved Guideline8). Estos
procedimientos de control de calidad deben repetirse con cada nuevo lote de anticuerpo o
siempre que se modifiquen los parametros del procedimiento. Los tejidos mencionados en
la seccién Resumen de resultados esperados son los adecuados para verificar el ensayo.

Interpretacion de los resultados

El procedimiento de inmunotincién automatizada de Ventana hace que se visualice el
antigeno diana con el anticuerpo primario marcado y el fluorocromo unido. Los
anticuerpos marcados con FITC dan un producto de reaccion de color verde manzana. Un
anatomopat6logo con experiencia en procedimientos inmunohistoquimicos debe evaluar
los controles positivos y negativos antes de interpretar los resultados.

Control de tejido positivo

El control de tejido positilireRAb3 93RRI AN N WAMREANMAT

reactivos funcionan correctamente. La presencia de un producto de reaccién con el color
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apropiado dentro de las células diana indica una reactividad positiva. Si el control positivo
de tejido no muestra una tincién positiva, los resultados de las muestras en estudio se
deben considerar no validos.

Control de tejido negativo

El control de tejido negativo debe examinarse después del control de tejido positivo para
verificar que el anticuerpo primario marca especificamente el antigeno diana. La ausencia
de una tincion especifica del control de tejido negativo confirma la ausencia de reactividad
cruzada del anticuerpo con células o componentes celulares. Si se produce una tincién
especifica en el control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se
deben considerar no validos.

La tincién inespecifica, cuando aparece, es de color entre amarillo brillante y verdoso.
Esporadicamente también se puede observar una tincion clara del tejido conjuntivo en los
cortes de tejidos fijados excesivamente. Puede aparecer autofluorescencia en muestras
de tejidos tefiidos. Deben usarse las células intactas para interpretar los resultados de la
tincion. A menudo, las células necréticas o degeneradas se tifien inespecificamente.

Tejido del paciente

Las muestras del paciente deben examinarse en Gltimo lugar. La intensidad de la tincion
positiva debe evaluarse en el contexto de la tincion de fondo del control negativo de
reactivo. Como sucede con todas las pruebas inmunohistoquimicas, un resultado
negativo significa que el antigeno en cuestion no se detectd y no que el antigeno esté
ausente de las células o tejido estudiados. Si es necesario, utilizar un panel de
anticuerpos para facilitar la identificacion de reacciones falso negativas (ver la seccion
Resumen de resultados esperados). También debe examinarse la morfologia de cada
muestra de tejido utilizando un corte tefiido con hematoxilina y eosina cuando se
interpreta el resultado de una prueba de inmunohistoquimica. Los resultados morfoldgicos
del paciente y sus datos clinicos pertinentes deben ser interpretados por un
anatomopatélogo cualificado.

LIMITACIONES

Limitaciones generales

1. Lainmunohistoquimica es un proceso diagnéstico de varios pasos que requiere una
formacion especializada en la seleccién adecuada de los reactivos, tejidos, fijacion,
procesado, preparacion del portaobjetos para inmunohistoquimica e interpretacion
de los resultados de tincion.

2. Latincion de los tejidos depende de la manipulacion y el procesado de los mismos
antes de la tincién. Una fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado,
calentado o corte inadecuados o la contaminacion con otros tejidos o liquidos
puede producir artefactos, bloqueo del anticuerpo o falso negativos. Pueden
obtenerse resultados incoherentes por variaciones en los métodos de fijacion e
inclusion o por las irregularidades inherentes del propio tejido.

3. Lainterpretacion clinica de una tincién positiva, o de su ausencia, debe evaluarse
en el contexto de la historia clinica, la morfologia y otros criterios histopatoldgicos.
La interpretacion clinica de cualquier tincion, o la ausencia de tincion, debe
completarse con los estudios morfol6gicos y controles adecuados, ademas de otras
pruebas diagndsticas. Este anticuerpo esta previsto para su uso en un panel de
anticuerpos. Es responsabilidad de un anatomopatdlogo cualificado familiarizarse
con los anticuerpos, reactivos y métodos usados para obtener una preparacion
tefiida. La tincion se debe realizar en un laboratorio certificado, con la supervision
de un anatomopatélogo responsable de la revision de los portaobjetos tefiidos y de
la verificacion de la idoneidad de los controles negativos y positivos.

