MACH 4™ Universal AP Polymer Kit

Micro-polymer detection
901-M4U536-080123
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Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Intended Use:
For in vitro Diagnostic Use

The MACH 4 Universal AP Polymer Kit is intended for use in either manual or
automated Immunohistochemistry (IHC) staining protocols using an alkaline
phosphatase (AP) polymer one- or two-step application method. This micro-
polymer detection kit is designed for the detection of mouse IgG and IgM,
and/or rabbit IgG primary antibodies bound to target antigens in the
formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) tissues during the IHC staining
process. The clinical interpretation of any staining or its absence should be
complemented by morphological studies and proper controls and should be
evaluated within the context of the patient’s clinical history and other
diagnostic tests by a qualified pathologist.

Summary and Explanation:

The MACH 4 Universal AP Polymer Kit is designed using a one-step or two-
step method for detecting mouse and/or rabbit primary antibodies to form
an antibody-enzyme complex. This complex is then visualized using an
appropriate substrate/chromogen. In the one-step method a secondary
antibody directly linked to the micro-polymer is applied while in the two-step
method the secondary antibody is unlabeled, and an additional enzyme-
linked polymer labeled reagent is sequentially applied. The two-step method
is designed to amplify the detection in cases of low expressing antigens.
Covered by one or more of the following US Pat. Nos. 6,686,461; 6,800,728;
7,102,024; 7,173,125; 7,462,689.

Principle of Procedure:

This micro-polymer detection kit may be used in immunohistochemistry
testing of formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections. In general,
immunohistochemical (IHC) staining techniques allow for the visualization of
antigens via the sequential application of a specific antibody to the antigen
(primary antibody), a secondary antibody to the primary antibody (optional
link antibody/probe), an enzyme complex and a chromogenic substrate with
interposed washing steps. The enzymatic activation of the chromogen results
in a visible reaction product at the antigen site. The specimen may then be
counterstained, and cover slipped. Results are interpreted using a light
microscope and aid in the differential diagnosis of pathophysiological
processes, which may or may not be associated with a particular antigen.

Materials and Methods:
Reagents Provided:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x 100 mL
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL
M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1x20mL
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Reconstitution, Mixing, Dilution, Titration:

The micro-polymer detection kit reagent(s) are optimized and ready to use
with Biocare antibodies and ancillary reagents. No reconstitution, mixing,
dilution or titration is required.

Known Applications:
Immunohistochemistry (formalin-fixed paraffin-embedded tissues)

Species Reactivity:
Mouse and Rabbit IgG heavy and light chains

Supplied As:

MACH 4 Universal AP Probe — UP536

Buffered saline solution, pH 7.2-7.4, containing a protein carrier and less than
0.1% sodium azide preservative. See Safety Data Sheet for additional details.

MACH 4 Universal AP Polymer — MRAP536

Buffered saline solution, pH 7.6-7.8, containing a protein carrier and less than
0.01% ProClin 300 and/or less than 0.5% ProClin 950 as a preservative. See
Safety Data Sheet for additional details.

Materials and Reagents Needed but Not Provided:
Microscope slides, positively charged

Positive and negative tissue controls

Desert Chamber* or similar Drying oven (optional)
Xylene or xylene substitute

Ethanol or reagent alcohol

Decloaking Chamber* or similar pressure cooker (optional)
Deionized or distilled water

Wash buffer*

Pretreatment reagents* (optional)

Enzyme digestion* (optional)

Peroxidase block* (optional)

Protein block* (optional)

Primary antibody*

Negative control reagents*

Chromogens*

Hematoxylin* (counterstain)

Bluing reagent*

Mounting medium*

Coverglass

Light Microscope (40-400X magnification)

* Biocare Medical Products: Refer to the Biocare Medical website located at
http://biocare.net for further information regarding catalog numbers and
ordering. Certain reagents listed above are based on specific application and
detection system used.

Storage and Stability:

Store at 29C to 8°C. The product is stable to the expiration date printed on
the vial label, when stored under these conditions. Do not use after expiration
date. Storage under any condition other than those specified must be
verified. The kit reagent(s) are ready-to-use and should not be diluted. The
stability of user diluted reagent has not been established by Biocare.

Positive and negative controls should be run simultaneously with all patient
specimens. If unexpected staining is observed which cannot be explained by
variations in laboratory procedures and a problem with the antibody is
suspected, contact Biocare's Technical Support at 1-800-542-2002 or via the
technical support information provided on biocare.net.

Specimen Preparation:
Tissues fixed in formalin are suitable for use prior to paraffin embedding.

Osseous tissues should be decalcified prior to tissue processing to facilitate
tissue cutting and prevent damage to microtome blades. 2
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Properly fixed and embedded tissues expressing the specified antigen target
should be stored in a cool place. The Clinical Laboratory Improvement Act
(CLIA) of 1988 requires in 42 CFR §493.1259(b) that “The laboratory must
retain stained slides at least ten years from the date of examination and
retain specimen blocks at least two years from the date of examination.”?

Treatment of Tissues Prior to Staining:

Perform Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) per recommended protocol
below. The routine use of HIER prior to IHC has been shown to minimize
inconsistency and standardize staining. 4>

Warning and Precautions:

1. Kit reagent(s) contain less than 0.1% sodium azide. Concentrations less
than 0.1% are not reportable hazardous materials according to U.S. 29 CFR
1910.1200, OSHA Hazard communication and EC Directive 91/155/EC.
Sodium azide (NaNs) used as a preservative is toxic if ingested. Sodium azide
may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal
azides. Upon disposal, flush with large volumes of water to prevent azide
build-up in plumbing. (Center for Disease Control, 1976, National Institute of
Occupational Safety and Health, 1976)6

2. Kit reagents contain less than 0.05% ProClin 300 and/or less than 1%
ProClin 950. Wear gloves and protective clothing and take reasonable
precautions when handling as ProClin is classified as an irritant and may
cause skin contact sensitization. Avoid contact with eyes, skin, and mucous
membranes.

3. Handle materials of human or animal origin as potentially biohazardous
and dispose such materials with proper precautions. In the event of
exposure, follow the health directives of the responsible authorities where
used.”8

4. Specimens, before and after fixation, and all materials exposed to them
should be handled as if capable of transmitting infection and disposed of with
proper precautions. Never pipette reagents by mouth and avoid contacting
the skin and mucous membranes with reagents and specimens. If reagents
or specimens come into contact with sensitive areas, wash with copious
amounts of water.?

5. Microbial contamination of reagents may result in an increase in
nonspecific staining.

6. Incubation times or temperatures other than those specified may give
erroneous results. The user must validate any such change.

7. Do not use reagent after the expiration date printed on the vial.

8. The micro-polymer detection kit reagent(s) are optimized and ready to use
with Biocare antibodies and ancillary reagents. Refer to the primary antibody
and other ancillary reagent instructions for use for recommended protocols
and conditions for use.

9. Follow local and/or state authority requirements for method of disposal.
10. The SDS is available upon request and is located at http://biocare.net.
11. Report any serious incidents related to this device by contacting the local
Biocare representative and the applicable competent authority of the Member
State or country where the user is located.

This micro-polymer detection kit contains components classified as indicated
in the table below in accordance with the Regulation (EC) No. 1272/2008.

Hazard Code Hazard Statement
H317 May cause an allergic skin reaction.
H402 Harmful to aquatic life.
N/A Harmful to aquatic life with long
H412 -
lasting effects.

Instructions for Use:

The micro-polymer detection kit reagent(s) are optimized and ready to use
with Biocare antibodies and ancillary reagents. Refer to the primary antibody
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and other ancillary reagent instructions for use for recommended protocols
and conditions for use. Incubation times and temperatures will vary
depending on the specific antibody protocol followed.

When using an automated staining instrument, consult the specific
instrument operator manual and instructions for use for operating
parameters.

General procedural steps for performing IHC:

1. Deparaffinization: Deparaffinize slides in Slide Brite or xylene. Hydrate
slides in a series of graded alcohols to water.

2. Peroxide Block (Optional): Block for 5 minutes with Peroxidazed 1.

3. Pretreatment Solution/Protocol: Please refer to the respective primary
antibody data sheet for recommended pretreatment solution and protocol.
4. Protein Block (Optional): Incubate for 5-10 minutes at room temperature
(RT) with Background Punisher.

5. Primary Antibody: Please refer to the respective primary antibody data
sheet for incubation time.

6. Probe (mouse antibodies only): Incubate for 5-15 minutes at RT with
MACH 4 Universal AP Probe.

7. Polymer: Incubate for 10-20 minutes for mouse antibodies or 30 minutes
for rabbit antibodies at RT with MACH 4 MR AP Polymer.

8. Chromogen: Incubate for 5 minutes at RT with Warp Red.

9. Counterstain: Counterstain with hematoxylin. Rinse with deionized water.
Apply Tacha'’s Bluing Solution for 1 minute. Rinse with deionized water.

Technical Notes:

1. Use TBS for washing steps only. PBS wash buffers will inhibit alkaline
phosphatase staining.

2. Do not use goat serum as a protein block. Do not use Background Eraser
or Background Terminator.

Quality Control:

Refer to CLSI Quality Standards for Design and Implementation of
Immunohistochemistry Assays; Approved Guideline-Second edition (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 201110

Positive Tissue Control:

External Positive control materials should be fresh specimens fixed,
processed, and embedded as soon as possible in the same manner as the
patient sample(s). Positive tissue controls are indicative of correctly prepared
tissues and proper staining techniques. One positive external tissue control
for each set of test conditions should be included in each staining run.

The tissues used for the external positive control materials should be selected
from patient specimens with well-characterized low levels of the positive
target activity that gives weak positive staining. The low level of positivity for
external positive controls is designed so to ensure detection of subtle
changes in the primary antibody sensitivity from instability or problems with
the IHC methodology. Commercially available tissue control slides or
specimens processed differently from the patient sample(s) validate reagent
performance only and do not verify tissue preparation.

Known positive tissue controls should only be utilized for monitoring the
correct performance of processed tissues and test reagents, rather than as
an aid in formulating a specific diagnosis of patient samples. If the positive
tissue controls fail to demonstrate positive staining, results with the test
specimens should be considered invalid.

Negative Tissue Control:

Use a negative tissue control fixed, processed, and embedded in a manner
identical to the patient sample(s) with each staining run to verify the
specificity of the IHC primary antibody for demonstration of the target
antigen, and to provide an indication of specific background staining (false
positive staining). Also, the variety of different cell types present in most
tissue sections can be used by the laboratorian as internal negative control
sites to verify the IHC's performance specifications. The types and sources
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of specimens that may be used for negative tissue controls are listed in the
Performance Characteristics section.

If specific staining (false positive staining) occurs in the negative tissue
control, results with the patient specimens should be considered invalid.

Nonspecific Negative Reagent Control:

Use a nonspecific negative reagent control in place of the primary antibody
with a section of each patient specimen to evaluate nonspecific staining and
allow better interpretation of specific staining at the antigen site. Ideally, a
negative reagent control contains an antibody produced and prepared (i.e.
diluted to same concentration using same diluent) for use in the same way
as the primary antibody but exhibits no specific reactivity with human tissues
in the same matrix/solution as the Biocare antibody. Diluent alone may be
used as a less desirable alternative to the previously described negative
reagent controls. The incubation period for the negative reagent control
should correspond to that of the primary antibody.

When panels of several antibodies are used on serial sections, the negatively
staining areas of one slide may serve as a negative/nonspecific binding
background control for other antibodies. To differentiate endogenous
enzyme activity or nonspecific binding of enzymes from specific
immunoreactivity, additional patient tissues may be stained exclusively with
substrate-chromogen or enzyme complexes (PAP, avidin-biotin, streptavidin)
and substrate-chromogen, respectively.

