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USO PREVISTO
El PA-Reactivo
Reagent) es un sistema conjugado de anticuerpos poliméricos sin
biotina, con enlaces de peroxidasa de rabano picante (HRP). El
PA-Reactivo inmunocromogénico (Immunochromogenic Reagent)
esta listo para usar. El kit permite la deteccion de anticuerpos
primarios de raton y conejo. Estd disefiado para la tincion de
secciones de tejido fijado en formalina e incluido en parafina en el

inmunocromogénico  (Immunochromogenic

sistema totalmente automatizado de tincion patoldgica (n.° de
modelo: PA-3600).

Para uso exclusivo en diagnostico in vitro. Solo para uso
profesional.

RESUMEN
Las técnicas inmunohistoquimicas pueden utilizarse para
demostrar la presencia de antigenos en tejidos y células. Antes de
la tincidn, las secciones de tejido fijadas en formalina e incluidas
en parafina deben someterse a una desparafinizacion seguida de
una recuperacion de epitopos inducida por calor (HIER) utilizando
el método de recuperacion antigénica especificada en las
instrucciones de uso del anticuerpo primario. La peroxidasa
enddgena debe bloquearse con el tampdn de bloqueo incluido en el
kit de PA-Reactivos de liberacion de muestras (Sample Release
Reagent). Los anticuerpos primarios no se incluyen en el Kkit.
Recomendamos el uso de anticuerpos primarios listos para usar de
Wondfo. El reactivo potenciador de polimeros localiza los
anticuerpos de raton. El reactivo de polimeros HRP localiza los
anticuerpos de conejo.

Se puede aplicar el potenciador (Linker) (WDA8SP0001) para una
amplificacion opcional de la sefial de los anticuerpos primarios de
conejo.

El sistema de sustrato del kit consta de dos componentes: sustrato
DAB y cromdgeno DAB. El sistema de sustrato produce un
producto final marrén nitido en el lugar del antigeno diana. La
contratinciéon con hematoxilina proporciona una tinciéon nuclear
azul clara. El uso del PA-Reactivo inmunocromogénico
(Immunochromogenic Reagent) en combinacion con el sistema
totalmente automatizado de tinciéon patologica reduce la
posibilidad de error humano y la variabilidad inherente resultante
de la dilucion individual de los reactivos, el pipeteo manual y la
aplicacion de los reactivos.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El kit de PA-Reactivo inmunocromogénico (Immunochromogenic
Reagent) detecta anticuerpos primarios especificos de raton y
conejo unidos a un antigeno en cortes de tejido fijadas en
formalina e incluidas en parafina (FFPE). El anticuerpo primario
se localiza mediante un anticuerpo secundario especifico marcado
con enzima. Luego el complejo se visualiza con un sustrato de
peroxido de hidrégeno y un cromoégeno de 3,3'-diaminobenzidina
tetrahidrocloruro (DAB), que produce un precipitado marrén
facilmente observable con un microscopio optico.

PRECAUCIONES

1. Este kit es inicamente para uso exclusivo en diagndstico in vitro.

2. No reutilizar, no utilizar productos caducados.

3. El kit debe ser utilizado unicamente por profesionales.

4. Una cantidad insuficiente de reactivos en el experimento puede
dar lugar a resultados incorrectos.

5. Esta solucion contiene ProClin 300 como conservante. Evite el
contacto de los reactivos con los ojos, la piel y las membranas
mucosas. Utilice ropa y guantes de proteccion.

6. Evite el contacto de los reactivos con los ojos, la piel y las
membranas mucosas. Utilice guantes desechables y ropa
protectora adecuada cuando manipule sustancias sospechosas
de ser cancerigenas o materiales toxicos.

7. Si los reactivos entran en contacto con zonas sensibles, lavelas
con abundante agua. Evite la inhalacion de los reactivos.

8. Asegurese de que el contenedor de residuos esté vacio antes de
iniciar un ciclo en el instrumento. Si no se toma esta precaucion,
el contenedor de residuos puede desbordarse y el usuario corre
el riesgo de resbalar y caer.
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9. El PA-Reactivo inmunocromogénico (Immunochromogenic
Reagent) contiene material de origen animal. Al igual que con
cualquier producto derivado de fuentes bioldgicas, se deben
seguir los procedimientos de manipulacion adecuados de
acuerdo con los requisitos locales.

10.Utilice el equipo de proteccion personal adecuado para evitar el
contacto con los ojos y la piel.

11.La solucion no utilizada debe desecharse de acuerdo con todas
las normativas locales, regionales, nacionales e internacionales.

12.Cualquier incidente grave relacionado con el dispositivo debe
ser reportado al fabricante y a la autoridad competente del Estado
miembro donde esté establecido el usuario y/o el paciente.

MATERIALES

Materiales proporcionados

Para WF15P0001 (100 pruebas)

Contenido Componentes principales Cantidades

Potenciador 15 mL/botella * 1

de polimeros

El potenciador de polimeros
contiene IgG de conejo
anti-raton

(aproximadamente 40
pg/mL) en un tampoén con
proteina y 0,05 % de ProClin
300.

