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AVSEDD ANVANDNING

OptiView DAB IHC Detection Kit (OptiView) &r ett indirekt, biotinfritt system fér detektion
av primarantikroppar frén mus-1gG-, mus-IgM- och kanin. Kitet &r avsett att identifiera mal
genom immunhistokemi (IHC) i sektioner av formalinfixerad, paraffininbéddad och frusen
véavnad som fargas pd VENTANA automatiserat fargningsinstrument for objektglas och
visualiseras med ljusmikroskop. Den kliniska tolkningen av en fargning, eller franvaron av
fargning, méste kompletteras med morfologiska studier och utvardering av korrekta
kontroller.

Denna produkt bér tolkas av en kvalificerad patolog tillsammans med en histologisk
undersokning, relevant klinisk information och lampliga kontroller.

Den hér produkten &r avsedd for in vitro-diagnostik (VD).

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Immunhistokemi (IHC) &r en teknik som anvénds i laboratorier for diagnostiska

andamal. IHC anvénder sig av specifika primarantikroppar fér att lokalisera och binda till
antigener i fasta eller frysta vavnadssnitt. Bindningen av antikroppen till antigenet
visualiseras med en indirekt detektionsmetod. De mest vanliga teknikerna av indirekta
metoder anvander en andra antikropp riktad mot arten av primarantikropp och ett enzym,
med ett motsvarande substrat-kromogent system. Denna kombination resulterar i en
fargad féllning vid platsen for specifik antikroppsbindning. OptiView DAB IHC Detection Kit
anvander en indirekt metod for att visualisera specifika antikroppar bundna till antigener
genom att deponera en brunférgad falining.

PRINCIPER FOR PROCEDUREN

OptiView DAB IHC Detection Kit detekterar specifika priméra antikroppar av mus och
kanin som &r bundna till ett antigen i formalinfixerade, paraffininbaddade (FFPE) eller
frysta vavnadssnitt. Den specifika antikroppen identifieras med en specifik
sekundérantikropp som &r bunden av en enzymmarkerad tertiérantikropp. Komplexet
visualiseras sedan med ett vateperoxidsubstrat och 3, 3'-diaminobensidintetrahydroklorid
(DAB) kromogen, vilket ger en brun féllning som l&tt kan observeras genom ett
ljusmikroskop.

Fargningsprotokollet bestér av flera steg dér reagenser inkuberas under férutbestamda
tider vid specifika temperaturer. Vid slutet av varje inkubationssteg tvattar BenchMark
IHC/ISH-instrumentet sektionerna for att ta bort obundet material och applicerar ett
flytande tackglas som minimerar avdunstningen av de vattenhaltiga reagenserna fran
objektglaset.1 Resultaten tolkas med hjalp av ett ljusmikroskop och hjalper till med
differentiell diagnos av patofysiologiska processer, som kanske &r eller inte &r associerade
med ett visst antigen.

Se respektive anvandarhandbok fér mer detaljerad information om instrumentets
anvandning.

Figur 1 illustrerar den indirekta detektionsmetoden.
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Fig.1 OptiView DAB IHC Detection Kit.

MATERIAL OCH METODER

Medfdljande material

OptiView DAB IHC Detection Kit innehaller tillrackligt med reagens fér 250 tester.

OptiView Peroxidase Inhibitor innehéller 3.0 %
vateperoxidldsning.

En 25 mL dispenser

OptiView HQ Universal Linker innehaller en cocktail av HQ-
maérkta (HQ &r en sjalvstandig hapten som &r kovalent fast
vid get-antikropparna) antikroppar (get-anti-mus I1gG, get-
anti-mus IgM och get-anti-kanin) (ca 50 pg/mL) i en buffert
som innehaller protein med 0.05 % ProClin 300, ett
konserveringsmedel.

