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PRZEZNACZENIE

Y} Odczynnik INFORM HPV Il

Y Family 16 Probe (B) firmy
3 Ventana Medical Systems
(Ventana) jest przeznaczony
do uzycia z zestawem
detekeyjnym ISH VIEW gy e Plus

Detection Kit oraz innymi
odczynnikami pomocniczymi

do wykonywania odczynéw za
pomocag aparatow VENTANA
BenchMark IHC/ISH

na skrawkach tkankowych
utrwalonych w obojetnej
zbuforowanej formalinie

i zatopionych w parafinie.
Wystapienie reakcji barwnej lub
jej brak stwierdza sie pod
mikroskopem $wietinym. Dodatni
wynik barwienia utatwia
klasyfikacje probek prawidtowych i zmienionych chorobowo, stuzagc jako metoda
uzupetniajgca konwencjonalne badanie histopatologiczne. Interpretacja kliniczna kazdego
stwierdzonego wybarwienia lub jego braku powinna by¢ uzupetniona badaniami
morfologicznymi oraz wykonywaniem odpowiednich préb kontrolnych. Ocena wyniku
powinna by¢ dokonywana przez wykwalifikowanego patologa, z uwzglednieniem historii
klinicznej pacjenta oraz wynikéw innych badan diagnostycznych.

Ten produkt jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce in vitro (IVD).

PODSUMOWANIE | OBJASNIENIA

Odczynnik INFORM HPV 1l Family 16 Probe (B) zawiera koktajl znakowanych sond
genomowych ludzkiego papillomawirusa (HPV)'. Planowane cele to populame genotypy
HPV zwigzane z rakiem szyjki macicy. Dla nastepujacych genotypdw uzyskano dodatnie
wyniki hybrydyzaciji: 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52, 56, 58 i 66.

Rak szyjki macicy to drugi najczesciej wystepujacy rak u kobiet na $wiecie — kazdego roku
globalnie wystepuje 529 000 nowych przypadkéw i 275 000 zgonow?2:3,

HPV to zawierajacy okoto 7900 par zasad wirus z dwuniciowym DNA o ponad 200
roznych genotypach#. Cykl zycia wirusa HPV jest bezpoérednio zwigzany

z roznicowaniem keratynocytow. Kluczowym zdarzeniem w cyklu zyciowym wirusa jest
eskalacja jego replikacji powigzana z tym réznicowaniem. Nasilenie replikacji powoduje
amplifikacje genomu HPV z okoto 50 kopii na komorke w keratynocytach podstawnych
w subklinicznej fazie infekcji do tysiecy kopii genomoéw wirusa na komérke

w keratynocytach nadpodstawnych w klinicznej fazie infekgjiS. Ustalono, ze czynnikiem
inicjujgcym proces onkogenezy prowadzacy do rozwoju raka szyjki macicy jest infekcja
nablonka szyjki przez wirusa HPV6,

Ryzyko rozwoju choroby od dysplazji do raka szyjki macicy zalezy od typu wirusa HPV.
Dlatego typy wirusa HPV podzielono na grupy o réznym stopniu ryzyka onkogenezy.
Grupom tym odpowiadajg poziomy ryzyka rozwoju raka u pacjentek. Stwierdzono

na przyktad, ze grupy wysokiego ryzyka - HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68, 73 i 82 — powodujg powstawanie nowotwordw, natomiast z grupami niskiego
ryzyka — HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 i 81 — wigze si¢ mate
prawdopodobiefstwo zezlosliwienia nowotworu”:8. Identyfikacja grupy ryzyka HPV

na podstawie testow metoda hybrydyzacji in situ (ISH) uzupetniajacych tradycyjng ocene
preparatéw pod katem morfologicznym moze by¢ czynnikiem dodatnio wptywajacym na
jakosé decyzji Klinicznych®.

Rysunek 1. Tkanka szyjki macicy barwiona
sondg INFORM HPV Il Family 16 Probe
i zestawem detekcyjnym ISH VIEW gy,q Plus

Detection Kit. Powigkszenie 10x.
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ISH oparte na preparatach to fatwa do przeprowadzenia, wiarygodna i powtarzalna
metoda do wykrywania wirusa HPV na skrawkach tkanki zatopionych w parafinie0.
Poziom detekcji znakowania radioizotopowego i nieizotopowego przy uzyciu sond
genomowych wynosi nawet od 10 do 50 kopii wirusa na komérke w przypadku preparatéw
tkankowych utrwalanych w formalinie12.

