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DOMENIU DE UTILIZARE

OptiView DAB IHC Detection Kit (OptiView) este un sistem indirect, fara biotina, pentru
detectarea anticorpilor primari IgG de soarece, IgM de soarece si de iepure. Kitul este
destinat identificarii tintelor prin imunohistochimie (IHC) in sectiunile de tesut fixat in
formalind, inglobat in parafina sau de tesut congelat, care sunt colorate pe dispozitive
automate de colorare a lamelor VENTANA si vizualizate prin microscopie in camp
luminos. Interpretarea clinica a oricarei colorari sau a absentei colorarii trebuie sa fie
completata de studii morfologice si controale adecvate.

Acest produs trebuie interpretat de un patolog calificat impreuna cu examinarea
histologica, informatiile clinice relevante si controalele adecvate.

Acest produs este destinat pentru diagnosticarea in vitro (IVD).

REZUMAT $1 EXPLICATIE

Imunohistochimia (IHC) este o tehnica utilizata in laboratoare in scopuri de

diagnostic. IHC utilizeaza anticorpi primari specifici pentru a localiza si a se lega de
antigene in sectiunile de tesut fixate sau congelate. Aceasta legare a anticorpului la
antigen este vizualizata printr-o metoda de detectare indirecta. Cele mai uzuale tehnici ale
metodelor indirecte utilizeaza un anticorp secundar orientat impotriva speciilor de anticorp
primar si 0 enzima cu un sistem substrat cromogen corespunzator. Aceastd combinatie
rezulta intr-un precipitat colorat la locul de legare a anticorpului specific. OptiView DAB
IHC Detection Kit utilizeaza o metoda indirecta de vizualizare a anticorpilor specifici legati
de antigeni, prin depunerea unui precipitat de culoare maro.

PRINCIPIUL PROCEDURII

OptiView DAB IHC Detection Kit detecteaza anticorpii primari de soarece si iepure
specifici legati de un antigen in sectiunile de tesut fixat in formalina, inglobat in parafina
(FFPE) sau congelat. Anticorpul specific este localizat de un anticorp secundar specific,
care este legat de un anticorp tertiar marcat cu enzima. Apoi, complexul este vizualizat cu
substratul de peroxid de hidrogen si cromogenul de tetraclorura de 3, 3’ diaminobenziding
(DAB), care produce un precipitat de culoare maro, care este deja observat prin
microscopie in cdmp luminos.

Protocolul de colorare consta in etape numeroase in care reactivii sunt incubati perioade
prestabilite, la temperaturi specifice. La sfarsitul fiecarei etape de incubare, instrumentul
BenchMark IHC/ISH spala sectiunile pentru a indeparta materialul nelegat si aplica o
lamela de acoperire lichida care reduce la minimum evaporarea reactivilor aposi de pe
lama." Rezultatele sunt interpretate cu ajutorul unui microscop in c&mp luminos si ajuta la
diagnosticarea diferentiala a proceselor patofiziologice, care pot fi asociate sau nu cu un
anumit antigen.

Pentru mai multe informatii privind functionarea instrumentelor, consultati ghidul de
utilizare corespunzator.

Figura 1 ilustreaza metoda de detectare indirecta.
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Fig.1 OptiView DAB IHC Detection Kit.

MATERIALE S| METODE
MATERIALE FURNIZATE
OptiView DAB IHC Detection Kit contine reactiv suficient pentru 250 de teste.

Un dozator de 25 mL OptiView Peroxidase Inhibitor contine solutie de peroxid de

hidrogen 3.0%.

OptiView HQ Universal Linker contine un cocktail de
anticorpi (IgG de capra anti-soarece, IgM de capra anti-
soarece si de capra anti-iepure) marcati cu HQ (HQ este o
haptena proprietara atasata covalent la anticorpii de capra)
(aproximativ 50 pg/mL) intr-o solutie tampon care contine
proteina cu 0.05% ProClin 300, un conservant.

Un dozator de 25 mL

Un dozator de 25 mL OptiView HRP Multimer contine un anticorp HRP tertiar
monoclonal de soarece marcat anti-HQ (aproximativ
40 pg/mL) intr-o solutie tampon care contine proteina cu

0.05% ProClin 300, un conservant.

OptiView DAB contine 0.2% w/v tetraclorura de
3,3 diaminobenzidina (DAB) intr-o solutie de stabilizare
proprietara, cu un conservant proprietar.

