Anti-Humano CDI19
(A3-Bl)

Fluorocromo Referencia Test
FITC 19F1-100T 100 test
PE 19PE1-100T 100 test
APC 19A1-100T 100 test
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DESCRIPCION DEL PRODUCTO

Otros nombres: B-lymphocyte antigen CDI9,
B-lymphocyte surface antigen B4, Differentiation
antigen CDI19, T-cell surface antigen Leu-12, B4
Descripcion: El anticuerpo monoclonal anti-CDI19
deriva de las amigdalas humanas.

Clon: A3-BI

Isotipo: Raton IgG2a, Rappa

Reactividad: Humano.

Fuente: Sobrenadante procedente de un cultivo
invitro de células de un hibridoma celular
Purificacion: Cromatografia de afinidad

Composicion: Anticuerpo monoclonal de ratén anti-
CD19 humano conjugado con un fluorocromo y en
solucion acuosa que contiene proteina estabilizante
y el 0,09% de azida sodica (NaNs).

PRINCIPIOS DEL TEST.

El anticuerpo monoclonal anti-CD19 se une a la
superficie de las células que expresan el antigeno
CDI9. Para identificar estas células se incuba la
muestra con el anticuerpo y se analiza en un
Citdbmetro de flujo.

CONDICIONES DE AMACENAMIENTO Y
MANIPULACION ADECUADOS.

Guardar en oscuridad, refrigerado entre 2 y 8 °C. NO
CONGELAR. EI anticuerpo es estable hasta la fecha
que aparece en la etiqueta del vial si se almacena
entre 2°-8° C. No usar después de esta fecha.

Una vez abierto el vial el producto es estable durante
un periodo de 90 dias.

EVIDENCIAS DE DETERIORO.

Los reactivos no deben ser utilizados si se encuentra
alguna evidencia de deterioro. Para mas informacion,
contacte con nuestro servicio técnico
tech@immunostep.com

Fluorocromo Reactivo Concentracion
suministrado (Hg/ml)
FITC (Fluorescein 50ugin2ml 25
isothiocyanate)
PE (R-Phycoerythrin) 50ugin2ml 25
APC 30ugin2ml 15

(Allophycocyanin)

USO PROPUESTO.

El anticuerpo monoclonal CD19 de Immunostep, clon
A3-B], esta disenado para uso diagnoéstico in vitro en
la identificaciéon y enumeracion de linfocitos en
muestras humanas que expresan CDI9 mediante
citometria de flujo.

RELEVANCIA CLINICA

El anticuerpo monoclonal CDI9 se puede usar para
identificar y enumerar los linfocitos CDI19 + B en
sangre periférica humana.

Esto puede ser importante porque en combinacion
con otros marcadores, sirve para el diagnostico o
pronaéstico de algunas enfermedades de
inmunodeficiencia, incluida la agammaglobulinemia,
la enfermedad de inmunodeficiencia combinada
severa (SCID) y la enfermedad de inmunodeficiencia
variable comun (CVID), en la que se muestra una
cantidad reducida de linfocitos B circulantes. El
reactivo también puede ser util para determinar el
linaje de las células linfoides malignas en los casos
de leucemia y linfoma crénicos y agudos, y la gran
mayoria de las neoplasias malignas de células B
expresan CDI19"3,
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La apariencia normal es la de un liquido semi-
transparente e inoloro. No deben aparecer
precipitados ni presentar turbidez. No debe presentar
olor.

RECOMENDACIONES Y ADVERTENCIAS. &

a) Los reactivos contienen azida sodica. Bajo
condiciones acidas, se transforma en acido
hidrazoénico, un compuesto
extremadamente téxico. Los compuestos
de azida deben ser disueltos con agua
corriente antes de ser desechados. Se
recomiendan estas condiciones para evitar
depositos en las tuberias, donde se podrian
desarrollar condiciones explosivas. La ficha
de datos de seguridad (FDS) esta
disponible en la web
WWW.immunostep.com

b) Evitar contaminacién microbiana del
reactivo.

c) Debe evitarse la exposicion a la luz. Use luz
tenue durante la manipulacion, incubacion
con células y antes del analisis.

d) No pipetear con la boca.

e) En el caso de contacto con la piel lavar con
abundante agua.

f)  Las muestras deben tratarse de la misma
manera que aquellas que pudiesen
transmitir infecciones. Debe disponerse de
los métodos apropiados para su manejo.

g) No usar después de la fecha de caducidad
establecida en el vial.

h) Desviaciones de los procedimientos
recomendados podrian invalidar los
resultados de los analisis.

i) PARADIAGNOSTICO IN VITRO

j)  Sélo para uso profesional.