System ISH ma pod kilkoma wzgledami przewage nad innymi metodami, ktére wymagaja
zniszczenia badanych komoérek, np. technika wychwytu kwaséw nukleinowych lub
taicuchowej reakcji polimerazy (PCR). Zalety moga obejmowac: bezposrednig korelacje
z wynikami cytologicznymi, mozliwo$¢ testowania prébek archiwalnych i zdolno$é¢
identyfikowania wyniku ISH HPV w kontek$cie morfologii tkanki.

ZASADA POSTEPOWANIA

Sonda INFORM HPV Il Family 16 Probe (B) jest formutowana do stosowania z zestawem
detekcyjnym ISH VIEW g6 Plus Detection Kit i odczynnikami pomocniczymi na aparacie

BenchMark XT IHC/ISH.
Zestaw detekcyjny ISH VIEW gy, Plus Detection Kit wykrywa swoiste sondy znakowane

DNP i przeciwciata zwigzane z sekwencjg docelowa lub antygenem w skrawkach tkanki
zatopionych w parafinie. Znakowana sonda lub przeciwciato jest lokalizowane za pomocy,
przeciwciata anty-DNP, nastepnie za pomoca przeciwciata drugorzedowego znakowanego
enzymem lub sprzezonego z biotyna. Kolejny etap stanowi dodanie koniugatu
streptawidyna—enzym AP (fosfataza alkaliczna), ktory wigze sig z biotyng obecng

na przeciwciatach drugorzedowych. Powstaty kompleks jest nastepnie uwidaczniany

za pomocg fosforanu 5-bromo-4-chloro-3-indolilu (BCIP) oraz biekitu tetrazolowego (NBT)
w postaci niebieskiego osadu fatwego do wykrycia pod mikroskopem $wietinym. Rysunek 2
przedstawia reakcje biekitnej ISH.
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ISH VIEW i Plus Detection

Rysunek 2. Reakcja ISH VIEW g Plus Detection

MATERIALY | METODY
Dostarczany odczynnik

Produkt INFORM HPV IIl Family 16 Probe (B) zawiera ilo$¢ odczynnika wystarczajaca
do wykonania 50 testow.

Jeden dozownik 10 ml sondy INFORM HPV Il Family 16 Probe (B) zawiera okoto 3,4
pg/ml koktajlu sondy znakowanego DNP i ludzkie DNA blokujace fozyska w buforze
hybrydyzacyjnym opartym na formamidzie.
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Nalezy zapozna si¢ z trescig wiasciwej ulotki firmy VENTANA, dotaczonej

do opakowania zestawu do detekcji, aby uzyskac szczegotowy opis nastepujacych

kwestii: (1) Zasady przeprowadzania procedury, (2) Potrzebne materiaty i odczynniki
niedofaczone do zestawu, (3) Pobieranie prébek i przygotowanie do analizy, (4) Procedury
kontroli jakosci, (5) Rozwigzywanie probleméw, (6) Interpretacja wynikéw i (7) Ogélne
ograniczenia.

Odtwarzanie, mieszanie, rozcienczanie, miareczkowanie

Nie jest wymagane odtwarzanie, mieszanie, rozcieficzanie ani miareczkowanie. Dalsze
rozcieficzanie moze powodowac utrate swoistosci odczynu. Uzytkownik musi zwalidowaé
wszelkie zmiany tego typu.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZANE
Razem z zestawem nie sg dostarczane takie odczynniki jak zestawy detekcyjne
VENTANA i sktadniki pomocnicze.
Wymienione nizej odczynniki i materiaty moga by¢ wymagane, ale nie sg dostarczane
z zestawem:
1. VENTANA HPV System Control Slides

VENTANA Alu Positive Control Probe Il

VENTANA ISH Negative Control

VENTANA ISH VIEW g, Plus Detection Kit

2
3
4,
5. VENTANA ISH Protease 1, 2 lub 3*
6.  VENTANA Red Counterstain Il
7. VENTANA Reaction Buffer (10X)
8. VENTANA SSC (10X)

