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PRZEZNACZENIE

Zestaw uftraView Universal DAB Detection Kit to wolny od biotyny system przeznaczony
do posredniej detekcji przeciwciat pierwszorzedowych: mysich przeciwciat IgG, mysich
przeciwciat IgM i przeciwciat kréliczych. Zestaw jest przeznaczony do identyfikacji metoda,
immunohistochemiczng czasteczek wykrywanych w skrawkach tkanek utrwalonych w
formalinie i zatopionych w parafinie oraz w zamrozonych skrawkach tkankowych,
wybarwionych w aparacie BenchMark IHC/ISH.

Wynik powinien zosta¢ zinterpretowany przez wykwalifikowanego patomorfologa na
podstawie badan histopatologicznych, odpowiednich danych klinicznych i wiasciwych
kontroli.

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

STRESZCZENIE | INFORMACJE OGOLNE

Immunohistochemia (IHC) to technika stosowana w laboratoriach do celow
diagnostycznych. Dziatanie techniki IHC opiera sie na wykorzystaniu swoistych
przeciwciat pierwszorzedowych do zlokalizowania antygendw w utrwalonych lub
zamrozonych skrawkach tkankowych, do ktrych te przeciwciata zostajg przytaczone.
Przytaczenie sie przeciwciata do antygenu jest wizualizowane po$rednig metoda detekcii.
W najczesciej stosowanych technikach metod posrednich wykorzystywane jest
przeciwciato drugorzedowe skierowane przeciwko przeciwciatu pierwszorzedowemu
danego gatunku oraz enzym z odpowiednim uktadem substrat-chromogen. Taka
kombinacja powoduje wytracenie barwnego osadu w miejscu wigzania swoistych
przeciwciat. Wykorzystywana w zestawie u/traView Universal DAB Detection Kit metoda
po$rednia umozliwia uwidocznienie swoistych przeciwciat przytaczonych do antygenéw
poprzez wytracenie bragzowego osadu.

ZASADA DZIALANIA

Zestaw uftraView Universal DAB Detection Kit umoZliwia detekcje swoistych przeciwciat
pierwszorzgdowych mysich i kréliczych przytaczonych do antygenu w skrawkach tkanek
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE) lub zamrozonych skrawkach
tkankowych. Swoiste przeciwcialo jest lokalizowane przez koktajl przeciwciat
drugorzedowych znakowanych enzymem. Nastepnie kompleks jest uwidaczniany za
pomoca substratu nadtlenku wodoru i chromogenu DAB (tetrachlorowodorek 3,3'-
diaminobenzydyny), ktére powodujg wytracenie brazowego osadu tatwego do obserwacji
pod mikroskopem $wietinym.

Protokét barwienia obejmuje wiele krokow inkubaciji odczynnikdw przez okre$lony czas w
okre$lonej temperaturze. Pod koniec kazdego kroku inkubacji aparat BenchMark IHC/ISH
przeptukuje skrawki w celu usunigcia niezwigzanego materiatu i nanosi ptynne szkietko
nakrywkowe, ktére minimalizuje parowanie odczynnikéw wodnych z preparatu. !
Interpretaciji wynikéw dokonuije sie przy uzyciu mikroskopu $wietinego. Wyniki moga
wspomagac rozpoznanie réznicowe procesow patofizjologicznych, ktére moga (ale nie
musza) by¢ powigzane z poddawanym ocenie antygenem.

Szczegdtowe informacje dotyczace obstugi aparatu zawiera odpowiedni przewodnik
uzytkownika. Na Rysunku 1 przedstawiono zasade dziatania posredniej metody detekcji.
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Rys. 1. Dziatanie zestawu u/¢raView Universal DAB Detection Kit

MATERIALY | METODY
Dostarczone materiaty

Zestaw ultraView Universal DAB Detection Kit zawiera odczynniki w ilosci wystarczajacej
do przeprowadzenia 250 testow.

Jeden dozownik Odczynnik uftraView Universal DAB Inhibitor zawiera roztwor

25mL nadtlenku wodoru w stezeniu 3%.
Jeden dozownik Odczynnik uftraView Universal HRP Multimer zawiera koktajl
25mL przeciwciat znakowanych HRP (kozie przeciwciata skierowane

przeciwko mysim przeciwciatom IgG, kozie przeciwciata
skierowane przeciwko mysim przeciwciatom IgM i kozie
przeciwciata skierowane przeciwko przeciwciatom kréliczym)
(okoto 55 pg/mL) w buforze z dodatkiem biatka i $rodka ProClin
300, bedacego konserwantem.

Jeden dozownik
25mL

Odczynnik uftraView Universal DAB Chromogen zawiera
zastrzezony roztwdr stabilizatora z dodatkiem
tetrachlorowodorku 3,3'-diaminobenzydyny w stezeniu 0.2%
(w/v) i zastrzezonego $rodka konserwujacego.

Jeden dozownik
25mL

Odczynnik uftraView Universal DAB H20, zawiera roztwor
buforu fosforanowego z dodatkiem nadtlenku wodoru w stezeniu
0.04%.

Odczynnik uftraView Universal DAB Copper zawiera bufor
octanowy z dodatkiem siarczanu miedzi (5 g/L) i zastrzezonego
konserwantu.

Jeden dozownik
25 mL

Odtwarzanie, mieszanie, rozcienczanie, miareczkowanie

Zestaw detekcyjny zostat zoptymalizowany do uzytku w aparatach BenchMark IHC/ISH.
Odtwarzanie, mieszanie, rozcieficzanie lub miareczkowanie odczynnikéw wchodzacych w
sklad zestawu nie jest konieczne. Dalsze rozcieficzanie moze doprowadzi¢ do utraty
barwienia.

