Anti-Humano KAPPA
F(ab’)2 policlonal

Fluorocromo Referencia Prueba
FITC KF3-100T 100 pruebas

Ficoeritrina (PE) KPE3-100T 100 pruebas

IVD C€

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

Clon: Policlonal

Isotipo: IgG F(ab')2 de conejo

Aplicacién probada: citometria de flujo

Inmunégeno: Cadenas ligeras de inmunoglobulina
policlonal de tipo kappa aisladas de un grupo de sueros
humanos para cadenas ligeras kappa anti-humanas de
conejo.

Reactividad de las especies: Humana

Instrucciones de almacenamiento: conservar en un lugar
oscuro a 2-8 °C.

Tampon de almacenamiento : solucion tamponada acuosa
que contiene estabilizador de proteinas y 0,09 % de azida
de sodio (NaN 3).

Uso recomendado: kappa F(ab')2 de Immunostep estd
destinado a la detecciéon y enumeracidn simultanea de
linfocitos B portadores de cadenas ligeras kappa en sangre
periférica mediante citometria de flujo. Este reactivo es
eficaz para la tincion de inmunofluorescencia directa de
tejido humano para andlisis citométrico de flujo utilizando
10 pl/10 écélulas.

Presentacion: Anticuerpo policlonal de conejo contra
cadenas ligeras kappa humanas, conjugado con un
fluorocromo . Se suministra en una solucién acuosa que
contiene una proteina estabilizadora y azida sddica al
0,09 % ( NaN3 ) como conservante.

Immunostep

Fluorocromo Suministrado Concentracién Volumen/prueba
reactivo (mg/ml)
FITC 100 pruebas 0,15 10 pL
PE 100 pruebas 0.1 10 pL

Fuente: Sobrenadante procedente de sueros para cadenas
ligeras kappa anti-humanas de conejo.
Purificacién: Cromatografia de afinidad.

RELEVANCIA CLINICA

Este marcador puede ser usado solo o en combinacidn con
Otros marcadores de células B para el diagndstico y
seguimiento de diversas hematoldgico Neoplasias malignas
e inmunodeficiencias . Los anticuerpos anti-kappa son
esenciales en el inmunofenotipo. Andlisis de poblaciones de
células B, lo que permite la deteccion de patrones de
expresiéon de cadenas ligeras que distinguir entre
expansiones de células B policlonales y monoclonales .

En estado saludable En los individuos , las células B
expresan cadenas ligeras kappa o lambda en una
proporcion equilibrada ( normalmente alrededor de 2:1).
Un significativo desviacidn de Esta proporcion, en particular
la presencia de una poblacion dominante que expresa
kappa, es indicativa de células B. clonalidad , un sello
distintivo de las neoplasias malignas como crénica
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linfocitico leucemia (LLC), linfomas no Hodgkin de células B
y mieloma multiple .

Citometria de flujo andlisis utilizando anticuerpos anti-
kappa es también valioso en la evaluacion de
inmunodeficiencias , donde las células B desarrollo o
funciéon puede ser deteriorado . Ademas , ayuda a distinguir
reactivo  policlonal respuestas de proliferaciones
monoclonales neopldsicas , que es critico para la precision
Diagnéstico y planificacion del tratamiento .

DETALLES DEL ANTIGENO

Descripcion extensa: La evaluacion de la expresidon de
kappa/lambda en la superficie celular permite identificar
poblaciones de linfocitos B clonalmente restringidas y, por
lo tanto, facilitar el diagndstico de neoplasias
hematoldgicas. Diversos trastornos de las células B se
asocian con niveles reducidos de kappa/lambda en la
superficie celular. (4

PRINCIPIOS DE LA PRUEBA

El anticuerpo policlonal anti-kappa humano se une
especificamente a las cadenas ligeras kappa expresadas en
la superficie o el citoplasma de los linfocitos B. Para
identificar estas células, la muestra se incuba con el
anticuerpo conjugado con fluorocromo y se analiza
mediante citometria de flujo. La intensidad de la
fluorescencia refleja la presencia y abundancia relativa de
cadenas ligeras kappa, lo que permite la caracterizacion de
las poblaciones de linfocitos B y la evaluacion de la
clonalidad .