Assay Verification:

Prior to initial use of an antibody or staining system in a diagnostic procedure,
the user should verify the antibody’s specificity by testing it on a series of in-
house tissues with known immunohistochemical performance characteristics
representing known positive and negative tissues. Refer to the quality control
procedures previously outlined in this section of the product insert and to the
quality control recommendations of the CAP Certification Program!! for
Immunohistochemistry and/or the NCCLS IHC guideline!2. These quality
control procedures should be repeated for each new antibody lot, or
whenever there is a change in assay parameters. Tissues listed in the
Performance Characteristics section are suitable for assay verification.

Troubleshooting:
Follow the antibody specific protocol recommendations according to data
sheet provided. If atypical results occur, contact Biocare's Technical Support
at 1-800-542-2002.

Interpretation of Staining:
The MACH 4 Universal AP Polymer Kit produces a red color reaction at the

antigen sites localized by the primary antibody. Prior to interpretation of
patient results, the staining of controls must be evaluated by a qualified
pathologist. Negative controls are evaluated and compared to stained slides
to ensure any staining observed is not a result of nonspecific interactions.

Positive Tissue Control:

The positive tissue control stained with indicated antibody should be
examined first to ascertain that all reagents are functioning properly. The
appropriate staining of target cells (as indicated above) is indicative of
positive reactivity. If the positive tissue controls fail to demonstrate positive
staining, any results with the test specimens should be considered invalid.

The color of the reaction product may vary depending on substrate
chromogens used. Refer to substrate package inserts for expected color
reactions. Further, metachromasia may be observed in variations of the
method of staining.3

When a counterstain is used, depending on the incubation length and
potency of the counterstain used, counterstaining will result in a coloration
of the cell nuclei. Excessive or incomplete counterstaining may compromise
proper interpretation of results. Refer to protocol(s) for recommended
counterstain.
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Negative Tissue Control:

The negative tissue control should be examined after the positive tissue
control to verify the specificity of the labeling of the target antigen by the
primary antibody. The absence of specific staining in the negative tissue
control confirms the lack of antibody cross reactivity to cells/cellular
components. If specific staining (false positive staining) occurs in the
negative external tissue control, results with the patient specimen should be
considered invalid.

Nonspecific staining, if present, usually has a diffuse appearance. Sporadic
staining of connective tissue may also be observed in sections from
excessively formalin-fixed tissues. Use intact cells for interpretation of
staining results. Necrotic or degenerated cells often stain nonspecifically.

Patient Tissue:

Examine patient specimens stained with indicated antibody last. Positive
staining intensity should be assessed within the context of any nonspecific
background staining of the negative reagent control. As with any
immunohistochemical test, a negative result means that the antigen was not
detected, not that the antigen was absent in the cells/tissue assayed. If
necessary, use a panel of antibodies to identify false-negative reactions.

Refer to Summary and Explanation, Limitations, and Performance
Characteristics for specific information regarding indicated antibody
immunoreactivity.

Limitations:

General Limitations:

1. For /n vitro diagnostic (IVD) Use

2. This product is for professional use only: Immunohistochemistry is a
multistep diagnostic process that consists of specialized training in the
selection of the appropriate reagents; tissue selection, fixation, and
processing; preparation of the IHC slide; and interpretation of the
staining results.

3. For use by physician prescription only. (Rx Only)

4. Tissue staining is dependent on the handling and processing of the tissue
prior to staining. Improper fixation, freezing, thawing, washing, drying,
heating, sectioning or contamination with other tissues or fluids may
produce artifacts, antibody trapping, or false negative results.
Inconsistent results may be due to variations in fixation and embedding
methods, or to inherent irregularities within the tissue.!#

5. Excessive or incomplete counterstaining may compromise proper
interpretation of results.

6. The clinical interpretation of any positive or negative staining should be
evaluated within the context of clinical presentation, morphology, and
other histopathological criteria. The clinical interpretation of any positive
or negative staining should be complemented by morphological studies
using proper positive and negative internal and external controls as well
as other diagnostic tests. It is the responsibility of a qualified pathologist
who is familiar with the proper use of IHC antibodies, reagents, and
methods to interpret all the steps used to prepare and interpret the final
IHC preparation.

7. The optimum protocols for a specific application can vary. These include,
but are not limited to fixation, heat-retrieval method, incubation times,
antibody dilution, tissue section thickness and detection kit used. Refer
to the primary antibody and other ancillary reagent instructions for use
for recommended protocols and conditions for use. The data sheet
recommendations and protocols are based on exclusive use of Biocare
products. Ultimately, it is the responsibility of the investigator to
determine optimal conditions.

8. This product is not intended for use in flow cytometry. Performance
characteristics have not been determined for flow cytometry.

9. Tissues from persons infected with hepatitis B virus and containing
hepatitis B surface antigen (HBsAg) may exhibit nonspecific staining with
horseradish peroxidase.!®
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10. Reagents may demonstrate unexpected reactions in previously untested
tissues. The possibility of unexpected reactions even in tested tissue
groups cannot be completely eliminated due to biological variability of
antigen expression in neoplasms, or other pathological tissues.'® Contact
Biocare's Technical Support at 1-800-542-2002, or via the technical
support information provided on biocare.net, with documented
unexpected reaction(s).

Normal/nonimmune sera from the same animal source as secondary
antisera used in blocking steps may cause false-negative or false-positive
results due to autoantibodies or natural antibodies.

False-positive results may be seen due to non-immunological binding of
proteins or substrate reaction products. They may also be caused by
pseudo peroxidase activity (erythrocytes), endogenous peroxidase
activity (cytochrome C), or endogenous biotin (e.g., liver, breast, brain,
kidney) depending on the type of immunostain used.!*

A negative result means that the antigen was not detected, not that the
antigen was absent in the cells or tissue examined.

11.

12.

13.

Product Specific Limitations:
No addiitional product specific limitations.

Performance Characteristics:

Staining was performed using protocols provided in the antibody specific
instructions for use or as specified. Sensitivity and specificity of staining was
evaluated across a range of normal and neoplastic tissue types evaluated
during development of primary antibodies.

Reproducibility:
The reproducibility of Biocare’s detection systems and system reagents is

verified through a measurement of intermediate precision in which various
reagent lots were tested over an extended period of time using various
operators, analysts, reagent lots, tissue samples, and equipment. The
staining obtained for each detection reagent evaluated was consistent and
performed as expected.

Troubleshooting:

1. No staining of any slides — Check to determine appropriate positive
control tissue, antibody, and detection products have been used. Check
for incomplete or improper wax removal or pretreatment.

2. Weak staining of all slides — Check to determine appropriate positive
control tissue, antibody, and detection products have been used.

3. Excessive background of all slides — There may be high levels of
endogenous biotin (if using biotin-based detection products),
endogenous HRP activity converting chromogen to colored end product
(use peroxidase block), or excess non-specific protein interaction (use a
protein block, such as serum- or casein-based blocking solution).

4. Tissue sections wash off slides during incubation — Check slides to ensure
they are positively charged.

5. Specific staining too dark — Check protocol to determine if proper
antibody titer was applied to slide, as well as proper incubation times for
all reagents. Additionally, ensure the protocol has enough washing steps
to remove excess reagents after incubation steps are completed.
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Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Beoogd gebruik:
Voor /n vitro diagnostisch gebruik

De MACH 4 universele AP-polymeerkit is bedoeld voor gebruik in handmatige
of geautomatiseerde immunohistochemie (IHC)-kleuringsprotocollen met
behulp van een alkalische fosfatase (AP)-polymeer één- of tweestaps
applicatiemethode. Deze micropolymeer detectiekit is ontworpen voor de
detectie van primaire IgG- en IgM-antilichamen van muizen en/of konijnen-
IgG die zijn gebonden aan doelantigenen in de met formaline gefixeerde, in
paraffine ingebedde (FFPE) weefsels tijdens het IHC-kleuringsproces. De
klinische interpretatie van elke kleuring of de afwezigheid ervan moet worden
aangevuld met morfologische onderzoeken en de juiste controles en moet
worden beoordeeld binnen de context van de klinische geschiedenis van de
patiént en andere diagnostische tests door een gekwalificeerde patholoog.

Samenvatting en uitleg:

De MACH 4 Universal AP Polymer Kit is ontworpen met behulp van een
eenstaps- of tweestapsmethode voor het detecteren van primaire
antilichamen van muizen en/of konijnen om een antilichaam-enzymcomplex
te vormen. Dit complex wordt vervolgens gevisualiseerd met behulp van een
geschikt substraat/chromogeen. Bij de eenstapsmethode wordt een
secundair antilichaam direct gekoppeld aan het micropolymeer aangebracht,
terwijl bij de tweestapsmethode het secundaire antilichaam niet-gelabeld is
en een extra enzym-gekoppeld polymeer-gelabeld reagens achtereenvolgens
wordt aangebracht. De tweestapsmethode is ontworpen om de detectie te
versterken in gevallen van laag tot expressie brengende antigenen. Gedekt
door een of meer van de volgende US Pat. nrs. 6.686.461; 6.800.728;
7.102.024; 7.173.125; 7.462.689.

Principe van de procedure:

Deze micropolymeerdetectiekit kan worden gebruikt bij
immunohistochemische tests van met formaline gefixeerde, in paraffine
ingebedde weefselcoupes. In het algemeen immunohistochemisch (IHC)
kleuringstechnieken maken de visualisatie van antigenen mogelijk via de
sequenti€le toepassing van a specifiek antilichaam tegen het antigeen
(primair antilichaam), een secundair antilichaam tegen het primaire
antilichaam (optionele link antilichaam/probe), een enzymcomplex en een
chromogeen substraat met tussenliggende wasstappen. De enzymatische
activering van het chromogeen resulteert in een zichtbaar reactieproduct op
de antigeenplaats. Het monster kan vervolgens worden tegengekleurd en
afgedekt. Resultaten worden geinterpreteerd met behulp van een lamp
microscoop en hulp bij de differentiéle diagnose van pathofysiologische
processen, die kunnen of mogelijk niet geassocieerd zijn met een bepaald
antigeen.

Materialen en methoden:
Geleverde reagentia:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL

M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL

M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1 x100 mL
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1 x20 mL

reconstitutie, mengen, verdunnen, titratie:

De reagentia(s) van de micropolymeerdetectiekit(s) zijn geoptimaliseerd en
klaar voor gebruik met Biocare-antilichamen en hulpreagentia. Reconstitutie,
mengen, verdunnen of titreren is niet nodig.

Bekende toepassingen:
Immunohistochemie (met formaline gefixeerde, in paraffine ingebedde
weefsels)

Soorten Reactiviteit:
Muis en konijn IgG zware en lichte ketens

Geleverd als:

MACH 4 universele AP-sonde — UP536

Gebufferde zoutoplossing, pH 7,2-7,4, met een eiwitdrager en minder dan
0,1% natriumazideconserveermiddel. Zie veiligheidsinformatieblad voor
aanvullende details.

MACH 4 Universeel AP-polymeer - MRAP536

Gebufferde zoutoplossing, pH 7,6-7,8, met een eiwitdrager en minder dan
0,01% ProClin 300 en/of minder dan 0,5% ProClin 950 als
conserveermiddel. Zie veiligheidsinformatieblad voor aanvullende details.

Benodigde maar niet meegeleverde materialen en reagentia:
Microscoopglaasjes, positief geladen
Positieve en negatieve weefselcontroles
Woestijnkamer* of vergelijkbaar
xyleenvervanger

Ethanol of

reagensalcohol Onthullingskamer* of vergelijkbaar snelkookpan (optioneel)
Gedeioniseerd of gedestilleerd water
Wasbuffer*
Voorbehandelingsreagentia* (optioneel)
Enzymdigestie* (optioneel)
Peroxidaseblok* (optioneel)

Eiwitblok* (optioneel)

Primair antilichaam*

Negatieve controlereagentia*
Chromogenen*

Hematoxyline* (tegenkleuring)
Blauwmiddel*

Montagemedium*

Dekglas

Lichtmicroscoop (40-400X vergroting)

* Biocare Medical-producten: Raadpleeg de Biocare Medical-website op
http://biocare.net voor meer informatie over catalogusnummers en bestellen.
Bepaalde hierboven vermelde reagentia zijn gebaseerd op een specificke
toepassing en een gebruikt detectiesysteem.
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Opslag en stabiliteit:

Bewaren bij 2°C tot 80C. Het product is stabiel tot de vervaldatum die op het
etiket van de injectieflacon staat, mits onder deze omstandigheden bewaard.
Niet gebruiken na de vervaldatum. Opslag onder andere dan de
gespecificeerde omstandigheden moet worden geverifieerd. De reagens(s)
uit de kit zijn gebruiksklaar en mogen niet worden verdund. De stabiliteit van
door de gebruiker verdund reagens is niet vastgesteld door Biocare.