Materialy wymagane, ale niedostarczane

W sktad dostarczonego zestawu nie wchodzg odczynniki do barwienia, takie jak
przeciwciata pierwszorzedowe firmy VENTANA, ani elementy pomocnicze, takie jak
ujemne i dodatnie kontrolne preparaty tkankowe.

Nie wszystkie produkty przedstawione w arkuszu metody s dostepne we wszystkich
regionach geograficznych. Odpowiednich informacji udzieli lokalny przedstawiciel dziatu
pomocy technicznej.

Wymienione nizej odczynniki i materiaty mogq by¢ potrzebne do przeprowadzenia
barwienia, ale nie sg dostarczane z zestawem detekcyjnym:

1. Przeciwciato pierwszorzedowe

2. Odczynnik do kontroli ujemnej
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3. Tkanki do kontroli dodatniej i ujiemnej (zalecane typy tkanek wymieniono w arkuszu
metody przeciwciata)

4. Amplification Kit (nr kat. 760-080 / 05266114001)

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

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

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

8. Hematoxylin (nrkat. 760-2021 / 05266726001)

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

20.  Aparat BenchMark IHC/ISH

21.  Szkietka mikroskopowe, natadowane dodatnio

22. Szkietka nakrywkowe i metoda naktadania szkietek nakrywkowych odpowiednia do
przykrycia catej tkanki

23.  Sprzet laboratoryjny do ogo6inego uzytku

Przechowywanie i stabilnos¢

Produkt, bezposrednio po odebraniu i zawsze, gdy nie jest uzywany, nalezy
przechowywaé w temperaturze 2-8°C. Nie zamraza¢. Uzytkownik jest zobowigzany do
walidacji warunkdw przechowywania réznigcych sie od tych okreslonych w arkuszu
metody. Zestawu detekcyjnego mozna uzy¢ bezposrednio po wyjeciu go z loddwki.

W celu zapewnienia wiasciwego dozowania odczynnika i stabilnoci odczynnika

po kazdym uzyciu na dozownik nalezy zatozy¢ zatyczke i niezwlocznie umiesci¢ go

w lodéwce w pozycji pionowe;.

Kazdy zestaw detekcyjny jest oznaczony datg waznoéci. Prawidtowo przechowywany
produkt zachowuije stabilno$¢ do daty podanej na etykiecie. Nie uzywa¢ produktu po
uptywie daty waznosci dla zalecanej metody przechowywania. Nie stwierdzono
jednoznacznych oznak, ktére mogtyby wskazywac na niestabilno$¢ tego produktu; dlatego
podczas badania nieznanych preparatéw nalezy jednocze$nie wykona¢ badanie kontroli
dodatniej i uiemnej. W razie wystapienia oznak wskazujgcych na niestabilno$¢ odczynnika
nalezy niezwlocznie skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem dziatu pomocy
techniczne;.

Pobieranie probek i przygotowanie ich do analizy

Do stosowania z zestawem ultraView Universal DAB Detection Kit i aparatami BenchMark
IHC/ISH nadaja sie rutynowo przygotowane tkanki FFPE (patrz cze$¢ ,Materiaty
wymagane, ale niedostarczane”). Zalecanym $rodkiem do utrwalania tkanek jest obojetna
zbuforowana formalina (NBF) w stezeniu 10%.2 Grubos¢ skrawkéw tkanek, metoda
utrwalania, niepetne/diugotrwate utrwalenie lub procesy specjalne, np. odwapnienie
preparatow ze szpiku kostnego, mogq by¢ przyczyng zmiennosci wynikow.

Tkanki nalezy pocig¢ na skrawki o grubo$ci odpowiedniej dla uzywanego

przeciwciata pierwszorzedowego (patrz arkusz metody odpowiedniego przeciwciata) i
umiesci¢ na dodatnio natadowanych szkietkach mikroskopowych. Przed
rozpoczeciem wypiekania szkietka ze skrawkami tkanek nalezy pozostawi¢ w pozycji
pionowej w temperaturze pokojowej na co najmniej 15 minut w celu odsaczenia
nadmiaru wody spod skrawka. Preparaty mozna suszy¢/podgrzewac w piecu przez 1
godzing w temperaturze 60°C + 5°C lub suszy¢ na powietrzu w temperaturze 37°C
przez maksymalnie 24 godziny. Suszenie i podgrzewanie preparatéw ma na celu
osuszenie tkanki po zatopieniu preparatu i wzmocnienie adhezji tkanki do szkietka.
Ograniczenia dotyczace podgrzewania przedstawiono w arkuszu metody

przeciwciata pierwszorzgdowego. Zbyt diugie podgrzewanie tkanek moze
doprowadzi¢ do obnizenia dostepnosci antygenu.

Prawidtowo utrwalone i zatopione tkanki, w ktdrych zachodzi ekspresja antygenu,
pozostang stabilne, je$li beda przechowywane w chtodnym migjscu (15-25°C). W
wytycznej 42CFR493.1259 (b) normy Clinical Laboratory Improvement Act (CLIA) z
1988 r. okreslono wymog nakazujacy laboratoriom przechowywanie preparatow przez
co najmniej dziesie¢ lat od daty badania oraz przechowywanie bloczkow prébek przez
co najmniej dwa lata od daty badania. Kazde laboratorium powinno walidowac
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stabilno$¢ preparatow cigtych skrawkéw tkanek zgodnie z wewnetrznymi procedurami i
Srodowiskowymi warunkami przechowywania preparatow.

