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URCENE POUZITI

Detekéni souprava uftraView Universal DAB Detection Kit je nepfimy systém prosty
biotinu k detekovani mysiho IgG, mySiho IgM a kréli¢ich primarnich protilatek. Souprava je
urcena k identifikaci cili metodou imunohistochemie v fezech tkané fixované formalinem,

zalité parafinem anebo zmrazené tkané, které jsou obarvené na pfistroji BenchMark
[HC/ISH.

Tento produkt musi byt interpretovan kvalifikovanym patologem v kombinaci
s histologickym vySetfenim, relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi kontrolami.

Tento produkt je uréen pro diagnostické pouziti in vitro (IVD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Imunohistochemie (IHC) je technika pouzivana v laboratofich k diagnostickym uceltm.
IHC vyuziva specifické primarni protilatky k lokalizaci a vazbé na antigeny ve fixovanych
nebo zmrazenych tkanovych fezech. Vazba protilatky na antigen je vizualizovana
metodou nepfimé detekce. NejobvyklejSi techniky pro nepfimé metody pouzivaji
sekundami protilatku namifenou proti druhdm primarni protilatky a enzym s odpovidajicim
systémem substrat-chromogen. Vysledkem této kombinace je barevny precipitat v misté
specifické vazby protilatky. Detekéni souprava u/ftraView Universal DAB Detection Kit
pouzivéa nepfimou metodu k vizualizaci specifickych protilatek vazanych na antigeny
deponovanim hnédé zbarveného precipitatu.

PRINCIP POSTUPU

Detekéni souprava uftraView Universal DAB Detection Kit detekuje specifické mysi

a kralici primarni protilatky vazané na antigen v fezech tkané fixované formalinem, zalité
parafinem (FFPE) anebo v fezech zmrazené tkané. Specificka protilatka je lokalizovana
koktejlem enzymem znagenych sekundamich protilatek. Komplex je pak vizualizovan
substratem peroxidu vodiku a chromogenem 3,3'-diaminobenzidin-tetrahydrochloridem
(DAB), ktery vytvafi hnédy precipitat, ktery Ize snadno pozorovat s pouzitim svételné
mikroskopie.

Barvici protokol se sklada z ¢etnych krokd, v nichZ jsou reagencie inkubovany po pfedem
urcené doby pfi specifickych teplotach. Na konci kaZzdého kroku inkubace pfistroj
BenchMark IHC/ISH promyje fezy pro odstranéni nenavazaného materialu a aplikuje
kapalinu s funkci kryciho skli¢ka, minimalizujici vyparovani vodnych reagencii ze sklicka. !
Vysledky mohou byt interpretovany s pouzitim svételného mikroskopu a mohou pomoci pfi
diferencialni diagndze patofyziologickych procest, které mohou, ale nemusi byt spojeny

s urcitym antigenem.

Podrobnéjsi informace o obsluze pfistroje naleznete v pfislusné uZivatelské pfirucce. Na
obrazku 1 je zndzornéna metoda nepfimé detekce.
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Obr. 1. Reakce s detekéni soupravou u/traView Universal DAB Detection Kit

MATERIAL A METODY
Dodavany materidl

Detekéni souprava u/traView Universal DAB Detection Kit obsahuje dostatek reagencie
pro 250 test.

Jeden 25 mL Inhibitor uftraView Universal DAB Inhibitor obsahuje 3 % roztoku
davkovad peroxidu vodiku.
Jeden 25 mL Multimer u/traView Universal HRP Multimer obsahuije koktejl
davkovaé protilatek znacenych HRP (kozi antimysi IgG, kozi antimysi IgM
a kozi antikralici) (pfiblizné 55 pg/mL) v pufru obsahujicim protein
s konzervaénim prostfedkem ProClin 300.
Jeden 25 mL Chromogenu uftraView Universal DAB Chromogen obsahuje 0.2 %
davkovac (hm./obj.) 3,3'-diaminobenzidin-tetrahydrochloridu ve vlastnim
roztoku stabilizatoru a vlastni konzervaéni prostfedek.
Jeden 25 mL ultraVliew Universal DAB H20. obsahuje 0.04 % peroxidu vodiku
davkovaé v roztoku fosforeénanového pufru.
Jeden 25 mL Reagencie ultraView Universal DAB Copper obsahuje siran médnaty
davkovac (5 g/L) v octanovém pufru s viastnim konzervaénim prostiedkem.

Rekonstituce, miseni, fedéni, titrace

Detekéni souprava je optimalizovana pro pouZiti na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.
NevyZaduije se rekonstituce, miseni, fedéni ani titrace reagencii ze soupravy. Dal$i fedéni
mize mit za nasledek ztratu barveni.

Potrebné materialy, které nejsou soucasti dodavky

Barvici reagencie, napfiklad primarni protilatky VENTANA a pomocné materialy, véetné
sklicek pro negativni a pozitivni kontrolu tkané, nejsou soucasti dodavky.

V/Sechny produkty uvedené v metodickém listu nemuseji byt dostupné ve vSech
zemépisnych oblastech. Obratte se na mistni servisni zastoupeni.