4. Ventana suministra anticuerpos y reactivos a una dilucion 6ptima para su uso,
siempre que se sigan las instrucciones proporcionadas. Cualquier desviacion de los
procedimientos del método recomendado puede invalidar los resultados esperados.
Se deben utilizar y documentar los controles apropiados. Los usuarios que se
desvien de los procedimientos recomendados del método deben aceptar su
responsabilidad en la interpretacion de los resultados del paciente en esas
circunstancias.

5. Este producto no esta disefiado para la citometria de flujo. No se han determinado
las caracteristicas de su comportamiento.

6.  Los reactivos pueden demostrar reacciones inesperadas en tejidos previamente no
estudiados. No es posible excluir totalmente la posibilidad de reacciones
inesperadas atn en grupos de tejido estudiados, debido a la variabilidad biolégica
de la expresion del antigeno en neoplasias u otros tejidos patolégicos.® Péngase en
contacto con el distribuidor local de Ventana en caso de reacciones inesperadas.

7. Pueden verse resultados falso positivos debido a la union de proteinas por
mecanismos no inmunitarios.

8. Como sucede con todas las pruebas de la inmunohistoquimica, un resultado
negativo significa que el antigeno no se detectd y no que el antigeno estuviese
ausente de las células o tejido estudiados. ~

o ]
2008-12-22 gy s

Pégina 3 de 5

Limitaciones especificas

1. Elanticuerpo se ha optimado para un tiempo de incubacién de 8 minutos cuando se
usa con los Automated Slide Stainers de Ventana. Debido a variaciones en la
fijacion del tejido, puede ser necesario aumentar o disminuir el tiempo de
incubacién del anticuerpo primario en muestras individuales. Para mas informacion
sobre las variables de fijacion, consultar “Immunohistochemistry Principles and
Advances” 10
El anticuerpo detecta los antigenos que sobreviven a la fijacién y el corte
habituales. Los usuarios que se desvien de los procedimientos recomendados del
método son responsables de la interpretacion y validacién de los resultados del
paciente.

RESUMEN DE LOS RESULTADOS ESPERADOS

1. Laespecificidad de FITC anti-Albumin se determiné mediante un estudio que
demostrd la tincion adecuada de tejidos normales y patolégicos. Se tifié una serie
de tejidos normales con FITC anti-Albumin y los siguientes tejidos fueron negativos:
pulmén (3 de 3 casos), cerebro (3 de 3 casos), tiroides (3 de 3 casos) y diafragma
(3 de 3 casos). Para intestino delgado, 3 de 3 casos fueron negativos, pero
mostraron cierta tincion inespecffica de fondo. Los tres casos de tejido nervioso
mostraron tincién positiva de las vainas de mielina y los tres casos de Gtero y
diafragma mostraron tincion positiva en el tejido conjuntivo. Se tifieron diez biopsias
de piel patoldgica y 3 biopsias de rifion patoldgico con FITC anti-Albumin. Las 13
muestras clinicas mostraron los resultados esperados. Diez de los 13 casos tefiidos
con FITC anti-Albumin mostraron tinciones positivas.

2. Lasensibilidad depende de la conservacion del antigeno. Cualquier manipulacion
inadecuada del tejido durante la fijacion, corte, embebido o0 almacenamiento que
altere la antigenicidad debilita la deteccion de la albimina con FITC anti-Albumin y
puede dar resultados falso negativos.

3. Lareproducibilidad intraanlisis de las tinciones con FITC anti-Albumin se
determiné mediante la tincién de 5 portaobjetos que contenian los mismos tejidos.
Todos los portaobjetos se tifieron positivamente. Todos los portaobjetos se tifieron
con la misma intensidad. Los usuarios deben verificar la reproducibilidad
intraandlisis de los resultados tifiendo varios juegos de cortes seriados con una
densidad de antigeno baja, media y alta en un solo proceso.