9. VENTANA EZ Prep (10X)

10.  VENTANA Cell Conditioning 2 (Pre-dilute)

11. VENTANA Liquid Coverslip (High Temperature)

12.  Aparat BenchMark XT IHC/ISH

13.  Etykiety z kodami kreskowymi (odpowiednie dla badanych sond i kontroli)

14.  Obojetna zbuforowana formalina, 10%

15. Mikrotom

16.  Szkietka mikroskopowe odpowiednie do procedury ISH

17.  Preparaty kontrolne, dodatnie i ujemne

18.  Ksylen (klasy histologicznej)

19.  Etanol lub alkohol do odczynnikéw (klasy histologicznej)

20. Aceton

21.  Woda dejonizowana lub destylowana

22, Srodek do zatapiania i szkietka nakrywkowe lub automat do nakrywania preparatéw
23. Naczynia lub kapiele do barwienia

24. Zegar

25.  Mikroskop $wietlny

* Zaleznie od potrzeb w konkretnym zastosowaniu.

Nie wszystkie produkty przedstawione w ulotce dofaczonej do opakowania s dostepne
we wszystkich rejonach geograficznych. Nalezy skonsultowa¢ sie z lokalnym
przedstawicielem odpowiedzialnym za wsparcie techniczne.

PRZECHOWYWANIE

Po otrzymaniu preparat nieuzywany przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C. Nie zamrazac.
Uzytkownik musi zweryfikowaé¢ warunki przechowywania odbiegajace od okreslonych

w ulotce dotaczonej do opakowania.

W celu zapewnienia wiasciwego dostarczenia odczynnika i stabilnosci sondy po kazdej
serii, nalezy zatozy¢ zatyczke i niezwtocznie umiesci¢ dozownik w lodéwce w pozycji
pionowe;.

Na kazdym dozowniku podana jest data waznosci. Prawidlowo przechowywany odczynnik
zachowuje trwalo$¢ do daty okre$lonej na etykiecie. Pomimo zalecanej metody
przechowywania nie nalezy stosowa¢ odczynnika po przekroczeniu daty waznosci.
Poniewaz nie istniejg jednoznaczne objawy wskazujace na utrate stabilnosci produktu,
réwnocze$nie z badaniem prébek nalezy wykonywa¢ dodatnie i ujemne barwienie
kontrolne. W razie stwierdzenia objawdw niestabilnosci odczynnika nalezy niezwtocznie
skontaktowac¢ sie z lokalnym biurem firmy Roche.
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PRZYGOTOWANIE PROBKI

Ten odczynnik moze by¢ stosowany do standardowo przetworzonych prébek tkankowych
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie. W celu uzyskania prawidlowego
wybarwienia nalezy pocia¢ materiat tkankowy na skrawki o odpowiedniej grubosci.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

1. Do stosowania w diagnostyce in vitro (IVD).

Wytacznie do zastosowania profesjonalnego.

Czuto$¢ kliniczna testu musi zosta¢ zweryfikowana w laboratorium uzytkownika.

Ostrzezenie, produkt zawiera formamid. Formamid jest toksyczny w przypadku

inhalacji i umiarkowanie toksyczny w przypadku potknigcia. Jest draznigcy dla

skory, oczu i bton $luzowych oraz jest wehtaniany przez skore. Moze by¢ szkodliwy
dla ptodu. Podczas pracy z odczynnikami nalezy zachowaé $rodki ostrozno$ci.

W razie kontaktu z materiatami podejrzewanymi o rakotworczos¢ lub toksycznosé

nalezy nosi¢ jednorazowe rekawice i odpowiednig odziez ochronna.

5. Przed rozpoczgciem pomiarow w urzadzeniu nalezy upewnic sie, ze pojemnik
na zlewki jest pusty. W razie zaniedbania tego $rodka ostroznosci pojemnik
na zlewki moze przepetnic sig, stwarzajac dla uzytkownika ryzyko poslizgniecia
i upadku.

6.  Materiaty pochodzenia ludzkiego lub zwierzgcego nalezy traktowac jak materiaty
potencjalnie niebezpieczne biologicznie i utylizowa¢ z zachowaniem wiasciwych
$rodkow ostroznosci.

7. Unika¢ kontaktu odczynnikéw z oczami i blonami $luzowymi. W przypadku kontaktu
odczynnikdw z wrazliwymi miejscami sptukiwac obfita iloscig wody.

8. Nalezy unika¢ mikrobiologicznego zanieczyszczenia odczynnikow, gdyz moze
to by¢ powodem nieprawidtowych wynikow.

9. Odczynniki zostaty optymalnie rozcieficzone i dalsze rozcienczanie moze
doprowadzi¢ do zaniku barwienia docelowego. W razie zmian ktéregokolwiek
z parametréw konieczna jest walidacja przez uzytkownika.