Nésledujici reagencie a materidly mohou byt pfi barveni potfebné, nejsou vSak soucasti
dodavky detekéni soupravy:

1. Primari protilatka

2. Reagencie negativni kontrola

3. Pozitivni a negativni kontrola tkané (prostudujte si metodické listy protilatky pro
doporucené typy)

Amplification Kit (kat. €. 760-080 / 05266114001)

Protease 1 (kat. €. 760-2018 / 05266688001)

Protease 2 (kat. €. 760-2019 / 05266696001)

Protease 3 (kat. €. 760-2020 / 05266718001)

Hematoxylin (kat. €. 760-2021 / 05266726001)

Hematoxylin Il (kat. €. 790-2208 / 05277965001)
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10.  Bluing Reagent (kat. &. 760-2037 / 05266769001)

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

12.  Cell Conditioning Solution 1 (CC1) (kat. €. 950-124 / 05279801001)

13.  Cell Conditioning Solution 2 (CC2) (kat. €. 950-123 / 05279798001)

14.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. €. 950-224 / 05424569001)
15. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC2) (kat. €. 950-223 / 05424542001)
16.  Antibody Diluent (kat. ¢. 251-018 / 05261899001)

17.  EZ Prep Concentrate (10X) (kat. €. 950-102 / 05279771001)

18.  LCS (Predilute) (kat. ¢. 650-010 / 05264839001)

19.  ULTRALCS (Predilute) (kat. . 650-210 / 05424534001)

20. Pristroj BenchMark IHC/ISH

21.  Mikroskopické sklicka, kladné nabita

22.  Kryci sklicko a metoda kryciho sklicka dostatecna k pokryti tkané

23.  Obecné laboratorni vybaveni

Skladovani a stabilita

Po pfijeti a mezi pouzitimi uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Nezmrazuijte. Uzivatel musi
validovat veskeré skladovaci podminky, které se 1i§i od podminek uvedenych

v metodickém listu. Tuto detekéni soupravu Ize pouzit okamZité pro vyjmuti z chladnicky.
Aby byla zajisténa spravna funkénost reagencie a stabilita kazdé reagencie, musi se
davkovac po kazdém pouziti uzaviit vickem a okamZité umistit ve svislé poloze do
chladnicky.

KaZzda detekeni souprava ma stanovenou dobu exspirace. Pfi spravném skladovani
zlistane produkt stabilni do data uvedeného na titku. Po uplynuti data exspirace pro
pfedepsanou metodu skladovani produkt nepouZivejte. Neexistuji Zadné jednoznacné
znamky nestability tohoto produktu, proto je vySetfeni neznamych vzorku tfeba provadét
soubézné s pozitivnimi a negativnimi kontrolnimi vzorky. V pfipadé jakychkoli znamek
nestability reagencie je tfeba okamZité kontaktovat vaSe mistni servisni zastoupeni.

Odbér vzorku a priprava pro analyzu

BéZnym zplsobem zpracované tkané FFPE jsou vhodné pro pouziti s detekéni soupravou
ultraView Universal DAB Detection Kit a pfistroji BenchMark IHC/ISH (viz odstavec
Potfebné materialy, které nejsou soucasti dodavky). Doporuéenym fixativem na tkané je
10 % neutralni pufrovany formalin (NBF).2 V dasledku tloustky tkafiového fezu, typu
fixace, nekompletni prodlouzené fixace, pfipadné specialnich procest, napfiklad
odvaprovani preparatl kostni dfené, se mohou vyskytnout rozdilné vysledky.

Kazdy Fez musi byt odfiznut na patfi¢nou tloustku pro pouzitou primarni protilatku (viz
metodicky list zajmové protilatky) a umistén na kladné nabité mikroskopické podlozni
skli¢ko. Sklicka obsahujici tkanovy fez by méla byt suSena ve svislé poloze po dobu
nejméné 15 minut pfi teploté mistnosti, aby se pfed suSenim odstranila zpod fezu
pfebytecna voda. Sklicka mohou byt suena/zahfivana po dobu 1 hodiny v susarné pfi
teploté 60 °C + 5 °C, pfipadné su$ena na vzduchu pfi teploté 37 °C po dobu az 24 hodin.
Suseni a zahfivani sklicek se pouziva k osudeni tkané po fixaci sklicka a ke zvySeni
adheze tkané ke sklicku. Omezeni ohledné zahfivani naleznete v metodickém listu

k primarni protilatce. Del$i zahfivani tkané mize mit za nasledek snizenou dostupnost
antigenu.

Spravné fixované a zalité tkané exprimujici antigen zdstanou stabilni, pokud jsou
uchovavany na chladném misté (15-25 °C). Norma Clinical Laboratory Improvement Act
(CLIA) z roku 1988, 42CFR493.1259 (b) vyzaduje, Ze ,Laboratof musi uchovavat sklicka
nejméné deset let od data vySetfeni a uchovavat bloky vzorki nejméné dva roky od data
vySetfeni.” Kazda laboratof by méla validovat stabilitu sklicka s Fezem pro své viastni
postupy a podminky prostfedi pro skladovani.