Positieve en negatieve controles moeten gelijktijdig met alle
patiéntspecimens worden uitgevoerd. Als onverwachte kleuring wordt
waargenomen die niet kan worden verklaard door variaties in
laboratoriumprocedures en er wordt een probleem met het antilichaam
vermoed, neem dan contact op met de technische ondersteuning van Biocare
op 1-800-542-2002 of via de technische ondersteuningsinformatie op
biocare.net.

Voorbereiding van het monster:

Weefsels gefixeerd in formaline zijn geschikt voor gebruik voorafgaand aan
het inbedden in paraffine. Botweefsel moet voorafgaand aan
weefselverwerking worden ontkalkt om het snijden van weefsel te
vergemakkelijken en schade aan microtoombladen te voorkomen.:2

Correct gefixeerde en ingebedde weefsels die het gespecificeerde
antigeendoel tot expressie brengen, moeten op een koele plaats worden
bewaard. De Clinical Laboratory Improvement Act (CLIA) van 1988 vereist in
42 CFR 8493.1259(b) dat “Het laboratorium gekleurde objectglaasjes ten
minste tien jaar vanaf de datum van onderzoek en bewaar proefblokken ten
minste twee jaar vanaf de datum van onderzoek.”

Behandeling van weefsels voorafgaand aan kleuring:
Voer Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) uit volgens het onderstaande

aanbevolen protocol. Er is aangetoond dat het routinematige gebruik van
HIER voorafgaand aan IHC inconsistentie minimaliseert en kleuring
standaardiseert. «

Waarschuwing en voorzorgsmaatregelen:
1. Reagentiakit(s) bevatten minder dan 0,1% natriumazide. Concentraties

van minder dan 0,1% zijn geen te rapporteren gevaarlijke materialen volgens
US 29 CFR 1910.1200, OSHA Hazard Communication en EG-richtlijn
91/155/EC. Natriumazide (NaN) dat als conserveermiddel wordt gebruikt, is
giftig bij inslikken. Natriumazide kan reageren met loden en koperen
leidingen om zeer explosieve metaalaziden te vormen. Bij afvoer spoelen met
grote hoeveelheden water om ophoping van azide in de leidingen te
voorkomen. (Center for Disease Control, 1976, National Institute of
Occupational Safety and Health, 1976)s

2. Kitreagentia bevatten minder dan 0,05% ProClin 300 en/of minder dan
1% ProClin 950. Draag handschoenen en beschermende kleding en neem
redelijke voorzorgsmaatregelen bij het hanteren, aangezien ProClin
geclassificeerd is als irriterend en huidcontactsensibilisatie kan veroorzaken.
Vermijd contact met ogen, huid en slijmvliezen.

3. Behandel materialen van menselijke of dierlijke oorsprong als potentieel
biologisch gevaarlijk en verwijder dergelijke materialen met de juiste
voorzorgsmaatregelen. Volg in  geval van blootstelling de
gezondheidsrichtlijnen van de verantwoordelijke autoriteiten waar gebruikt.s
4. Specimens, voor en na fixatie, en alle materialen die eraan worden
blootgesteld, moeten worden behandeld alsof ze een infectie kunnen
overdragen en moeten met de juiste voorzorgsmaatregelen worden
verwijderd. Pipetteer reagentia nooit met de mond en vermijd contact met
de huid en slijmvliezen met reagentia en monsters. Als reagentia of monsters
in contact komen met gevoelige gebieden, was deze dan met een ruime
hoeveelheid water.s

5. Microbiéle verontreiniging van reagentia kan resulteren in een toename
van niet-specifieke kleuring.
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6. Andere incubatietijden of -temperaturen dan gespecificeerd kunnen
foutieve resultaten opleveren. De gebruiker moet een dergelijke wijziging
valideren.

7. Gebruik het reagens niet meer na de vervaldatum die op de flacon is
gedrukt.

8. De reagentia(s) van de micropolymeerdetectiekit zijn geoptimaliseerd en
klaar voor gebruik met Biocare-antilichamen en aanvullende reagentia.
Raadpleeg de gebruiksaanwijzing voor het primaire antilichaam en andere
hulpreagens voor de aanbevolen protocollen en gebruiksvoorwaarden.

9. Volg de lokale en/of landelijke vereisten voor de verwijderingsmethode.
10. Het veiligheidsinformatieblad is op verzoek verkrijgbaar en is te vinden
op http://biocare.net.

11. Meld alle ernstige incidenten met betrekking tot dit apparaat door contact
op te nemen met de lokale Biocare-vertegenwoordiger en de toepasselijke
bevoegde autoriteit van de lidstaat of het land waar de gebruiker zich bevindt.

Deze micropolymeer detectiekit bevat componenten die zijn geclassificeerd
zoals aangegeven in onderstaande tabel in overeenstemming met
Verordening (EG) nr. 1272/2008.

Gevaar Code Gevarenaanduiding

H317 Kan een allergische huidreactie
veroorzaken.
Schadelijk voor in het water levende

H402 organismen.

N/A H412 Schadelijk voor in het water levende

organismen, met langdurige
gevolgen.

Gebruiksaanwijzing:

De reagentia(s) van de micropolymeerdetectiekit zijn geoptimaliseerd en
klaar voor gebruik met Biocare-antilichamen en hulpreagentia. Raadpleeg de
gebruiksaanwijzing voor het primaire antilichaam en andere hulpreagens
voor de aanbevolen protocollen en gebruiksvoorwaarden. Incubatietijden en
-temperaturen  variéren afhankeliik van het gevolgde specifieke
antilichaamprotocol.

Raadpleeg bij gebruik van een geautomatiseerd kleuringsinstrument de
bedieningshandleiding van het specifieke instrument en de
gebruiksaanwijzing voor de bedrijfsparameters.

Algemene procedurele stappen voor het uitvoeren van IHC:

1. Deparaffinisatie: deparaffineer objectglaasjes in Slide Brite of xyleen.
Hydrateer dia's in een reeks gesorteerde alcoholen tot water.

2. Peroxideblok (optioneel): Blokkeer gedurende 5 minuten met Peroxidazed
1.

3. Voorbehandelingsoplossing/protocol: Raadpleeg het respectievelijke
primaire antilichaamgegevensblad voor de aanbevolen
voorbehandelingsoplossing en het protocol.

4. Eiwitblok (optioneel): incubeer gedurende 5-10 minuten bij
kamertemperatuur (RT) met Background Punisher.

5. Primair antilichaam: Raadpleeg het respectievelijke gegevensblad over het
primaire antilichaam voor de incubatietijd.

6. Probe (alleen muizenantilichamen): Incubeer gedurende 5-15 minuten bij
RT met MACH 4 Universal AP Probe.

7. Polymeer: Incubeer gedurende 10-20 minuten voor antilichamen van
muizen of 30 minuten voor antilichamen van konijnen bij RT met MACH 4 MR
AP Polymeer.

8. Chromogeen: Incubeer gedurende 5 minuten bij RT met Warp Red.
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9. Tegenkleuring: Tegenkleuring met hematoxyline. Spoel met
gedemineraliseerd water. Breng Tacha's Blueing Solution aan gedurende 1
minuut. Spoel met gedemineraliseerd water.

Technische opmerkingen:

1. Gebruik TBS alleen voor wasstappen. PBS-wasbuffers zullen alkalische
fosfatasekleuring remmen.

2. Gebruik geen geitenserum als eiwitblok. Gebruik geen achtergrondwisser
of achtergrondterminator.

Kwaliteitscontrole:

raadpleeg CLSI-kwaliteitsnormen voor ontwerp en implementatie van
immunohistochemie-assays; Goedgekeurde richtlijn-tweede editie (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011

Positieve weefselcontrole:

externe positieve controlematerialen moeten verse monsters zijn die zo snel
mogelijk worden gefixeerd, verwerkt en ingebed op dezelfde manier als de
monsters van de patiént. Positieve weefselcontroles zijn indicatief voor
correct geprepareerde weefsels en juiste kleurtechnieken. In elke
kleuringsrun moet één positieve externe weefselcontrole voor elke reeks
testomstandigheden worden opgenomen.

De weefsels die voor de externe positieve controlematerialen worden
gebruikt, moeten worden gekozen uit patiéntspecimens met goed
gekarakteriseerde lage niveaus van de positieve doelactiviteit die zwakke
positieve kleuring geeft. Het lage niveau van positiviteit voor externe
positieve controles is zo ontworpen dat subtiele veranderingen in de
gevoeligheid van het primaire antilichaam door instabiliteit of problemen met
de IHC-methodologie worden gedetecteerd. In de handel verkrijgbare
objectglaasjes voor weefselcontrole of monsters die op een andere manier
zijn verwerkt dan het/de patiéntmonster(s), valideren alleen de werking van
het reagens en verifiéren niet de weefselpreparatie.

Bekende positieve weefselcontroles mogen alleen worden gebruikt voor het
bewaken van de correcte werking van bewerkte weefsels en testreagentia,
en niet als hulpmiddel bij het formuleren van een specifieke diagnose van
patiéntmonsters. Als de positieve weefselcontroles geen positieve kleuring
vertonen, moeten de resultaten met de testmonsters als ongeldig worden
beschouwd.

Negatieve weefselcontrole:

gebruik bij elke kleuringsrun een negatieve weefselcontrole die is gefixeerd,
verwerkt en ingebed op een manier die identiek is aan die van de
patiéntmonster(s) om de specificiteit van het IHC-primaire antilichaam voor
demonstratie van het doelantigeen en om een indicatie te geven van
specifieke achtergrondkleuring (vals positieve kleuring). Ook kan de
verscheidenheid aan verschillende celtypen die in de meeste weefselcoupes
aanwezig zijn kunnen door de laboratoria worden gebruikt als interne
negatieve controlelocaties om de prestaties van de IHC te verifiéren
specificaties. De soorten en bronnen van monsters die kunnen worden
gebruikt voor negatief weefsel bedieningselementen worden vermeld in de
sectie Prestatiekenmerken.

Als er specifieke kleuring (fout-positieve kleuring) optreedt in de negatieve
weefselcontrole, moeten de resultaten met de patiéntspecimens als ongeldig
worden beschouwd.

Gebruik een niet-specifiecke negatieve reagenscontrole in plaats van het
primaire antilichaam met een sectie van elk patiéntspecimen om niet-
specifieke kleuring te evalueren en
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een betere interpretatie van specifieke kleuring op de antigeenplaats
mogelijk te maken. Idealiter bevat een negatieve reagenscontrole een
geproduceerd en bereid antilichaam (dwz verdund tot dezelfde concentratie
met hetzelfde verdunningsmiddel) voor gebruik op dezelfde manier als het
primaire antilichaam, maar vertoont het geen specifieke reactiviteit met
menselijke weefsels in dezelfde matrix/oplossing als het Biocare-antilichaam. .
Alleen verdunningsmiddel kan worden gebruikt als een minder wenselijk
alternatief voor de eerder beschreven negatieve reagenscontroles. De
incubatietijd voor de negatieve reagenscontrole moet overeenkomen met die
van het primaire antilichaam.