En 25 mL dispenser

OptiView HRP Multimer inneh&ller en musmonoklonal anti-
HQ-mérkt HRP-tertiarantikropp med en linker som innehéller
(cirka 40 pg/mL) i en buffert med protein och 0.05 % ProClin
300, ett konserveringsmedel.

OptiView DAB innehéller 0.2 % wiv 3,3-
diaminobensidintetrahydroklorid (DAB) i en patentskyddad
stabilisatorlésning med ett patentskyddat
konserveringsmedel.

OptiView H202 innehdller 0.04 % véteperoxid i en
fosfatbuffertldsning.

En 25 mL dispenser

En 25 mL dispenser

En 25 mL dispenser

OptiView Copper innehaller kopparsulfat (5.0 g/L) i en
acetatbuffert med proprietért konserveringsmedel.

En 25 mL dispenser

Rekonstituering, blandning, spadning, titrering

Detektionskitet &r optimerat fér anvning med BenchMark IHC/ISH-instrument. Ingen
rekonstituering, blandning, spadning eller titrering av kitreagenser behdvs. Ytterligare
spadning kan leda till att fargningen gér férlorad.
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Nodvéandigt material som inte medfdljer

Férgningsreagens som VENTANA-primérantikroppar och tillhérande komponenter,

inklusive objektglas med negativa och positiva vavnadskontroller, medftljer inte.

Eventuellt &r inte alla produkter i metodbladet tillgéngliga i alla lander. Radfraga din lokala

supportrepresentant.

Féljande reagenser och material kan behdvas vid fargning men medféljer inte i

detektionskitet:

1. Primérantikropp

2. Negativ kontrollreagens

3. Rekommenderade vévnadskontroller

4. OptiView Amplification Kit (kat. nr 760-099 / 06396518001 (50 tester) eller 860-099 /
06718863001 (250 tester))

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

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

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

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

9. Hematoxylin Il (kat. Nr. 790-2208 / 05277965001)

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

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

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

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

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

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

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

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

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

19. ULTRA LCS (Predilute) (kat. nr 650-210 / 05424534001)

20. BenchMark [HC/ISH-instrument

21.  Objektglas for mikroskop, positivt laddade

22.  Tackglas och tackglasmetod tillrédcklig for att tacka vévnad

23.  Laboratorieutrustning for allméant bruk

Forvaring och stabilitet

Férvara vid 2-8 °C vid mottagandet och nér den inte anvénds. Far inte frysas.
Anvindaren maste validera alla andra lagringsférhallanden &n de som anges i
metodbladet. Detektionskitet kan anvandas omedelbart efter att ha tagits ur kylskapet.
For att garantera korrekt reagenstillforsel och varje reagens stabilitet maste locket pa
dispensern séttas pa igen efter varje anvandning, och dispensern omedelbart placeras i
kylskép i upprtt lage.

Varje detektionskit & markt med utgangsdatum. Vid korrekt férvaring &r produkten stabil
fram till det datum som anges pé etiketten. Anvand inte produkten efter utgangsdatumet
for den foreskrivna lagringsmetoden. Det finns inga definitiva tecken som indikerar
instabilitet fér denna produkt, darfér bdr positiva och negativa kontroller kéras samtidigt
med okénda prover. Kontakta den lokala supportrepresentanten omedelbart om det finns
indikation pa reagensinstabilitet.

Provtagning och beredning fér analys

FFPE-vévnader lampar sig for anvandning med OptiView DAB Detection Kit och
BenchMark IHC/ISH-instrument (se avsnittet Nodvéandigt material som inte medfdljer). Det
rekommenderade vévnadsfixeringsmediet &r 10 % neutralbuffrad formalin(NBF).2
Varierande resultat kan uppsta till foljd av vavnadssnittstjocklek, fixeringstyp, ofullstandig
forlangd fixering eller speciella processer sésom avkalkning av benmérgspreparat.