La reproducibilidad interandlisis de las tinciones con FITC anti-Albumin se
determiné mediante la tincién de portaobjetos que contenian los mismos tejidos en
5 sesiones instrumentales diferentes. Todos los portaobjetos se tifieron
positivamente. Todos los portaobjetos se tifieron con una intensidad similar. Los
usuarios deben verificar la reproducibilidad interandlisis de los resultados, tifiendo
varios juegos de cortes seriados con una densidad de antigeno baja, media y alta
en dias distintos.

RESOLUCION DE PROBLEMAS

Si el control positivo tiene una tincion mas débil de lo esperado, se deben
comprobar los demas controles positivos procesados durante el mismo
procedimiento instrumental, 0 ensayo, para determinar si se debe al anticuerpo
primario o a uno de los reactivos secundarios habituales.
Si el control positivo es negativo, se debera comprobar que el portaobjetos tiene la
etiqueta de codigo de barras adecuada. Si el portaobjetos se ha etiquetado
correctamente, se deben comprobar los demés controles positivos procesados
durante el mismo procedimiento instrumental para determinar si se debe al
anticuerpo primario o a uno de los reactivos secundarios habituales. Los tejidos
pueden haber sido obtenidos, fijados o desparafinados incorrectamente. Debe
seguirse un procedimiento adecuado para la obtencién, conservacion y fijacion.
Si la tincién especifica del anticuerpo es demasiado intensa, el proceso debe
repetirse acortando el tiempo de incubacion por intervalos de 4 minutos hasta que
se alcance la intensidad deseada de la tincion.

4. Silos cortes de tejidos se desprenden del portaobjetos durante el lavado,
comprobar que los portaobjetos estan cargados positivamente.
Para acciones correctoras, consultar la seccién de Procedimiento detallado, el
Manual del Usuario del Médulo de tincién automatizado o péngase en contacto con
el distribuidor local de Ventana.
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PROPIEDAD INTELECTUAL

Liquid Coverslip™ es una marca comercial de Ventana Medical Systems, Inc.;
BenchMark®, ES®, NexES® y Ventana® son marcas comerciales registradas de Ventana
Medical Systems, Inc.

Protegido por las siguientes patentes: Patentes de los EE.UU. N° 6045 759, 6192 945 B1,
6416 713 B1y las correspondientes en el extranjero.
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INFORMACION DE CONTACTO

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

Dﬂ www.ventanamed.com
[EC|REP]

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116

D-68305 Mannheim
Germany
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Referencia: 1-0047-3110-000079-24-6

CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION
PRODUCTO MEDICO PARA DIAGNOSTICO IN VITRO

Expediente N° 1-0047-3110-000079-24-6

La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia Médica (ANMAT) certifica que de
acuerdo con lo solicitado por Productos Roche S.A.Q. el. (Division Diagnéstica) ; se autorizalainscripcion en el
Registro Nacional de Productoresy Productos de Tecnologia Médica (RPPTM), de un nuevo producto con los
siguientes datos identificatorios caracteristicos:

DATOSIDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre Descriptivo: CONFIRM anti-Melanosome (HMB45) Mouse Monoclona Primary Antibody y otros.
Marca comercial: VENTANA.

Modelos:

1) (N° de catdlogo Roche: 05479282001, N° de catalogo Ventana: 790-4366) CONFIRM anti-Melanosome
(HMB45) Mouse Monoclona Primary Antibody.

2) (N° de catdlogo Roche: 05479347001, N° de catalogo Ventana: 790-4365) CONFIRM anti-Tyrosinase (T311)
Mouse Monoclona Primary Antibody.

3) (N° de catd ogo Roche: 05267005001, N° de catdlogo Ventana: 760-2513) CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11)



Primary Antibody.

4) (N° de catdlogo Roche: 05278104001, N° de catdlogo Ventana: 790-2914) CONFIRM anti S-100 (4C4.9)
Primary Antibody.