Wanneer panelen van meerdere antilichamen worden gebruikt op seriéle
secties, kunnen de negatief kleurende gebieden van één objectglaasje dienen
als een negatieve/niet-specifieke bindende achtergrondcontrole voor andere
antilichamen. Om endogene enzymactiviteit of niet-specifieke binding van
enzymen te onderscheiden van specifieke immunoreactiviteit, kunnen
aanvullende patiéntweefsels uitsluitend worden gekleurd met respectievelijk
substraat-chromogeen  of enzymcomplexen (PAP,  avidine-biotine,
streptavidine) en substraat-chromogeen.

Assayverificatie:

Voorafgaand aan het eerste gebruik van een antilichaam of kleuringssysteem
in een diagnostische procedure, moet de gebruiker de specificiteit van het
antilichaam verifiéren door het te testen op een reeks interne weefsels met
bekende immunohistochemische prestatieckenmerken die bekende positieve
en negatieve weefsels vertegenwoordigen. Raadpleeg de procedures voor
kwaliteitscontrole die eerder zijn beschreven in dit gedeelte van de
productbijsluiter en de aanbevelingen voor kwaliteitscontrole van het CAP-
certificeringsprogramma voor immunohistochemie en/of de NCCLS IHC-
richtlijn=. Deze kwaliteitscontroleprocedures moeten worden herhaald voor
elke nieuwe partij antilichamen, of telkens wanneer er een wijziging is in de
assayparameters. Weefsels vermeld in de sectie Prestatiekenmerken zijn
geschikt voor assayverificatie.

Problemen oplossen:

volg de antilichaamspecifieke protocolaanbevelingen volgens het verstrekte
gegevensblad. Als er atypische resultaten optreden, neem dan contact op
met de technische ondersteuning van Biocare op 1-800-542-2002.

Interpretatie van kleuring:
De MACH 4 Universal AP Polymer Kit produceert een rode kleurreactie op de

antigeenplaatsen die zijn gelokaliseerd door het primaire antilichaam.
Voordat patiéntresultaten worden geinterpreteerd, moet de kleuring van
controles worden beoordeeld door een gekwalificeerde patholoog. Negatieve
controles worden geévalueerd en vergeleken met gekleurde objectglaasjes
om er zeker van te zijn dat de waargenomen kleuring niet het resultaat is
van niet-specifieke interacties.

Positieve weefselcontrole:

De positieve weefselcontrole die met het aangegeven antilichaam is gekleurd,
moet eerst worden onderzocht om er zeker van te zijn dat alle reagentia goed
werken. De juiste kleuring van doelcellen (zoals hierboven aangegeven) is
indicatief voor positieve reactiviteit. Als de positieve weefselcontroles geen
positieve kleuring vertonen, moeten alle resultaten met de testmonsters als
ongeldig worden beschouwd.

De kleur van het reactieproduct kan variéren afhankelijk van de gebruikte
substraatchromogenen. Raadpleeg de bijsluiters van de substraatverpakking
voor de verwachte kleurreacties. Verder kan metachromasie worden
waargenomen in variaties van de kleuringsmethode.

Wanneer een tegenkleuring wordt gebruikt, zal de tegenkleuring, afhankelijk
van de incubatietijd en de kracht van de gebruikte tegenkleuring, resulteren
in een verkleuring van de celkernen. Overmatige of onvolledige tegenkleuring
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kan de juiste interpretatie van de resultaten in gevaar brengen. Raadpleeg
protocol(len) voor aanbevolen tegenkleuring.

Negatieve:

De negatieve weefselcontrole moet worden onderzocht na de positieve
weefselcontrole om de specificiteit van de labeling van het doelantigeen door
het primaire antilichaam te verifiéren. De afwezigheid van specifieke kleuring
in de negatieve weefselcontrole bevestigt het ontbreken van kruisreactiviteit
van antilichamen met cellen/cellulaire componenten. Als er specifieke
kleuring (fout-positieve kleuring) optreedt bij de negatieve externe
weefselcontrole, moeten de resultaten met het patiéntmonster als ongeldig
worden beschouwd.

Niet-specifieke kleuring, indien aanwezig, heeft meestal een diffuus uiterlijk.
Sporadische kleuring van bindweefsel kan ook worden waargenomen in
secties van overmatig met formaline gefixeerde weefsels. Gebruik intacte
cellen voor interpretatie van kleuringsresultaten. Necrotische of
gedegenereerde cellen kleuren vaak niet-specifiek.

geduldig weefsel:

Onderzoek patiéntspecimens gekleurd met aangegeven antilichaam laatst.
Positieve kleuringsintensiteit moet worden beoordeeld binnen de context van
eventuele niet-specificke  achtergrondkleuring van de negatieve
reagenscontrole. Zoals bij elke immunohistochemische test betekent een
negatief resultaat dat het antigeen niet is gedetecteerd, niet dat het antigeen
afwezig was in de geteste cellen/weefsels. Gebruik indien nodig een panel
van antilichamen om vals-negatieve reacties te identificeren.

Raadpleeg Samenvatting en uitleg, Beperkingen en Prestatiekenmerken voor
specifieke informatie over aangegeven antilichaamimmunoreactiviteit.

Beperkingen:

Algemene beperkingen:

1. Voor in vitro diagnostisch (IVD) gebruik

2. Dit product is uitsluitend voor professioneel  gebruik:
Immunohistochemie is een meerstaps diagnostisch proces dat bestaat
uit gespecialiseerde training in de selectie van de juiste reagentia;
weefselselectie, fixatie en verwerking; voorbereiding van de IHC-dia;
en interpretatie van de kleuringsresultaten.

3. Alleen voor gebruik op voorschrift van een arts. (Alleen Rx)

4.  Weefselkleuring is afhankelijk van de behandeling en verwerking van
het weefsel voorafgaand aan de kleuring. Onjuiste fixatie, bevriezing,
ontdooiing, wassen, drogen, verhitten, snijden of verontreiniging met
andere weefsels of vloeistoffen kan leiden tot artefacten, insluiting van
antilichamen of fout-negatieve resultaten. Inconsistente resultaten
kunnen te wijten zijn aan variaties in fixatie- en inbeddingsmethoden
of aan inherente onregelmatigheden in het weefsel.»

5. Overmatige of onvolledige tegenkleuring kan de juiste interpretatie van
de resultaten in gevaar brengen.

6. De klinische interpretatie van elke positieve of negatieve kleuring moet
worden beoordeeld binnen de context van klinische presentatie,
morfologie en andere histopathologische criteria. De klinische
interpretatie van elke positieve of negatieve kleuring moet worden
aangevuld met morfologische onderzoeken met behulp van de juiste
positieve en negatieve interne en externe controles, evenals andere
diagnostische tests. Het is de verantwoordelijkheid van een
gekwalificeerde patholoog die bekend is met het juiste gebruik van IHC-
antilichamen, reagentia en methoden om alle stappen te interpreteren
die worden gebruikt om het uiteindelijke IHC-preparaat voor te
bereiden en te interpreteren.

7.  De optimale protocollen voor een specifieke toepassing kunnen variéren.
Deze omvatten, maar zijn niet beperkt tot, fixatie,
warmteterugwinningsmethode, incubatietijden, antilichaamverdunning,
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dikte van weefselcoupes en gebruikte detectiekit. Raadpleeg de
gebruiksaanwijzing voor het primaire antilichaam en andere
hulpreagens voor de aanbevolen protocollen en gebruiksvoorwaarden.
De aanbevelingen en protocollen van het datablad zijn gebaseerd op
exclusief gebruik van Biocare-producten. Uiteindelijk is het de
verantwoordelijkheid van de onderzoeker om optimale omstandigheden
te bepalen.

8. Dit product is niet bedoeld voor gebruik bij flowcytometrie.
Prestatiekenmerken zijn niet bepaald voor flowcytometrie.

9. Weefsels van personen die zijn geinfecteerd met het hepatitis B-virus
en die hepatitis B-oppervlakteantigeen (HBsAg) bevatten, kunnen niet-
specifieke kleuring vertonen met mierikswortelperoxidase.:

10. Reagentia kunnen onverwachte reacties vertonen in niet eerder geteste
weefsels. De mogelijkheid van onverwachte reacties, zelfs in geteste
weefselgroepen, kan niet volledig worden uitgesloten vanwege
biologische variabiliteit van antigeenexpressie in neoplasmata of andere
pathologische weefsels.x Neem contact op met de technische
ondersteuning van Biocare op 1-800-542-2002, of via de technische
ondersteuningsinformatie op biocare.net, met gedocumenteerde
onverwachte reactie(s).

11. Normale/niet-immune sera van dezelfde dierlijke bron als secundaire
antisera die in blokkeerstappen worden gebruikt, kunnen fout-
negatieve of fout-positieve resultaten veroorzaken als gevolg van auto-
antilichamen of natuurlijke antilichamen.

12. Vals-positieve resultaten kunnen optreden als gevolg van niet-
immunologische binding van eiwitten of substraatreactieproducten. Ze
kunnen ook worden veroorzaakt door pseudoperoxidase-activiteit
(erytrocyten), endogene peroxidase-activiteit (cytochroom C) of
endogene biotine (bijv. lever, borst, hersenen, nier), afhankelijk van het
type immunokleuring dat wordt gebruikt.x

13. Een negatief resultaat betekent dat het antigeen niet werd
gedetecteerd, niet dat het antigeen afwezig was in de onderzochte
cellen of weefsels.

Productspecifieke beperkingen:
Geen aanvullende productspecifieke beperkingen.

Prestatiekenmerken:

Kleuring werd uitgevoerd met behulp van protocollen die in de
antilichaamspecifieke gebruiksaanwijzing staan of zoals gespecificeerd. De
sensitiviteit en specificiteit van kleuring werd geévalueerd over een reeks
normale en neoplastische weefseltypen die werden geévalueerd tijdens de
ontwikkeling van primaire antilichamen.

Reproduceerbaarheid:

De reproduceerbaarheid van de detectiesystemen en systeemreagentia van
Biocare wordt geverifieerd door middel van een meting van gemiddelde
precisie waarbij verschillende reagenspartijen gedurende een langere
periode werden getest met behulp van verschillende operators, analisten,
reagenspartijen, weefselmonsters en apparatuur. De kleuring die werd
verkregen voor elk geévalueerd detectiereagens was consistent en werd
uitgevoerd zoals verwacht.

Problemen oplossen:

1.  Geen kleuring van objectglaasjes — Controleer of de juiste positieve
controleweefsels, antilichamen en detectieproducten zijn gebruikt.
Controleer op onvolledige of onjuiste wasverwijdering of
voorbehandeling.

2. Zwakke kleuring van alle objectglaasjes — Controleer of de juiste
positieve controleweefsels, antilichamen en detectieproducten zijn
gebruikt.

3. Overmatige achtergrond van alle objectglaasjes — Er kunnen hoge
niveaus van endogene biotine zijn (bij gebruik van op biotine
gebaseerde  detectieproducten), endogene HRP-activiteit die
chromogeen omzet in gekleurd eindproduct (gebruik peroxidaseblok),

EMERGO EUROPE
Westervoortsedijk 60

6827 AT Arnhem

The Netherlands

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080



MACH 4™ Universal AP Polymer Kit

Micro-polymer detection
901-M4U536-080123
Dutch ‘

of overmatige niet-specifieke eiwitinteractie (gebruik een blokkeren,
zoals een op serum of caseine gebaseerde blokkeringsoplossing).

4. Weefselcoupes worden tijdens de incubatie van de objectglaasjes
afgewassen — Controleer de objectglaasjes om er zeker van te zijn dat
ze positief geladen zijn.

5. Specifieke kleuring te donker — Controleer het protocol om te bepalen
of de juiste antilichaamtiter op het objectglaasje is aangebracht,
evenals de juiste incubatietijden voor alle reagentia. Zorg er bovendien
voor dat het protocol voldoende wasstappen heeft om overtollige
reagentia te verwijderen nadat de incubatiestappen zijn voltooid.

