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Uso

Para uso en diagnostico in Vitro.

Este anticuerpo ha sido validado para ser utilizado en aplicaciones inmunohistoquimicas en
tejidos fijados en formalina amortiguada y embebidos en parafina, tejido congelado y
preparaciones celulares. La interpretacion de los resultados debe ser realizada por un
profesional médico calificado.

* EL anticuerpo Amiloide A, clona EP335, se ha fabricado utilizando la tecnologia Epitomics
RabMab® cubierta por las patentes n° 5.675.063 y 7.402.409.

Inmunégeno
Péptido Sintético Correspondiente A Residuos de la Proteina Amiloide A Sérica Humana.

Resumen y explicacion

Las proteinas séricas amiloide A (SAA) son una familia de apolipoproteinas asociadas con
lipoproteinas de alta densidad (HDL) en plasma. Diferentes isoformas de SAA se expresan
de forma constitutiva (SAA constitutivos) a diferentes niveles o en respuesta a estimulos
inflamatorios (SAA de fase aguda). Estas proteinas son producidas predominantemente por
el higado. La conservacion de estas proteinas en todos los invertebrados y vertebrados
sugiere que los SAA desempenan un papel fundamental en todos los animales. Las
proteinas amiloides A séricas de fase aguda (A-SAA) se secretan durante la fase aguda de la
inflamacion. Estas proteinas tienen varias funciones, incluido el transporte de colesterol al
higado para su secrecion a la bilis, el reclutamiento de células inmunitarias a sitios
inflamatorios y la induccidn de enzimas que degradan la matriz extracelular. Los A-SAA
estan implicados en varias enfermedades inflamatorias cronicas, como amiloidosis,
aterosclerosis y artritis reumatoide.

La amiloidosis es una enfermedad caracterizada por la acumulacion anormal de amiloides,
proteinas en laminas [3-plegadas fibrilares no ramificadas anormales que son insolubles y
muy resistentes a la degradacion proteolitica que dan como resultado una disfuncion
organica localizada o sistémica. La amiloidosis se agrupa en formas AL (primaria), AA
(secundaria) y hereditaria. La clasificacién adecuada es importante ya que el tratamiento y
el prondstico de los trastornos son muy diferentes. La amiloidosis AA se asocia con una
variedad de afecciones e infecciones inflamatorias cronicas derivadas de SAA. La tincién
inmunohistoquimica con un panel de anticuerpos que incluye cadenas ligeras de Ig K y A,
amiloide A y transtiretina puede ayudar a reconocer la mayoria de las formas de amiloide.
La inmunotincién del amiloide A detecta la deposicién tisular de la proteina amiloide A
sérica, una proteina reactiva de fase aguda. Es positivo en amiloidosis AA y fiebre
mediterranea familiar. Recientemente, SAA también se ha investigado como un marcador
potencial de actividad neoplasica. Se ha informado que las concentraciones de SAA son un
marcador de mal pronostico, elevadas en pacientes con estadios avanzados de cancer y
aquellos con enfermedad maligna.
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Presentacion

Anti-Amiloide A es un anticuerpo monoclonal de conejo derivado de cultivo celular que se
concentra, dializa, filtra y se diluye en(solucién amortiguadora) pH 7.5, la cual contiene
albumina sérica bovina (BSA) y azida sédica como antimicrobiano.

No. Catilogo Presentacion Dilucion Volumen
BSB 2803 Prediluido Listo para usar 3.0 mL
BSB 2804 Prediluido Listo para usar 7.0 mL
BSB 2805 Prediluido Listo para usar 15.0 mL
BSB 2806 Concentrado 1:25 - 1:100 0.1 mL
BSB 2807 Concentrado 1:25 - 1:100 0.5 mL
BSB 2808 Concentrado 1:25 - 1:100 1.0 mL

Control positivo de tejidos
No. Catilogo Cantidad
BSB-9014-CS 5 portaobjetos

Almacenar a 2-8°C (Control de Tejidos: Almacenar 20-25°C)

Precauciones

1. Sélo para usuarios profesionales. Los resultados deben ser interpretados por un
profesional médico calificado.

2. Este producto contiene 0.1% azida de sodio (NaN3) como antimicrobiano. Asegurese de
que se utilizan los procedimientos de manipulacion adecuados con este reactivo.