10. W celu uzyskania informacji na temat zalecanej metody utylizacji produktu nalezy
skontaktowac sig z wtadzami lokalnymi lub krajowymi.

11.  Dodatkowe informacje na temat bezpieczenstwa mozna znalez¢ w Karcie
charakterystyki produktu oraz w Przewodniku po symbolach i zwrotach dotyczacych
zagrozen na stronie www.ventana.com.

INSTRUKCJA STOSOWANIA
Przetwarzanie preparatu po serii

> w

Po zakonczeniu kazdej serii w celu prawidiowego odwodnienia wybarwionych preparatow
nalezy wykona¢ nastepujace czynnosci (prawidtowe odwodnienie pomoze zapewni¢
optymalng wizualizacje sygnatu).
Procedura odwadniania
1. Aby usung¢ roztwor nakrywajacy, optukac szkietka w 2 zmianach tagodnego
roztworu detergentu do mycia naczyn (nie uzywac detergentéw przeznaczonych do
zmywarek automatycznych).
Doktadnie przeptuka¢ preparaty woda destylowana. Plukaé przez okoto 1 minute.
Strzasna¢ nadmiar wody.
Przenies¢ preparaty do kapieli 80% etanolu na okoto 1 minute.
Przenie$¢ preparaty do kapieli 90% etanolu na okoto 1 minute.
Przenies$¢ preparaty do kapieli 100% etanolu na okoto 1 minute.
Przenie$¢ preparaty do drugiej kapieli 100% etanolu na okoto 1 minute.
Zanurzy¢ szkietka 10-krotnie w 100% acetonie (acetonu uzywacé tylko raz;
po kazdym barwieniu wymieni¢ aceton). Nie pozostawia¢ szkietek w acetonie.
Przenies$¢ preparaty do pierwszej kapieli ksylenowej na okoto 30 sekund.
9. Przenie$¢ preparaty do drugiej kapieli ksylenowej na okoto 30 sekund.

Umiesci¢ szkietka nakrywkowe na preparatach.
Uwaga: Aby zagwarantowa¢ catkowite odwodnienie, nalezy czesto zmienia¢ kapiele
etanolowe. Mozna takze dodac trzecig kapiel w 100% etanolu.
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PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI
Dodatnie preparaty kontrolne

W kazdej wykonywanej serii barwienia nalezy barwi¢ dodatnia probke kontrolng (kontrola
poziomu systemowego). Kontrola poziomu systemowego stuzy do potwierdzania,

ze sonda zostata zastosowana i aparat dziatat prawidtowo. Preparat powinien zawiera¢
zarbwno komorki badz sktadniki tkankowe dajace dodatnia, jak i ujemna reakcje barwna.
W charakterze preparatow kontrolnych nalezy uzywa¢ materiatu biopsyjnego lub
chirurgicznego przygotowanego i utrwalonego w identyczny sposéb jak probki
pochodzace od pacjenta. Dzigki takim kontrolom mozna monitorowa¢ wszystkie etapy
procedury, poczawszy od przygotowania probek do barwienia. W wyniku zastosowania
preparatu utrwalanego lub traktowanego w ten sam sposob, co probka pacjenta, zostaje
zapewniona dodatkowa kontrola w celu potwierdzenia, ze odczynniki i instrument dziataja,
prawidtowo. Prébka ze stabym barwieniem dodatnim (tj. wykazujgca wzorzec barwienia
punktowego) moze wymaga¢ badania mikroskopowego przy powiekszeniach nawet 20x
lub 40x; jest zalecana do optymalnej kontroli jako$ci i wykrywania mniejszych stezen
degradaciji odczynnika. Jezeli za pomoca dodatnich kontroli nie udaje sie potwierdzi¢
dodatniego wyniku barwienia, nalezy uznag, ze wyniki preparatéw testowych sa niewazne.