Referenties:
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2. Sheehan DC and Hrapchak BB. Theory and Practice of Histotechnology.
St. Louis: C.V. Mosby Co. 1980.

3. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988: Final Rule, 57 FR

7163, February 28, 1992.

Shi S-R, Cote RJ, Taylor CR. J Histotechnol. 1999 Sep;22(3):177-92.

Taylor CR, et al. Biotech Histochem. 1996 Jan;71(5):263-70.

Center for Disease Control Manual. Guide: Safety Management, NO.
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Drains to Remove Azide Salts.

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

8. Directive 2000/54/EC of the European Parliament and Council of 18
September 2000 on the protection of workers from risks related to
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9. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Protection of
Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections; Approved
Guideline-Fourth Edition CLSI document M29-A4 Wayne, PA 2014.
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4040.

12. O’Leary TJ, Edmonds P, Floyd AD, Mesa-Tejada R, Robinowitz M, Takes
PA, Taylor CR. Quality assurance for immunocytochemistry; Proposed
guideline. MM4-P. National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). Wayne, PA. 1997;1-46.

13. Koretzik K, Lemain ET, Brandt I, and Moller P. Metachromasia of 3-
amino-9-ethylcarbazole (AEC) and its prevention in Immunoperoxidase
techniques. Histochemistry 1987; 86:471-478.

14. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the techniques and its
pitfalls. Lab Med 1983; 14:767.
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horseradish peroxidase to hepatitis B surface antigen: a possible source
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Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Ynorpe6a no npegHasHaveHue:
3a /in vitro pnarHocTuyHa ynotpeba

YHuBepcanHuaT AP nonuMmepeH komnnekt MACH 4 e npepHa3sHayeH 3a
M3Mon3eBaHe B MPOTOKOAM 3@  PbYHO  WAM  aBTOMaTU3MpaHO
nmyHoxuctoxmmmndHo (IHC) ouseTsiBaHe, KaTo Ce U3MON3Ba METOA Ha eaHo-
WM ABYETaNHO NpUIoXeHME Ha NoMMEpP Ha ankanHa gocdatasa (AP). Tosmn
KOMMNIEKT 32 OTKPUBaHE Ha MUKPOMOIMMEP e MpefHa3HayeH 3a OTKpuBaHe
Ha muwm IgG u IgM, n/unun 3aewkun IgG MbpPBUYHM aHTMTENa, CBbp3aHu C
TapreTHUTE aHTUIeHU BbB (UKCHMPaHK BbB DOpManvH, BrpaeHu B napaduH
(FFPE) TbkaHm mo Bpeme Ha npoueca Ha IHC ousetsiBaHe. KnuHuuHaTa
MHTeprpeTaumns Ha BCAKO OLUBETsSIBaHe wiu nuncata My Tpsibea fa 6bae
[OMb/IHEHA OT MOPMONOrMYHM U3CNeBaHWSl U MOAXOASIUM KOHTPOIU U
TpsibBa Aa 6bAe oLieHeHa B KOHTEKCTa Ha KIMHUYHATa UCTOpUS Ha NaumMeHTa
1 APYr1 AMArHOCTUYHWM TeCToBe OT KBanuduumpaH naTtosor.

Pe3tome n obsicHeHme:

MACH 4 Universal AP Polymer Kit e npoekTpaH C noMoLyTa Ha eaHoeTaneH
WK AByeTaneH MEeToA 3a OTKPMBAHE Ha MULLM W/WUAN 3aelKN MbpPBUYHK
aHTUTENa 3a obpasyBaHe Ha aHTUTANO-eH3MMeH Komnnekc. Cne ToBa TO3n
KOMMJIEKC Ce BM3yanusupa C MoMoLiTa Ha Moaxoasiy cybcTpaT/XpoOMOreH.
Mpn epHoeTanHWsi MeTOA Cce npunara BTOPUYHO aHTUTANO, AWPEKTHO
CBbP3aHO C MUKPOMOSMMeEpa, AOKaTO Mpu ABYeTanHUs MeToA BTOPUYHOTO
QHTUTANO e Hebensi3aHo W NocnefoBaTeNIHO Ce npwnara AOMb/HUTENEH
€H3MMHO CBbp3aH MonuMepeH 6enssaH peareHT. [IBYCTENeHHUAT MeTof e
npeAHasHayveH Ja ycunu OTKPUBAHETO B CllyYaun Ha HWUCKO eKcrpecvpalum
aHTureHn. O6xBaHaT OT eanH unu nosede ot cieaHute US Pat. 6,686,461;
6,800,728; 7,102,024; 7,173,125; 7,462,689.

MpuHUMN Ha npoueaypara:

To31 KOMMNEKT 3a OTKPMBaHE Ha MUKPOMONMMEP MOXE Aia Ce M3Mon3Ba npu
MMYHOXUCTOXMMUYHW TECTOBE Ha (PMKCMpaHW BbB (OPManuH, BrpajeHn B
napacduH TbkaHHM cpe3oBe. KaTo uUAN0 WMMyHOXMCTOXMMUYHMTE (IHC)
TEXHWUKWUTE Ha OLBETSIBaHE MO3BOMSIBAT BM3yanM3auus Ha aHTUreHu 4upes
nocnesfoBaTesIHO MpuiaraHe Ha a Cneuu@uyHO aHTUTANO KbM aHTUreHa
(MbPBMYHO @HTUTANO), BTOPUYHO QHTUTSNIO KbM MbPBUYHOTO aHTUTASIO (MO
M360p CBbP3BALLO AHTUTSNO/COHAA), €H3MMEH KOMMMEKC M XPOMOreHeH
CybCTpaT C BMbKHATU CTbMKM Ha MPOMMBaHe. EH3MMHOTO akTuBMpaHe Ha
XpOMOreHa BOAM [0 BUAWMM peakLMOHEH NPOAYKT Ha MACTOTO Ha aHTureHa.
Cnep ToBa 06paseLbT MOXe Aa 6bae HacpeLHO OLBETEH M NOKPUT C Kanak.
Pesyntatute ce WHTepnpeTMpaT C MOMOLWITA Ha CBET/IMHA MWKPOCKOM W
noMmoLy, Npy AudepeHumanHaTa avarHo3a Ha naTtodusavonornyHn npouecu,
KOUTO MOraT MM MOXe Aa He Ca CBbP3aHu C OMpeaesieH aHTUreH.

MaTtepmanu n metoau:
OcurypeHu peareHTu:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
M4U536H UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
Probe
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1 x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL

M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x100 mL
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1 x20 mL

Pa3TBapsiHe, CMECBaHe, pa3pexaaHe, TUTpyBaHe:

PeareHTbT(MTe) Ha KOMMAEKTa 3a OTKPMBaHE Ha MWKPOMOAWMep ca
ONTUMM3MPAHU W TOTOBM 3a M3MOM3BaHE C aHTWTena Ha Biocare u
crioMaratenHu peareHTM. He e HeobxoauMMo pasTBapsiHe, CMeCBaHe,
paspexxaaHe Uin TUTpyBaHe.

W3BeCcTHU NpUNoXKeHns:
UmyHoxuctoxmmms  (bukcvMpaHn BbB  (POPManuH TbKaHW, BrpajeHn B
napacuH)

BuaoBa peaKTUBHOCT:
Muwm 1 3aewwkn IgG TEXKN 1 Nekn Bepurn

[ocTtaBs ce KaTo:

Yrusepcanqa AP coHga MACH 4 — UP536

BydepupaH dursmonormyeH pasteop, pH 7,2-7,4, cbabpall, NpoTEMHOB
HocuTen u no-manko ot 0,1% KoHCcepBaHT HaTpueB asua. Buxre
MHdbopMaumoHHUa nncT 3a 6e30MacHOCT 3a AOMbHUTENHM NOAPO6GHOCTY.

MACH 4 YunsepcarneH AP riosimmep — MRAP536

BydepupaH ¢pusvonornyeH pasteop, pH 7,6-7,8, cbabpiall NpoOTENHOB
HocuTen n no-manko ot 0,01% ProClin 300 n/vnn no-manko ot 0,5%
ProClin 950 kaTo KoHcepBaHT. BumxTe MHdOpMaumMoHHKS nnCT 3a
6e30MacHOCT 3a AOMbHUTENHW NOAPOGHOCTY.

HeobxoaAvMMM MaTepuanu v peareHTu, KOUTO He Ca OCUrypeHHU:
MpeaMeTHM CTbKIa 32 MUKPOCKOT, MOIOXKUTENHO 3apeeHn
MONOXUTENHW U OTPULIATENHU TbKaHHU KOHTPOIK

MycTnHHa kamepa* unm nopgobHa CywmnHa new, (no nsbop)
KcuneH vnu 3amecTuten Ha KcuneH

ETaHon unu peareHTeH ankoxon

Kamepa 3a gemackupaHe* unu nogobHa TeHakepa noa Hansrade (no usbop)
[elioHn3npaHa unu aectunnpaHa Boaa

Bydep 3a npomMmnsaHe*

PeareHTu 3a npeaBapuTtenHa obpabotka* (no nsbop)
EH3vMHO cMunane* (no n3bop)

MepokcmaazeH 6nok* (no u3bop)

MpoTenHoB 6nok* (no usbop)

MbpBUYHO @HTUTANIO*

PeareHTV 3a oTpuuaTenHa KoHTpona*

XpomoreHu*

XemaTokcunuH* (NpoTMBOOLIBETSIBAHE)

*

MoHTaxHa cpega*
MOKpUBHO CTHKII0
CeeTnuHeH Mukpockon (40-400X yBenuuexne)

* MeamuMHCKM NpoaykTn Ha Biocare: BuxTe yebcalita Ha Biocare Medical,
Hamupal, ce Ha agpec http://biocare.net 3a gombnHuTeNnHa MHQOpMaUms
OTHOCHO KaTa/loXHUTE HOMepa M mnopbykaTa. OnpedeneHu peareHTy,
136pOEeHN NO-rOpe, Ce OCHOBABAT Ha KOHKPETHO MPUJIOXKEHWE 1 U3MON3BaHa
cuCTeMa 3a OTKpUBAHE.
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CbxpaHeHue 1 cTabunHocr:

CobxpaHsiBaiiTe npu 2°C o 8°C. MpoayKThT e CTabuneH Ao Cpoka Ha FOAHOCT,
oTneYaTaH BbpXy €TUKeTa Ha (iakoHa, KoraTo ce CbXpaHsiBa Mpu Tesu
ycnoBus. [a He ce u3non3sa Clef M3TWYaHE Ha Cpoka Ha rofaHOCT.
CbXpaHEeHWETO MpyW YCNOBWS, PasfMyHM OT MocoyeHute, TpsibBa aa 6bae
npoBepeHo. PeareHTWTe OT KOMMJIeKTa ca roToBM 3a yrnoTpeba u He Tpsibea
fia ce paspexaat. CtabunHocTTa Ha paspeaeHust OT NoTpebuTens peareHT
He e ycTaHoBeHa OT Biocare.

MonoxwTenHnTe M OTpULATENHUTE KOHTPONM TpsibBa Aa ce nposexaaTt
€[JHOBPEMEHHO C BCMYKM nNpobu OT naumeHTn. Ako ce Habniogasa
HEeoYaKBaHO OLBETSIBAHe, KOETO He MoXe fa ce 0b6scHM C Bapuauuv B
nabopaTtopHuTe npouesypu W ce nopgosvpa npobneMm € aHTUTANOTO,
CBbPXKETE Ce C TexHn4yeckaTa noaapwkka Ha Biocare Ha 1-800-542-2002 nnum
ype3s WH@opMauusTa 3a TexHuM4yecka MnoAaApbXKKa, MpeaocTaBeHa Ha
biocare.net.