K poutziti s detekéni soupravou uftraView Universal DAB Detection Kit a pfistroji
BenchMark IHC/ISH jsou také vhodné zmrazené tkané zpracované béznym zplsobem.
Doporuéena fixace tkani je 10 minut ve studeném acetonu. Mohou se vyskytnout rozdilné
vysledky jako dusledek prodlouzené fixace nebo speciélnich procest, napfiklad
odvaprovani preparatl kostni dfené.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNi OPATRENI
1. Ur€eno k diagnostickému pouziti in vitro (IVD).

2. Pouze k odbornému pouzZiti.

3. UPOZORNENI: Federalni zakony USA omezuji prodej tohoto prostfedku pouze
lékarim nebo na jejich objednavku. (Rx Only)

4. Varovani: Potencialni karcinogen. Agentura Interational Agency for Research on
Cancer (IARC) a US National Toxicology Program (NTP) uvéadéji benzidin,
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slouceninu blizkou 3, 3'-diaminobenzidin-tetrahydrochloridu (DAB), jako znamy
lidsky karcinogen.

Nepouzivejte nad ramec specifikovaného poctu testd.

Roztok ProClin 300 je v tomto roztoku pouzit jako konzervacni prostiedek. Je
klasifikovan jako drazdivy a pfi styku s kizi mize zpusobit senzibilizaci. PFi
manipulaci dodrZujte pfisluSna bezpe€nostni opatfeni. Zamezte kontaktu reagencii
s o¢ima, kizi a sliznicemi. PouZivejte ochranny odév a rukavice.

S materidlem lidského nebo Zivo¢isného plvodu je tfeba nakladat jako

s potencialné nebezpecnym biologickym materialem a likvidovat jej v souladu

s platnymi bezpe¢nostnimi opatfenimi. V pfipadé expozice je potieba se fidit
zdravotnickymi smérnicemi odpovédnych organt.3:4

Pfi manipulaci s reagenciemi dodrzuijte pfislusna bezpeénostni opatfeni. Zamezte
kontaktu reagencii s o¢ima, kiZi a sliznicemi. Pfi manipulaci s moznymi karcinogeny
nebo toxickymi materialy pouzivejte jednorazové rukavice a vhodny ochranny odév.
Jestlize se reagencie dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte zasazené
oblasti vydatnym mnozstvim vody. Zabrarte vdechovani reagencii.

Pfed spusténim cyklu pfistroje zkontrolujte, zda je odpadni nadoba prazdna. Pokud
neni zavedeno toto bezpeénostni opatfeni, odpadni nadoba muze pretéct a uzivatel
riskuje uklouznuti a pad.

Zabrarte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zpisobit nepfesnost vysledkad.
Dal$i informace o pouzivani tohoto prostfedku obsahuje uZivatelska pfirucka
pfistroje BenchMark IHC/ISH a metodické listy vSech nezbytnych soucasti, které
naleznete na interetovych strankach navifyportal.roche.com.

Doporuéené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a/nebo mistnich pfedpisech.
Oznaceni produktu bezpec€nostnimi titky se fidi hlavné pokyny GHS EU. Pro
profesionaini uzivatele je na vyzadani k dispozici bezpeénostni list.

Pro nahlaseni podezfelych zavaznych incidentu tykajicich se tohoto prostredku se
obratte na mistniho zastupce spole¢nosti Roche a kompetentni organy ¢lenského
statu nebo zemé, ve které uZivatel provozuje €innost.

Tento produkt obsahuje sou¢asti klasifikované nasledovné podle smémice (ES) &. 1272/2008:

Tab. 1. Informace o rizicich.

1.
12.

13.
14.

Riziko Kod Véta
Nebezpedi | H317 Maze vyvolat alergickou koZni reakci.

H319 ZpUsobuje vazné podrazdéni oci.

H350 Maze zpusobit rakovinu.

H412 Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Géinky.

P201 Pfed pouZitim si obstarejte specialni pokyny.

P261 Zamezte vdechovani mlhy a par.

P273 Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prostredi.

P280 Pouiivej’te o’chrannélzvrulka\’/ige’ [ ochranny odév /
ochranné bryle / oblicejovy $tit / ochranu sluchu.

P308 + PRI expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte

P313 |ékarskou pomoc/oSetreni.

P333 + Pii podrazdéni kize nebo vyrazce: Vyhledejte

P313 |ékafskou pomoc/oSetreni.

POSTUP

Detekéni souprava wu/traView Universal DAB Detection Kit byla vyvinuta pro pouZiti na
pristrojich BenchMark IHC/ISH v kombinaci s primarnimi protilatkami a pomocnymi
komponentami VENTANA. Parametry automatickych procest Ize zobrazit, vytisknout

a upravovat podle postupli uvedenych v uZivatelské pfirucce pfistroje. Ostatni provozni
parametry pristroje jsou pfednastaveny z vyroby.

Postupy barveni na pfistrojich BenchMark IHC/ISH jsou uvedeny nize. Podrobngjsi
pokyny a dalsi moznosti protokolu jsou uvedeny v uzivatelské pfirucce. To, zda vzorek
vyzaduje Upravu bunék Cell Conditioning, zavisi na protilatce. Pokyny jsou uvedeny

v metodickém listu k protilatce.
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Pristroje BenchMark IHC/ISH

1. Opatfete sklicko Stitkem s ¢arovym kodem, ktery odpovida protokolu, ktery ma byt
proveden.

Napliite primarni protilatku, vhodné davkovace detekéni soupravy a pozadované
pomocné reagencie do zasobniku reagencie a umistéte je na pfistroj.