R) Antes de adquirir las muestras se debe
verificar que el citébmetro de flujo esta
calibrado y compensado.
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RECOGIDA DE MUESTRAS.

La extraccién de muestras de sangre venosa debe
hacerse en tubos de recoleccién de sangre usando el
anticoagulante apropiado (EDTA o heparina)*°.

Para resultados o6ptimos, la muestra debe ser
procesada durante las 6 horas posteriores a la
extraccion. Las muestras que no puedan ser
procesadas en las 48 horas posteriores a la
extraccion deben ser descartadas.

MATERIALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS.

. Controles isotipicos:

Control Referencia
Fluorocromo L
isotipico Immunostep
FITC ICIGG2AF-100UG
PE Ratoén IgG2a ICIGG2APE-50UG
APC ICIGG2AA-50UG

e  Centrifuga

. Tubos de ensayo de 12 x 75 mm habituales
para citometria de flujo

. Micropipetas capaces de dispensar
volumen de entre 5 pyly 2 ml.

. Tubos de recoleccion de sangre con
anticoagulante.

e  Tampoén de fosfato salino (PBS) con 0,09%
de azida sodica. Es recomendable afadir
BSA al 0,5%.

. Sistema de vacio

. Solucioén de lisis

. Citbmetro de flujo equipado con laser y
filtros adecuados al fluorocromo.

e  Agitador Vortex

PREPARACION DE LA MUESTRA:

A Anadir el volumen recomendado en el vial
del anticuerpo a un tubo de citometria
12x75 mm. Es recomendable preparar un
tubo adicional con el control isotipico
adecuado (ver materiales requeridos pero
no suministrados)

2. Anadir 100 pL de muestra (hasta 10° células)
y mezclar adecuadamente en el vortex.

3. Incubar en oscuridad a temperatura
ambiente (20-25° C) durante 15 minutos o a
4° C durante 30 minutos.

4. Anadir 2 ml de la solucion de lisis, agitar en
el vortex e incubar en oscuridad durante 10
minutos o hasta que la muestra esté lisada.

5. Centrifugar a 540g durante 5 minutos y
aspirar el sobrenadante con cuidado de no
tocar el pellet celular. Dejar unos 50 pl de
liquido sin aspirar.

6. Resuspender el pellet.

7. Anadir 2 ml de PBS (ver materiales
requeridos pero no suministrados)

8. Centrifugar a 540g durante 5 minutos y
aspirar el sobrenadante con cuidado de no
tocar el pellet celular. Dejar unos 50 pl de
liquido sin aspirar.

9. Resuspender el pellet en 0,3 ml de PBS.

Adquirir en un citometro de flujo o almacenar a 2-8° C

en oscuridad hasta el analisis. Las muestras deben
ser adquiridas durante las 3 horas siguientes a la lisis.
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ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO.

Recoger la fluorescencia atribuida al anticuerpo
monoclonal CDI9 y determinar el porcentaje de
células marcadas.

Se debe usar un control isotipico conjugado con el
mismo fluorocromo, del mismo tipo de cadena
pesada de inmunoglobulina y concentracién que el
CD19 para estimar y corregir la unién no especifica de
los linfocitos (ver materiales requeridos pero no
suministrados). Generar una regién de analisis para
eliminar el ruido de fondo de la fluorescencia y para
incluir las células marcadas correctamente.

A continuacibn se muestra un ejemplo de
representacion del marcaje celular.
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Fig.1: A la izquierda una representacion biparamétrica de la
intensidad media de fluorescencia de la poblacion de leucocitos
macados con CDI19 y su complejidad interna (SSC). A la derecha una
representacion de la misma muestra en un histograma.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. La incubacién del anticuerpo con las células sin
seguir los procedimientos recomendados puede
concluir con una disminucion o pérdida de los
determinantes antigénicos de la superficie
celular.

2. Los valores obtenidos de individuos normales
pueden variar entre distintos laboratorios, por
tanto, se recomienda que cada laboratorio
establezca sus propios rangos de normalidad.

3. Las células andémalas o las lineas celulares
pueden mostrar una mayor densidad antigénica
que las células normales. Esto podria requerir,
en algunos casos, el uso de una mayor cantidad
de anticuerpo monoclonal de la que se indica en
los procedimientos de preparacion de la
muestra.