Varje snitt ska skaras till amplig tjocklek (2-5 um) fér den primérantikropp som anvands
och placeras pa ett positivt laddat mikroskopobjektglas. Objektglasen som innehéller
véavnadssnitt ska torka i uppratt position i minst 15 minuter vid rumstemperatur for att fa
bort Gverflédigt vatten fran sektionen fére bakning. Objektglasen far bakas/varmas upp i
en timme i en ugn vid 60 °C £ 5 °C eller lufttorkas vid 37 °C i upp till 24 timmar.
Objektglastorkning och -uppvarmning anvénds for att torka vévnaden efter
objektglasmontering och fér att forbattra vavnadsvidhéaftningen till glaset. Se
primérantikroppens metodblad for att identifiera begransningar fér uppvarmning. Forlangd
uppvarmning av vavnaden kan leda till minskad antigentillgénglighet.

Korrekt fixerade och inbaddade vévnader som uttrycker antigenet forblir stabila om de
férvaras pa en sval plats (15-25 °C). Clinical Laboratory Improvement Act (CLIA) frén
1988, 42CFR493.1259 (b) kraver att "Laboratoriet maste behalla objektglas i minst tio ar
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frén undersokningsdatumet och behalla provblock i minst tva ar fran

undersékningsdatumet”. Varje laboratorie ska validera stabiliteten for snittat objektglas for
sina egna procedurer och miljisméassiga férvaringsforhallanden.

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

1. Féranvandning vid in vitro-diagnostik (IVD).

2. Endast for yrkesméssigt bruk.

3. Varning: Méjligen cancerframkallande. International Agency for Research on
Cancer (IARC) och US National Toxicology Program (NTP) har listat bensidin, en
forening ndra beslaktad med 3, 3-diaminobensidintetrahydroklorid (DAB), som ett
ké&nt humant cancerframkallande &mne.

4. Anvand inte fler gdnger &n det angivna antalet tester.

5. ProClin 300-6sning anvénds som konserveringsmedel i denna Idsning. Det har
klassificerats som ett irriterande &mne och kan orsaka sensibilisering genom
hudkontakt. laktta rimliga forsiktighetsatgérder vid hantering. Undvik att reagenser
kommer i kontakt med égon, hud och slemhinnor. Anvénd skyddsklader och
handskar.

6. Material av humant eller animaliskt ursprung ska hanteras som potentiellt biologiskt
farligt och omhéndertas i enlighet med tillimpliga férsiktighetsatgérder. Vid
exponering ska de ansvariga myndigheternas halsodirektiv foljas. 3.4

7. Vidta rimliga forsiktighetstgérder vid hantering av reagenser. Undvik att reagenser
kommer i kontakt med dgon, hud och slemhinnor. Anvénd engéngshandskar och
anvand lampliga skyddsklader nér du hanterar misstankta cancerframkallande
&mnen eller toxiskt material.

8. Om reagenser kommer i kontakt med kénsliga omraden ska dessa skoljas med
stora mangder vatten. Undvik inandning av reagenser.

9.  Setil att avfallshehdllaren &r tom innan du startar en kdrning pa instrumentet. Om
denna forsiktighetsatgérd inte vidtas kan avfallsbehallaren bli éverfylld och
anvéndaren riskerar att halka och ramla.

10.  Undvik mikrobiell kontaminering av reagenser eftersom detta kan orsaka felaktiga
resultat.

11.  For ytterligare information om anvandningen av den hér enheten, se i
bruksanvisningen fér BenchMark IHC/ISH-instrument och metodbladen fér alla
nodvéndiga komponenter pa navifyportal.roche.com.

12.  Kontakta lokala och/eller statliga myndigheter fér att faststélla rekommenderad
metod fér avfallshantering.

13.  Produktsékerhetsmarkningen féljer framst EU:s GHS-vagledning.
Sékerhetsdatablad finns tillgéngligt for professionella anvéandare pa begaran.

14.  For att rapportera missténkta allvarliga handelser relaterade till den har enheten ska
man kontakta den lokala Roche-representanten och den behdriga myndigheten i
den medlemsstat eller land d&r anvéndaren &r etablerad.