CONDICIONES ADECUADAS DE ALMACENAMIENTO Y
MANIPULACION

Conservar en un lugar oscuro, refrigerado entre 2 °Cy 8 °C.
NO CONGELAR. El anticuerpo es estable hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta del vial si se conserva
entre 2 °Cy 8 °C. No utilizar después de la fecha indicada.

Una vez abierto el vial, el producto es estable durante 90
dias.

EVIDENCIA DE DETERIORO

No utilice los reactivos si observa cualquier indicio de
deterioro. Para mas informacidn, péngase en contacto con
nuestro servicio técnico: tech@immunostep.com
La apariencia normal del producto es semitransparente ,
Liquido incoloro. No debe utilizarse si el medio liquido estd
turbio o contiene precipitados. Debe ser inodoro.

A

a) Los reactivos contienen azida sédica . En
condiciones acidas, se transforma en acido
hidrazoico, un compuesto altamente toxico. Los
compuestos de azida deben diluirse en agua
corriente. Antes de desecharlo. Se recomiendan
estas condiciones para evitar depodsitos en las
tuberias, donde podrian generarse condiciones
explosivas. La ficha de datos de seguridad (FDS)
estad disponible en linea en
www.immunostep.com.

b)  Evite la contaminacion microbiana del reactivo.

RECOMENDACIONES Y ADVERTENCIAS
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c)  Proteger de la luz. Utilizar luz tenue durante la
manipulacion, la incubacion con células y antes
del analisis.

d)  Nunca pipetee con la boca.

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

f) Las muestras deben manipularse de la misma
manera que las que pueden transmitir
infecciones. Se deben garantizar procedimientos
de manipulacién adecuados.

g) No utilizar después de la fecha de caducidad
indicada en el vial.

h) Las desviaciones del procedimiento
recomendado podrian invalidar los resultados
del analisis.

i) PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO .

j) Sélo para uso profesional.

k)  Antes de adquirir las muestras, es necesario
asegurarse de que el citometro de flujo esté
calibrado y compensado.

RECOGIDA DE MUESTRAS

La extraccién de muestras de sangre venosa debe realizarse
en tubos de recoleccion de sangre utilizando el
anticoagulante adecuado (EDTA o heparina) 78 . Para
obtener resultados éptimos, la muestra debe procesarse
durante las seis horas posteriores a la extraccion. Las
muestras que no puedan procesarse dentro de las 48 horas
posteriores a la extraccion deben desecharse.

Por favor, consulte www.immunostep.com soporte técnico
para mas informacién.

GARANTIA

Se garantiza Unicamente la conformidad con la cantidad y
el contenido indicados en la etiqueta o en el etiquetado del
producto en el momento de la entrega al cliente.
Immunostep renuncia por la presente a otras garantias. La
Unica responsabilidad de Immunostep se limita a la
sustitucion de los productos o al reembolso del precio de
compra.

1. MATERIALES REQUERIDOS PERO NO
PROPORCIONADOS

. Centrifugo

. Tubos de ensayo de citometria de flujo de 12 x
75 mm de uso comun

. Micropipetas para dispensar volumenes de 5 pl
a2ml

. Tubos de recoleccion de sangre con
anticoagulante.

. Solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) con
azida sddica al 0,09 % . Se recomienda afadir
BSA al 0,5 %.

. Sistema de vacio

. Solucion de lisis (Ref. RBC-10X)

. Citometro de flujo equipado con laser y filtros
fluorocromos adecuados

. Agitador Vortex

2. PREPARACION DE LA MUESTRA: PROCEDIMIENTO
CON PRELAVADO

1.  Pipetee 300 pL de muestra en un tubo Falcon de
10 mL.
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2.  Agregue 6 mL de tampdn de lavado y mezcle
bien, preferiblemente mediante un vortex
suave .