OptiView H202 contine 0.04% peroxid de hidrogen intr-o
solutie tampon pe baza de fosfat.

Un dozator de 25 mL

Un dozator de 25 mL

Un dozator de 25 mL OptiView Copper contine sulfat de cupru (5.0 g/L) intr-o
solutie tampon pe baza de acetat, cu un conservant

proprietar.

Reconstituirea, amestecarea, diluarea si titrarea

Kitul de detectie este optimizat pentru utilizarea pe instrumente BenchMark IHC/ISH. Nu
este necesara reconstituirea, amestecarea, diluarea sau titrarea reactivilor din kit.
Continuarea diludrii poate duce la pierderea coloratiei.
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MATERIALE NECESARE, DAR CARE NU SUNT FURNIZATE
Reactivii de colorare, cum ar fi anticorpii primari si componentele auxiliare VENTANA,
inclusiv lamele de control de tesut negativ si pozitiv, nu sunt furnizati.

Este posibil sa nu fie disponibile in toate zonele geografice toate produsele mentionate in
fisa de descriere a metodei. Consultati reprezentantul de asistenta local.

Reactivii si materialele de mai jos pot fi necesari pentru colorare, dar nu sunt fumizati cu
kitul de detectie:

1. Anticorp primar

2. Reactiv de control negativ

3. Controale de tesut recomandate

4. OptiView Amplification Kit (nr. cat. 760-099 / 06396518001 (50 teste) sau 860-099 /
06718863001 (250 teste))

5. Protease 1 (nr. cat. 760-2018 / 05266688001)

6.  Protease 2 (nr. cat. 760-2019 / 05266696001)

7. Protease 3 (nr. cat. 760-2020 / 05266718001)

8. Hematoxylin (nr. cat. 760-2021 / 05266726001)

9. Hematoxylin Il (nr. cat. 790-2208 / 05277965001)

10.  Bluing Reagent (nr. cat. 760-2037 / 05266769001)

11.  Reaction Buffer Concentrate (10X) (nr. cat. 950-300 / 05353955001)

12.  Cell Conditioning Solution (CC1) (nr. cat. 950-124 / 05279801001)

13.  Cell Conditioning Solution (CC2) (nr. cat. 950-123 / 05279798001)

14, ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (nr. cat. 950-224 / 05424569001)

15. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC2) (nr. cat. 950-223 / 05424542001)

16.  Antibody Diluent (nr. cat. 251-018 / 05261899001)

17.  EZ Prep Concentrate (10X) (nr. cat. 950-102 / 05279771001)

18.  LCS (Predilute) (nr. cat. 650-010 / 05264839001)

19.  ULTRALCS (Predilute) (nr. cat. 650-210 / 05424534001)

20. Instrument BenchMark IHC/ISH

21.  Lame de microscop, incarcate pozitiv

22.  Lamela de acoperire si metoda lamelei de acoperire sunt suficiente pentru a acoperi
tesutul

23.  Echipament de laborator de uz general

DEPOZITARE $I STABILITATE

La primire, si atunci cand nu este in uz, a se depozita la 2-8 °C. A nu se congela.
Utilizatorul trebuie sa valideze orice alté conditie de depozitare decat cele specificate in
fisa de descriere a metodei. Acest kit de detectie poate fi utilizat imediat dupa scoaterea
din frigider.

Pentru a asigura administrarea corecta a reactivului si stabilitatea fiecarui reactiv, puneti la
loc capacul dozatorului dupa fiecare utilizare si introduceti imediat dozatorul in frigider, in
pozitie verticala.

Fiecare kit de detectie are marcata data expirarii. Atunci cand este depozitat
corespunzator, produsul este stabil pana la data indicata pe eticheta. Nu utilizati produsul
dupa data expirarii indicata pentru metoda de depozitare prescrisa. Nu exista semne clare
care sa indice instabilitatea produsului; prin urmare, controalele pozitive si negative
trebuie testate simultan cu probe necunoscute. Dacé exista orice indicatie a instabilitatii
reactivului, contactati imediat reprezentantul de asistenta local.

