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RNAscope™ ISH Probe UBC (Positive Control)
200460

Para diagndstico in vitro.
Solo para exportacion en Estados Unidos.

USO PREVISTO

La sonda RNAscope ISH Probe UBC (Positive Control) se emplea como control positivo en un ensayo
RNAscope de hibridacion in situ (ISH) de muestras de tejido fijado con formol e incluido en parafina
(FFPE). La sonda detecta los transcritos de ARNm del gen de la ubiquitina C humana.

La sonda esta pensada para usarse en laboratorios clinicos con reactivos de deteccion RNAscope
marron BOND en el sistema de tincion automatizado BOND-III de Leica Biosystems. La interpretacion
clinica de la presencia o ausencia de cualquier sefial de hibridacion debe hacerla un anatomopatdlogo
cualificado con controles adecuados, y complementarse con el examen histolégico y la informacién
clinica pertinente.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

La sonda RNAscope ISH Probe UBC (Positive Control) contiene sondas de oligonucleétidos disefiadas
para hibridar con secuencias de acido nucleico del gen de la ubiquitina C humana en cortes de tejido
FFPE. La sonda se visualiza utilizando los reactivos del sistema de deteccion RNAscope marron BOND,
con los que se obtiene una sefial cromogénica marrén que se puede observar al microscopio optico'2.
La senal de UBC debe estudiarse en tejidos humanos con ARN en un estado de conservacion lo
suficientemente bueno para el ensayo RNAscope.

REACTIVO SUMINISTRADO

La sonda RNAscope ISH Probe UBC (Positive Control) se suministra en forma de una solucién de sonda
de oligonucledétidos de 14 mL lista para usar en un tampdn de hibridacion que contiene formamida.

La cantidad suministrada es suficiente para 30 ensayos. No se requiere ningun tipo de reconstitucion,
mezcla, dilucién ni valoracion.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

e La sonda debe almacenarse a 2-8 °C en el momento de recibirla e inmediatamente después
de usarla.

e Lasonda sin abrir es estable hasta la fecha de caducidad impresa en el frasco. No use el
producto pasada la fecha de caducidad.

e Después de usarse y transferirse a un BOND Open Container, la sonda es estable durante al
menos 3 semanas a 2-8 °C.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

BOND RNAscope Brown Detection (Leica Biosystems, DS9815)

BOND Open Container 30 mL (Leica Biosystems, OP309700)

BOND Epitope Retrieval 2 (Leica Biosystems, AR9640)

BOND Dewax Solution (Leica Biosystems, AR9222)

10X BOND Wash (Leica Biosystems, AR9590)

BOND-III Slide Stainer (Leica Biosystems) con el software BOND v5.1 o superior con
BDD v82 o superior.
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En el apartado «Using BOND Reagents» (Uso de reactivos BOND) del manual de usuario de BOND se
indican qué materiales corrientes hacen falta para llevar a cabo el procedimiento en el sistema BOND.

MUESTRAS DE ANALISIS

Las muestras deben ser tejido de carcinoma orofaringeo humano fijado con formalina e incluido en
parafina (FFPE). Fijar los tejidos con formol amortiguado neutro (FAN) al 10% y cortar los bloques de
tejido en secciones de 4-5 ym de grosor. Una vez montadas en portaobjetos y conservadas a
temperatura ambiente (20-25 °C), tefiir las muestras de tejido antes de 3 semanas.

PROCEDIMIENTO DE TINCION

La tincidn de las muestras debe hacerla personal de laboratorio con formacién en procedimientos
histolégicos y usando el sistema BOND-III.

El procedimiento de tincién de la sonda RNAscope ISH Probe UBC (Positive Control) debe ser el mismo
que se utiliza para la sonda selectiva de un ensayo RNAscope. Incluir un control positivo de la sonda con
cada muestra de un paciente utilizando un corte seriado adyacente.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
La interpretacion de las muestras debe hacerla un anatomopatélogo cualificado.

La sefal positiva aparece en forma de puntos cromdgenos de color marrén que se pueden observar con
un microscopio 6ptico usando un objetivo 20X o 40X.

La tincién de UBC es aceptable si aparece una sefal difusa en toda el area del tumor, lo que indica que
la integridad del ARN es suficientemente buena para hacer la interpretacion de una sonda selectiva del
ensayo RNAscope.

Si no se observa ninguna tincion, o solo una tincién débil y focal, el ARN puede estar dafiado y no se
debe interpretar la sonda selectiva del ensayo RNAscope.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Especificidad analitica

Para comprobar la especificidad analitica se utilizaron diversos plasmidos que contenian un fragmento
de la secuencia del gen de UBC, distribuidos en puntos e inmovilizados en portaobjetos de vidrio. El
portaobjetos con los plasmidos fue analizado con la sonda RNAscope ISH Probe UBC (Positive Control).
Se detectod el plasmido de UBC, pero no otras secuencias no relacionadas.

Precision analitica

La reproducibilidad del rendimiento de la tincion de la sonda RNAscope ISH Probe UBC (Positive
Control) se evalué a lo largo de varios dias, en diferentes sistemas de tincidon y con sondas de diferentes
lotes.