3. Use siempre equipo de proteccion personal, como bata de laboratorio, gafas y guantes
cuando manipule reactivos.

4, Deseche la solucion no utilizada con abundante cantidad de agua.

5. No ingerir este reactivo. Si se ingiere el reactivo, consulte a un médico de inmediato.

6. Evite el contacto con los ojos. Si se produce contacto, enjuague con una gran cantidad de
agua.

7. Siga las precauciones de seguridad del dispositivo de calentamiento utilizado para la
recuperacion de epitopos (Olla de presion o similar).

8. Para obtener informacion adicional sobre seguridad, consulte el manual, hoja de
especificaciones o de datos de seguridad de este producto.

9. Para obtener recomendaciones completas para el manejo de especimenes bioldgicos,
consulte el documento del CDC, "Directrices para practicas de trabajo seguras en
laboratorios de diagndstico médicos humanos y animales” (enlistado en las referencias
abajo).

Estabilidad

Este Producto es estable hasta la fecha de caducidad en la etiqueta del producto. No usar
después de la fecha de caducidad que aparece en la etiqueta del paquete. Evitar grandes
fluctuaciones de temperatura. Conservar adecuadamente cuando no esté en uso y evitar
una exposicion prolongada a temperatura ambiente.

Preparacion del espécimen

Secciones de parafina: El anticuerpo se puede utilizar en secciones de tejido fijados con
formalina amortiguada y embebidos en parafina. Asegurese de que el tejido se someta a
una fijacion adecuada para obtener mejores resultados. Se recomienda el pretratamiento de
tejidos con recuperacion térmica de epitopos utilizando la solucion ImmunoDNA Retriever
con Citrato de Bio SB (BSB 0020-BSB 0023), ImmunoDNA Retriever con EDTA (BSB
0030-BSB 0033) o ImmunoDNA Digestor (BSB 0108-0112), o similares. Consulte el reverso
para ver el protocolo completo. Durante la inmunotincion, el tejido debe permanecer
hidratado en todo momento, mediante el uso de una solucién de lavado como el
ImmunoDNA Washer (BSB 0029 y BSB 0042), o similar.

Secciones congeladas y preparaciones celulares: El anticuerpo se puede utilizar para la
inmunohistoquimica en secciones congeladas y preparaciones celulares fijadas en acetona.




IHQ y IF Protocolo

Preparacion para el procedimiento de tejidos congelados

1. Incluya la muestra en OCT dentro del criostato.

2. Cortar secciones a 5 micrones.

3. Coloque la seccidn en un portaobjetos de vidrio cargado positivamente.
4. Secar al aire durante 30-60 minutos.

5. Fijar en acetona al 100% durante 10 minutos.

6. Secar al aire durante otros 10 minutos.

Preparacion para el procedimiento de tejidos FFPE

1. Corte y monte los tejidos incluidos en parafina fijados con formalina de 3-5 micras en
portaobjetos cargados positivamente, como los portaobjetos Bio SB Hydrophilic Plus (BSB
7028) o TintoDetector Cap Gap Plus (BSB 7006) o similares.

2. Secar al aire durante 2 horas a 58 ° C.

3. Desparafinar, deshidratar y rehidratar los tejidos.

4. Someter los tejidos a la recuperacion de epitopos inducida por calor (HIER) usando una
solucion de recuperacion adecuada, como ImmunoDNA Retriever con Citrato (BSB
0020-BSB 0023) o EDTA (BSB 0030-BSB 0033).