Colectarea si pregatirea probelor pentru analiza

Tesuturile FFPE prelucrate de rutina sunt adecvate instrumentelor OptiView DAB
Detection Kit si BenchMark IHC/ISH (vezi sectiunea MATERIALE NECESARE, DAR
CARE NU SUNT FURNIZATE). Fixatorul de tesut recomandat este formalina neutra
tamponata 10% (NBF).2 Pot fi obtinute rezultate variabile ca urmare a grosimii seciunii de
tesut, a tipului de fixare, a fixarii incomplete sau prelungite ori a proceselor speciale, cum
ar fi decalcifierea preparatelor din maduva osoasa.

Fiecare sectiune trebuie taiatd la grosimea adecvata (2-5 ym) pentru anticorpul primar
utilizat si asezata pe o lama din sticla pentru microscop, incarcata pozitiv. Lamele care
contin sectiunea de tesut trebuie uscate in pozitie verticala timp de cel putin 15 minute la
temperatura camerei, pentru a scurge excesul de apa de sub sectiune inainte de coacere.
Lamele pot fi coapte/incalzite timp de o ora intr-un cuptor de 60 °C + 5 °C sau uscate la
aer la 37 °C timp de pana la 24 de ore. Uscarea si incalzirea lamelor este utilizata pentru
a usca tesutul dupa montarea lamei si pentru a imbunatati adeziunea tesutului la sticla.
Consultati fisa de descriere a metodei aferenta anticorpului primar pentru a identifica
limitérile de incalzire. incélzirea prelungita a tesutului poate duce la scaderea
disponibilitatii antigenului.
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Tesuturile fixate si inglobate in mod adecvat cu expresia antigenului raman stabile daca
sunt pastrate la rece (15-25 °C). Clinical Laboratory Improvement Act (CLIA) din 1988,
42CFR493.1259 (b) prevede ca ,Laboratorul trebuie s& pastreze lamele cel putin zece ani
de la data examinérii si sa pastreze blocurile de probe cel putin doi ani de la data
examindrii.” Fiecare laborator ar trebui sa valideze stabilitatea lamei taiate pentru propriile
proceduri si conditile mediului de depozitare.

AVERTIZARI S| MASURI DE PRECAUTIE

1. Pentru diagnosticarea in vitro (IVD).

2. Doar pentru uz profesional.

3. Avertizare: Posibil carcinogen. Agentia Internationala pentru Cercetarea
Cancerului (IARC) si Programul National de Toxicologie al SUA (NTP) au mentionat
benzidina, un compus strans apropiat de tetraclorura de 3, 3'-diaminobenzidina
(DAB), ca fiind un carcinogen uman.

A nu se depasi numarul de teste specificat.

Solutia ProClin 300 este utilizata pe post de conservant in aceasta solutie. Este
clasificata ca iritant si poate provoca sensibilizarea prin contactul cu pielea. La
utilizare, luati masuri de precautie rezonabile. Evitati contactul reactivilor cu ochii,
pielea si membranele mucoase. Utilizati imbracaminte si manusi de protectie.
Materialele de origine umana sau animala trebuie considerate materiale care
prezinta pericol biologic potential si eliminate luand masurile de precautie adecvate.
In cazul expunerii, trebuie respectate instructiunile de s&natate comunicate de
autoritatile responsabile.34

La utilizarea reactivilor, luati mésuri de precautie rezonabile. Evitati contactul
reactivilor cu ochii, pielea si membranele mucoase. Utilizati manusi de unica
folosinta si imbracaminte de protectie adecvata la utilizarea materialelor considerate
ca fiind posibil carcinogene sau toxice.

Daca reactivii intré in contact cu zonele sensibile, spalati-le cu apa din abundenta.
Evitati inhalarea reactivilor.

Asigurati-vé ca este gol containerul de deseuri inainte de a incepe o testare pe un
instrument. Dacé nu se adopté aceste masuri de precautie, containerul de deseuri
poate da pe dinafara, iar utilizatorul risca sa alunece si sa cada.

Evitati contaminarea microbiana a reactivilor, deoarece aceasta poate produce
rezultate incorecte.

Pentru mai multe informatii privind utilizarea acestui dispozitiv, consultati ghidul de
utilizare a instrumentului BenchMark IHC/ISH si fisele de descriere a metodei
aferente tuturor componentelor necesare de la navifyportal.roche.com.

Consultati autoritatile locale si/sau de stat pentru a stabili metoda de eliminare
recomandata.