Zkontrolujte velkoobjemové tekutiny a vyprazdnéte odpad.

Umistéte sklicka na pfistroj.

Spustte barvici cyklus.

Po dokonceni cyklu odstrafite sklicka z pfistroje.

Pokracujte na Doporu¢ené postupy zpracovani po obarveni v pistroji.

Doporucené postupy zpracovani po obarveni v pristroji

1. Umyjte sklicka v jemném saponatu na myti nadobi pro odstranéni roztoku s funkci
kryciho sklicka.

NS ok~ w

2. Sklicka diikladné oplachnéte v destilované vodé pro odstranéni veskerého
saponatu.
3. Dehydratujte, vyCistéte a pokryjte trvalym fixanim médiem s funkci kryciho sklicka.

POSTUP KONTROLY KVALITY
Pozitivni kontrola tkané

S kazdym provedenym postupem barveni musi byt provedena pozitivni kontrola tkané.
Nejvhodné;jSim laboratornim postupem je ulozit fez pro pozitivni kontrolu na stejné sklicko
jako tkan pacienta. Tento postup pomuze identifikovat stav, kdy nebyla aplikovana
primarni protilatka nebo jina zasadni reagencie na testované sklicko s pacientskym
vzorkem. Tkén se slabym pozitivnim zbarvenim je pro optimaini kontrolu kvality vhodnéjsi.
Slozky tk&né s pozitivnim zabarvenim se pouzivaji k potvrzeni, Ze byla pouzita protilatka a
Ze pristroj spravné fungoval. Tato tkan mlze obsahovat pozitivné i negativné zabarvené
buriky nebo slozky tk&né a slouZit jako tkar pro pozitivni i negativni kontrolu. Kontrolnimi
tkdnémi by mély byt Cerstvé vzorky z pitvy, biopsie nebo operace, zpracované nebo
fixované co nejdrive stejnym zplsobem jako testované fezy. Takové tkané mohou
sledovat vSechny kroky postupu, od pfipravy tkané az po barveni. Pouziti tkariového fezu
fixovaného nebo zpracovaného odli§né od testovaného vzorku poskytne kontrolu vSech
reagencii a krok( metody kromé fixace a zpracovani tkané.

Znamé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
zpracovanych tkani a testovacich reagencii, nikoli jako pomucku ke stanoveni konkrétni
diagndzy pacientskych vzorki. Pokud pozitivni kontroly tkani pozitivni zbarveni
nevykazuji, je tfeba povazovat vysledky u testovanych vzorkl za neplatné.

Negativni kontrola tkané

Stejna tkan pouZita pro pozitivni kontrolni tkan maze byt pouZita jako negativni kontrolni
tkan. Rozmanitost typli bunék pitomnych ve vétsiné tkanovych fezli nabizi mista pro
interni negativni kontrolu, toto by vSak mél uzivatel ovéfit. Slozky, které se nezbarvi, by
meély vykazovat nepfitomnost specifického zbarveni, a poskytnout indikaci zbarveni
pozadi. Dojde-li ke specifickému zbarveni v mistech negativni kontroly tkdné, mély by byt
vysledky u pacientskych vzork(l povazovany za neplatné.

Nevysvétlitelné rozpory
Nevysvétlitelné rozpory v kontrolach je tfeba neprodlené nahlasit na vaSe mistni servisni
zastoupeni. Pokud vysledky kontroly kvality nespliiuji specifikace, vysledky pacienta jsou

neplatné. Viz &ast Reseni problém tohoto metodického listu. Identifikujte a napravte
problém a pak opakuijte pacientské vzorky.

Negativni reagenéni kontrola

K usnadnéni interpretace vysledka je tfeba provést pro kazdy vzorek cyklus s negativni
reagencni kontrolou. Negativni reagencni kontrola se pouziva namisto primami protilatky
k vyhodnocovani nespecifického zabarveni. Sklicko ma byt podle potfeby barveno
negativni kontrolou Negative Control Mouse nebo Negative Control Rabbit. Jako
alternativu k dfive popsanym negativnim reagenénim kontrolam Ize pouzivat samotné
fedidlo. Doba inkubace pro negativni reagenéni kontrolu by méla byt stejna jako doba
inkubace u primarni protilatky.

Pokud jsou na sériovych fezech pouzity panely nékolika protilatek, mize negativni
reagencni kontrola na jednom sklicku slouZit jako negativni nebo nespecificka kontrola
vazebného pozadi pro dalsi protilatky.