Ujemne preparaty kontrolne

Kazda wykonywana procedura barwienia musi uwzglednia¢ badanie ujemnych preparatow
kontrolnych. Ma to na celu monitorowanie niepozadanej reaktywnosci krzyzowej sond

i przeciwciat ze sktadnikami komérkowymi. W charakterze ujemnego i dodatniego
preparatu kontrolnego mozna uzywac tego samego preparatu. W charakterze
wewnetrznej kontroli ujemnej mozna wykorzystywac rézne probki pochodzace

z wiekszosci tkanek. Preparaty do kontroli uiemnej powinny zosta¢ zweryfikowane przez
uzytkownika. Sktadniki z zatoZenia niepodlegajace barwieniu powinny wykazywac brak
odczynu swoistego i dostarcza¢ informacji o odczynie tta. Jezeli w badaniu preparatéw
stanowigcych ujemna prébe kontrolng uzyskuje sie niepozadane wybarwienie, wyniki
uzyskane dla prébek pochodzacych od pacjenta nalezy uzna¢ za niewazne.
Odczynnik do kontroli dodatniej

Do weryfikacji testu i przy rozwigzywaniu probleméw powinien by¢ uzywany dodatni
odczynnik kontrolny, poniewaz dostepno$¢ DNA moze zaleze¢ od metody utrwalania
i sposobu obrébki wstepnej preparatu. W charakterze kontroli dodatniej dla tego testu
mozna uzywac¢ odczynnika Ventana Alu Positive Control Probe I.

Odczynnik do kontroli ujemnej

Dla kazdego barwionego preparatu nalezy zastapi¢ sonde ISH odczynnikiem do kontroli
ujemne;j. Kontrola ujemna pomoze w interpretacji wynikéw badan materiatu pochodzacego
od pacjentow. Preparat ten wskazuje na nieswoiste barwienie dla kazdej probki. Zamiast
sondy ISH nalezy do barwienia uzy¢ kontroli ujemnej Ventana ISH Negative Control.
Okres inkubacji powinien by¢ taki sam jak dla sondy.

Kontrola ujemna jest szczegolnie wazna wobec faktu, Ze jelitowa postac fosfatazy
zasadowej moze wystepowac w komérkach innych niz komérki nabtonkowe rabka
szczoteczkowego jelit. Ponadto w procesie utrwalania moga zachowac si¢ enzymy zdolne
do rozktadu bekitu tetrazolowego.

Niewyjasnione rozbieznosci

Niewyjasnione rozbieznosci w wynikach kontroli nalezy niezwlocznie zgtasza¢

do lokalnego przedstawiciela serwisu. Jesli wyniki kontroli jakosci nie sg zgodne

ze specyfikacja, wyniki uzyskane dla prébek pochodzacych od pacjentéw sa niewazne.
Zob. sekcja Rozwigzywanie problemdéw w niniejszej ulotce. Nalezy zidentyfikowaé

i wyeliminowa¢ problem, a nastepnie powtérzy¢ badanie probek pochodzacych

od pacjenta.

Weryfikacja oznaczenia

Przed pierwszym uzyciem odczynnika w procedurze diagnostycznej nalezy zweryfikowac
jego dziatanie w drodze testow na szeregu preparatow kontrolnych o znanej
charakterystyce w badaniach ISH. Procedury kontroli jako$ci nalezy powtarzac dla kazdej
nowej partii odczynnikéw lub kazdorazowo po zmianie parametrow testu.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Przed przystapieniem do interpretacji wiasciwych wynikow kontrole powinny zosta¢
zweryfikowane przez wykwalifikowanego patologa z do$wiadczeniem w mikroskopowej
interpretaciji probek patologii anatomicznych, procedurach ISH i rozpoznawaniu wynikow
hybrydyzacii in situ (co wymaga badania mikroskopowego z zastosowaniem obiektywow
20x, 40 i/lub 60x)13. Obecnos¢ niebieskiego produktu reakcji w jadrze nablonka szyjki
macicy z wzorcem barwienia jednorodnego lub punktowego wskazuje na reaktywnos¢
dodatnig. Odczyn homogeniczny ma posta¢ duzego, jednolitego, kulistego
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ciemnoniebieskiego osadu w jadrach komérek nablonka. Odczyn jest zwykle najlepiej
widoczny w powierzchownie zrogowaciatym obszarze nabtonka, czesto w koliocytach.
QOdczyn punktowy ma forme odrebnych ciemnoniebieskich kropek, ktére sa widoczne

w jadrach komorek. Czesciej wystepuje w grupach komarek umieszczonych glebiej

w nabtonku. W niektérych przypadkach odczyn punktowy jest widoczny dopiero przy
duzym powigkszeniu (obiektyw 40x).