Do stosowania z zestawem u/traView Universal DAB Detection Kit i aparatami BenchMark
IHC/ISH nadaja sie réwniez rutynowo przygotowane, zamrozone tkanki. Zalecane jest
utrwalanie tkanek przez 10 minut w zimnym acetonie. Dlugotrwate utrwalanie lub procesy
specjalne, np. odwapnienie preparatow ze szpiku kostnego, moga by¢ przyczyng
zmienno$ci wynikow.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

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

2. Wylgcznie do uzytku profesjonalnego.

3. PRZESTROGA: W Stanach Zjednoczonych prawo federalne zezwala na sprzedaz
tego wyrobu wylacznie lekarzowi lub na zlecenie lekarza. (Rx Only)

Ostrzezenie: Mozliwy czynnik rakotworczy. Benzydyna, zwigzek $cisle
powigzany z tetrachlorowodorkiem 3,3'-diaminobenzydyny (DAB), widnieje na
listach stworzonych przez Migdzynarodowa Agencje Badan nad Rakiem
(International Agency for Research on Cancer, IARC) oraz w ramach
amerykanskiego programu National Toxicology Program (NTP) jako substancja o
znanym dziataniu rakotwérczym na ludzi.

Nie wykonywa¢ wigkszej liczby testow niz liczba okreslona na etykiecie.

W tym roztworze jako $rodek konserwujacy zastosowano roztwér ProClin 300.
Uznano go za $rodek drazniacy, a jego kontakt ze skérg moze powodowac
uczulenie. Podczas pracy z produktem nalezy stosowaé¢ uzasadnione $rodki
ostroznosci. Unika¢ kontaktu odczynnikéw z oczami, skora i btonami $luzowymi.
Stosowa¢ odpowiednig odziez i rekawice ochronne.

Materiaty pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego nalezy traktowac jako materiaty
stanowigce potencjalne zagrozenie biologiczne i usuwaé je z zachowaniem
wiasciwych Srodkow ostroznosci. W przypadku narazenia nalezy przestrzegaé
wytycznych okreslonych w dyrektywach wydanych przez wiasciwe organy.34
Podczas pracy z odczynnikami nalezy stosowaé¢ uzasadnione $rodki ostrozno$ci.
Unikac kontaktu odczynnikéw z oczami, skérg i btonami $luzowymi. Podczas pracy
z materiatami 0 domniemanym dziataniu rakotwdrczym lub materiatami toksycznymi
nalezy nosi¢ rekawiczki jednorazowe i odpowiednig odziez ochronna.

W przypadku kontaktu odczynnikéw z wrazliwymi miejscami sptukiwac obficie duza
ilo$cig wody. Unika¢ wdychania odczynnikéw.

Przed rozpoczeciem cyklu w aparacie upewnic sig, ze pojemnik na zlewki jest pusty.
W przypadku niepodjecia tego $rodka ostrozno$ci moze doj$¢ do przepetnienia
pojemnika na zlewki i zaistnienia ryzyka poslizgniecia sig i upadku uzytkownika.
Unika¢ skazenia mikrobiologicznego odczynnikéw ze wzgledu na mozliwos¢
otrzymania nieprawidtowych wynikéw.

Aby uzyskaé wigcej informacji dotyczacych uzycia tego wyrobu, nalezy zapoznaé
sie z przewodnikiem uzytkownika aparatu BenchMark IHC/ISH oraz arkuszami
metody wszystkich wymaganych elementéw. Arkusze te mozna znalez¢ pod
adresem navifyportal.roche.com.

W celu uzyskania informacji na temat zalecanej metody utylizacji produktu nalezy
skontaktowa¢ sig z wtadzami lokalnymi illub krajowymi.

Oznakowanie dotyczace bezpieczenstwa produktu jest przede wszystkim zgodne z
wytycznymi GHS UE. Karta charakterystyki jest dostepna na zyczenie
profesjonalnego uzytkownika.

W celu zgtoszenia podejrzenia wystapienia powaznych incydentéw zwigzanych z
tym wyrobem nalezy skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem firmy Roche i
wiasciwym organem panstwa cztonkowskiego lub kraju, ktérego rezydentem jest
uzytkownik.

Ten produkt zawiera elementy sklasyfikowane w okreslony ponizej sposdb zgodnie z
rozporzadzeniem (WE) nr 1272/2008:

Tab. 1. Informacje o zagrozeniach.

Zagrozenie Kod Zwrot
Niebezpiecz | H317 Moze powodowac reakcje alergiczng skory.
enstwo
H319 Dziata draznigco na oczy.
H350 Moze powodowac raka.
Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujac
H412 :
diugotrwate skutki.

21090PL Rev K


https://navifyportal.roche.com/

*‘ £ VENTANA

/\ ™
Zagrozenie Kod Zwrot
P201 Przed uzyciem zapoznac¢ sig ze specjalnymi $rodkami
ostroznosci.
P261 Unika¢ wdychania mgly lub par.
p273 Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.
Stosowac rekawice ochronne/odziez
P280 ochronna/ochrong oczu/ochrong twarzy/ochrong
stuchu.
P308 + W przypadku narazenia lub styczno$ci: zasiegnaé
P313 porady/zgtosic sie pod opieke lekarza.
W przypadku wystapienia podraznienia skéry lub
P333 + K- zasi . dvizafosié si iek
P313 wysypki: zasiegna¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke
lekarza.
PROCEDURA

Zestaw uftraView Universal DAB Detection Kit opracowano do stosowania w aparatach
BenchMark IHC/ISH razem z przeciwciatami pierwszorzedowymi i elementami
pomocniczymi firmy VENTANA. Parametry procedur zautomatyzowanych moga by¢
wys$wietlane, drukowane i edytowane zgodnie z procedura opisang w przewodniku
uzytkownika aparatu. Pozostate parametry pracy aparatu zostaty ustawione fabrycznie.
Ponizej opisano procedury barwienia w aparatach BenchMark IHC/ISH. Szczegétowe
instrukcje i dodatkowe opcje protokotdw zawiera przewodnik uzytkownika. Koniecznos$¢
wykonania etapu Cell Conditioning podczas przygotowania prébki zalezy od uzywanego
przeciwciata. Informacje na ten temat mozna znalez¢ w arkuszu metody przeciwciata.