Ovéreni testu

Pfed prvnim pouZitim primami protilatky nebo barviciho systému v diagnostické procedufe
je tfeba ovéfit specificitu primami protilatky jejim testovanim na fadé tkani se znamymi
imunohistochemickymi funkénimi charakteristikami reprezentujicimi znamé pozitivni
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a negativni tkéné (viz ¢ast Pozitivni kontrola tkané v metodickém listu k primami protilatce
a doporuceni ke kontrole kvality College of American Pathologists Laboratory
Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist,5 nebo CLSI Approved Guideling®
nebo oba dokumenty). Postupy kontroly kvality je tfeba opakovat pro kazdou novou $arzi
protilatky, pfipadné kdyz dojde ke zméné parametrd testu. Pro ovéfeni testu jsou vhodné
tkané uvedené v Easti Funkéni charakteristiky primarni protilatky.

Interpretace vysledku

Detekéni souprava wu/traView Universal DAB Detection Kit zplsobi, Ze se hnédé zbarveny
precipitat vysrazi v mistech antigenu lokalizovanych primarni protilatkou. Kvalifikovany
patolog se zkuSenosti s imunohistochemickymi postupy musi pfed interpretaci vysledkl
nejprve vyhodnotit kontroly a posoudit obarveny produkt. Barveni negativnich kontrol musi
byt zaznamenano jako prvni a tyto vysledky museji byt porovnany s obarvenym
materidlem k ovéfeni, Ze generovany signal neni vysledkem nespecifickych interakci.

Pozitivni kontrola tkané

Nejprve by méla byt vySetiena barvena pozitivni kontrola tkané, aby se zjistilo, zda
vSechny reagencie funguiji spravné. Pritomnost patficné zabarveného reakéniho produktu
v cilovych burikach indikuje pozitivni reaktivitu. Podle délky inkubace a sily pouZitého
hematoxylinu bude vysledkem kontrastniho barveni svétlemodré az tmavomodré zbarveni
bunécnych jader. Nadmérné nebo netipiné kontrastni barveni mlize narusit spravnou
interpretaci vysledkd.

Pokud pozitivni kontrolni tk&r pozitivni zbarveni nevykazuje, je tfeba povazovat veskeré
vysledky u testovanych vzorku za neplatné.

Negativni kontrola tkané

Po pozitivni kontrole tkané by méla byt vySetfena negativni kontrola tkané, aby se ovéfilo
specifické znaceni cilového antigenu primarni protilatkou. Absence specifického zbarveni
v negativni kontrole tk&né potvrzuje nedostatek kiizové reaktivity protilatky s burikami
nebo bunéénymi slozkami. Dojde-li ke specifickému zbarveni u negativni kontrolni tkané,
mély by byt vysledky u pacientského vzorku povazovény za neplatné.

Nespecifické zabarveni, pokud je pfitomno, bude mit rozptyleny vzhled. V tkanich, které
jsou nadmémé fixovany formalinem, Ize rovnéz pozorovat sporadické lehké zbarveni
pojivové tkané. K interpretaci vysledku barveni je tfeba pouzivat pouze intaktni buriky.
Nekrotické nebo degenerované buriky se ¢asto barvi nespecificky.

Tkan pacienta

Pacientské vzorky by mély byt vySetfeny jako posledni. Intenzita pozitivniho zbarveni by
méla byt hodnocena v kontextu jakéhokoli nespecifického barveni pozadi u negativni
reagencni kontroly. Stejné jako u jinych imunohistochemickych test, negativni vysledek
znameng, ze nebyl detekovan dotyCny antigen, nikoli Ze antigen nebyl v testovanych
burikach nebo tkanich pfitomen. V pfipadé potfeby pouzijte panel protilatek pro pomoc s
identifikaci faleSné negativnich reakci. Pfi interpretaci jakéhokoliv imunohistochemického
vysledku by méla byt také vySetfena morfologie jednotlivych tkanovych vzorki za pouziti
fezu barveného hematoxylinem a eosinem. Morfologické nalezy u pacienta a pfislu$na
klinicka data museji byt interpretovany kvalifikovanym patologem.

OMEZENI

Obecné omezeni

1. IHC je vicestupfiovy diagnosticky proces, ktery vyzaduje specializované $koleni ve
vybéru vhodnych reagencii vybéru tkani, fixaci, zpracovani, v pfipravé
imunohistochemického sklicka a v interpretaci vysledk( barveni.

Barveni tk&né zavisi na zachazeni s tkani a na jejim zpracovani pfed barvenim.
Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, promyti, suSeni, zahfivani, fezani nebo

kontaminace jinymi tkanémi &i tekutinami mohou zpUsobit artefakty, zachyceni protilatek

nebo faleSné negativni vysledky. Nekonzistentni vysledky mohou byt diisledkem
odchylek metod fixace a zalévani nebo z inherentnich nepravidelnosti v tkani.

Nadmérné nebo nelpiné kontrastni barveni miize narusit spravnou interpretaci vysledka.