Za wynik dodatni uznawane by¢ powinno wylgcznie barwienie jader komdrek nabtonka,
co pozwoli unikna¢ interpretacji fatszywie dodatnich. Osad w zrebie poza komérkami oraz
odczyn cytoplazmatyczny neutrofili i komérek plazmatycznych nalezy traktowa¢ jako
artefakt nieswoisty.

Dokonujac interpretacji wynikéw ISH, nalezy takze oceni¢ morfologie kazdej probki

na podstawie preparatu wybarwionego hematoksyling i eozyna. Wyniki badar morfologii
oraz istotne dane kliniczne powinny by¢ interpretowane tacznie z wynikami barwienia ISH.

Uwaga: Nie zaleca sie stosowania obiektywu 100x. Wszystkie weryfikacje projektu i testy
walidacyjne przeprowadzono z zastosowaniem obiektywow 20x, 40 i/lub 60x.
Kontrole

W pierwszej kolejnosci nalezy zbadaé kontrole dodatnig (odczynnik i preparat), aby
upewni¢ sig, ze wszystkie odczynniki dziataja prawidtowo. Obecno$¢ odrebnego
niebieskiego wytraconego produktu reakcji w docelowych jadrach komérkowych
zawierajacych wykrywane fragmenty $wiadczy o zajéciu reakcji dodatniej.

Kontrole ujemna (odczynnik i preparat) nalezy zbadac po kontroli dodatniej, aby
zweryfikowa¢ swoistos¢ reakcji. W kontroli ujemnej nie powinien wystepowa¢ odczyn
swoisty. Wystepowanie zabarwienia moze $wiadczy¢ o nieswoistej reaktywnosci
krzyzowej z komérkami lub sktadnikami komérkowymi. Do interpretacji odczynu nalezy
wybiera¢ jedynie komdrki nienaruszone, gdyz w komérkach martwiczych lub
zdegenerowanych czesto wystepuja odczyny nieswoiste.

Jezeli nie udaje sie potwierdzi¢ prawidtowego barwienia w dodatnich lub ujemnych
preparatach kontrolnych, nalezy uznaé, ze wyniki preparatéw testowych sa niewazne.

Prébka pacjenta

Probki pochodzace od pacjenta nalezy zbadac jako ostatnie. Intensywnos$¢ odczynu
dodatniego nalezy ocenia¢ w kontekscie barwienia tta wystepujacego w probce

z odczynnikiem kontroli ujemnej. Wynik ujemny oznacza, e nie wykryto poszukiwanej
sekwencji DNA, a nie ze sekwencja taka nie wystepuje w badanych komérkach. W czasie
interpretacji dowolnego wyniku ISH nalezy takze oceni¢ morfologie kazdej probki, stosujac
barwienie hematoksyling i eozyna. Wyniki badan morfologii oraz istotne dane kliniczne
powinny by¢ interpretowane przez wykwalifikowanego patologa.

OGRANICZENIA

1. Procedura ISH jest wieloetapowym procesem diagnostycznym wymagajacym
specjalistycznego przeszkolenia w doborze odpowiednich odczynnikéw, wyborze
tkanek, obrdbce, przygotowaniu preparatéw ISH i interpretacji wynikéw.
Wybarwienie tkanek zalezy od traktowania i przygotowania tkanek przed
barwieniem. Nieprawidtowe utrwalanie, zamrazanie, rozmrazanie, przemywanie,
suszenie, ogrzewanie, wykonywanie skrawkow lub ich zanieczyszczenie domieszka,
innych tkanek lub ptynéw moze powodowa¢ artefakty lub wyniki fatszywie ujemne
badz dodatnie.

Niespéjne wyniki mogg by¢ konsekwencjg zmian w metodach utrwalania

i zatapiania albo wynika¢ z nieprawidtowo$ci samej tkanki.

Nadmierne lub niecatkowite barwienie kontrastowe moze utrudnia¢ prawidtowg
interpretacje wynikow.

Interpretacja kliniczna dodatniego lub ujemnego odczynu musi by¢ prowadzona

w kontekscie historii klinicznej i morfologii oraz uzupetniona o odpowiednie badania
preparatéw kontrolnych oraz inne testy diagnostyczne. Odpowiedzialno$¢ zwigzana
ze stosowaniem sond, odczynnikow i metod przygotowania barwionych preparatow
spoczywa na wykwalifikowanym histopatologu. Barwienie nalezy wykona¢ pod
nadzorem histopatologa odpowiedzialnego za przegladanie wybarwionych
preparatow i wiasciwe wykonanie dodatnich i ujemnych préb kontrolnych.