3. Llene el tubo hasta 10 mL agregando 4 mL
adicionales de tampdn de lavado.

4. Mezcle bien nuevamente mediante un suave
vortex .

5.  Centrifugar a 540 g durante 5 minutos.

6. Deseche cuidadosamente el sobrenadante
utilizando una pipeta Pasteur o un sistema de
vacio, evitando alterar el pellet celular.

7.  Resuspender el pellet con cuidado.

8. Repita los pasos 2 a 7 dos veces mas (para un
total de tres pasos de lavado).

9. Después del lavado final, resuspenda el pellet
celular en 300 pL de tampon de lavado.

10. Continuar con el protocolo estdndar para la
tincion de anticuerpos de superficie o
intracelulares.

11. Nota 1: Para muestras de pequefio volumen (por
ejemplo, liquido cefalorraquideo o aspirados
vitreos), centrifugue todo el volumen a 540 g
durante 5 minutos, deseche el sobrenadante y
resuspenda en 300 puL de tampdn de lavado
antes de continuar.

Adquiera las muestras con un citémetro de flujo o
consérvelas en un lugar oscuro a una temperatura de 2 °C a
8 °C hasta que se realice el andlisis. Las muestras deben
adquirirse dentro de las 3 horas posteriores a la lisis.

3. ANALISIS DE CITOMETRIA DE FLUJO

Recopile la sefial de fluorescencia asociada al anticuerpo y
determine el porcentaje de células con marcaje positivo .
Se debe utilizar un control de isotipo conjugado con el
mismo fluorocromo , isotipo de inmunoglobulina vy
concentracidn para evaluar y corregir la union inespecifica
a los linfocitos (véase "Materiales necesarios pero no
suministrados "). Defina una ventana de andlisis para
excluir la fluorescencia de fondo e identificar con precision
las poblaciones de células con marcaje positivo .

4. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. La incubacién de anticuerpos con células durante
procedimientos distintos a los recomendados puede
provocar una reduccion o pérdida de determinantes
antigénicos de la superficie celular.

2. Los valores obtenidos de individuos normales pueden
variar de un laboratorio a otro, por lo que se sugiere
que cada laboratorio establezca su propio rango de
referencia normal.

3. Las células o lineas celulares anormales pueden
presentar una mayor densidad antigénica que las
células normales. En algunos casos, esto podria
requerir el uso de una mayor cantidad de anticuerpo
monoclonal que la indicada en los procedimientos de
preparacidn de la muestra.

4.  En muestras de sangre completa, los glébulos rojos
presentes en muestras anormales, asi como los
gldébulos rojos nucleados (tanto de muestras normales
como anormales), pueden ser resistentes a la lisis.
Podrian requerirse periodos mas largos de lisis de los
glébulos rojos para evitar la inclusion de células no
lisadas en la region de linfocitos.
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5. Las muestras de sangre no deben refrigerarse durante
un periodo prolongado (mas de 24 horas), ya que el
nimero de células viables disminuird gradualmente,
lo que podria afectar el andlisis. Para obtener los
mejores valores, deben conservarse a temperatura
ambiente inmediatamente antes de la incubacién con
el anticuerpo monoclonal.

6. La obtencién de resultados precisos con
procedimientos citométricos de flujo dependen de la
correcta alineacion y calibracion de los laseres, asi
como de la correcta configuracién de las puertas.

5.  VALORES DE REFERENCIA

Los resultados anormales en el porcentaje de células
que expresan el antigeno o en sus niveles de
expresion pueden deberse a afecciones patoldgicas.
Es recomendable conocer los patrones normales de
expresién del antigeno para asegurar una correcta
interpretacion de los resultados. 4> ¢

Los valores obtenidos de individuos sanos pueden
variar de un laboratorio a otro, por lo que se sugiere
que cada laboratorio establezca su propio rango de
referencia normal.