Nonroroeka Ha npo6ara:

TbKaHu, PUKCpaHn BbB (GOPManuH, ca MOAXOASLUM 3a M3MON3BaHe Mpeau
BrpaxgaHe B napaduH. KocTHuTe TbkaHn TpsibBa pa 6baaT
fekanuuduumpann npeam obpaboTkata Ha TbKaHUTE, 3a Aa Ce YJIECHM
pa3psi3BaHETO Ha TbKaHUTE W Aa ce MpeAoTBpaTU NoBpeja Ha ocTpuertaTa
Ha MUKpOTOMa. 2

MpaBunHo uKCUpaHu U BrpaeHn TbKaHW, eKcrpecupaluy onpeaeneHarta
aHTUreHHa uen, TpsibBa Aa ce CbXpaHsBaT Ha XNafHO MSICTO. 3aKOHbLT 3a
nopobpsiBaHe Ha knnHU4YHaTa nabopatopus (CLIA) ot 1988 r. usncksa B 42
CFR 8§493.1259(b), ue ,J1abopaTopusita TpsibBa Aa CbxpaHsiBa OLIBETEHU
craiijoBe Hall-Manko [eceT roAMHWM OT JaTaTa Ha wu3creaBaHe U
CbXpaHsiBaliTe 6510KoBeTe C Mpobu Hali-Masiko ABE roAMHM OT JaTaTa Ha
n3cneaBaHeTo."

TperupaHe Ha TbKaHU Npeau ouBeTsiBaHe:
M3BbpLueTe TONAMHHO MHAYUMPaHO n3BnnyaHe Ha enuton (HIER) cbrnacHo

rpenopbyaHns NPoTOKoN No-Aosy. [loka3aHo e, Ye PyTUHHOTO M3non3BaHe
Ha HIER npean IHC MuHMMM3MpPa HECLOTBETCTBUETO M CTaHAapTU3Mpa
OLIBETAABAHETO. *5

MpenynpexaeHnsa n npeanasHn MEpKu:

1. KomnnekTbT peareHT(n) cbabpxa no-manko ot 0,1% HaTpueB asua.
KoHueHTpaummn nog 0,1% He ca onacHu maTepuanu, KOUTO He noanexar Ha
AoknaagaHe, cbrnacHo US 29 CFR 1910.1200, cboblyeHne 3a onacHOCT Ha
OSHA v npekTuea 91/155/EC Ha EO. Hatpuesusat asua (NaN.), nsnonssaH
KaTO KOHCEPBAHT, € TOKCMYEH MpW MorbliaHe. HaTpueBnsT asua Moxe Aa
pearvpa C ONOBHW W MeAHW BOZONPOBOAM, 3a fda obpa3lyBa CWUIHO
€KCMI03MBHN MeTanHn asvaun. [pu U3XBbprsHe, W3MIaKHETE C ronemu
KONM4yecTBa BOAA, 3a fAa NpeaoTBpaTMTE HATPynBaHETO Ha asng BbB
BOAOMNpOBOAHATa MHCTanaums. (LleHTbp 3a KOHTpon Ha 3abonsBaHusiTa,
1976 r., HaunoHaneH nHctuTyT no 6e3onacHoCT 1 3apase npu pabota, 1976
r.)

2. KomMnnekTsT peakTviBn cbabpxa no-manko ot 0,05% ProClin 300 w/unu
no-manko ot 1% ProClin 950. HoceTe pbkaBuuM M 3aliMTHO 06neKkno u
B3eMeTe pasyMHW NpeanasHW Mepku npu pabota, Tbi kato ProClin ce
Knacuguumpa Kato ApasHUTEN U MOXeE Aa MPUYMHU CeHCMbunmsaums npu
KOHTaKT C KoXaTa. U3bsrsaiite KOHTaKT C O4MTe, KOXaTa W NUraBuLmTE.

3. PaboteTe c MaTepuanu OT YOBELIKW WA XXMBOTMHCKM MPOMU3XOA KaTo
MOTEHUMaNHO GMONOrMYHO OMAcHU M U3XBLPASUTE TakvMBa MaTtepuanu C
noaxofsiuy npeanasHW Mepku. B ciyyall Ha u3naraHe, cnepagaiite
34paBHUTE AUPEKTUBM HA OTFOBOPHUTE OpraHu, KbAEeTo Ce U3MOon3Ba.’s

4. Mpobute npean n cnea dUKCUMpaHe U BCUYKN MaTepuanu, U3IoKeHU Ha
TsX, TpsibBa Aa ce TPeTMpaT Taka, CAKall MoraT fa npeHecaT MH(eKUUs, 1
[la Ce U3XBBLPASAT C NoAXoAsWM npeanasHu Mepku. Hukora He nuneTuparite
peareHTy C ycTa 1 u3bsireanTe KOHTaKT Ha KoXaTa U NUraBulmTe C peareHTu
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1 Npobu. AKO peakTVBU UM Npobu BNA3aT B KOHTAKT C YyBCTBUTENTHU 30HH,
M3MUITE 'Y C OBMTHO KONIMYECTBO BOAA.®

5. MwukpobHOTO 3amMbpcsiBaHe Ha peareHTUTE MoXe Ja fAoBede [o
yBennyaBaHe Ha HecrneundryHOTO OLBETSABaHE.

6. MHKybauMOHHN BpeMeHa wnv TeMmnepaTypy, PasfiMyHu OT MOCOYEHUTE,
MoraT Aa AafaT rpewHu pesyntatu. MotpebutensaT Tpsbsa Aa noTBbLPAU
BCSIKa TakaBa NpoMsiHa.

7. He u3nonseaiiTe peareHT cref Cpoka Ha FOAHOCT, OTnevyaTaH BbpXy
dnakoHa.

8. PeareHTbT(MTE) Ha KOMMAeKTa 3a OTKPMBAHE Ha MUKPOMonIuMep ca
ONTUMM3MPAHN W TOTOBM 3@ W3MNOM3BaHe C aHTUTena Ha Biocare u
cnomaraTtenHu peareHTM. O6bpHeTe ce KbM MHCTPYKUMWUTE 3@ MbPBUYHO
QHTUTANO M ApyrM CcnoMaraTenHW peareHTM 3a ynoTtpeba 3a
npenopbYNTENTHATE NPOTOKOMM U YCNOBUS 3a ynoTtpeba.

9. CneaBaiTe M3UCKBaHUSITa Ha MECTHUTE W/WUNKU ObpXaBHWUTE OpraHu 3a
MeToAa Ha U3XBbPISIHE.

10. Wb e pocTbneH Npu NOUCKBaHe 1 ce Hamupa Ha http://biocare.net.

11. [oknagsaiTe 3a BCSKAKBUM CEPUO3HWM WHUMAEHTW, CBbp3aHW C TOBA
YCTPOICTBO, KaTO Ce CBbPXETE C MECTHWS MpeACTaBWUTen Ha Biocare u
CbOTBETHMSI KOMMETEHTEH OpraH Ha AbpXaBaTa YIeHKa WU AbpxasaTa, B
KOSITO Ce HaMupa noTpebuTensr.

To3¥ KOMMMEKT 3a OTKPMBAaHE Ha MWKPOMONMMEP CbAbpXKa KOMMOHEHTH,
KnacubuLmMpaHn KakTo e nocoyeHo B Tabnuuata no-Aosy B CbOTBETCTBUE C
PernamenT (EO) N2 1272/2008.

OnacHocTt Code U3sBneHune 3a onacHOCT
H317 Moxe Aa NpU4YMHK anepruyHa Koxda
peakuusi.
BpepneH 3a BoAHWTE OpraHu3Mu.
H402
N/A BpepneH 3a BoAHWUTE OpraHu3mMu ¢
H412
AbAroTpaeH edekT.

MHcTpykumm 3a ynortpeba:

PeareHTUTe Ha KOMMJeKTa 3a OTKpPMBaHe Ha MMKpoOronuMmep ca
ONTUMM3WpPaHM W TrOTOBM 3a ynoTpeba C aHTUTena Ha Biocare u
cromaraTenHu peareHTM. O6bpHeTe Cce KbM MHCTPYKUMWUTE 3a MbPBUYHO
QHTUTANO M ApyrM CnoMaraTenHW peareHTM 3a ynoTtpeba 3a
npenopbYnTENHATE NPOTOKONM M YCNoBMSt 3a ynoTpeba. BpemeHata wu
TeMnepaTypute Ha WMHKyGauusa e BapvpaT B 3aBUCMMOCT OT C/lefBaHust
cneundmyeH NpoToKOs 3a aHTUTENa.

KoraTo u3non3BaTte aBTOMATM3WpaH WHCTPYMEHT 33 OLBETsABaHe,
KOHCYNTMpaiTe Ce C KOHKPETHOTO PbKOBOACTBO 3@ oOrnepaTtopa Ha
MHCTPYMEHTa U MHCTPYKUMMTE 3a yrnoTpeba 3a paboTHUTE napamMeTpy.

O6Lim NpoueaypHU CThIKKM 3a U3BbpLIBaHe Ha IHC:

1. [enapacduHuzaums: denapacdvHusupaiite npeaMeTHuTe cTbkia B Slide
Brite unn kcuneH. XuapaTbT ce nib3ra B Cepust rpaauMpaHn ankoxonu Ao
BOJA.

2. MepokcuaeH 6nok (no usbop): brnokupaiite 3a 5 MUHYTU C Peroxidazed 1.
3. Pa3TBOp/npoTokon 3a npeasapuTenHa obpaboTka: Mons, BuxTe
CbOTBETHUS JINCT C AaHHM 3@ MbPBUYHO aHTUTSINIO 3a NpernopbyaHus pa3TBop
1 NPOTOKON 3a NpeaBapuTesiHa 0bpaboTka.

4. MNpoTtenHoB 6510k (Mo n36op): MHKy6upaliTe 3a 5-10 MUHYTM Npu CTalHa
Temnepatypa (RT) ¢ Background Punisher.

5. MbpBUYHO aHTUTANO: Mons, BMXTE CbOTBETHUS JIMCT C AaHHM 3a
MbPBUYHO @HTUTSSIO 338 BPEMETO Ha MHKY6aLus.

6. CoHaa (camo MUK aHTUTeNa): MHkybmpaiTe 3a 5-15 MUHYTM Npu CTaiiHa
TeMmnepatypa ¢ MACH 4 Universal AP coHpa.

EMERGO EUROPE
Westervoortsedijk 60

6827 AT Arnhem

The Netherlands

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080


http://biocare.net/

MACH 4™ Universal AP Polymer Kit

Micro-polymer detection
901-M4U536-080123
Bulgarian ‘

7. Nonumep: WHkybupaiite 3a 10-20 MMHYTM 3a MUK aHTUTena wunm 30
MWUHYTU 3a 3aelkun aHtutena npu RT ¢ MACH 4 MR AP nonumep.

8. XpoMmoreH: NHKky6upalite 3a 5 MuHyTM npu RT ¢ Warp Red.

9. KoHTpaougeTsBaHe: KOHTpaouBeTsaBaHe C XeMaTOKCUIUH. M3nnakHeTe ¢
felioHnsunpaHa Boga. HaHecete Tacha's Bluing Solution 3a 1 MuHyTa.
Mi3nnakHeTe c AelioHM3vpaHa Boja.

TexHuueckn 6enexkmn:

1. ManonsBaitte TBS camMo 3a CTbMKUTE Ha M3MMBaHe. PBS npoMuBHUTE
6ydepu we nHxmnbupaT oupeTaBaHeTO C ankanHa docdaTasa.

2. He v3nonsgaiitTe ko3M cepyM KaTo MpoTenHoB 6nok. He wv3nonsgaiite
Background Eraser unun Background Terminator.

KoHTpon Ha KayecTBoOTO:

Ob6bpHeTe ce KbM CTaHAapTuTe 3a kadectso Ha CLSI 3a npoekTupaHe u
npunaraHe Ha WMYHOXWUCTOXUMUYHM aHanusu; OpobpeHo pbKOBOACTBO-
BTOpO M3aaHwue (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA CALL (www.clsi.org). 2011

MonoxwuTenHa TbkaHHa KOHTpona:

MaTepuanuTe 3a BbHLUHA NONOXMWTENHA KOHTPoOna Tpsibsa Aa 6baaTt npecHn
npobu, ukcupaHy, o6paboTeHn W BrpafieHy Bb3MOXHO Haii-CKOpo o
CbLUMSA HAYMH, KakTo npobaTta(uTe) Ha nauueHTa. MoNoXUTENHUTE ThKaHHM
KOHTPONIN Ca NoKasaTeSiHX 3a NPaBWIHO NOATOTBEHW TbKaHU W MOAXOASLM
TEXHUKM 3a OLBeTsBaHe. BbB BCEKM LMKBN Ha ouBeTsBaHe Tpsbea fa ce
BKJTIOUM €flHa NOJSIOKWTENHA BbHLUHA TbKaHHa KOHTpoOsia 3a BCcekn Habop ot
ycnoBsus Ha TecTa.