We wczesniej nietestowanych probkach moga wystapi¢ nieoczekiwane reakcje
odczynnikéw. Ze wzgledu na biologiczng réznorodno$¢ docelowej sekwencii

w prébkach biologicznych nie mozna catkowicie wykluczy¢ mozliwosci wystapienia
nieoczekiwanych reakcji nawet w grupach badanych prébek. Udokumentowane
nieoczekiwane reakcje nalezy zgtasza¢ do lokalnego biura firmy Ventana.

Ze wzgledu na réznice w preparatyce probek moze by¢ konieczne zwigkszenie lub
zmniejszenie czasu dziatania proteazy ISH dla indywidualnych prébek. Kazda taka
zmiana musi by¢ zweryfikowana przez uzytkownika.
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PODSUMOWANIE SPODZIEWANYCH WYNIKOW

1. Ventana INFORM HPV IIl Family 16 Probe (B), ISH VIEW g Plus Detection Kit
i odczynniki pomocnicze stosowane w aparacie BenchMark IHC/ISH powodujg
wytracanie niebieskiego osadu w miejscach wystepowania wykrywanych sekwencji
zlokalizowanych przez sondy ISH.

2. W firmie Ventana zoptymalizowano i przetestowano swoisto$¢ i czuto$¢ detekcii
sekwencji. Dla nastepujacych genotypéw HPV uzyskano dodatnie wyniki
hybrydyzacji w preparatach z biopsjach szyjki macicy: 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52, 56,
58 i 66 (dla materiatu z biopsji pobranego z szyjki macicy). Mozna wykrywaé
zaréwno wzr barwienia jednorodnego, jak i punktowego (obserwowanego
w przypadku komérek HeLa, 10-50 kopii wirusa5) HPV.

3. Powtarzalno$¢ w obrebie oraz miedzy seriami barwienia sondg INFORM HPV I
Family 16 Probe (B) okre$lono barwiac 60 preparatéw wieloblokowych
(obejmujacych skrawki przygotowane z utrwalonych w formalinie i zatopionych
w parafinie linii komérek CaSki, HeLa i T24). Preparaty barwiono na 2 r6znych
aparatach BenchMark i 2 rdznych aparatach BenchMark XT IHC/ISH — 3 serie
na aparat. We wszystkich preparatach uzyskano wybarwienie o poréwnywalnym
nasileniu. Uzytkownicy powinni zweryfikowa¢ powtarzalno$¢ w ramach jednej serii,
wykonujac w jednej serii barwienia dla kilku zestawow skrawkéw seryjnych z mata,
Srednig i duzg iloscig sekwencji wykrywanych.

ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

1. Jedli kontrola dodatnia daje wynik ujemny, nalezy sprawdzi¢, czy preparat zostat
opatrzony wiasciwym kodem kreskowym.

2. Jezeli kontrola dodatnia jest ujemna albo charakteryzuje sie stabszym barwieniem
niz oczekiwano, dodatkowe kontrole dodatnie (np. dodatnie kontrole tkankowe na
preparacie probki pacjenta) barwione w tej samej serii powinny by¢ sprawdzone w
celu okreslenia, czy usterka jest spowodowana stosowang kontrolg lub
odczynnikami. Prébki nieprawidtowo pobrane, utrwalone, przechowywane lub
odparafinowane moga nie wykazywac prawidtowego wybarwienia.

3. Jezeli prébka zostata zmyta ze szkietka, nalezy sprawdzi¢, czy szkietka sg dodatnio
natadowane.

4. Jezeli na skrawkach wystepuije artefakt typu ,pajeczyna peknie¢” zwigzany
z chemicznymi reakcjami wykrywania, proces odwadniania nie zostat w petni
wykonany. Nalezy zapoznaé sig z rozdziatem Procedura odwadniania.

5. W przypadku zaobserwowania nieswoistego barwienia szkietka lub nieswoistego
barwienia obszaréw tkanki (zwtaszcza innych niz nabtonek ptaski), nalezy barwi¢
dodatkowy skrawek probki pacjenta.

6.  Srodki zaradcze opisano w sekcji Procedura postepowania w Instrukcji obstugi
aparatu BenchMark IHC/ISH. Odpowiednie informacje mozna tez uzyskaé¢
w lokalnym biurze firmy Roche.
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