Etichetarea de securitate a produsului respecta in principal instructiunile GHS din
UE. Fisa cu date de securitate este disponibilé utilizatorilor profesionisti la cerere.
Pentru a raporta suspiciunile privind incidentele grave referitoare la acest dispozitiv,
contactati reprezentantul local Roche si autoritatea competentd a Statului Membru
sau a Tarii in care este stabilit utilizatorul.

Acest produs include componente clasificate dupa cum urmeaza conform Regulamentului
(CE) nr. 1272/2008:

~

14.

Tab.1 Informatii privind pericolele.
Pericol Cod Declaratie
Pericol H350 Poate cauza cancer.
H412 Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
é P201 Tnainte de utilizare, obtineti instructiuni speciale.

P202 Nu manipulati inainte de a citi si intelege toate
masurile de siguranta.

pP273 Evitati dispersarea in mediu.

P280 Purtati manusi de protectie/imbracaminte de
protectie/echipament de protectie a ochilor/echipament
de protectie a fetei/echipament de protectie acustica.

P308 + IN CAZ DE expunere sau de posibilé expunere:

P313 Consultati medicul.

P501 Eliminati continutul/recipientul la o groapa de gunoi
autorizata.
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EUH208: Contine un amestec de: 5-cloro-2-metil-4-izotiazolin-3-ona si 2-metil-2H-
izotiazol-3-ond (3:1). Poate produce o reactie alergica.

PROCEDURA

OptiView DAB IHC Detection Kit a fost dezvoltat pentru utilizarea pe instrumente
BenchMark IHC/ISH Tn combinatie cu anticorpi primari si reactivi auxiliari VENTANA.
Parametrii pentru procedurile automate pot fi afisati, tipariti si editati conform procedurii din
ghidul de utilizare a instrumentului. Alti parametri de utilizare pentru instrument au fost
prestabiliti in fabrica.

Procedurile de colorare pe instrumente BenchMark IHC/ISH sunt dupa cum urmeaza.
Pentru instructiuni mai detaliate si optiuni suplimentare privind protocolul, consultati ghidul
dvs. de utilizare. Depinde de anticorp daca proba necesita Cell Conditioning . Consultati
fisa de descriere a metodei aferentd anticorpului pentru instructiuni.

Instrumente BenchMark IHC/ISH

1. Aplicati o eticheta cu cod de bare pentru lama corespunzatoare protocolului de
efectuat.

2. Incarcati anticorpul primar, dozatoarele de kituri de detectie adecvate si reactivul

auxiliar necesar pe tava pentru reactiv si agezati-le pe instrument.

Verificati volumul de fluide si goliti deseurile.

Tncarcati lamele pe instrument.

Tncepeti ciclul de colorare.

Dupé finalizarea testérii, scoateti lamele de pe instrument.

Continuati la Proceduri recomandate de post-prelucrare a instrumentului.

Proceduri recomandate de post-prelucrare a instrumentului

1. Spélati lamele intr-un detergent de vase slab pentru a indeparta solutia de pe
lamelele de acoperire.

2. Clatiti bine lamele in apa distilata pentru a indeparta orice urma de detergent.

3. Deshidratati, curatati si aplicati lamelele de acoperire cu mediu de fixare permanent.

PROCEDURI DE CONTROL DE CALITATE
Control de tesut pozitiv

Un control de tesut pozitiv trebuie testat cu fiecare procedura de colorare efectuata.
Practica de laborator optima este aceea de a include o sectiune de control pozitiv pe
aceeasi lama cu tesutul pacientului. Aceasta practicé ajuta la identificarea unei erori de
aplicare a anticorpului primar sau a altui reactiv critic pe lama de test a pacientului. Un
tesut cu colorare pozitiva slaba este cel mai adecvat pentru controlul de calitate optim.
Componentele tesutului de colorare pozitiv sunt utilizate pentru a confirma ca anticorpul a
fost aplicat si ca instrumentul a functionat corect. Tesutul poate contine celule de colorare
sau componente de tesut atat pozitive cat si negative si serveste in calitate de tesut de
control pozitiv dar si negativ. Tesuturile de control trebuie sa fie probe obtinute in urma
autopsiei recente, biopsiei sau interventiei chirurgicale, preparata sau fixata cat mai
repede posibil, in mod identic cu sectiunile de testare. Aceste tesuturi pot fi prezente in
toate etapele de analiza, de la pregatirea tesutului pana la colorare. Utilizarea unei
sectiuni de tesut fixat sau prelucrat diferit de probele de test ofera control pentru toti
reactivii si etapele metodei, cu exceptia fixarii si a prelucrarii tesutului.