Aparaty BenchMark IHC/ISH

1. Na preparat nakleic etykiete z kodem kreskowym odpowiadajacg protokotowi, ktory
ma zosta¢ wykonany.

2. Przeciwciato pierwszorzedowe, odpowiednie dozowniki zestawu detekcyjnego oraz

wymagany odczynnik dodatkowy umiescié na tacy na odczynniki, a nastepnie

umiesci¢ zatadowang tace w aparacie.

Sprawdzi¢ ptyny i wyrzuci¢ odpady.

Umiesci¢ preparaty w aparacie.

Rozpocza¢ cykl barwienia.

Po zakonczeniu cyklu barwienia wyjac preparaty z aparatu.

Przej$¢ do czesci Zalecane procedury postgpowania po obrébce w urzadzeniu.

Zalecane procedury postepowania po obrébce w urzadzeniu

1. Przeptuka¢ preparaty w fagodnym plynie do mycia naczyn, aby usunag¢ roztwér
szkietka nakrywkowego.

2. Doktadnie wyptuka¢ preparaty w wodzie destylowanej, aby usungé caly ptyn do
mycia.

3. Odwodni¢, oczyscic i natozy¢ szkietko nakrywkowe ze $rodkiem do ostatecznego
zatapiania.

PROCEDURA KONTROLI JAKOSCI
Tkanka do kontroli dodatniej

W kazdym cyklu procedury barwienia nalezy uwzgledni¢ tkanke do kontroli dodatniej.
Zgodnie z optymalng praktyka laboratoryjng na szkietko, na ktérym jest tkanka pacjenta,
nalezy doda¢ skrawek tkanki bedacy kontrolg dodatnia. Stosowanie tej praktyki
wspomaga wykrycie wszelkich nieprawidtowosci zwigzanych z natozeniem przeciwciata
pierwszorzgdowego lub innych istotnych odczynnikdw na badany preparat z tkankg
pacjenta. Dla optymalnej kontroli jakosci bardziej odpowiednia jest tkanka ze stabym
barwieniem dodatnim. Sktadnikéw tkankowych dajacych odczyn dodatni uzywa sie w celu
potwierdzenia naniesienia przeciwciata na preparat oraz prawidtowego dziatania aparatu.
Tkanka ta moze zawiera¢ komdrki lub skiadniki tkankowe dajace zaréwno odczyn dodatni,
jak i uiemny, a zatem moze by¢ stosowana jednoczesnie jako dodatnia i ujemna tkanka
kontrolna. Tkanki kontrolne powinny by¢ probkami $wiezo pobranymi z autopsji, biops;ji lub
chirurgicznie i powinny zosta¢ przygotowane lub utrwalone jak najszybciej, w identyczny
sposob jak skrawki badane. Takie tkanki moga by¢ wykorzystywane do monitorowania
wszystkich krokéw procedury, od przygotowania tkanki po jej barwienie. Uzycie skrawka
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tkanki utrwalonego lub poddanego obrébce w sposéb inny niz prébka badana umozliwia
kontrole wszystkich odczynnikow oraz krokéw metody z wyjatkiem utrwalania i obrébki
tkanki.

Znane dodatnie kontrole tkankowe powinny by¢ stosowane wylgcznie w celu
monitorowania prawidfowego przebiegu barwienia poddanych obrébce tkanek i dziatania
odczynnikéw testowych, a nie pomocniczo do okreslania rozpoznania dla probek
pacjentow. Jesli nie udaje sie potwierdzi¢ dodatniego barwienia w preparatach tkanki do
kontroli dodatniej, nalezy uznac¢, ze wyniki probek badanych sg niewazne.

Tkanka do kontroli ujemnej

Ta sama tkanka, ktéra stuzy do kontroli dodatniej, moze by¢ réwniez uzywana do kontroli
ujemnej. Zréznicowanie typow komérek obecnych w wigkszosci skrawkow tkanek
przekfada sie na obecno$¢ na preparacie obszaréw, ktére moga postuzyc¢ jako
wewnetrzna kontrola ujemna, jednak za weryfikacje takich obszaréw odpowiada
uzytkownik. Sktadniki komérkowe nieulegajace wybarwieniu nie powinny wykazywac
swoistego barwienia, powinny natomiast wskazywac¢ barwienie tta. Jesli w uiemnych
obszarach tkanki kontrolnej zachodzi swoiste barwienie, wyniki uzyskane dla probek
pacjentow nalezy uzna¢ za niewazne.

Niewyjasnione rozbieznosci

Niewyjasnione rozbieznosci w tkankach kontrolnych nalezy niezwtocznie zglosi¢
lokalnemu przedstawicielowi dziatu pomocy technicznej. Jesli kontrola jakosci nie spefnia
wymogow, wyniki pacjenta sg niewazne. Patrz cze$¢ ,Rozwigzywanie probleméw” tego
arkusza metody. Zidentyfikowaé i rozwigza¢ problem, a nastepnie powtérzy¢ test dla
probek pacjenta.