5) (N° de catdlogo Roche: 05267919001, N° de catdlogo Ventana: 760-2680) FITC Anti-lgG Primary Antibody.
6) (N° de catdlogo Roche: 05267927001, N° de catalogo Ventana: 760-2681) FITC Anti-lgA Primary Antibody.
7) (N° de catd ogo Roche: 05267935001, N° de catdlogo Ventana: 760-2682) FITC Anti-IgM Primary Antibody.
8) (N° de catdl ogo Roche: 05267943001, N° de catdlogo Ventana: 760-2683) FITC Anti-Kappa Primary
Antibody.

9) (N° de catdlogo Roche: 05267951001, N° de catalogo Ventana: 760-2684) FITC Anti-Lambda Primary
Antibody.

10) (N° de catd ogo Roche: 05267960001, N° de catdlogo Ventana: 760-2685) FITC Anti-Fibrinogen Primary
Antibody.

11) (N° de catdlogo Roche: 05267978001, N° de catalogo Ventana: 760-2686) FITC Anti-C3 Primary Antibody.
12) (N° de catd ogo Roche: 05267994001 , N° de catdlogo Ventana: 760-2688) FITC anti-C1q Primary Antibody.
13) (N° de catdogo Roche: 05268087001, N° de catdlogo Ventana: 760-2699) FITC Anti-Albumin Primary
Antibody.

Indicacion/es de uso:

1) El anticuerpo CONFIRM anti-Melanosome (HMB45) Mouse Monoclona Primary Antibody esta destinado a
su uso en laboratorio parala deteccion cualitativa inmunohistoquimica de la proteina de premelanosoma (PMEL )
mediante microscopia Optica en secciones de tejido fijado con formol y embebido en parafina tefiido con un
instrumento BenchMark IHC/ISH.

2) El anticuerpo CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) Mouse Monoclona Primary Antibody esta destinado a su uso
en laboratorio para la deteccion cualitativa inmunohistoquimica de la tirosinasa mediante microscopia optica en
secciones de tgjido fijado con formol y embebido en parafina tefiido con un instrumento BenchMark IHC/ISH.

3) El anticuerpo CONFIRM anti-Desmin (DE-R-11) esta destinado a su uso en laboratorio para la deteccion
cualitativa inmunohistoquimica de la desmina mediante microscopia éptica en secciones de tejido fijado con
formol y embebido en parafina tefiido con un instrumento BenchMark IHC/ISH.

4) El anticuerpo CONFIRM anti-S100 (4C4.9) Primary Antibody es un anticuerpo monoclona de raton destinado
asu uso en laboratorio parala deteccion cualitativa inmunohistoquimica de la proteina S100 mediante
microscopia Optica en secciones de tejido fijado con formol y embebido en parafinatefiido con un instrumento
BenchMark IHC/ISH.

5) FITC anti-1gG (immunoglobulin G) Primary Antibody es un anticuerpo policlonal procedente de cabra
marcado con fluoresceinay dirigido especificamente contrala lgG humana. Este reactivo debe utilizarse junto
con un panel de anticuerpos para ayudar alaidentificacion de lainmunoglobulina G en tejidos dianade lalgG
(por egemplo, parael diagndstico de patologias renales o dérmicas). FITC anti-1gG esta previsto paralatincion
cudlitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un Automated Slide Stainer de Ventana.

6) FITC anti-IgA (immunoglobulin A) Primary Antibody es un anticuerpo policlonal procedente de cabra
marcado con fluoresceinay dirigido especificamente contralalgA humana. Este reactivo debe utilizarse junto
con un panel de anticuerpos para ayudar alaidentificacion de lainmunoglobulina A en tejidos dianade lalgA
(por ejemplo, para el diagndstico de patologias renales o dérmicas). FITC anti-IgA esta previsto paralatincién
cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un Automated Slide Stainer de Ventana.

7) FITC anti-IgM (immunoglobulin M) Primary Antibody de Ventana® Medical Systems (Ventana) es un
anticuerpo policlonal procedente cabra marcado con fluoresceinay dirigido especificamente contrala lgM
humana. Este reactivo debe utilizarse junto con un panel de anticuerpos para ayudar alaidentificacion de la
inmunoglobulinaM en tgjidos dianade lalgM (por g emplo, para el diagnostico de patologias renales o



dérmicas). FITC anti-IgM esta previsto paralatincién cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en
un Automated Slide Stainer de Ventana.