Controalele de tesut pozitiv cunoscut pot fi utilizate doar pentru monitorizarea
performantelor corecte ale tesuturilor prelucrate si reactivilor de testare, nu ca mijloace
auxiliare de determinare a unui diagnostic specific al probelor de pacient. Daca
controalele de tesut pozitiv nu demonstreaza colorarea pozitiva, rezultatele cu probele de
testare trebuie considerate nevalide.

No ok w

Control de tesut negativ

Acelasi tesut utilizat pentru controlul de tesut pozitiv poate fi utilizat drept control de tesut
negativ. Varietatea tipurilor de celule prezente in majoritatea sectiunilor de tesut ofera
locuri de control negativ interne, dar acest lucru trebuie verificat de utilizator.
Componentele care nu coloreaza trebuie sa demonstreze absenta colorarii specifice si sa
furnizeze o indicare a colorarii de fond. Daca se produce colorarea specifica in locurile de
control de tesut negativ, rezultatele cu probele pacientului trebuie considerate nevalide.

Discrepante nejustificate

Discrepantele nejustificate din controale trebuie comunicate imediat reprezentantului de
asistenta local. Daca rezultatele controlului de calitate nu corespund specificatiilor,
rezultatele pacientului nu sunt valide. Consultati sectiunea Depanare din aceasta fisa de
descriere a metodei. Identificati si corectati problema, apoi repetati probele pacientului.
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Control cu reactiv negativ

Pentru fiecare proba, trebuie sa testati un control cu reactiv negativ, ca auxiliar pentru
interpretarea rezultatelor. Un control cu reactiv negativ este utilizat in locul anticorpului
primar pentru a evalua colorarea nespecifica. Lama trebuie colorata cu Negative Control
Mouse sau Negative Control Rabbit, dupa caz. Diluantul in sine poate fi utilizat ca
alternativa la controalele cu reactiv negativ descrise anterior. Perioada de incubare pentru
controlul cu reactiv negativ trebuie sa fie egala cu perioada de incubare a anticorpului
primar.

Cand se utilizeaza panele cu mai multi anticorpi pe sectiuni seriale, un control cu reactiv
negativ pe o laméa poate servi drept control de fond negativ sau nespecific al legérii pentru
alti anticorpi.

Verificarea testului

Tnainte de utilizarea initiald a unui anticorp primar sau a sistemului de colorare intr-o
procedura de diagnostic, specificitatea anticorpului primar trebuie verificata prin testarea
acestuia pe o serie de tesuturi cu caracteristici de performanta imunohistochimica, care
reprezinta tesuturi pozitive si negative cunoscute (consultati sectiunea Control de tesut
pozitiv din fisa de descriere aferentd anticorpului primar si recomandarile privind controlul
de calitate din College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program,
Anatomic Pathology Checklist,5 ori CLSI Approved Guideline® sau din ambele
documente). Aceste proceduri de control de calitate trebuie repetate pentru fiecare lot de
anticorpi nou sau ori de cate ori existd o schimbare a parametrilor de test. Tesuturile
enumerate in sectiunea Caracteristicile de performanta ale anticorpului primar sunt
adecvate pentru verificarea testului.

Interpretarea rezultatelor

OptiView DAB IHC Detection Kit face ca un produs de reactie colorat maro sau rosu sa se
precipite in locurile cu antigen localizate de anticorpul primar. Un patolog cu experienta in
domeniul procedurilor imunohistochimice trebuie sa evalueze controalele si sa califice
produsul colorat inainte de interpretarea rezultatelor. Colorarea controalelor negative
trebuie mai intai observata, iar aceste rezultate trebuie comparate cu materialul colorat
pentru a verifica daca semnalul generat nu este cauza unor interactiuni nespecifice.

Control de tesut pozitiv

Controlul cu tesut pozitiv colorat trebuie examinat mai intéi pentru a confirma cé toi
reactivii functioneaza corect. Prezenta unui produs de reactie colorat adecvat in celulele
tintd indica o reactivitate pozitiv. in functie de durata incubarii si de potenta hematoxilinei
utilizate, contracolorarea va conduce la o colorare in albastru deschis pana la albastru
inchis a nucleelor celulare. Contracolorarea excesiva sau incompleta poate compromite
interpretarea corecta a rezultatelor.