Klinicka interpretace pozitivniho zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi byt
vyhodnocena v kontextu klinické anamnézy, morfologie a dalSich histopatologickych
kritérii. Klinicky vyklad jakéhokoli zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi byt
dopInén morfologickymi studiemi a vhodnymi kontrolami, jakoZ i dalSimi
diagnostickymi testy. Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa seznamit se s
protilatkami, reagenciemi a metodami pouZivanymi k interpretaci obarveného
pFipravku. Barveni musi byt provadéno v certifikované a licencované laboratofi pod
dohledem patologa, ktery je odpovédny za kontrolu obarvenych sklicek a zajisténi
adekvatnosti pozitivnich a negativnich kontrol.
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Spole¢nost VENTANA poskytuje protilatky a reagencie v optimalnim fedéni pro
pouziti, pokud jsou dodrzeny uvedené pokyny. Jakakoli odchylka od doporu€enych
postupt testu mize oCekavané vysledky zneplatnit. Museji byt pouzity

a zdokumentovany pfislusné kontroly. UZivatelé, ktefi se odchyluji od doporucenych
postupt testu, museji pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledkd u pacientd.
Reagencie mohou v dfive netestovanych tkanich vykazovat neoekavané reakce.
Moznost neocekavanych reakci nelze zcela vyloucit ani u testovanych skupin tkani,
a to z dlivodu biologické variability exprese antigenu v novotvarech nebo jinych
patologickych tkanich.” Se zdokumentovanymi neogekavanymi reakcemi se obratte
na mistni servisni zastoupeni.

Tkéné osob infikovanych virem hepatitidy B a obsahujici povrchovy antigen
hepatitidy B (HBsAg) mohou vykazovat nespecifické zabarveni s kfenovou
peroxidazou.8

Pfi pouziti v blokacnich krocich mohou normalni séra ze stejného zivocisného
zdroje jako sekundami antiséra zpUsobit v dusledku autoprotilatek nebo pfirodnich
protilatek faleSné negativni nebo faleSné pozitivni vysledky.

Negativni vysledek, stejné jako u jinych imunohistochemickych testd, znamena, ze
antigen nebyl detekovan, nikoli Ze antigen nebyl v testovanych burikach nebo
tkanich pritomen.

Specificka omezeni

1.

Kazdy krok postupu pro detekéni soupravu byl optimalizovan na pfistrojich
BenchMark IHC/ISH a pfednastaven. Vzhledem k riznym zpUsobdm fixace

a zpracovani tkani mlize byt potfeba prodlouzit nebo zkratit dobu inkubace primarni
protilatky pro individualni vzorky. Doba inkubace primani protilatky zavisi na stupni
fixace tkané a mlize se pohybovat od 8 do 32 minut. Dal$i informace o riiznych
fixacich naleznete v pfirugce ,Immunohistochemistry Principles and Advances™®
nebo ,Immunomicroscopy: A Diagnostic Tool for the Surgical Pathologist’.0

2. Detekéni souprava v kombinaci s primarnimi protilatkami a pfisluSenstvim
VENTANA detekuije antigen, ktery preZije rutinni fixaci formalinem, zpracovani tkani
a fezani.

3. Tato detekéni souprava je optimalizovana pro pouziti s promyvacim roztokem
Reaction Buffer, primarnimi protilatkami, pfisluSenstvim a pfistroji BenchMark
IHC/ISH. Pouziti promyvaciho roztoku Reaction Buffer je dlleZité pro spravné
fungovani této detekéni soupravy. UzZivatelé, ktefi se odchyluji od doporucenych
postup testu, jsou odpovédni za interpretaci vysledku u pacientt za téchto
okolnosti.

4. Tato detekéni souprava je optimalizovana pro pouziti s roztoky LCS (Predilute) nebo
ULTRA LCS (Predilute). LCS je pfedfedény roztok s funkci kryciho sklicka uréeny
k pouziti jako bariéra mezi vodnymi reagenciemi a vzduchem i jako reagencie
k odstranéni parafinu z tkafovych vzorkd v pribéhu procesu odparafinovani.
Bariéra LCS snizuje odpafovani a poskytuje stabilni vodné prostfedi pro reakce IHC
nebo reakce hybridizace in situ (ISH), které se provadéji na pfistrojich VENTANA.

5. Jiné nez specifikované doby a teploty inkubace mohou zpusobit chybné vysledky.
Jakoukoli takovou zménu musi validovat uZivatel.

6.  VSechny detekéni soupravy nemuseji byt registrovany na kazdém pfistroji. Pro vice
informaci kontaktujte mistniho zastupce spole¢nosti Roche.

FUNKCNI CHARAKTERISTIKY

ANALYTICKA VYKONNOST

Vykonnost detekéni soupravy uftraView Universal DAB Detection Kit byla vyhodnocovana

z hlediska preciznosti a dalSimi relevantnimi studiemi. Veskeré barveni bylo provadéno

pomoci protokolu uvedeného v metodickém listu k protilatce na pfistrojich BenchMark

IHC/ISH, neni-li uvedeno jinak.