Polimero El polimero HRP contiene 15 mL/botella * 1
HRP anticuerpos anti-conejo
poli-HRP-IgG
(aproximadamente 30
pg/mL) en un tampoén con
proteina y 0,05 % de ProClin
300.

Sustrato El sustrato DAB contiene 15 mL/botella * 1
DAB <0,1 % (v/v) de peroxido de
hidrégeno en una solucion

tampon estabilizadora patentada.

Cromogeno El crom6geno DAB contiene < 15 mL/botella * 1
DAB 0,2 % (p/v) de
3,3'-diaminobenzidina
tetrahidrocloruro (DAB) en una
solucion estabilizadora

patentada.

La hematoxilina contiene 15 mL/botella * 1
<0,1 % (p/v) de hematoxilina en

una solucion estabilizadora de

Hematoxilina

glicol y acido acético.
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Materiales necesarios pero no proporcionados

PA-Reactivo de liberacion de muestra (Sample Release Reagent)
PA-Solucion de recuperacion (Retrieval Solution) (pH9,0)
PA-Solucion de recuperacion (Retrieval Solution) (pH6,0)
PA-Reactivo azulante (Bluing Reagent

PA-Potenciador (Linker)

PA-Tampodn de lavado (Wash Buffer)

Portaobjetos

Tejido positivo y negativo para utilizar como controles del proceso
Agua destilada o desionizada

A e ISR O e o e

10.  Etanol absoluto

11. Xileno o sustitutos del xileno

12. Medio de montaje permanente

13.  Cubreobjetos

14. Equipo de laboratorio de uso general

15.  Microscopio de campo claro (aumento objetivo de 4-40x)
16. Vial de reactivo de 7 mL (etiquetado con RFID)

Equipo necesario

El sistema totalmente automatizado de tincion patologica (n.° de
modelo: PA-3600).

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Almacenar de 2 - 8°C. Valido durante 18 meses.

Mantener alejado de la luz solar, la humedad y el calor.
Prohibido congelar y descongelar.

Utilizar en los tres meses siguientes a su apertura.

Cerrar bien el tapén y devolver inmediatamente a 2 - 8 °C
después de su uso.

6. No utilizar después de la fecha de caducidad impresa en la
etiqueta del vial.

M.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras pueden ser secciones de tejido fijadas con formalina
e incluidas en parafina. El tiempo de fijacién depende del fijador y
del tipo y grosor del tejido. Por ejemplo, los bloques de tejido con
un grosor de 3 a 5 mm deben fijarse en formalina tamponada

neutra durante 18 a 24 horas. El grosor optimo de las secciones
incluidas en parafina es de aproximadamente 3 a 5 um. Después
del corte, los tejidos deben montarse en portaobjetos de microscopio y
colocarse en un horno calibrado a 65 + 2 °C durante 1 hora.

Las secciones deben montarse en los portaobjetos lo mas planas y
sin arrugas posible. Las arrugas tendran un impacto negativo en los
resultados de la tincion.

NOTA: La posicion de las muestras en los portaobjetos de
microscopio debe ser adecuada para el instrumento PA3600.
Consulte el Manual de usuario para conocer la definicion del area
util de tincion del portaobjetos para la muestra.

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

En combinacion con el sistema totalmente automatizado de tincion
patologica (n.° de modelo: PA-3600), el proceso de desparafinado
y contratincion se completa con el instrumento.

1. Coloque los portaobjetos preparados en un horno calibrado a
65 £ 2 °C durante 1 hora.

2. Siga las instrucciones de funcionamiento del software del
instrumento.

3. Configure el protocolo con el software del instrumento e
imprima las etiquetas.

4.  Cargue los portaobjetos etiquetados en el instrumento.

5. Coloque los reactivos en el rack de reactivos y confirme que
el tipo de reactivo es correcto y que la cantidad de reactivos
es suficiente para completar el experimento.

6.  Inicie la operacion de tincion automatica.

7. Una vez completada la tincion, retire las secciones y
enjuague con agua destilada.

8. A continuacion, deshidrate y aclare los portaobjetos. Por
ultimo, moéntelos con un medio de montaje permanente y
cubra con un cubreobjetos.

Para obtener informacion completa y el procedimiento de
funcionamiento, consulta el Manual de Usuario de PA-3600.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

La solucion de trabajo del sustrato contiene diaminobenzidina, que
da un color marroén en el lugar del antigeno diana reconocido por el
anticuerpo primario. El color marrén debe estar presente en la
muestra de control positivo en la localizacién esperada del
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antigeno diana. Si hay tincioén inespecifica, esta se reconocera
como una tincion marrén bastante difusa en los portaobjetos
tratados con el reactivo de control negativo. Los nucleos se tefiiran
de azul con la contratincion de hematoxilina.