6. CARACTERISTICAS

ESPECIFICIDAD

El anticuerpo policlonal de conejo contra las cadenas ligeras
kappa humana fragmento F(ab')2 reconoce
especificamente la cadena ligera kappa de las
inmunoglobulinas, un polipéptido de 25 kDa codificado por
el gen IGK en el cromosoma 2. Estas cadenas ligeras se
expresan en la superficie de aproximadamente dos tercios
de los linfocitos B maduros en sangre periférica, asi como
en un subconjunto de células B inmaduras en la médula
6sea®. El anticuerpo se dirige tanto a las cadenas kappa
superficiales como citoplasmaticas, lo que permite un
analisis inmunofenotipico exhaustivo de las poblaciones de
célulasB7.

Para evaluar la especificidad analitica, se llevaron a cabo
dos enfoques experimentales complementarios:

1.  Perfiles de poblacidn celular

Muestras de sangre periférica de donantes sanos se tifieron
utilizando un panel de citometria de flujo multicolor que
incluia el anticuerpo de prueba (Kappa PE) y un anticuerpo
de referencia. La expresion de cadenas ligeras kappa se
analizdé en subpoblaciones linfoides y mieloides. El
anticuerpo de prueba mostré una unidn consistente y
especifica a las células B CD19*, con una positividad media
del 52,4% vy una baja variabilidad (CV = 4,93%).
Subpoblaciones como las células B virgenes (CD277/ IgD *),
de memoria (CD27*/ IgD ~) y las células B efectoras
naturales (CD27*/ IgD *) se tifieron positivamente, lo que
confirmé una amplia reactividad dentro del compartimento
de células B. Se observé una tincién minima o nula en las
células T (CD3*), las células NK y los granulocitos, lo que
respalda la especificidad del anticuerpo.

2.  Ensayo de bloqueo
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Para evaluar la especificidad del epitopo y la posible
reactividad cruzada, se realizo un experimento de bloqueo
con un anticuerpo policlonal de referencia anti-kappa
F(ab')2. Las muestras se tifieron simultdneamente con los
anticuerpos de prueba y de referencia en combinaciones
reciprocas. No se observé un bloqueo completo, lo que
confirma que el anticuerpo de prueba se une a epitopos
distintos o no solapados dentro de la cadena ligera kappa.
Esto concuerda con el comportamiento esperado de los
anticuerpos  policlonales, que reconocen multiples
epitopos.

Estos resultados validan la especificidad analitica del
anticuerpo para las cadenas ligeras kappa y respaldan su
uso en aplicaciones de citometria de flujo para la
caracterizacion de células B, la evaluacién de la clonalidad y
la evaluacion de la inmunodeficiencia.

SENSIBILIDAD

La sensibilidad analitica del anticuerpo anti-kappa se evalué
mediante un modelo de dilucién seriada con las lineas
celulares Daudi (kappa*) y Namalwa (lambda*). Cada
dilucién se ajusté a una concentracidn final de 1 x 10°
células por tubo y se analizé por triplicado en nueve niveles
de concentracidn, siguiendo el enfoque estadistico descrito
en la guia del CLSI «Evaluacién de la linealidad de los
procedimientos de medicion cuantitativa: Un enfoque
estadistico; Guia aprobada», Apéndice C.

Marcador R? LoD LoB
FITC 0.996 1,72% 1,06%

PE 0.999 8,69% 7,64%

Se calculd la intensidad media de fluorescencia (MFI) para
cada nivel de dilucién. Los resultados demostraron una
fuerte relacién lineal entre el nivel de dilucién y la MFI, con
un coeficiente de determinacién (R?) de 0,99, lo que indica
una excelente linealidad en todo el rango de pruebas.

Estos hallazgos confirman que el anticuerpo proporciona
una sefal confiable y proporcional en una amplia gama de
concentraciones de antigeno, lo que respalda su uso en
aplicaciones de citometria de flujo cuantitativa.