Odczynnik do kontroli ujemnej

Z kazda probka nalezy stosowa¢ odczynnik do kontroli uiemnej, aby wspomoc
interpretacje wynikéw. W celu oceny barwienia nieswoistego zamiast przeciwciata
pierwszorzedowego uzywany jest odczynnik do kontroli ujemnej. Preparat nalezy
wybarwi¢ przeciwciatem Negative Control Mouse lub przeciwciatem Negative Control
Rabbit, odpowiednio do potrzeb. Zamiast opisanego powyzej odczynnika do kontroli
ujemnej mozna uzy¢ samego rozpuszczalnika. Okres inkubacji z odczynnikiem do kontroli
ujemnej powinien by¢ taki sam jak okres inkubacji z przeciwciatem pierwszorzgdowym.
Jesli do badania skrawkéw seryjnych wykorzystywane sg panele z wieloma
przeciwciatami, odczynnik do kontroli ujemnej zastosowany na jednym preparacie moze
stuzy¢ jako kontrola ujemna lub kontrola nieswoistego wigzania tta dla innych przeciwciat.

Weryfikacja badania

Przed pierwszym uzyciem przeciwciata pierwszorzedowego lub systemu do barwienia w
procedurze diagnostycznej nalezy zweryfikowaé swoisto$¢ przeciwciata
pierwszorzedowego poprzez wybarwienie serii tkanek dodatnich i ujemnych, dla ktérych
znana jest charakterystyka wynikéw badar immunohistochemicznych (patrz cze$¢
,Tkanka do kontroli dodatniej” w arkuszu metody przeciwciata pierwszorzedowego oraz
zalecenia dotyczace kontroli jako$ci opracowane w ramach programu College of American
Pathologists Laboratory Accreditation Program i zawarte w dokumencie Anatomic
Pathology Checklist® i/lub z wytyczne CLSI Approved Guideline®). Te procedury kontroli
jakosci nalezy powtarza¢ dla kazdej nowej partii przeciwciata oraz kazdorazowo w
przypadku zmiany parametrow testu. Tkanki wymienione w czesci ,Charakterystyka
wynikéw” ulotki przeciwciata pierwszorzedowego nadajg sie do weryfikacji badania.

Interpretacja wynikow

Barwienie przy uzyciu zestawu uf¢raView Universal DAB Detection Kit prowadzi

do wytracania brazowego produktu reakcji w miejscach wystepowania antygenow
zlokalizowanych przez przeciwciato pierwszorzedowe. Przed przystapieniem do
interpretaciji wynikow wykwalifikowany patomorfolog z do$wiadczeniem w procedurach
immunohistochemicznych musi dokona¢ oceny odczynéw kontroli tkankowych i
zakwalifikowa¢ produkt barwienia do badania. Najpierw nalezy oceni¢ wybarwienie tkanek
do kontroli ujemnej, a nastepnie wyniki tego barwienia poréwna¢ z wybarwionym
materiatem w celu okre$lenia, czy otrzymany sygnat nie powstat w wyniku nieswoistych
reakcji.

Tkanka do kontroli dodatniej

Wybarwiona tkanke do kontroli dodatniej nalezy oceni¢ jako pierwsza, aby upewnic sie, ze
wszystkie odczynniki dziataja prawidtowo. Obecnos¢ produktu reakcji o odpowiedniej
barwie w komérkach docelowych wskazuje dodatnia reaktywno$¢ tkanki. W zaleznosci od
czasu inkubacji i mocy stosowanej hematoksyliny, w wyniku barwienia kontrastowego
jadra komérek przybiorg barwe od bladoniebieskiej do ciemnoniebieskiej. Nadmierne lub
niepeine wybarwienie kontrastowe moze uniemozliwi¢ wiasciwg interpretacje wynikow.
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Jedli nie udaje sie potwierdzi¢ dodatniego barwienia w preparacie tkanki do kontroli
dodatniej, nalezy uzna¢, ze wyniki probek badanych sg niewazne.

Tkanka do kontroli ujemnej

Po ocenie tkanki do kontroli dodatniej nalezy oceni¢ tkanke do kontroli ujemnej w celu
weryfikacji swoistego wyznakowania docelowego antygenu przez przeciwciato
pierwszorzedowe. Brak swoistego barwienia w tkance do kontroli ujemnej $wiadczy o
braku reaktywnosci krzyzowej przeciwciata z komoérkami lub sktadnikami komérkowymi.
Jesli w tkance do kontroli ujemnej zachodzi swoiste barwienie, wyniki uzyskane dla prébek
pacjentoéw nalezy uzna¢ za niewazne.

Nieswoiste barwienie, jesli wystepuje, bedzie mie¢ wyglad rozlany. W skrawkach tkanek,
ktore zostaty nadmiernie utrwalone w formalinie, moze by¢ rowniez obserwowane
sporadyczne, lekkie wybarwienie tkanki tacznej. W celu interpretaciji wynikow barwienia
nalezy sie postuzy¢ nienaruszonymi komdrkami. Komarki nekrotyczne lub zdegenerowane
czesto barwig sie nieswoiscie.

Tkanka pobrana od pacjenta

Probki pacjentdw nalezy ocenia¢ jako ostatnie. Intensywno$¢ wybarwienia dodatniego
nalezy ocenia¢ wzgledem nieswoistego barwienia tta odczynnikiem do kontroli ujemne;.
Jak w przypadku kazdego testu immunohistochemicznego, wynik ujemny oznacza, ze
docelowy antygen nie zostat wykryty — nie mozna jednak wykluczy¢ obecno$ci antygenu
w badanych komérkach lub tkankach. W razie koniecznosci nalezy uzy¢ panelu
przeciwciat, aby utatwi¢ identyfikacje fatszywie ujemnych reakcji. Przy interpretacii
wynikéw badar immunohistochemicznych nalezy réwniez oceni¢ cechy morfologiczne
kazdej probki tkanki na podstawie skrawka wybarwionego hematoksyling i eozyna. Cechy
morfologiczne prébki pacjenta i odno$ne dane kliniczne musza zosta¢ zinterpretowane
przez wykwalifikowanego patomorfologa.