Daca controlul de tesut pozitiv nu demonstreaza colorarea pozitiva, orice rezultat cu
probele de test trebuie considerat nevalid.

Control de tesut negativ

Controlul de tesut negativ trebuie examinat dupa controlul de tesut pozitiv, pentru a
verifica marcarea specifica a antigenului tinta de catre anticorpul primar. Absenta colorarii
specifice a controlului de tesut negativ confirma lipsa reactivitatii incrucisate a anticorpilor
cu celulele sau componentele celulare. Dacé se produce colorarea specifica in controlul
de tesut negativ, rezultatele cu probele pacientului trebuie considerate nevalide.

Colorarea nespecifica, daca este prezenta, va avea un aspect difuz. De asemenea,
colorarea lejera sporadica a tesutului conjunctiv poate fi observata in sectiunile de tesut
fixat excesiv in formalina. Celulele intacte trebuie utilizate pentru interpretarea rezultatelor
de colorare. Celulele necrotice sau degenerate vor prezenta adesea o colorare
nespecifica.

Tesutul de la pacient

Probele de la pacienti trebuie examinate ultimele. Intensitatea colorarii pozitive trebuie
evaluata in contextul oricarei colorari de fond nespecifice a controlului cu reactiv negativ.
Ca n cazul oricarui test de imunohistochimie, un rezultat negativ inseamna ca nu a fost
detectat antigenul respectiv, nu ca antigenul lipseste din celulele sau tesutul supuse
testului. Daca este necesar, utilizati un panel de anticorpi ca ajutor in identificarea
reactiilor fals negative. De asemenea, morfologia fiecarei probe de tesut trebuie
examinata utilizand o sectiune coloratd cu hematoxilina si eozina la interpretarea oricérui
rezultat imunohistochimic. Rezultatele morfologice ale pacientului si datele clinice
pertinente trebuie interpretate de un patolog calificat.
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LIMITARI
Limitari generale

1. IHC este un proces de diagnostic cu pasi multipli care presupune formarea
specializatd in selectarea reactivilor si sectiunilor de tesut adecvate, fixarea,
prelucrarea, pregatirea lamei de imunohistochimie si interpretarea rezultatelor
colorarii.

Colorarea tesuturilor depinde de manipularea si prelucrarea tesutului inainte de
colorare. Fixarea inadecvata, congelarea, decongelarea, spalarea, uscarea,
incélzirea, sectionarea sau contaminarea cu alte tesuturi sau fluide poate produce
artefacte, fixarea anticorpilor sau rezultate fals negative. Rezultatele contradictorii
pot fi 0 consecinta a variatiilor din metodele de fixare si inglobare sau a
neregularitatilor inerente din cadrul tesutului.

Contracolorarea excesiva sau incompleta poate compromite interpretarea corecta a
rezultatelor.

Interpretarea clinicé a oricarei colorari pozitive sau absenta acesteia trebuie
evaluate Tn contextul istoricului clinic, al morfologiei si al altor criterii histopatologice.
Interpretarea clinicé a oricarui rezultat sau a absentei acestuia trebuie sa fie
completata de studii morfologice si controale adecvate, precum si de alte teste de
diagnostic. Tine de responsabilitatea unui patolog calificat sa cunoasca anticorpii,
reactivii si metodele utilizate pentru a interpreta preparatul colorat. Colorarea trebuie
efectuata intr-un laborator certificat, autorizat, sub supravegherea unui patolog care
este responsabil de analiza lamelor colorate si de asigurarea caracterului adecvat al
controalelor pozitive si negative.

Anticorpii si reactivii VENTANA sunt fumnizati la dilutia optima pentru utilizare, atunci
cénd se respecta instructiunile puse la dispozitie. Orice abatere de la procedurile de
testare recomandate poate invalida rezultatele asteptate. Trebuie implementate si
documentate controalele adecvate. Utilizatorii care se abat de la procedurile de
testare recomandate trebuie sa accepte responsabilitatea privind interpretarea
rezultatelor pacientului.