5. Se puede utilizar cualquiera de los tres métodos de calentamiento:

a. Olla a presion TintoRetriever o equivalente

Coloque los tejidos / portaobjetos en un recipiente plastico y portalaminillas o frasco de
coplin resistente al calor que contenga el recuperador InmunoDNA con Citrato o EDTA'y
coléquelo sobre un soporte o rejilla en la olla a presion. Agregue 1-2 pulgadas de agua
destilada a la olla a presion y seleccione la temperatura deseada . Incubar durante 15
minutos. Abra y transfiera inmediatamente los portaobjetos a temperatura ambiente.

b. Mddulo TintoRetriever PT o método de baiio de agua (bafio maria)

Coloque los tejidos / portaobjetos en una caja de tincioén o en un frasco de coplin que
contenga ImmunoDNA Retriever con citrato 0 EDTA a 95 °-99 ° C pre calentado, Incube
durante 30-60 minutos.

C. Método de vaporizador convencional

Coloque los tejidos / portaobjetos en un recipiente plastico y portalaminillas o frasco de
coplin resistente al calor que contenga ImmunoDNA Retriever con Citrato o EDTA en una
vaporera pre calentada, cubra e incube durante 30-60 minutos.

6. Después del tratamiento térmico, transfiera los portaobjetos de ImmunoDNA Retriever
con Citrato o EDTA a temperatura ambiente y déjelos reposar durante 15-20 minutos.

7. Para IF manual, realice la incubacion del anticuerpo a temperatura ambiente. Para los
métodos de IF automatizados, realice la incubacion de anticuerpos de acuerdo con las
instrucciones del fabricante del instrumento.

8. Lave los portaobjetos con ImmunoDNA Washer o agua desionizada.

9. Continde con el protocolo IF. Lave los portaobjetos entre cada paso con la solucion de
lavado ImmunoDNA Washer

Protocolo Inmunohistoquimico Abreviado

Protocolo AmpliDetector Plus FITC IF abreviado

Paso Tiempo de
Incubacién

Enjuague los portaobjetos con la solucion r de lavado para IF

Elimine y limpie el exceso de la solucién de lavado para IF del

portaobjetos

Blogueador de peroxidasa 5 min.
Anticuerpo primario 5 min.
Deteccion de 1° paso 5 min.
Deteccion de 2° paso 5 min.
*Mantenga los reactivos FITC y los portaobjetos en la oscuridad*

Aplicar la solucion AmpliDetector FITC 5 min.

Contratincion con medio de montaje IF

Paso ImmunoDetector PolyDetector PolyDetector
AP/HRP AP/HRP Plus HRP
Bloqueador de 5 min. 5 min. 5 min
peroxidasa/AP
Anticuerpo primario 30-60 min. 30-60 min. 30-60 min.
Deteccion de 1° paso 10 min. 30-45 min. 15 min.
Deteccion de 2° paso 10 min. No Aplica 15 min.
Sustrato-Cromogeno 5-10 min. 5-10 min. 5-10 min.
Contratincion/Montaje Varia Varia Varia

Leyenda de Simbolo/Légende des symboles/Erlauterung der Symbole

Protocolo de montaje para IF

1. Atempere el FluoroMounter o FluoroMounter con DAPI a temperatura ambiente.
2. Enjuague los portaobjetos con agua destilada o desionizada.

3. Retire el exceso de agua de los portaobjetos antes de colocarlos planos en protegidos de
la luz directa .

4. Ponga el frasco boca abajo antes de abrir el frasco gotero.

5. Aplique 1-3 gotas de FluoroMounter a cada portaobjeto

asegurandose de cubrir la muestra.

6. Incube de 3 a 5 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz directa .

7. Aplique un cubreobjetos.

8. Observe bajo un microscopio fluorescente usando los filtros apropiados.

9. Se recomienda almacenar los portaobjetos a 2-8 °C en la oscuridad.

Limitaciones del producto

Debido a la variabilidad inherente presente en los procedimientos inmunohistoquimicos
(incluido el tiempo de fijacion de los tejidos, el factor de dilucion del anticuerpo, el método
de recuperacion utilizado y el tiempo de incubacion), se debe establecer un rendimiento
oOptimo mediante el uso de controles positivos y negativos. Los resultados deben ser
interpretados por un profesional médico calificado.
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