OGRANICZENIA METODY
Ograniczenia ogoélne

1. Metoda immunohistochemiczna (IHC) to wieloetapowy proces diagnostyczny, ktory
wymaga odbycia specjalistycznego szkolenia w zakresie doboru odpowiednich
odczynnikéw, doboru tkanek, utrwalania, obrébki, przygotowania preparatu do
badania immunohistochemicznego oraz interpretacji wynikow barwienia.

2. Wybarwienie tkanki zalezy od sposobu postepowania z tkanka, i obrobki tkanki
przed barwieniem. Nieprawidiowe utrwalanie, zamrazanie, rozmrazanie,
przemywanie, suszenie, podgrzewanie, wykonywanie skrawkéw lub
zanieczyszczenie probki innymi tkankami lub ptynami moze prowadzié¢ do powstania
artefaktéw, wychwytywania przeciwciat lub uzyskania fatszywie ujemnych wynikow.
Niespajne wyniki moga by¢ skutkiem réznic w metodach utrwalania i zatapiania lub
naturalnych nieregularosci w obrebie tkanki.

3. Nadmierne lub niepetne wybarwienie kontrastowe moze uniemozliwi¢ wtasciwg,
interpretacje wynikow.

4. Interpretacja kliniczna kazdego dodatniego wybarwienia lub jego braku musi by¢
dokonywana w kontekscie danych z wywiadu klinicznego, cech morfologicznych
tkanki oraz innych kryteriéw histopatologicznych. Interpretacja kliniczna kazdego
wybarwienia lub jego braku musi by¢ uzupetniona badaniami morfologicznymi i
wiasciwymi kontrolami, jak réwniez innymi testami diagnostycznymi.
Wykwalifikowany patomorfolog ma obowigzek zapozna¢ sie z dziataniem
przeciwciat i odczynnikéw oraz metodami interpretaciji wzoru barwienia w
wybarwionych preparatach. Barwienie musi by¢ wykonywane w certyfikowanym,
licencjonowanym laboratorium pod nadzorem patomorfologa odpowiedzialnego za
ocene wybarwionych preparatéw i zapewnienie adekwatnosci kontroli dodatnich i
ujemnych.

5. Przeciwciata i odczynniki firmy VENTANA sg dostarczane w rozcienczeniu
optymalnym do uzytku, gdy przestrzegane sg dostarczone instrukcje. Wszelkie
odchylenia od zalecanych procedur badawczych mogg doprowadzi¢ do
uniewaznienia oczekiwanych wynikow. Do badania nalezy wtaczy¢ odpowiednie
kontrole i udokumentowac ten fakt. Uzytkownicy, ktérzy odstepujg od zalecanych
procedur badawczych, musza przyja¢ odpowiedzialno$¢ za interpretacje wynikéw
badan pacjenta.

6.  Odczynniki moga wykazywac nieoczekiwane reakcje w uprzednio niebadanych
tkankach. Nie mozna catkowicie wyeliminowa¢ mozliwosci wystapienia
nieoczekiwanych reakcji nawet w przebadanych grupach tkanek ze wzgledu na
biologiczng zmienno$¢ ekspresji antygenu w nowotworach lub innych tkankach
patologicznych.” W przypadku wystapienia nieoczekiwanych reakcji nalezy
udokumentowac ten fakt i skontaktowa¢ sie z lokalnym przedstawicielem dziatu
pomocy techniczne;.
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7. Tkanki pochodzace od 0sdb zakazonych wirusem zapalenia watroby typu B i
zawierajace antygen powierzchniowy wirusa zapalenia watroby typu B (hepatitis B
surface antigen, HBsAg) moga wykazywac nieswoiste barwienie peroksydaza,
chrzanowa.8

8. Stosowane w krokach blokowania prawidtowe surowice pochodzace z tego samego
zrodta zwierzecego co surowice odpormnosciowe wtdrne mogg powodowac
otrzymanie fatszywie ujemnych lub fatszywie dodatnich wynikéw z powodu
obecnosci autoprzeciwciat lub przeciwciat naturalnych.

Jak w przypadku kazdego testu immunohistochemicznego, wynik ujemny oznacza,
ze antygen nie zostat wykryty — nie mozna jednak wykluczy¢ obecnosci antygenu
w badanych komérkach lub tkankach.

SzczegOllne ograniczenia

1. Kazdy etap procedury uzycia zestawu detekcyjnego zostat zoptymalizowany i
ustawiony fabrycznie w aparatach BenchMark IHC/ISH. Ze wzgledu na zmienno$¢
utrwalania i obrébki tkanek konieczne moze by¢ wydtuzenie lub skrécenie czasu
inkubacji z przeciwciatem pierwszorzedowym dla poszczegélnych probek. Czas
inkubacji z przeciwciatem pierwszorzedowym jest zalezny od stopnia utrwalenia
tkanki i moze wynosi¢ od 8 do 32 minut. Wigcej informacji na temat zmiennych
zwigzanych z utrwalaniem mozna znalez¢ w dokumencie ,Immunohistochemistry
Principles and Advances™® lub dokumencie ,Immunomicroscopy: A Diagnostic Tool
for the Surgical Pathologist”. 10

2. Zestaw detekcyjny, w potaczeniu z przeciwciatami pierwszorzedowymi i
dodatkowymi odczynnikami firmy VENTANA, umozliwia detekcje antygenu, ktéry
przetrwa rutynowe procesy utrwalania w formalinie, obrobki tkanek i wykonywania
skrawkow.