8) FITC anti-Kappa Primary Antibody de Ventana® Medical Systems (Ventana) es un anticuerpo policlonal de
cabra marcado con fluoresceinay dirigido especificamente contra las cadenas ligeras kappa de las
inmunoglobulinas humanas. Este reactivo debe utilizarse junto con un panel de anticuerpos para contribuir ala
identificacién de las cadenas kappa en tejidos diana (por jemplo, para el diagndstico de patologias renales o
dérmicas). FITC anti-Kappa esta previsto paralatincion cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado
en un Automated Slide Stainer de Ventana.

9) Anticuerpo policlonal de burro marcado con fluoresceinay dirigido especificamente contralas cadenas ligeras
lambda humanas. Este reactivo debe utilizarse junto con un panel de anticuerpos para contribuir ala
identificacion de las cadenas lambda en tejidos diana (por ejemplo, para el diagndstico de patologias renales o
dérmicas). FITC anti-Lambda esté previsto paralatincion cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado
en un Automated Slide Stainer de Ventana.

10) FITC anti-Fibrinogen Primary Antibody de Ventana Medical Systems (Ventana®) es un anticuerpo policlonal
de cabramarcado con fluoresceinay dirigido especificamente contra el fibrindGgeno humano. Este reactivo debe
utilizarse junto con un panel de anticuerpos para contribuir alaidentificacion del fibrindgeno en tejidos diana
(por gemplo, parad diagnéstico de patologias renales o dérmicas). FITC anti-Fibrinogen esta previsto parala
tincién cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un Automated Slide Stainer de Ventana.

11) Anticuerpo policlonal de cabra marcado con fluoresceinay dirigido especificamente contra el C3 humano.
Este reactivo debe utilizarse junto con un panel de anticuerpos para contribuir alaidentificacion del componente
3 del complemento en tejidos diana para el C3 (por jemplo, para el diagndstico de patologias renales o
dérmicas). FITC anti-C3 esta previsto paralatincién cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un
Automated Slide Stainer de Ventana.

12) FITC anti-C1q (complement 1q) Primary Antibody de Ventana Medical Systems (Ventana) es un anticuerpo
policlonal de cabra marcado con fluoresceinay dirigido especificamente contrael C1g humano. Este reactivo
debe utilizarse junto con un panel de anticuerpos para contribuir alaidentificacion del componente 1q del
complemento en tegjidos diana parael C1q (por ggemplo, para el diagnéstico de patologias renales o dérmicas).
FITC anti-Clq esta previsto paralatincion cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un
Automated Slide Stainer de Ventana.

13) FITC anti-Albumin Primary Antibody de Ventana® Medical Systems (Ventana) es un anticuerpo policlonal
de cabramarcado con fluoresceinay dirigido especificamente contra la abumina humana. Este reactivo debe
utilizarse junto con un panel de anticuerpos para contribuir alaidentificacion de la albimina humana en tejidos
diana (por gjemplo, para el diagnostico de patologias renales o dérmicas). FITC anti-Albumin esta previsto parala
tincién cualitativa en laboratorio de cortes de tejido congelado en un Automated Slide Stainer de Ventana.

Forma de presentacion: 1) a 13) Envases por 50 determinaciones, conteniendo: un dispensador x 5 ml de
anticuerpo.

Periodo de vida Util: 1) a 13) 24 (VEINTICUATRO) meses desde |a fecha de elaboracion, conservado entre 2 - 8
°C.

Nombre del fabricante:
VentanaMedical Systems Inc.

Lugar de elaboracion:
Ventana Medical SystemsInc. 1910 E. Innovation Park Dr. Tucson, AZ 85711, USA.



Grupo de Riesgo: Grupo C

Condicion de uso: Uso profesional exclusivo

Se extiende el presente Certificado de Autorizacion e Inscripcion del PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO IN
VITRO PM 740-865 , con unavigencia de cinco (5) afios a partir de la fecha de la Disposicion autorizante.

N° 1-0047-3110-000079-24-6
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