4. En muestras de sangre completa, los eritrocitos
encontrados en muestras patolégicas, al igual
que las células de la serie roja nucleadas (tanto
de muestras normales como patoldgicas),
pueden ser resistentes a la lisis. Se pueden
necesitar tiempos mdas largos de lisis de
eritrocitos para evitar la inclusiéon de las células
no lisadas en la regién delimitada de los
leucocitos.
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5. Las muestras de sangre no deberian refrigerarse
por un periodo excesivo (mas de 24 horas), ya
que el numero de células viables ira
disminuyendo con el tiempo, pudiendo incluso
interferir en el andlisis. Para obtener mejores
resultados, deberia mantenerse a temperatura
ambiente minutos antes de la incubacién con el
anticuerpo monoclonal.

6. Los resultados mdas precisos con los
procedimientos de citometria de flujo dependen
de un alineamiento y calibracion correctos de
los laseres, al igual que del establecimiento de
las regiones correctas.

VALORES DE REFERENCIA.

Resultados anormales en el porcentaje de
células que expresen el antigeno o en los
niveles de expresion de éste pueden ser debidos
a estados patolégicos. Es recomendable
conocer los patrones normales de expresion del
antigeno para poder hacer una interpretacion
adecuada de los resultado®’®,

Los valores obtenidos de individuos sanos
podrian variar entre distintos laboratorios. Se
recomienda que cada laboratorio establezca sus
propios rangos de normalidad.

CARACTERISTICAS
ESPECIFICIDAD

El CDI9 se expresa desde las primeras etapas del
desarrollo del progenitor B y en todas las células B
periféricas, incluidas las células B del centro germinal,
todas las lineas de células B y las leucemias de
células B.

El antigeno se pierde en la maduracion de las células
B a las células plasmaticas.

CDI9 se expresa en células de linfocitos B. Para
evaluar la especificidad del reactivo (reactividad
cruzada con otras poblaciones de células), se
estudiaron 10 muestras de sangre de donantes sanos,
se marcaron con un control isotipico adecuado y el
MADb para estudiar.

Las muestras de sangre obtenidas de donantes
sanos normales de raza caucasica se marcaron con
anticuerpo monoclonal de Immunostep CDI19.

Se analizo la fluorescencia no especifica identificada
por un control de isotipico IgG2a. Las células
contenidas en la region de las plaquetas, eritrocitos,
monocitos y regiones de linfocitos T se seleccionaron
para el analisis. Las muestras de sangre se
procesaron mediante un protocolo de marcaje de
antigeno de superficie celular por citometria de flujo.

La sensibilidad de los anticuerpos monoclonales de

Immunostep CDI9 se determind marcando una muestra

de sangre de un donante. Se hicieron diluciones de una
muestra de sangre periférica para verificar la escala de
concentracion de las células marcadas obtenidas. Los
resultados muestran un excelente nivel de correlacion

Linfocitos Monocitos Granulocitos
N Validos 10 10 10
Perdidos o] ] ]
Media 48,38 9737 99,58
PE Mediana 47,61 98,28 99,95
Moda 30,67 (a) 88,95 (a) 99,99 (a)
Desviacién estandar 11,58 325 0,78
Varianza 134,23 10,57 0,61
Rango 3534 11,00 233
Varianza Linfocitos Monocitos Granulocitos
Rango Validos 10 10 10
Perdidos 0] (0] (0]
Media 13,43 8,81 038
Mediana 11,16 7,63 035
APC Moda 2,.26(a) 3,13(a) 0,29(a)
Desviacién estandar 10,30 5,20 on
Varianza 106,29 27,09 0,012
Rango 33,74 14,97 0,31
SENSIBILIDAD

entre los resultados obtenidos y los esperados en funcion

de la dilucién utilizada.

Para determinar la consistencia del anticuerpo
monoclonal conjugado se llevaron a cabo pequenas
pero deliberadas variaciones. Este estudio,
proporciona una indicacion de su fiabilidad durante
su uso hormal.