3. Ten zestaw detekcyjny zostat zoptymalizowany do uzytku z roztworem ptuczacym
Reaction Buffer, przeciwciatami pierwszorzedowymi, dodatkowymi odczynnikami
oraz aparatami BenchMark IHC/ISH. Aby zapewni¢ prawidtowe dziatanie zestawu
detekcyjnego, nalezy uzywac roztworu ptuczacego Reaction Buffer. Uzytkownicy,
ktorzy odstepuja od zalecanych procedur badawczych, sa odpowiedzialni za
interpretacije otrzymanych w ten sposéb wynikow badan pacjenta.

4. Ten zestaw detekcyjny zostat zoptymalizowany do uzytku z odczynnikami LCS
(Predilute) lub ULTRA LCS (Predilute). Odczynnik LCS to wstepnie rozcieficzony
roztwor ptynnego szkietka nakrywkowego, uzywany zaréwno jako bariera migdzy
odczynnikami wodnymi a powietrzem, jak i odczynnik do usuwania parafiny z
prébek tkanki podczas odparafinowania. Bariera stworzona przez odczynnik LCS
ogranicza parowanie i zapewnia stabilne $rodowisko wodne podczas reakcji IHC lub
hybrydyzacii in situ (ISH) przeprowadzanych w aparatach firmy VENTANA.
Stosowanie czaséw inkubacji i temperatur innych niz podane moze prowadzi¢ do
uzyskania btednych wynikéw. Uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje dziatania
odczynnika w przypadku wprowadzenia jakichkolwiek modyfikacii.

6.  Niektdre zestawy detekcyjne moga nie by¢ zarejestrowane na kazdym aparacie.
Aby uzyskaé wigcej informacji, nalezy skontaktowa¢ si¢ z lokalnym
przedstawicielem firmy Roche.

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW

SKUTECZNOSC ANALITYCZNA

Skutecznos¢ zestawu ultraView Universal DAB Detection Kit oceniono na podstawie
wynikoéw badan precyzji i innych odpowiednich badan. Wszystkie cykle barwienia
wykonywano zgodnie z protokotem opisanym w arkuszu metody przeciwciata, w
aparatach BenchMark IHC/ISH, o ile nie okreslono inacze;.
Badania precyzji
Precyzje zestawu u/ftraView Universal DAB Detection Kit przetestowano poprzez
barwienie seryjnych skrawkow wykonanych z 3 tkanek utrwalonych w obojetnej
zbuforowanej formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE) przy uzyciu 3 przeciwciat
pierwszorzedowych. Mysim przeciwciatem IgG (anty-Ki67) wybarwiono tkanke raka sutka,
mysim przeciwciatem IgM (anty-CD15) wybarwiono prébke ksenograftowg z tkankg
chioniaka Hodgkina, a kréliczym przeciwciatem IgG (anty-S100) wybarwiono tkanke
czerniaka. Barwienie wykonywano w aparatach BenchMark i BenchMark XT. Wszystkie
przeciwciata pierwszorzedowe inkubowano przez 16 minut, a preparaty wybarwiono
kontrastowo przy uzyciu odczynnika Hematoxylin Il, a nastepnie odczynnika Bluing
Reagent. Wszystkie preparaty wybarwione przy uzyciu przeciwciata pierwszorzedowego
poréwnano ze sobg pod katem odpowiedniego wybarwienia i jego intensywnosci:
1. Badanie precyzji w ramach cyklu (jedno przeciwciato pierwszorzedowe
wykorzystywane do barwienia na jednej platformie) polegato na przeprowadzaniu
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jednego cyklu barwienia dziennie w 3 réznych dniach przy uzyciu 2 réznych
aparatow: BenchMark i BenchMark XT, w ktrych przeprowadzono facznie 6 cykli
barwienia. Precyzja w ramach cyklu w aparacie BenchMark XT wynosita 100% (30
na 30 preparatow wybarwiono przeciwciatem pierwszorzedowym w jednym cyklu;
tacznie wybarwiono 90 preparatéw dla kazdego przeciwciata w 3 cyklach barwienia)
i 100% (20 na 20 preparatéw wybarwiono przeciwciatem pierwszorzedowym w
jednym cyklu; facznie wybarwiono 60 preparatow dla kazdego przeciwciata w 3
cyklach barwienia) dla aparatu BenchMark.

2. Precyzje miedzy cyklami barwienia obliczono na podstawie liczby preparatéw
wybarwionych w 3 cyklach barwienia przypadajacych na jeden typ aparatu.
Przeprowadzano jeden cykl barwienia dziennie w 3 réznych dniach przy uzyciu 2
réznych aparatow: BenchMark i BenchMark XT. Precyzja miedzy cyklami barwienia
dla aparatu BenchMark XT wynosita 100% (90 na 90 preparatow; 30 preparatéw dla
kazdego przeciwciata pierwszorzedowego w 3 odrebnych cyklach barwienia) i 100%
(60 na 60 preparatow; 20 preparatow dla kazdego przeciwciata pierwszorzedowego
w 3 odrebnych cyklach barwienia dla kazdej platformy) dla aparatu BenchMark.

3. Precyzje miedzy aparatami obliczono na podstawie liczby preparatéw wybarwionych
w 6 cyklach barwienia we wszystkich typach aparatéw. Przeprowadzano 1 cykl
barwienia dziennie w 3 réznych dniach, uzywajac 2 réznych aparatéw: BenchMark i
BenchMark XT. Precyzja miedzy aparatami z uzyciem zestawu u/ftraView Universal
DAB Detection Kit wynosita 100% (150 na 150 wybarwionych preparatéw; oceniane
preparaty wybarwiono, uzywajac wszystkich 3 przeciwciat pierwszorzedowych).