Reactivii pot demonstra reactii neasteptate in tesuturi netestate anterior.
Posibilitatea unor reactii neprevézute, chiar si in grupurile de tesuturi testate, nu
poate fi complet eliminata, din cauza variabilitatii biologice a exprimarii antigenilor in
neoplasme sau alte tesuturi patologice.”:8 Adresati-vé reprezentantului de asistenta
local, furnizdndu-i reactiile neprevazute documentate.

Tesuturile de la persoane infectate cu virusul hepatitei B si care contin antigenul de
suprafata al hepatitei B (HBsAg) pot prezenta colorare nespecifica cu peroxidaza
din hrean 9

Cand se utilizeaza in pasii de blocare, serurile normale din aceeasi sursa animala
ca si antiserurile secundare pot duce la rezultate fals negative sau fals pozitive din
cauza autoanticorpilor sau a anticorpilor naturali.

Ca in cazul oricarui test de imunohistochimie, un rezultat negativ inseamna ca nu a
fost detectat antigenul respectiv, nu ca antigenul a lipsit din celulele sau tesutul
supuse testului.

LIMITARI SPECIFICE

1. Fiecare pas al procedurii aferente kitului de detectie a fost optimizat pe
instrumentele BenchMark IHC/ISH si este prestabilit. Din cauza variatiilor de fixare
si prelucrare a tesuturilor, poate fi necesara cresterea sau scaderea timpului de
incubare a anticorpului primar pentru probele individuale. Timpul de incubare
anticorpului primar depinde de gradul de fixare a tesutului, si poate dura intre 4 si
120 de minute. Pentru mai multe informatii privind variabilele de fixare, consultati
LJImmunohistochemistry Principles and Advances”!0 sau ,Immunomicroscopy: A
Diagnostic Tool for the Surgical Pathologist”. !

Kitul de detectie, in combinatie cu anticorpii primari si accesoriile VENTANA,
detecteaza antigenul care supravietuieste prelucrarii de ruting si sectionérii
tesutului.

Acest kit de detectie a fost optimizat pentru utilizare cu solutie de spalare Reaction
Buffer, anticorpi primari, accesorii si instrumente BenchMark IHC/ISH. Utilizarea
unei solutii de spélare Reaction Buffer este importanta pentru functionarea adecvata
a kitului de detectie. Utilizatorii care nu respecta procedurile de testare recomandate
raspund de interpretarea rezultatelor pacientului in acest conditii.

Acest kit de detectie a fost optimizat pentru utilizarea cu LCS (Predilute) sau
ULTRALCS (Predilute). LCS este o solutie prediluata pentru lamelele de acoperire
utilizatd atét ca bariera intre reactivii aposi si aer, cat si ca reactiv pentru eliminarea
parafinei din probele de tesut in timpul procesului de deparafinare. Bariera LCS
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reduce evaporarea si asigura un mediu apos stabil pentru reactiile IHC sau de
hibridizare in situ (ISH) efectuate pe instrumentele BenchMark IHC/ISH.

5. Alti timpi si alte temperaturi de incubare decét cele specificate pot genera rezultate
eronate. Utilizatorul trebuie sa valideze orice astfel de schimbare.

6.  Este posibil ca nu toate kiturile de detectie sa fie inregistrate pe fiecare instrument.
Pentru mai multe informatii, contactati reprezentantul de asistenta local.

7. Fixatorul recomandat pentru utilizarea cu sistemul de detectie OptiView este 10%

Neutral Buffered Formalin (NBF). Utilizarea fixatorului Modified Davidson poate
conduce la rezultate de colorare inacceptabile.

CARACTERISTICILE DE PERFORMANTA

PERFORMANTA ANALITICA

Performanta OptiView DAB IHC Detection Kit a fost evaluata prin studii de
reproductibilitate si alte studii relevante. Tntregul proces de colorare a fost efectuat
utilizand protocolul specificat in fisa de descriere a metodei aferenta anticorpului pe
instrumente BenchMark IHC/ISH, cu exceptia cazului in care este specificat altfel.

Testarea a inclus:
Sensibilitate si specificitate

Testarea specificitatii pentru a demonstra detectia specifica anticorpilor primari de soarece
si iepure, precum si nivelurile acceptabile de colorare de fond nespecifica, pentru a
asigura ca interpretarea rezultatelor pozitive si negative nu este compromisa.