FITC

Linfocitos Monocitos Granulocitos

Validos 5 5 5

Perdidos [0} [0} (0]
Media 5,49 6,24 4,22
Mediana 5,18 7,12 4,29

Moda 1,69 (a) 3,71(a) 1,.94(a)

Desviacion estandar 394 232 193
Varianza 15,52 541 3,75
Rango 8,79 5,02 514
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Error estandar
Modelo R R? R? ajustada dela
estimacion
FITC 0,983(a) 0,967 0,962 110648
PE 0,997 (a) 0,994 0,993 0,17612
APC 0,992(a) 0,984 0,982 0,08903
REPRODUCIBILIDAD

La reproducibilidad de los anticuerpos monoclonales
conjugados CDI9 se determind realizando 10
determinaciones replicadas de cada anticuerpo en
cada uno de los tres rangos de CDI9 +, alto, medio y
bajo.

Por lo tanto, se realizaron un total de 30 dete
rminaciones para cada forma de CDI19.

De esta manera, la reproducibilidad se demostré a
través de todo el rango de medicién.

Las 10 determinaciones para cada rango se
realizaron mediante el marcaje, el procesamiento y el
andlisis de 10 muestras separadas. Los linfocitos se
seleccionaron para el analisis del porcentaje de
células marcadas en cada uno de los tres rangos.
Para realizar este estudio, se obtuvo sangre
anticoagulada de un donante normal que expresa un
alto porcentaje de células CD19+.

Las muestras de rango medio y bajo se obtuvieron
mezclando las células CDI9 conocidas en
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proporciones apropiadas, mientras se mantenia la
misma concentracion celular total para los tres
rangos.

El estudio se realiz6 en cada uno de los tres
laboratorios independientes, de la manera en que
cada laboratorio obtuvo, marcé y analizé muestras de
sangre separadas.

FITC N | Minimo | Maximo | Media | Desviacion
stdr.
Alto 10| 1270 13,63 13,14 029
Medio 10| 692 776 744 027
Bajo 10| 200 324 248 032
Validos N
(lista) 10
PE N | Minimo | Maximo | Media | DeS¥iacion
stdr.
Alto 10| 1395 1440 | 1410 0,2
Medio 10| 540 5,89 5,66 0,12
Bajo 10| 033 077 052 o
Validos N
(lista) 10
APC N | Minimo | Maximo | Media | DeSViacion
stdr.
Alto 10| 1417 1484 | 1439 019
Medio 10| 437 4,84 458 016
Bajo 10| o057 095 | 070 0,10
Validos N
(lista) 10

PRECISION INTRALABORATORIO

Para determinar la repetibilidad con este producto, se
marcaron 10 muestras diferentes con dos lotes
diferentes de este reactivo.

Para cada muestra se obtuvieron dos valores
diferentes: la intensidad de fluorescencia media (MFI)
y el porcentaje de células positivas.

Se calcularon la media de la desviacion estandar de
cada muestra para la IMF y el porcentaje de
Linfocitos CD19+/CD45+.

al remplazo de los productos o el reembolso del
precio de compra.
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Promedi Desv stdr promedio FABRICADO POR:  Immunostep S.L
romedio promedio %CV Avda. Universidad de Coimbra, s/n
% 181 0,09 550 Cancer Resgarch Center (CIC)
positiva Campus Miguel de Unamuno
PE IMF 8912,20 198,49 222 37007 Salamanca (Spain)
Valido N ] Tel. (+_34) 923294 827
(lista) 0 10 10 www.immunostep.com
%. 3,77 O/l4 3,87 .
positiva VIGILANCIA Y NOTIFICACION
FITC IMF 3953,50 108,24 2,73
Valido N 0 0 0 De acuerdo con el Anexo |, secciéon 20.4.1(n) del Reglamento
(lista) (UE) 2017/746, el usuario tiene la obligacion de notificar

cualquier incidente grave relacionado con el uso del producto.
Como se muestra en la tabla, los resultados
muestran una excelente repetibilidad de lote a lote, e Al Fabricante: Contacte con nuestro departamento de
tanto en porcentaje promedio de CV porcentuales de Vigilancia en vigilancia@immunostep.com
células positivas como en MFI como valores de e A la Autoridad Competente: Notifique a través de los
demostracion. canales oficiales del Estado miembro.

EXPLICACION DE LOS SIMBOLOS

GARANTIA

Los productos de Immunostep tienen garantia en CE CE etiquetado

cuanto a la cantidad y el contenido indicado en la

etiqueta del producto en el momento de la entrega al IVD In vitro dispositivo de diagnéstico
cliente. Immunostep renuncia a cualquier otra

garantia. La responsabilidad de Immunostep se limita M Fabricado
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