Denna produkt innehaller komponenter som klassificeras enligt foljande i enlighet med

Férordning (EG) nr 1272/2008:

Tab.l1  Information om risker.
Risk Kod Uttalande
Fara H350 Kan orsaka cancer.

H412 Skadligt fér vattenlevande organismer med langvariga
effekter.

P201 Folj specialinstruktioner fore anvandning.

P202 Hantera inte forran alla sékerhetsatgarder har lasts
och forstatts.

p273 Undvik utslapp i miljén.

P280 Anvand
skyddshandskar/skyddsklader/dgonskydd/ansiktsskyd
d/hdrselskydd.

P308 + Vid exponering eller oro: Sok lakarhjalp.

P313

P501 Innehéllet/behallaren lamnas till en godkand
avfallsanlaggning.

EUH208: Innehéller blandning av: 5-kloro-2-metyl-4-isotiazolin-3-on och 2-metyl-2H-
isotiazol-3-on (3:1). Kan framkalla allergisk reaktion.
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PROCEDUR

OptiView DAB IHC Detection Kit har utvecklats fér anvandning p& BenchMark IHC/ISH-
instrument i kombination med VENTANA-primarantikroppar och tillbeh6r. Parametrarna for
de automatiserade procedurerna kan visas, skrivas ut och redigeras i enlighet med
metoden i instrumentets anvandarhandbok. Instrumentets évriga driftsparametrar har
stallts in i forvag pa fabriken.

Procedurerna for fargning pa BenchMark IHC/ISH-instrument &r foljande. Mer detaljerade
instruktioner och ytterligare protokollalternativ finns i anvandarhandboken. Huruvida ett
prov kréver Cell Conditioning &r antikroppsberoende. Se antikroppens metodblad for
anvisningar.

BenchMark IHC/ISH-instrument

1. Applicera en streckkodsetikett for objektglaset som motsvarar det protokoll som ska
anvéndas.

Ladda primérantikroppen, 1&mplig dispensering for detektionskit och nédvandigt
tilbehdrsreagens pa reagensbrickan och placera dem pa instrumentet.

Kontrollera bulkvétska och tém avfall.

Ladda objektglasen pd instrumentet.

Starta fargningskorningen.

Nér kérningen ar klar tar du bort objektglasen fran instrumentet.

Fortsétt till Rekommenderade procedurer for efterbehandling av instrument.

Rekommenderade procedurer for efterbehandling av instrument

N o gk w

1. Tvatta objektglasen med ett milt diskmedel for att ta bort tackglaslosningen.
2. Skdlj objektglasen noggrant i destillerat vatten fér att ta bort allt tvattmedel.
3. Torka, rensa och applicera tackglas med permanent monteringsmedia.

PROCEDUR FOR KVALITETSKONTROLL
Positiv vavnadskontroll

En positiv vavnadskontroll maste kéras med varje fargningsprocedur som utférs. Det &r
optimal laboratoriepraxis att anvanda ett snitt for positiv kontroll p4 samma objektglas som
patientvavnaden. Denna praxis hjalper till att identifiera ett misslyckande med att applicera
primarantikropp eller annan kritiskt reagens pa patientens testobjektglas. En vévnad med
svag positiv férgning &r bast lampad for optimal kvalitetskontroll. De positivt fargade
vavnadskomponenterna anvands for att bekréafta att antikroppen applicerades och
instrumentet fungerade korrekt. Denna vévnad kan innehdlla bade positivt och negativt
fargade celler eller vdvnadskomponenter och fungera som bade positiv och negativ
kontrollvévnad. Kontrollvdvnad bor utgéras av farska obduktions-, biopsi- eller kirurgiska
prover, vilka preparerats eller fixerats sé tidigt som mojligt pa ett satt som &r identiskt med
behandlingen av testsnitten. Sddana vavnader kan kontrollera alla steg i proceduren frén
vavnadsberedning till fargning. Anvéndning av ett vavnadssnitt som &r fixerat eller
bearbetat pa ett annat sétt &n testprovet kommer att ge kontroll fér alla reagens- och
metodsteg utom fixering och vavnadsbearbetning.