Testarea sensibilitatii pentru a demonstra capacitatea de a detecta anticorpii primari legati
de nivelurile scazute de antigeni cu modele de colorare adecvate.

Precizie

e Precizia in cadrul aceleiasi testéri si intre testéri

Precizia in cadrul aceleiasi platforme si intre platforme.

In toate cazurile, probele de tesut au fost citite si dovedite ca fiind acceptabile pentru
caracterul adecvat si calitatea colorarii celulare morfologice. Toate studiile au indeplinit
criteriile de acceptanta.

DEPANARE

1. Tn cazul in care controlul pozitiv prezinta o colorare mai slaba decét cea
preconizata, trebuie sa verificati celelalte controale pozitive testate in cadrul
aceleiasi testari pe instrument, pentru a determina daca acest lucru se datoreazé
anticorpului primar sau unuia dintre reactivii secundari uzuali.

Tn cazul in care controlul pozitiv este negativ, acesta trebuie verificat pentru a va
asigura ca lama are eticheta cu codul de bare corect. Dacé lama este etichetata
corect, trebuie sa verificati celelalte controale pozitive testate in cadrul aceleiasi
testari pe instrument, pentru a determina daca acest lucru se datoreaza anticorpului
primar sau unuia dintre reactivii secundari uzuali. Este posibil ca tesuturile sa fie
prelevate, fixate sau deparafinizate incorect. Trebuie sa urmati procedura adecvaté
pentru prelevare, depozitare si fixare.

Indepértarea incompleta a parafinei poate duce la artefacte de colorare sau la
colorare inexistenta.

Daca toata parafina a fost indepartata de pe lama, ciclul de colorare trebuie
repetata cu ajutorul optiunii de deparafinare extinsa, daca este disponibila.

Tn mod altemativ, poate fi efectuatd o deparafinare manual, fard instrumente.
Dacé se utilizeaza optiunea manuala, deselectati deparafinarea online din
protocolul de colorare inainte de incarcarea lamelor pe instrument. Este
nevoie de atentie suplimentara pentru asigurarea faptului ca lamele nu se
usuca nainte de ciclul de colorare.

Tn cazul in care colorarea cu anticorpul specific este prea intensa, trebuie sa repetati
testarea scurtand timpul de incubare cu intervale de 4 minute, pana cand este
atinsa intensitatea doritd a coloratiei.

Dacé sectiunile de tesut sunt spalate de pe lamd, lamele trebuie verificate pentru a
va asigura ca sunt incarcate pozitiv.

Pentru actiuni corective, consultati sectiunea Procedura din Ghidul de utilizare a
instrumentului sau contactati reprezentantul de asistenta local.

Daca un dozator de reactiv nu dozeaza fluid, verificati camera de dozare a
primerului sau meniscul pentru a depista corpuri strine sau particule, cum ar fi
fibrele sau precipitatele. Daca dozatorul este blocat, nu utilizati dozatorul si
contactati reprezentantul dvs. de asistent local. In caz contrar, reamorsati
dozatorul orientand dozatorul catre un container de deseuri, scoateti capacul duzei
si apasati in jos capul dozatorului. Consultati fisa de descriere a metodei aferentd
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dozatorului in linie asociat cu P/N 760-700 pentru informatii privind utilizarea
adecvata.

8.  Daca nu este selectat Inhibitorul de peroxidaza inainte sau dupa anticorpul primar,
poate aparea activitatea peroxidazei endogene. Setarea retetei implicite este lipsa
aplicarii. Operatorul trebuie sa selecteze cand trebuie aplicat Inhibitorul de
peroxidaza la stabilirea unui protocol, daca se doreste acest lucru.

9.  Colorarea nedorita a plasmei si a celulelor mastoide poate aparea ca rezultat al

digestiei proteazei. Controlul de tesut negativ trebuie evaluat pentru a indica nivelul
de colorare de fond comparativ cu rezultatul de colorare pozitiva.8
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NOTA: Punctul este utilizat intotdeauna in acest document ca separator zecimal pentru a
marca limita dintre numarul intreg si partile fractionale ale unui numar zecimal. Nu se
utilizeaza separatoare pentru mii.

Simboluri

Ventana utilizeaza urmatoarele simboluri si semne in plus fata de cele mentionate in
standardul 1SO 15223-1 (pentru USA: consultati elabdoc.roche.com/symbols pentru mai
multe informatii).
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