Para evaluar la precision interdiaria se realizaron ensayos durante cinco dias utilizando sondas de un

lote y un sistema de tincion BOND-III. Se tifieron diariamente dos cortes de cada uno de cinco tejidos

FFPE. El porcentaje total de concordancia interdiaria de la sefial de ISH calculado fue del 100% de 50
cortes evaluados.

Para determinar la precision entre instrumentos se utilizaron sondas de un lote y tres sistemas de
tincion BOND-III. Se tifieron dos cortes de cada uno de cinco tejidos FFPE en cada sistema de tincion.
El porcentaje total de concordancia entre instrumentos de la sefial de ISH calculado fue del 100%

de 30 cortes evaluados.
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La precision entre lotes se determiné utilizando sondas de tres lotes. Se tifieron dos cortes de cada uno
de cinco tejidos FFPE en cada sistema de tincion. El porcentaje total de concordancia entre lotes de la
sefial de ISH calculado fue del 100% de 30 cortes evaluados.

LIMITACIONES

1. El método se ha optimizado para usarse con el sistema de tincion automatizado BOND-III de Leica
Biosystems, utilizando el sistema de deteccién RNAscope marron BOND vy reactivos auxiliares BOND.
Los usuarios deben estar familiarizados con el uso de BOND-II.

2. No se recomienda modificar los procedimientos, ya que podrian obtenerse resultados inexactos.

3. El ensayo ha sido validado con muestras de tejido humano FFPE. No se han evaluado otros tipos
de muestras.

4. Para interpretar correctamente el ensayo es necesario usar sondas de control positivo y negativo.
La sonda de control positivo comprueba la integridad del ARN de la muestra. La sonda de control
negativo confirma que la muestra no produce una sefial inespecifica ni tiene interferentes analiticos
que pudieran confundir la interpretacion.

5. La tincion de tejidos y células depende de la manipulacion y del procesamiento de la muestra de
tejido antes de la tincion. Una fijacidn, congelacion, descongelacion, lavado, secado, calentamiento
o corte inadecuados, o una contaminacion con otros tejidos o liquidos, pueden producir artefactos
y resultados positivos o negativos falsos. Los resultados discrepantes pueden deberse a variaciones
en los métodos de fijacién e inclusién, o a irregularidades inherentes a la muestra de tejido.

6. Los resultados negativos falsos pueden deberse a una degradacion del ARNm de los tejidos con
el paso del tiempo. Una vez montadas en portaobjetos y conservadas a temperatura ambiente
(20-25 °C), las muestras de tejido deben tefirse antes de 3 semanas.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Formamide (< 50%). Indicaciones de peligro:
H351 Se sospecha que provoca cancer.
H360 Puede perjudicar la fertilidad o dafiar al feto.
H373 Puede provocar danos en el higado, los rifiones y la sangre.
Consejos de prudencia:

P201 Pedir instrucciones especiales antes del uso.

P202 No manipular la sustancia antes de haber leido y comprendido
todas las instrucciones de seguridad.

P281  Utilizar el equipo de proteccion individual obligatorio.
P308+P313 EN CASO DE exposicion manifiesta o presunta:
consultar a un médico.

P314 Consultar a un médico en caso de malestar.

P405 Guardar bajo llave.

P501 Eliminar el contenido/el recipiente conforme a la
reglamentacion local/regional/nacional/internacional.

Palabra de advertencia:
Peligro.

1. Debe evitarse el contacto directo con la sonda. Usar un equipo de proteccion individual (EPI)
adecuado para evitar la exposicion de los 0jos, la piel y las membranas mucosas. En caso de
exposicion, lavar con agua abundante.

2. La sonda contiene material de origen animal. Cualquier material de origen humano o animal debe
considerarse un posible riesgo de transmision de infecciones. Tomar las precauciones adecuadas
para manipularlo y desecharlo correctamente.

3. La contaminacion microbiana puede hacer que se obtengan resultados inexactos.
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4. Consulte la ficha de datos de seguridad para obtener informacién de seguridad adicional disponible en
www.bio-techne.com.

5. Para eliminar correctamente la sonda, consulte la normativa y a las autoridades locales pertinentes.

RESOLUCION DE PROBLEMAS
Si no se obtienen los resultados esperados con el tejido de control, repetir la prueba.

Para obtener informacién sobre la resolucién de problemas, pdngase en contacto con el Servicio
Técnico en support.acd@bio-techne.com.

DEFINICIONES DE LOS SIMBOLOS

Rer|] Numero de referencia ,ﬂ’ Limite de temperatura VD gifgﬁgéﬁc?mtiﬂifo para
d Fabricante or] Cédigo de lote c € Conformidad con la Unién
Europea
. Consultar las instrucciones Representante autorizado en
g Fecha de caducidad EIE de Uso 12 Union Europea

Riesgo sanitario grave |[ cH [REP] Sr?pérjiszintante autorizado

PROPIEDAD INTELECTUAL

ACD y RNAscope son marcas comerciales de Advanced Cell Diagnostics, Inc.
BOND es una marca comercial de Leica Biosystems.
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