Kénda positiva vavnadskontroller bor endast anvéndas fér att kontrollera korrekt
prestanda for bearbetade vavnader och testreagenser, inte som hjélpmedel vid
faststallande av en specifik diagnos for testprov. Om de positiva vavnadskontrollerna inte
uppvisar positiv fargning, bor testprovernas resultat anses ogiltiga.

Negativ vavnadskontroll

Samma vavnad som anvands for den positiva vvnadskontrollen kan anvandas som den
negativa vdvnadskontrollen. De manga celltyper som finns i de flesta vévnadssnitt
erbjuder interna negativa kontrollplatser, men detta bér verifieras av anvéndaren.
Komponenterna som inte fargar bor visa franvaro av specifik fargning och ge en indikation
pa bakgrundsfargning. Om specifik fargning intraffar p& de negativa
vavnadskontrollplatserna, bor resultaten med patientproverna betraktas som ogiltiga.
Oforklarliga avvikelser

Oforklarliga avvikelser i kontrollerna bor omedelbart rapporteras till din lokala
supportrepresentant. Om kvalitetskontrollresultaten inte uppfyller specifikationerna &r
patientresultaten ogiltiga. Se avsnittet Felsokning i detta metodblad. Identifiera och
atgarda problemet och upprepa sedan patientproverna.

Negativ reagenskontroll

En negativ reagenskontroll maste koras for varje prov for att underlétta tolkningen av
resultaten. En negativ reagenskontroll anvénds i stéllet for primarantikroppen for att
utvérdera icke-specifik fargning. Objektglaset bor fargas med Negative Control Mouse
eller Negative Control Rabbit, sdsom ldmpligt. Spadningsvétskan kan ensam anvindas
som ett alternativ till de tidigare beskrivna negativa reagenskontrollerna.
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Inkubationsperioden fér den negativa reagenskontrollen bér vara samma som
primérantikroppens inkubationsperiod.

Nér paneler med flera antikroppar anvands vid seriell snittning kan en negativ
reagenskontroll pé ett objektglas fungera som en negativ eller ospecifik bindningskontroll
for andra antikroppar.

Analysverifiering

Fére den férsta anvéndningen av en primérantikropp eller ett fargningssystem i en
diagnostisk procedur bér primarantikroppens specificitet verifieras genom att testa den pa
en serie vavnader med kénda prestandaegenskaper fér immunhistokemi som
representerar kdnda positiva och negativa vévnader (se avsnittet Positiv vavnadskontroll i
primarantikroppens metodblad och rekommendationerna fér kvalitetskontroll fran College
of American Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology
Checklist,5 eller CLSI Approved Guideline® eller bida dokumenten). Dessa procedurer for
kvalitetskontroll bor upprepas fér varje ny antikroppslot eller nér det uppkommer en
&ndring i analysparametrarna. Vavnader angivna i avsnittet Prestandaegenskaper i
primérantikroppen &r [ampliga for analysverifiering.

Tolkning av resultaten

OptiView DAB IHC Detection Kit orsakar en brun eller rodfargad reaktionsprodukt som
falls ut vid antigen-platserna som lokaliserats av primérantikroppen. En kvalificerad
patolog med erfarenhet av immunhistokemiska procedurer maste utvardera kontroller och
kvalificera den fargade produkten innan resultaten tolkas. Fargning av negativa kontroller
maste antecknas férst och dessa resultat ska jamforas med fargat material for att verifiera
att den genererade signalen inte &r resultatet av ospecifika interaktioner.