Studie preciznosti

Testovéani preciznosti detekéni soupravy uftraView Universal DAB Detection Kit bylo

provadéno barvenim fady fez( ze 3 neutralné pufrovanych tkani FFPE s pouzitim

3 primarnich protilatek, mysiho IgG (anti-Ki67) barveného na karcinomu prsu, mysiho IgM

(anti-CD15) barveného na xenogennim $tépu Hodgkinova lymfomu a kréliciho IgG (anti-

S100) na melanomu s pouZzitim pfistroji BenchMark a BenchMark XT. VV§echny primarni

protilatky byly inkubovany 16 minut a sklicka byla kontrastné nabarvena s pouZitim

reagencii Hematoxylin Il a nasledné Bluing Reagent. VSechna sklicka barvena primarni
protilatkou byla vzajemné porovnavana na vhodnost a intenzitu barveni:

1. Cykly barveni pro stanoveni preciznosti v ramci cyklu (porovnavana stejna primarni
protilatka barvena na platformé) byly provadény jedenkrat za den ve 3 oddélenych
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2.

dnech s pouzitim 2 rliznych pfistrojl: pfistroje BenchMark a BenchMark XT; celkem
6 barvicich cyklu. Preciznost v ramci cyklu pro pfistroj BenchMark XT byla 100 %
(30 ze 30 sklicek na primarni protilatku na cyklus, celkem 90 sklicek barvenych na
protilatku ve 3 cyklech) a 100 % (20 ze 20 sklicek na primarni protilatku na cyklus,
celkem 60 sklicek na protilatku ve 3 cyklech) pro pfistroj BenchMark.

Preciznost mezi cykly byla vypocitana na zékladé fady sklicek barvenych ve

3 cyklech na typ pfistroje. Barvici cykly byly provadény jeden za den ve 3
oddélenych dnech s pouZitim 2 riznych piistrojl: pfistroje BenchMark a BenchMark
XT. Preciznost mezi cykly pro pfistroj BenchMark XT byla 100 % (90 z 90 sklicek,
30 sklicek pro kazdou primami protilatku ve 3 oddélenych cyklech) a 100 % (60 ze
60 sklicek, 20 sklicek pro kazdou primarni protilatku ve 3 oddélenych cyklech pro
kazdou platformu) pro pfistroj BenchMark.

Preciznost mezi pfistroji byla vypocitana na zakladé fady sklicek barvenych

v 6 cyklech na vSech typech pfistrojd. Barvici cykly byly provadény 1 za den ve 3
oddélenych dnech s pouzitim 2 riiznych pfistrojd: pfistroje BenchMark a BenchMark
XT. Preciznost mezi pfistroji pro detekéni soupravu uftraView Universal DAB
Detection Kit je 100 % (150 ze 150 obarvenych sklicek, hodnocena sklicka
zahrnovala v3echny 3 primami protilatky).

S detekéni soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit bylo vyvinuto nékolik
primamich protilatek VENTANA. V ramci zkouSek téchto testl byly pro detekéni soupravu
ultraView Universal DAB Detection Kit prokazany nasledujici funkéni charakteristiky:

1.

R
1.

o

Preciznost v ramci jednoho cyklu, mezi dny, mezi pfistroji a mezi platformami na
pfistrojich BenchMark GX, BenchMark XT a BenchMark ULTRA.

Senzitivita a specificita barveni v fadé béznych a neoplastickych tkani a cilovych
tkani specifickych pro test

Preciznost na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS byla prokézana pomoci
reprezentativnich testli. Studie zahrnovaly studie preciznosti v ramci cyklu, mezi dny
a mezi pfistroji. VSechny studie splnily kritéria pfijatelnosti.

ESENi PROBLEMU

Pokud pozitivni kontrola vykazuje slab$i zabarveni, neZ se ofekavalo, je tfeba
zkontrolovat cyklus ostatnich pozitivnich kontrol na stejném pfistroji, abyste zjistili,
zda je to zplisobeno primarni protilatkou nebo jednou z béznych sekundamich
reagencii.

Pokud je pozitivni kontrola negativni, je tfeba ji zkontrolovat, aby bylo zajisténo, Ze
mé sklicko spravny Stitek s ¢arovym kodem. Pokud je sklicko spravné oznaceno, je
tfeba zkontrolovat cyklus ostatnich pozitivnich kontrol na stejném pfistroji, abyste
Zjistili, zda je to zplisobeno primarni protilatkou nebo jednou z béznych
sekundamich reagencii. Tkdné mohly byt nespravné odebrany, fixovany nebo
odparafinovany. Pii odbéru, skladovani a fixaci je tfeba dodrzovat spravny postup.
NeUpIné odstranéni parafinu mize mit za nasledek artefakty barveni anebo absenci
barveni.

. Pokud nebyl ze skli¢ka odstranén veskery parafin, barvici cyklus je tfeba
opakovat s pouZitim roz$ifené moznosti odparafinovani, pokud je k dispozici.

e Alternativné Ize provést ruéni odparafinovani pfistroje. Pokud je pouZita
moznost ruéniho odparafinovani, zruste volbu online odparafinovani z
barviciho protokolu pred viozenim sklicek do pfistroje. Zvlastni péci je tfeba
vénovat tomu, aby sklicka nevyschla pfed provedenim barviciho cyklu.

Pokud je barveni specifické protilatky pfili§ intenzivni, cyklus je tfeba opakovat

s dobou inkubace zkracovanou po 4minutovych intervalech do dosazeni

poZzadované intenzity barveni.

Pokud se tkanové fezy ze sklicka vymyvaji, je tfeba sklicka zkontrolovat a zajistit,

aby byla kladné nabita.

Néapravna opatfeni najdete v uzivatelské pfirucce pfistroje v Casti Postup, pfipadné

se obratte na mistni servisni zastoupeni.