CONTROL DE CALIDAD

Se debe establecer un control positivo para cada lote de
experimentos con el fin de supervisar el proceso operativo y la
calidad de los reactivos; un control positivo puede basarse en lo
indicado en Quality Assurance for Design Control and
Implementation of Immunohistochemistry Assays;, Approved
Guideline—Second Edition (I/LA28-A2), CLSI, 2011.

Los tejidos de control positivo y negativo (suministrados por el
laboratorio) deben incluirse en cada procedimiento de tincion.
Estos controles de calidad tienen como finalidad garantizar la
validez del procedimiento de tincion, incluidos los reactivos, el
procesamiento de los tejidos y el rendimiento de los instrumentos.
Se recomienda teifiir los tejidos de control en el mismo portaobjetos
que el tejido del paciente.

Control positivo

El control positivo debe ser un tejido que exprese el biomarcador.
Los materiales de control positivo externos deben ser muestras
frescas fijadas, procesadas e incluidas lo antes posible de la misma
manera que las muestras del paciente. Se debe incluir un control de
tejido externo positivo para cada conjunto de condiciones de
prueba en cada ciclo de tincion.

Si los controles de tejido positivos no muestran una tincion
positiva, los resultados con las muestras de prueba deben
considerarse invalidos.

Control negativo

El control negativo debe ser un tejido o elemento tisular sin
expresion de biomarcadores. Se debe utilizar un control de tejido
negativo fijado, procesado e incluido de forma idéntica a las
muestras del paciente en cada ciclo de tincion para verificar la
especificidad del anticuerpo primario de IHC para la deteccion del
antigeno diana y para proporcionar una indicacion de la tincion de
fondo especifica (falso positivo).

Si se produce una tincion especifica (falso positivo) en el control
de tejido negativo, los resultados con las muestras del paciente
deben considerarse invalidos.

Control negativo inespecifico de reactivo

Utilice un control negativo inespecifico de reactivo en lugar del



anticuerpo primario en una seccion de cada muestra del paciente
para evaluar la tincién inespecifica y permitir una mejor
interpretacion de la tincion especifica en el sitio del antigeno.

El tiempo de incubacion del control negativo inespecifico de
reactivo debe corresponder al del anticuerpo primario.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1.  La inmunohistoquimica es un proceso de varios pasos, cada
uno de los cuales puede influir en el resultado. Entre ellos se
incluyen, entre otros, la fijacion, el método de recuperacion
de antigenos, el tiempo de incubacidn, el grosor de la seccion
de tejido, el kit de deteccion utilizado y la interpretacion de
los resultados de la tincion.

2. Los protocolos recomendados se basan en el uso exclusivo
de productos Wondfo.

3. La interpretacion clinica de cualquier tincién positiva o
negativa debe ser evaluada en el contexto de la presentacion
clinica, la morfologia y otros criterios histopatologicos por
un patodlogo cualificado.

4. La interpretacion clinica de cualquier tincién positiva o
negativa debe complementarse con estudios morfologicos
que utilicen controles internos y externos positivos y
negativos adecuados, asi como otras pruebas diagnosticas.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Conformidad positiva

Se tom6 el control positivo y se llevo a cabo la prueba
inmunohistoquimica de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los resultados cumplieron los requisitos de que el
resultado de la tincion positiva del tejido/célula fuera positivo, la
localizacion de la tincioén positiva fuera precisa y no se observo
tincion de fondo ni tincion inespecifica.

Conformidad negativa

Se tom6 un control negativo de acuerdo con las instrucciones del
fabricante para las pruebas inmunohistoquimicas, y los resultados
cumplieron los requisitos de que la tincidbn negativa de
tejidos/células fuera negativa, sin tincion de fondo ni tinciéon no
especifica.

Conformidad del control en blanco (sin anticuerpo primario)
Se tomo un control en blanco de acuerdo con las instrucciones del
fabricante para las pruebas inmunohistoquimicas. Para ello, se
utilizé diluyente de anticuerpos en lugar del anticuerpo primario
como control en blanco. Las pruebas inmunohistoquimicas se
realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
resultados cumplieron los requisitos de negativo, sin fondo y sin
tincion inespecifica de los tejidos/células evaluadas.

Precision intralote

Se tomaron tres cortes de tejido del mismo origen que contenia el
antigeno diana y se utiliz6 el mismo lote de productos para la
deteccion inmunohistoquimica. Los resultados cumplieron los
requisitos, no presentaron diferencias evidentes en la intensidad y
localizacion de la tincion de los cortes de tejido procedentes de la
misma fuente tisular.

Precision entre lotes

Se tomaron tres cortes de tejido del mismo origen que contenia el
antigeno diana y se utilizaron tres lotes diferentes de producto para
la deteccion inmunohistoquimica al mismo tiempo. Los resultados
cumplieron los requisitos, no presentar diferencias evidentes en la
intensidad y localizacion de la tincion de los cortes de tejido
procedentes de la misma fuente tisular con diferentes lotes de
reactivos.
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