Positiv vavnadskontroll

Den férgade positiva vavnadskontrollen bor undersokas forst for att sakerstélla att alla
reagenser fungerar korrekt. Férekomst av en lampligt fargad reaktionsprodukt i malcellen
ar en indikation pa positiv reaktivitet. Beroende pa inkubationslangden och styrkan hos det
anvéanda hematoxylinet kommer kontrastfargning att resultera i en blek till morkbla
férgning av cellkdrnor. Overdriven eller ofullsténdig kontrastfargning kan forhindra korrekt
tolkning av resultat.

Om den positiva vavnadskontrollen inte uppvisar positiv fargning, bér alla testprovernas
resultat anses ogiltiga.

Negativ vavnadskontroll

Den negativa vévnadskontrollen bdr undersokas efter den positiva vavnadskontrollen for
att verifiera den specifika mérkningen av malantigenet med priméarantikroppen. Franvaron
av specifik fargning i den negativa vavnadskontrollen bekréftar avsaknad av korsreaktivitet
for antikropp fér celler eller cellulara komponenter. Om specifik fargning intréffar p& den
negativa vavnadskontrollen, bér resultaten med patientproverna betraktas som ogiltiga.
Icke-specifik fargning, om sadan férekommer, kommer att ha ett diffust utseende.
Sporadisk ljus fargning av bindvav kan ocksa observeras i snitt fran alltfor formalinfixerade
vavnader. Intakta celler bor anvéndas for tolkning av fargningsresultat. Nekrotiska eller
degenererade celler fargar ofta ospecifikt.

Patientvavnad

Patientprover ska undersékas sist. Positiv fargningsintensitet bér bedémas inom ramen for
eventuell icke-specifik bakgrundsfargning av den negativa reagenskontrollen. Som med
alla immunhistokemiska test betyder ett negativt resultat att antigenet i fraga inte
detekterades, inte att antigenet inte finns i cellerna eller analyserad vavnad. Anvand vid
behov en panel av antikroppar for att hjalpa till att identifiera falska negativa reaktioner.
Morfologin for varje vavnadsprov bér ocksd undersokas med hjalp av en hematoxylin- och
eosinfargade snitt vid tolkning av eventuella immunhistokemiska resultat. Patientens
morfologiska resultat och relevanta kliniska data maste tolkas av en kvalificerad patolog.

BEGRANSNINGAR
Allméanna begransningar

1. IHC é&ren diagnostisk process i flera steg som kréver specialutbildning i valet av
lampliga reagenser, vavnadssnitt, fixering, bearbetning, beredning av
immunhistokemiobjektglaset och tolkning av fargningsresultaten.
Vévnadsfargning &r beroende av hantering och behandling av vévnaden innan
fargning. Felaktig fixering, frysning, upptining, tvattning, torkning, uppvarmning,
snittning eller kontaminering med andra vé&vnader eller vétskor kan ge artefakter,
bindande antikroppar eller falska negativa resultat. Inkonsekventa resultat kan fas
vid variationer i fixerings- och inbaddningsmetoder eller fran inneboende
oregelbundenheter i vdvnaden.

1010323SV Rev F



V=NTANA

Overdriven eller ofullstandig kontrastfargning kan forhindra korrekt tolkning av
resultat.

Den Kliniska tolkningen av positiv fargning eller franvaro darav, maste utvarderas
inom ramen fér klinisk historik, morfologi och andra histopatologiska kriterier. Den
kliniska tolkningen av eventuell fargning eller frnvaro dérav, maste kompletteras
med morfologiska studier och korrekta kontroller samt andra diagnostiska tester.
Det &r en kvalificerad patologs ansvar att k&nna till antikropparna, reagenserna och
metoderna som anvénds fér att tolka det fargade preparatet. Fargning maste utforas
i ett certifierat licensierat laboratorium under dverinseende av en patolog som
ansvarar for att granska de fargade objektglasen och sakerstélla att de positiva och
negativa kontrollerna &r tillrackliga.