TbKaHUTE, U3MON3BaHM 3a MaTepUanMTe 3a BbHLUHA MOMOXWUTENHA KOHTpOna,
TpsbBa pa 6bgar wm3bpaHn OT npobu OT nauveHTM ¢  pobpe
OXapaKTepu3npaHy HUCKM HUBa Ha MONOXMUTESHA LieNieBa akTUBHOCT, KOSITO
naBa cnabo MONOXUTENHO ouBeTsiBaHe. HWCKOTO HWMBO Ha MONOXMTENHOCT
33 BbHLUHM MOJIOKUTENHN KOHTPONN € MPOEKTUPaHO Taka, Ye Za ocurypum
OTKPUBaHe Ha PV1HM NPOMEHN B YYBCTBUTEIHOCTTA HA MbPBUYHOTO aHTUTSNO
OT HecTabunHocT unu npobnemu ¢ IHC metoponorusta. MNpeanaraHuTte B
TbproeckaTa Mpexa npeMeTHM CTbK/a 3@ KOHTPOJ Ha TbKaHu WUiu npobu,
06paboTeHun no pasnuueH HaumH oT npobaTta(ute) Ha NaumeHTa, Banuampat
camMo edeKTMBHOCTTa Ha peareHTa M He MpoBepsiBaT MOArOTOBKaTa Ha
TbKaHuTe.

M13BECTHW MONOXMUTENHW TbKaHHW KOHTPOMM TpsibBa Aa ce M3Mos3BaT caMo
3a Hab/oaeHre Ha npaBuHaTa paboTa Ha 06pPaboTEHUTE TbKaHU 1 TECTOBU
peareHTH, a He KaTo noMmoly Npu opMynMpaHe Ha KOHKPETHA AMarHo3a Ha
Npo6u OT MauMeHTW. AKO MONOXKUTENHUTE TbKaHHW KOHTPOSIU He ycnesT Aa
NoKaXkaT MOMOXMUTENHO OUBETSIBAHE, pe3ynTatuTe C TeCcToBWUTE Npobu
TpsibBa Aa Ce CYMTAT 3a HEeBAIUAHM.

OTpuuaTenHa TbKaHHa KOHTPO/a:

M3non3galite oTpuUaTENHa TbKaHHa KOHTpona, (ukcupaHa, obpaboTeHa u
BrpajeHa Mo HauuH, WAEHTUYeH C npobaTta(MTe) Ha nauueHTa npu BCAKO
ouBeTsBaHe, 3a fa nposepute creunduyHoctTa Ha IHC nbpBUMYHOTO
AQHTUTANO 33 AEMOHCTPaLMS Ha LENeBUS aHTWUreH W 3a NpefocTaBsiHE Ha
MHAMKaLUMS 3a cneumduyHo (poHOBO ouBeTsBaHe (anlumBo MONOXKUTENHO
oupeTsBaHe). OcBeH TOBa pa3HOO6pa3neTo OT PasfvYHU BUAOBE KETKM,
NPUCLCTBALLM B NMOBEYETO TbKaHHM CpPe30Be, MOXe Aa 6baaT U3non3saHu oT
nabopatopusita KaTo BbTPELIHM OTPULATENIHU KOHTPOTHM MecTa 3a
nposepka Ha pabotaTta Ha IHC cneundrkaummn. TUNOBETE U U3TOYHULIMTE Ha
npobu, KOUTO MOraT Aa Ce U3NoN3BaT 3a OTPULATENHA TbKaH KOHTPONUTE ca
136poeHn B pasaena XapakTepucTuky Ha edekTUBHOCTTa.

Ako ce nosiBu creundunyHo ouseTsBaHe (anwmMBO  MONOXWUTESNHO
ouBeTsIBaHe) B OTpuLaTeNHaTa TbkaHHa KOHTPONa, pe3yTaTuTe oT npobute
Ha nauveHTa TpsibBa Aa ce cumTaT 3a HEBaNMAHM.
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HecneundunyHa oTpulaTenHa KOHTPO/Ia C peareHT:

M3non3BaiiTe HecneuuduyHa oTpuLaTeNHa KOHTPOIA C peareHT Ha MSICTOTO
Ha NMbPBMYHOTO AHTUTANO C paspe3 OT BCska npoba OT MauumeHT, 3a Aa
oLeHNTe HecrneundUYHOTO OLBETSIBaHE U

[a Mo3BonMTEe MNO-406pO TbiiKyBaHe Ha Cneun@UYHOTO OLBETSIBaHE Ha
MSACTOTO Ha aHTWreHa. B umaeanHus cniydaii oTpuuatesnHata peakTUBHA
KOHTpONa CbAbpXKa NPOM3BEAEHO W NPUIOTBEHO aHTUTANO (T.e. pa3peaeHo
[0 CbluaTa KOHLIEHTPaLms C NMOMOLLTa Ha CbLUWs pa3peanTen) 3a U3non3saHe
MO CbLUMSI HAYMH KaTO MbPBUYHOTO @HTUTSNO, HO He MposiBsBa cneunduyHa
pPEaKTMBHOCT C YOBEWKW TbKaHM B CblaTa MaTpvua/pa3TBop KaTo
aHTUTANOTO Ha Biocare . Camo pa3peanTen MoXe Aa ce M3ron3sa KaTo Mo-
ManKko >KenaHa antepHaTMBa Ha OMMCaHWTE MO-rope  OTpuuaTeNHU
pEeaKTUBHM  KOHTPOAW. WHKyBaUMOHHMAT nepuog 3a OTpuuaTesHaTa
peakTVBHa KOHTpona TpsbBa Aa CbOTBETCTBAa Ha TO3M Ha MbpPBUYHOTO
QHTUTANO.

KoraTo ce 13non3saT NaHem OT HSKOMKO aHTUTENa BbpXy CEPUINHU CPE30BE,
30HMTE C OTPMLATENHO OLBETSIBAHE Ha €AMH C/aif MoraT Aa C/lyXaT Kato
oTpuuaTenHa/HecneundunyHa cBbp3Balla ¢GoHOBa KOHTpOSMa 3a Apyru
aHTUTena. 3a pasrpaHMYyaBaHe Ha €HAOreHHa €H3WMHA aKTUMBHOCT WM
HecneunduyHO CBbp3BaHe Ha eH3nMK OT cneumduyHa MMyHOPEeaKTUBHOCT,
OOMbIHUTENHM TbKaHM Ha nauveHTa MoraT Aa 6baaT  ouBeTeHu
M3KJTIOUUTENTHO CbC CybCTpaT-XpOMOreH wnu eH3uMHu komnnekcu (PAP,
aBUAMH-OMOTUH, CTPENTaBMAMH) U CbOTBETHO CYBCTPaT-XpOMOreH.

MpoBepka Ha aHanusa:

Mpeay MbPBOHAYANHOTO W3MOMI3BAHE Ha aHTUTANO WM CUCTeMa 3a
OLBETSBaHE B AMArHOCTMYHA npoueaypa, notpebutensT Tpsibea Aa nposepu
cneun@uUHOCTTa Ha aHTUTANOTO, KaTo ro TeCTBa BbPXY CEPUSi OT BbTPELLHM
TbKaHN C U3BECTHW UMYHOXUCTOXVIMUYHW XapaKTEPUCTUKM Ha ePeKTUBHOCT,
NpeacTaBnsiBaly  WM3BECTHU MOMOXWUTENHA U OTPUUATENHM  TbKaHW.
O6bpHeTe ce KbM MpoLeaypuTe 3a KOHTPO/ Ha KayecTBOTO, NOCOYEHM Mo-
paHo B TO3¥ pasfden Ha NNCTOBKATa Ha NPOAyKTa, U KbM MpernopbkuTe 3a
KOHTPON Ha KayecTBOTO Ha [lporpamarta 3a ceptuduumpaHe Ha CAP: 3a
UMYHOXUCTOXMMUS U/mnn HacokuTe Ha NCCLS IHCe. Tesu npoueaypu 3a
KOHTPOJT Ha KayecTBOTO TpsibBa fJa ce MOBTapAT 3a BCAKa HOBa NapTuaa
AQHTUTANIO UK BMHArM, KOrato MMa MpoMsiHa B MapaMeTpuTe Ha aHanusa.
TbKaHWTe, M3bpOEHN B pasaena XapaKTepUCTUKM Ha edeKTMBHOCTTa, ca
NOAXOAALLM 33 NPOBEPKA Ha aHanu3a.

OTcTpaHsiBaHe Ha HEN3NPaBHOCTU:

Cneppaiite npernopbkuTe 3a cneumduyeH NPOTOKON 3@ aHTUTeNa CbrlacHo
npeaocTaBeHnst NNCT C AaHHW. AKO Bb3HUKHAT HETUNWYHWM pesynTaTy,
CBBPXETE ce C TeXHUYeckaTa noaapbxka Ha Biocare Ha 1-800-542-2002.

TbakyBaHe Ha OUBETsIBAHETO:

MACH 4 Universal AP Polymer Kit npoussexnaa peakumsi C YepBeH LBST Ha
QHTUreHHWTE MeCTa, JIoKanM3MpaHW OT MbPBUYHOTO aHTUTANOo. [pean
Tb/KYBaHe Ha pe3ynTathTe OT nauueHTa, OLUBETABAHETO Ha KOHTponuTe
TpsibBa fga 6bAe oueHeHO OT kBanuduumpaH natonor. OTpuuaTenHute
KOHTPO/IM Ce OLEHsIBAaT M CpaBHSIBaT C OUBETEHW CraiaoBe, 3a Aa ce
rapaHtTupa, 4e BCAKO HabnogaBaHO ouUBETSABaHE He e pesynTar ot
HecneunduyH1 B3anMoaeicTBms.

MONOXMUTENEH ThKAHEH KOHTPON:

MoNoXM1TENHATa TbKaHHA KOHTPOJA, OLBETEHA C MOCOYEHOTO AHTUTSIIO,
TpsbBa MbpBO Aa Ce M3CMeaBa, 3a [a Ce YCTaHOBM, Ye BCUYKM peareHTu
(DYHKUMOHMPAT npaBunHo. ToaxoAAlloTO OLBETSBAHE Ha MPULIETHUTE
KneTkn (KakTo € MOCOYEHO MO-rOpe) € MOKA3aTeNHO 3a MOSIOKMTENHA
PEAKTMBHOCT. AKO MOJIOKUTENIHATE TbKaHHM KOHTPOSM He YycresT Aa
MOKaXkaT MOMOXUTENHO OLBETABaHE, BCUUKM PE3Y/TATH C TECTOBUTE Npobu
TpsA6Ba fa ce cunTaT 3a HEBaNMAHM.