Z zestawem uftraView Universal DAB Detection Kit opracowano wiele przeciwciat

pierwszorzedowych firmy VENTANA. W ramach badan tych testéw okreslono nastepujace

parametry charakterystyki wynikéw dla zestawu u/traView Universal DAB Detection Kit;

1. Precyzja w ramach cyklu, pomigdzy dniami, pomigdzy aparatami i miedzy
platformami w aparatach BenchMark GX, BenchMark XT i BenchMark ULTRA.

2. Czutos¢ i swoistos¢ barwienia w przypadku réznych typéw tkanek prawidtowych i
nowotworowych oraz tkanek, do ktérych badania przeznaczony jest test.

3. Precyzja aparatu BenchMark ULTRA PLUS zostata wykazana przy uzyciu
reprezentatywnych testéw. Badania obejmowaly testy precyzji w ramach testu,
miedzy dniami oraz migdzy aparatami. Wyniki wszystkich badan spetnity kryteria
akceptacji

ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

1. Jesli kontrola dodatnia wykazuje stabsze wybarwienie niz oczekiwano, nalezy
sprawdzi¢ barwienie w innych kontrolach dodatnich wybarwionych podczas tego
samego cyklu barwienia, aby okresli¢, czy problem jest spowodowany
przeciwciatem pierwszorzedowym, czy jednym z powszechnie stosowanych
odczynnikéw drugorzgdowych.

2. Jesli dia kontroli dodatniej otrzymano wynik ujemny, nalezy upewnic sie, ze preparat
jest oznaczony odpowiednig etykieta z kodem kreskowym. Jesli preparat jest
oznaczony prawidiowg etykieta, nalezy sprawdzi¢ barwienie w innych kontrolach
dodatnich wybarwionych podczas tego samego cyklu barwienia, aby okresli¢, czy
problem jest spowodowany przeciwciatem pierwszorzedowym, czy jednym z
powszechnie stosowanych odczynnikow drugorzedowych. Tkanki mogty zosta¢
niewtasciwie pobrane, utrwalone lub odparafinowane. Przestrzega¢ odpowiednich
procedur pobierania, przechowywania i utrwalania.

3. Niekompletne usuniecie parafiny moze prowadzi¢ do wystapienia artefaktow
podczas barwienia lub uniemozliwi¢ wybarwienie preparatu.

e Jesli z preparatu nie usunieto catej parafiny, nalezy powtorzy¢ cykl barwienia
z wybrang opcja przedtuzonego odparafinowania, jezeli jest ona dostepna.

e Alternatywnie mozna przeprowadzi¢ reczne odparafinowanie bez uzycia
aparatu. Je$li wybrano odparafinowanie reczne, przed umieszczeniem
preparatow w aparacie nalezy cofng¢ zaznaczenie opcji odparafinowania na
poktadzie aparatu w protokole barwienia. Nalezy szczegdlnie uwazac, aby
preparaty nie wyschly przed rozpoczeciem cyklu barwienia.

4. Jesli swoiste barwienie za pomoca przeciwciata jest zbyt intensywne, powtdrzy¢
cykl, skracajac czas inkubacji w krokach co 4 minuty, az do osiagnigcia zadanej
intensywnosci barwienia.

5. Jesli skrawki tkanek sg wyptukiwane ze szkietek, nalezy sprawdzi¢, czy szkietka sg
natadowane dodatnio.

6.  Aby uzyska¢ informacje o $rodkach zaradczych, nalezy zapoznac¢ sie z czescia,
dotyczaca procedury postepowania, przewodnikiem uzytkownika aparatu lub
skontaktowa¢ sie z lokalnym przedstawicielem dziatu pomocy techniczne;j.
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7. Jesli dozowanie ptynu przy uzyciu dozownika do odczynnikdw jest niemozliwe,
sprawdzi¢, czy w komorze napetniania wstepnego lub na menisku nie ma ciat
obcych lub czastek statych, takich jak widkna lub osady. Jesli dozownik jest
zatkany, nalezy go nie uzywac i skontaktowac si¢ z lokalnym przedstawicielem
dzialu pomocy technicznej. Mozna réwniez ponownie napetni¢ dozownik — w tym
celu nalezy skierowa¢ wylot dozownika w strone pojemnika na zlewki, zdja¢
nasadke dyszy i naciska¢ gorng czes¢ dozownika. Informacje dotyczace
prawidtowego uzytkowania tego wyrobu mozna znalez¢ w arkuszu metody
dozownika wbudowanego powigzanego z P/N 760-500.
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UWAGA: W tym dokumencie jako separator dziesietny do zaznaczenia granicy migdzy

cze$cig catkowitg a utamkowa liczby dziesietnej zawsze uzywana jest kropka. Nie jest

uzywany separator tysiecy.

Symbole

Firma Ventana stosuje okre$lone ponizej symbole i 0znaczenia dodatkowo do symboli

wymienionych w normie 1SO 15223-1 (dotyczy Stanéw Zjednoczonych: wiecej informacii

mozna znalez¢ na stronie elabdoc.roche.com/symbols).

®

HISTORIA ZMIAN

Globalny Numer Jednostki Handlowej

Unikalny identyfikator wyrobu

Wskazuje podmiot odpowiedzialny za import wyrobu medycznego do
Unii Europejskiej

Wer. Aktualizacje

K Zaktualizowano informacje zawarte w czg$ci Ostrzezenia i $rodki ostrozno$ci
oraz Instrukcja stosowania, a takze tacza do odniesien do symboli w
cze$ciach Ostrzezenia i $rodki ostrozno$ci oraz Symbole.
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WLASNOSC INTELEKTUALNA

VENTANA, BENCHMARK, uftraView oraz logo VENTANA sg znakami towarowymi firmy
Roche. Wszystkie pozostate znaki towarowe stanowig wtasno$¢ odpowiednich wiascicieli.
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