Antikroppar och reagenser frdn VENTANA tillhandahalls med optimal utspadning for
anvéandning nar de medfoljande instruktionera foljs. Avvikelser fran
rekommenderade testférfaranden kan ogiltigforklara forvantade resultat. Lampliga
kontroller méste anvandas och dokumenteras. Anvéndare som avviker fran
rekommenderade testforfaranden maste ta ansvar for tolkningen av
patientresultaten.

Reagenser kan visa ovantade reaktioner i tidigare otestade vavnader. Risken for
ovantade reaktioner dven i testade vévnadsgrupper kan inte elimineras fullstandigt
pa grund av biologisk variation av antigenuttryck i neoplasmer eller andra
patologiska vévnader.”-8 Kontakta din lokala supportrepresentant med
dokumenterade ovéntade reaktioner.

Vévnader fran personer som &r infekterade med hepatit B-virus och som innehaller
hepatit B-ytantigen (HBsAg) kan uppvisa icke-specifik fargning med
pepparrotsperoxidas.?

Vid anvéandning i blockeringssteg kan normala serum fran samma djurkalla som
sekundara antiserum orsaka falskt negativa eller falskt positiva resultat pa grund av
autoantikroppar eller naturliga antikroppar.

Som med alla immunhistokemiska test betyder ett negativt resultat att antigenet i
fraga inte detekterades, inte att antigenet inte fanns i cellerna eller analyserad
vévnad.

Specifika begransningar

1. Varje steg i proceduren for detektionskitet har optimerats pa BenchMark IHC/ISH-
instrument och &r férinstéllt. P& grund av variation i vavnadsfixering och bearbetning
kan det vara nodvandigt att oka eller minska primarantikroppens inkuberingstid p&
enskilda prover. Primérantikroppens inkuberingstid beror pa graden av
vévnadsfixering och kan variera frén 4 till 120 minuter. Ytterligare information om
fixeringsvariabler finns i "Immunohistochemistry Principles and Advances”.10 eller
"Immunomicroscopy: A Diagnostic Tool for the Surgical Pathologist”.11
Detektionskitet, i kombination med VENTANA-primarantikroppar och tillbehér,
detekterar antigen som dverlever rutinméssig vavnadsbearbetning och snittning.
Detektionskitet har optimerats for anvandning med Reaction Buffer-tvattlsning,
primérantikropp, tillbehdr och BenchMark IHC/ISH-instrument. Anvéndning av
Reaction Buffer tvattlosning &r viktigt for att detektionskitet ska fungera korrekt.
Anvindare som avviker frn rekommenderade testforfaranden &r ansvariga for
tolkningen av patientresultat under dessa omstandigheter.

Det hér detektionskitet har optimerats fér anvandning med LCS (Predilute) eller
ULTRA LCS (Predilute). LCS ar en forspadd téckglaslésning som anvéands bade
som en barridr mellan vattenhaltiga reagenser och luften samt som en reagens for
att avlagsna paraffin frén vavnadsprover under avparaffinering. Denna LCS-barriér
minskar avdunstning och ger en stabil vattenhaltig miljé for IHC- eller in situ-
hybridisering (ISH)-reaktioner som utfors p& BenchMark IHC/ISH-instrument.
Inkuberingstider och andra temperaturer &n de angivna kan ge felaktiga resultat.
Anvindaren maste validera alla sddana andringar.

Alla detektionskit kanske inte registreras pa varje instrument. Kontakta din lokala
supportrepresentant fér mer information.

Det rekommenderade fixeringsmedlet fér OptiView detektionssystem &r 10 %
Neutral Buffered Formalin (NBF). Om fixeringsmedlet Modified Davidson anvands
kan detta leda till oacceptabla fargningsresultat.