Pokud davkova¢ reagencie nedavkuje tekutinu, zkontrolujte, jestli v napoustéci

komurce nebo na menisku nejsou cizorodé materidly &i pevné Castecky, jako napf.

vlakna nebo precipitaty. Pokud je davkova¢ zablokovan, davkovac nepouzivejte a

kontaktujte své mistni servisni zastoupeni. Jinak znovu naplfite davkovac a mifte

jim nad odpadni nadobu, odstrafite vicko trysky a zatlaCte na homi stranu
davkovace smérem dold. Informace o spravném pouziti najdete v souvisejicim

metodickém listu ke vkladacimu davkovaci (P/N 760-500).

21090CS Rev K



AV :
4 ®
TAv VENTANA

LITERATURA

1. Elias JM, Gown AM, Nakamura RM, et al. Quality control in immunohistochemistry.
Report of a workshop sponsored by the Biological Stain Commission. Am J Clin
Pathol. 1989;92(6):836-843.

Sheehan DC, Hrapchak BB. Theory and Practice of Histotechnology. 2nd edition.
St. Louis, MO: The C.V. Mosby Company; 1980.

Occupational Safety and Health Standards: Occupational exposure to hazardous
chemicals in laboratories. (29 CFR Part 1910.1450). Fed. Register.

Directive 2000/54/EC of the European Parliament and Council of 24 June 2020 on
the protection of workers from risks related to exposure to biological agents at work.
College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic
Pathology Checklist, 2009.

(CLSI) formerly NCCLS. Quality Assurance for Immunocytochemistry: Approved
Guideline. CLSI document MM4-A (ISBN 1-56238-396-5). CLSI, 940 West Valley
Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087-1898 USA, 1999.

Herman GE, Elfont EA. The taming of immunohistochemistry: the new era of quality
control. Biotech Histochem. 1991;66(4):194-199.

Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish
peroxidase to hepatitis B surface antigen. A possible source of error in
immunohistochemistry. Am J Clin Pathol. 1980;73(5):626-32.

Roche PC, Hsi ED. Immunohistochemistry-Principles and Advances. Manual of
Clinical Laboratory Immunology, 6th edition. In: NR Rose, ed. ASM Press; 2002.
Taylor C, Cote RJ. Imnmunomicroscopy: A Diagnostic Tool for the Surgical
Pathologist. 2nd Edition. Philadelphia, PA: W.B. Saunders Company; 1986.
POZNAMKA: V tomto dokumentu se jako symbol pro odd&lovani celého &isla

a desetinnych mist pouziva vzdy te¢ka. Oddélovace pro tisice se nepouzivaji.

Symboly

Spolegnost Ventana pouziva nasledujici symboly a znaky nad rdmec uvedeny v normé
ISO 15223-1 (pro USA: vice informaci naleznete na internetovych
strankachelabdoc.roche.com/symbols).

®

HISTORIE REVIZ]

9.

10.

Cislo polozky Global Trade

Jedine¢ny identifikator prostredku

OznaCuje subjekt dovazejici zdravotnicky prostfedek do Evropské unie

Rev. Aktualizace

Aktualizace oddilu Upozornéni a bezpeénostni opatfeni a odkaz( na navod
k pouZiti a reference symbolli v oddilech Upozornéni a bezpeénostni
opatreni a Symboly.

Aktualizace pfislusného oddilu Literatura

DUSEVNI VLASTNICTVI

VENTANA, BENCHMARK, uftraView a logo VENTANA jsou ochranné znamky
spolecnosti Roche. V3echny ostatni ochranné znamky jsou majetkem pfisluSnych
vlastnikd.

© 2023 Ventana Medical Systems, Inc.

2023-08-10 5/5

FT0700-420p

KONTAKTNI INFORMACE

wl

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

www.roche.com

[=T=]

Roche Diagnostics GmbHSandhofer
Strasse 116D-68305 Mannheim
Germany

+800 5505 6606

21090CS Rev K


https://elabdoc.roche.com/symbols
http://www.roche.com/

	Určené použití
	Souhrn a vysvětlení
	Princip postupu
	Materiál a metody
	Dodávaný materiál
	Rekonstituce, mísení, ředění, titrace
	Potřebné materiály, které nejsou součástí dodávky
	Skladování a stabilita
	Odběr vzorků a příprava pro analýzu

	Upozornění a bezpečnostní opatření
	Postup
	Přístroje BenchMark IHC/ISH
	Doporučené postupy zpracování po obarvení v přístroji

	Postup kontroly kvality
	Pozitivní kontrola tkáně
	Negativní kontrola tkáně
	Nevysvětlitelné rozpory
	Negativní reagenční kontrola
	Ověření testu
	Interpretace výsledků
	Pozitivní kontrola tkáně
	Negativní kontrola tkáně
	Tkáň pacienta

	Omezení
	Obecná omezení
	Specifická omezení

	Funkční charakteristiky
	Analytická výkonnost
	Studie preciznosti

	Řešení problémů
	Literatura
	Symboly

	Historie revizí
	Duševní vlastnictví
	Kontaktní informace