PRECISION

Repetibilidad

Se analizaron tres muestra para evaluar la variabilidad y
repetibilidad intraensayo con un ensayo de 3 muestras con
3 réplicas y dos laboratorios. La desviacion estandar (DE) y
el coeficiente de variacién (CV% ) de cada muestra fueron:

MFI Repetibilidad Repetibilidad DE dentro %CV dentro

Marcador . dio DE %CV del sitio  del sitio
FITC 59,98 038 06 037 06
PE 54.09 223 412 1,75 324

Estos resultados demuestran una excelente repetibilidad y
un rendimiento constante en diferentes lotes de reactivos y
condiciones de prueba dentro del mismo laboratorio en
condiciones de laboratorio controladas.

Precision entre laboratorios
Se calculé la precisidn entre laboratorios ensayando 3

muestras de 3 lotes diferentes en dos laboratorio con los
siguientes resultados:
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7. Orfao A, Matarraz S, Perez-Andrews M, Almeida J,

Marcador DE entre %CV entre DE entre  %CV entre Teodosio C, Berkowska MA, van Dongen JIM;

laboratorios laboratorios lotes lotes Euroflujo . Diseccién inmunofenotipica de la
FITC 0,24 0.40 0.62 1 hematopoyesis normal . Métodos J Immunol
PE 2.62 4.84 253 4.68 diciembre de 2019 ; 475: 1

8.  CLSI EP05-A3. Evaluacién de la precisién de los
procedimientos de medicidn cuantitativa; Directrices
aprobadas, tercera edicion.

9. Rijkers GT1, Scharenberg JG, Van Dongen JJ, Neijens
HJ, Zegers BJ. Transduccidn de sefiales anormales en
un paciente con enfermedad de inmunodeficiencia
combinada grave. Res. Pediatra . 1991 marzo;29

10. Walker CM, Moody DJ, Stites DP, Levy JA. Los
linfocitos CD8+ pueden controlar la infeccién por VIH
in vitro al suprimir la replicacion viral. Science. 19 de
diciembre de 1986.

Esto confirma la consistencia del rendimiento de los
anticuerpos en diferentes lotes de produccion.

Reproducibilidad

La reproducibilidad se evalué utilizando muestras
estabilizadas (Transfix o Streck) procesadas en tres
laboratorios independientes. Cada centro realizé cinco
réplicas diarias durante cinco dias no consecutivos.

La reproducibilidad se evalué utilizando muestras
estabilizadas procesadas en multiples laboratorios. La
variabilidad interdiaria e interlaboratorio fue la siguiente:

9. FABRICADO POR

I Immunostep S.L
Avda. Universidad de Coimbra, s/n

Cancer Research Center (CIC)
FITC 1.01 1.7 Campues Miguel de Unamuno
PE 4.04 7.47 37007 Salamanca (Spain)

Tel. (+34) 923 294 827
www.immunostep.com

Marcador Reproducibilidad SD  Reproducibilidad %CV

Estos resultados confirman que el anticuerpo proporciona
una tincion consistente y reproducible en diferentes

laboratorios y condiciones de prueba. 10. VIGILANCIA Y NOTIFICACION &

De acuerdo con el Anexo |, seccién 20.4.1(n) del Reglamento (UE)
2017/746, el usuario tiene la obligacion de notificar cualquier incidente

7. GARANTIA grave relacionado con el uso del producto.

Se garantiza Unicamente la conformidad con la cantidad y o Al Fabricante: Contacte con nuestro departamento de

el contenido indicados en la etiqueta o en el etiquetado del Vigilancia en vigilancia@immunostep.com
producto en el momento de la entrega al cliente. La Unica e A la Autoridad Competente: Notifique a través de los
responsabilidad de Immunostep se limita a la sustitucion de canales oficiales del Estado miembro.

los productos o al reembolso del precio de compra.
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