PRESTANDAEGENSKAPER

ANALYTISK PRESTANDA

Prestandan for OptiView DAB IHC Detection Kit utvérderades genom reproducerbarhet
och andra relevanta studier. All fargning utfordes med hjélp av protokollet enligt det som
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anges i antikroppens metodblad fér BenchMark IHC/ISH-instrument om inget annat
anges.

Testning pagar:
Sensitivitet och specificitet

Specificitetstest for att pavisa specifik detektion av mus- och kaninprimarantikroppar och
acceptabla nivaer av icke-specifik bakgrundsférgning for att sakerstélla tolkning av
positiva och negativa resultat dventyras inte.

Sensitivitetstest for att pavisa formagan att detektera primérantikroppar som &r bundna till
l&ga nivaer av antigener med lampliga fargningsménster.

Precision
Precision inom och mellan kdrningar
Precision inom plattform och mellan plattformar

| samtliga fall lastes vévnadsproverna och bedémdes som godtagbara for
fargningslamplighet och kvalitet for morfologisk cellfargning. Samtliga studier uppfylide
sina acceptanskriterier.

FELSOKNING

1. Om den positiva kontrollen uppvisar svagare fargning an vantat, ska andra positiva
kontroller som korts i samma instrumentkérning, kontrolleras for att avgdra om det
beror pa primarantikroppen eller en av de vanliga sekundara reagenserna.
Kontrollera att objektglaset har rétt streckkodsetikett om den positiva kontrollen &r
negativ. Om objektglaset ar mérkt ordentligt, ska andra positiva kontroller som kérts
i samma instrumentkorming kontrolleras for att avgora om det beror pa
primérantikroppen eller en av de vanliga sekundéra reagenserna. Vavnader kan ha
samlats in pa fel sétt, fixerats eller avparaffinerats. Rétt procedur for insamling,
lagring och fixering ska foljas.

Otillracklig avparaffinering kan resultera i fargning av artefakter eller ingen fargning.

Om allt paraffin inte har tagits bort fran objektglaset bor fargningskormingen
upprepas med alternativet forlangd avparaffinering, om tillgéngligt.

Alternativt kan en manuell avparaffinering utanfér instrumentet utféras. Om
det manuella alternativet anvands, avmarkera avparaffinering online fran
fargningsprotokollet innan du laddar objektglasen pd instrumentet. Extra
forsiktighet bor vidtas for att sékerstélla att objektglasen inte torkar ut fére
fargningskorningen.

Om specifik antikroppsfargning &r for intensiv, bér kérningen upprepas med
inkuberingstid férkortad med 4 minuters intervall tills énskad fargningsintensitet
uppnas.

Om vavnadssnitt skéljs av objektglaset, bér objektglasen kontrolleras for att
sakerstdlla att de &r positivt laddade.

Korrigerande atgarder finns i avsnittet fér procedurer, instrumentets bruksanvisning
eller kan fas av din lokala supportrepresentant.

Om en reagens-dispenser inte dispenserar vatska, kontrollera priming-kammaren
eller menisk fér frammande material eller partiklar, sdsom fibrer eller fallningar. Om
dispensern &r blockerad, anvénd inte dispensern utan kontakta din lokala
supportrepresentant. Annars ska du falla in dispensern igen genom att rikta
dispensern dver en avfallshehallare, ta bort munstyckslocket och trycka ner pa
toppen av dispensern. Se tillhérande metodblad f6r inline-dispensern kopplat till
art.nr 760-700 for information om korrekt anvéndning.

Endogen peroxidasaktivitet kan forekomma om Peroxidasehdmmare inte valjs fére
eller efter primé&rantikroppen. Standardreceptinstéliningen &r ingen applikation.
Operatdren maste vélja ndr Peroxidasehammaren ska appliceras da ett protokoll
upprattas, om sa Gnskas.

Qonskad fargning av plasma och mastceller kan uppsta vid nedbrytning av proteas.
Den negativa vévnadskontrollen ska utvarderas for att ange bakgrundsférgningens
nivé jamfért med det positivt fargade resultatet.8
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