LiBeTbT Ha PEAKUMOHHUA NPOAYKT MOXE Aa Bapupa B 3aBUCUMOCT OT
n3non3eaHnTe Cy6CTpaTHM XPOMOreHu. BuxTe NMCTOBKMTE Ha OnakoBKaTa
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Ha cybCcTpaTa 3a oYakBaHWTe LUBETHU peakummn. OCBEH TOBa MeTaxpoMasusita
MOXe fa ce Habnoaasa Npy Bapuauun Ha MeToAa Ha OLBETSIBaHe.:

KoraTo ce wu3Mon3Ba HaCpewHo OuBeTsBaHe, B 3aBUCMMOCT OT
NPOABL/IKUTENHOCTTA Ha WHKybaumsTa M cunata Ha  M3MON3BaHOTO
NPOTMBOOLIBETSIBAHE, NPOTMBOOLIBETSBAHETO LUE 0OBEAE A0 OLBETABaHE Ha
KNeTbYHUTe sigpa. MpeKoMepHOTO WM HEMbHO KOHTPAcTHO OLBETsIBaHe
MOXe Aia KOMMPOMETMPa NPABUIHOTO Thb/IKyBaHe Ha pe3ynTaTtute. O6bpHeTe
ce KbM NpoTokona(MTe) 3a NPENopPbYaHOTO KOHTPaoLBETSIBAHE.

OTpuuaTtenHa ThkaHHa KOHTPONa:

OTpuuaTenHaTa TbKaHHa KOHTpona TpsbBa fa Ce u3cnedsa cneq
MOMOXMTE/HATa ThKaHHa KOHTPOsa, 33 a Ce NPOBEPY CrieLMdUUHOCTTa Ha
MapKMPaHETO Ha LieNeBUst aHTUreH OT MbPBUYHOTO aHTUTS0. JlncaTta Ha
cneuncdunyHoO  OUBETABAHE B OTpMUATENHATa TbKaHHa  KOHTposa
MOTBbPXKAABa /ANCaTa Ha KPbCTOCAHa PEAKTMBHOCT Ha aHTUTENa KbM
KNETKW/KNETbYHM KOMMOHEHTU. AKO Ce MOsBM CreundUyHO OLBETSBaHe
(haniwmeo NONOXKMTENHO OLIBETABAHE) B OTpULATENHATA BbHLUIHA TbKaHHA
KOHTPOJIa, pesynTatute oT npobaTta OT nauueHTa TpsAbBa Aa ce cuuTar 3a
HEBaNMAHN.

HecneuudnyHOTO OLBETABaHE, ako € Hanule, OBMKHOBEHO MMa Andy3eH
Bua. CropaavuHo OLBETABaHE Ha CbheAMHUTENHaTa TbKaH MOXe [da ce
HabntoaaBa M B CPE30BE OT MPEKOMEPHO (HUKCMPaHM C popManuH TbKaHM.
M3ron3BaiiTe HEMOKbTHAaTU KNETKM 3@ TbAKYBaHE Ha pesyntatute OT
OLBETABAHETO. HEKPOTMUHUTE WM  [EreHepupany KIeTKM 4YecTo ce
OLBETABAT HECNEUUPUUHO.

TbKaH Ha nNauneHTa:

M3cnepgaiite I'Ip06I/I OT nNauMneHTn, OouBETEHU C MNOCOYEHOTO aHTUTANO
nocnegHo. [MONOXUTENHUAT WHTEH3UTET Ha OuBeTsBaHE TpﬂﬁBa Aa ce
oueHsABa B KOHTEKCTa Ha BCAKO HeCI'IeLlMd)VI‘-IHO CDOHOBO OLBETSABAHE Ha
oTpuUaTeNnHaTa KOHTPO1a C peareHT. KakTo npu BCEKN MMYHOXUCTOXUMUYEH
TECT, OTPULATENHUAT PE3YNTAT O3HA4YaBa, Y€ aHTUNEHbT HE € OTKPUT, a HE
ye aHTUreHbT IMNCBA B U3CNeABaHUTe KIETKW/TbKaH. AKO e HEO6XOLLVIMO,
M3MoN3BaiTe NaHen OT aHTuTena 3a I/I,Cl,eHTVICbI/ILlVIpaHe Ha d)aJ'ILIJI/IBO-
oTpuUaTENHN peakunn.

Ob6bpHeTe ce KbM Pe3toMe 1 06sCHeHNe, OrpaHUYeHNst U XapaKTEPUCTUKKN Ha
eeKTMBHOCTTa 33 KOHKpeTHa WH@OpMauMsi OTHOCHO MOcCoYeHaTa
MMYHOPEaKTVBHOCT Ha aHTuTeNa.

OrpaHuyeHus:

06Lwm orpaHunyeHus:

1. 3a in vitro pnarHoctvika (IVD)

2. To3n npogaykt e camo 3a npodecnoHanHa  ynoTpeba:
VIMyHOXMCTOXMMUSITA € MHOroeTarneH AMarHoCcTUYeH npoLec, KOUTo ce
CbCTOM OT cCneunanusmpaHo obyuyeHne 3a uM360p Ha NOAXOASLM
peareHTV; noabop, dukcmpaHe n obpaboTka Ha TbKaHW; NMOAroTOBKa
Ha IHC cnaipa; n uHTepnpeTaums Ha pe3ynTaTuTe OT OLBETSIBAHETO.

3. 3aynotpeba camo no nekapcko npeanucaxHune. (Camo Rx)

4.  OuBeTsBaHETO Ha TbKaHTa 3aBWCK OT MaHUMyIMPaHeTO 1 obpaboTkaTa
Ha TbKaHTa npean ouBeTsBaHeTo. HenpaBunHOTO UKCUpaHe,
3aMpassiBaHe, pa3MpassiBaHe, W3MMBaHe, CylUeHe, HarpsiBaHe,
Hapsi3aBaHe UK 3aMbpCsiBaHe C APYrv TbKaHU UM TEYHOCTM MOXE Aa
fosefe Ao aptedakT, ynaBsHeE Ha aHTUTena wn  anwmveo
oTpuuaTenHu pesyntaTtu. HenocnegosaTtenHute pesyntaTti MOXe Aa ce
[Ob/KaT Ha Bapuaumu B MeToauTe 3a huKCUMpaHe U BrpaxaaHe uin Ha
NPUCBLLUN HEPEAHOCTMN B ThKaHTa.

5. TpeKkoMepHOTO WAM  HEMb/IHO  KOHTPAOUBETsIBAHE MOXe Ja
KOMMpPOMEeTHpa NpaBuHaTa MHTEpRpeTaums Ha pesynTaTuTe.
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6. KnvMHuMyHaTa wuHTepnpeTauusi Ha  BCSKO  MOSIOXKMTENHO  WU/M
oTpuuaTenHo ouBeTsBaHe TpsbBa fAa ce OueHsBa B KOHTEKCTa Ha
KIMHWYHOTO NMpeAcTaBsHe, MOPdONorMsaTa U Apyru XMCTornaTonoruyHm
KkpuTepun. KnuHnyHaTa MHTEPNpEeTaums Ha BCSKO MOSIOXUTESHO MU
oTpuUaTENHO oOuBeTsBaHe TpsbBa pda 6bae JonmbiHeHa OT
MOpP(ONOrMYHN  U3CNEeABaHMS, KaTo Ce W3Mon3BaT  MOAXOAALLM
NONOXWUTENHN U OTPULIATESNHN BLTPELLHN U BbHLUHW KOHTPOSIN, KaKTo U
APYTM  AvarHocTUyHM TectoBe. OTroBOPHOCT Ha  KsanudbuumpaH
naTosnor, KOWTO € 3aro3HaT C MNpaBWIHOTO u3non3BaHe Ha IHC
aHTUTena, peareHT WU MeToaMu, € fAa MHTEPNpeTUpa BCUYUKWU CTBMKK,
M3MO0/I3BaHU 3a MOAroTOBKA UM ThiKyBaHe Ha kpaiHusa IHC npenapar.

7. OnTuManHWTE MPOTOKONM 3@ KOHKPETHO MpWIoXKeHWe MoraT Aa
Bapupart. Te BK/IOYBAT, HO HE Ce OorpaHnyaBsaT Ao pukcaums, MeToa 3a
M3B/IMYaHE Ha TOMNMHA, BPEMEeHa Ha WHKybauusi, paspexpaaHe Ha
AHTUTANO, AebenvHa Ha TbKaHHWS YHaCTbK U M3MON3BaH KOMM/EKT 3a
oTkpuBaHe. O6bpHeTe ce KbM MHCTPYKLMWUTE 33 MbPBUYHO aHTUTSSIO U
[pyry crioMaraTesiHM peareHTV 3a ynoTpeba 3a npenopbuuTenHuTte
NPOTOKOAM 1 ycnosus 3a ynoTtpeba. Mpenopbkute M NpoTOKONUTE B
MH(OPMALIMOHHMS JINCT Ce OCHOBaBAaT Ha U3K/TIOUYMTENTHOTO M3MOM3BaHe
Ha npoayktute Biocare. B KpallHa CMeTka OTFOBOPHOCT Ha
n3cneposatens e fa onpeaeny onTUMasnHuUTe yCroBus.

8. To3n npoayKT He e npefHasHayeH 3a M3MOM3BaHe B MOTOYHA
LIMTOMETPUS. XapaKTEPUCTUKUTE Ha eheKTUBHOCTTA He Ca onpeaeseHn
3a NOTOYHA LUTOMETPUS.

9. TobKaHu OT XOpa, 3apa3eHn C BMpYyca Ha XenatuT B u cbabpxawm
NMOBBPXHOCTEH aHTUreH Ha xenatwt B (HBsAg), moraT aa nposiesT
HecrneumduyHO ouBETSBaHE C NepoKCKAasa OT XpsH.s

10. PeareHTuTe MoraT Aa MoKaXaT HEOYaKBaHW peakuuMM B HeTecTBaHW
npeay ToBa TbkaHW. Bb3MOXHOCTTa 3a HEOYaKBaHW peakuuun Aopu B
TECTBaHN TbKaHHW Fpynu He MoXe Aa Obfe Hamb/HO eNUMMHMPaHa
nopagu 6uonornyHaTa BapuMabuHOCT Ha eKCrpecusiTa Ha aHTUreH B
HeonnasMnm WM Apyrn naTonornyHM TbkaHu.c CBbpxeTe ce ¢
TexHuyeckaTa noaapbxka Ha Biocare Ha 1-800-542-2002 wnu ypes
MHpOpMaUMsaTa 3a TeXHUYecka MOAAPbXKAa, MpeaocTaBeHa Ha
biocare.net, ¢ AOKyMEHTMpaHN HeoYaKBaHN peakLmu.

11. HopManHuTe/HEMMYHHU CEPYMM OT CbLUMS KMBOTUHCKM U3TOYHUK KaTo
BTOPUYHUTE @aHTUCEPYMU, U3MON3BaHN B eTanuTe Ha 6okvpaHe, morat
[a NpUYMHAT (anwmeo oTpuuaTenHn unn anwmeBo MONOXKUTENHU
pesynTaTv nopaau aBTOAHTUTENA WM eCTECTBEHN aHTUTena.

12. Morat pa ce HabnogasaT (anwmem NONOXUTENHW pPe3ynTaTi nNopaav
HEWMYHONIOTMYHO CBbpP3BaHE Ha MNPOTEMHWM WM MPOAYKTU Ha
cybctpatHa peakums. Te MoraT CblWo Aa 6baaT npUUMHEHM OT
nceeBaonepokcnaasHa AKTUBHOCT (eputpoumnTn), eHaoreHHa
nepokcuaasHa akTMBHOCT (UuToxpoM C) unm eHporeHeH 6uoTvH (Hanp.
yepeH Apob6, rbpaM, MO3bK, 6bOpek) B 3aBUCMMOCT OT BuAa Ha
M3M0M3BaHOTO UMYHOOLIBETSIBAHE.

13. OTtpuuaTeneH pesynTaT 03HayaBa, Ye aHTUreHbT He € OTKPUT, a He ye
QHTUIEHBT NUNCBA B U3CIIeABAHWUTE KNETKU UM ThbKaH.

CneundunyHu 3a NpoayKTa OrpaHUYeHmns:
HSIMa AOMB/IHUTESTHM CrieymM@uyHu 3a rPOAYKTa OrPaHNyYeHms.

XapaKTepucTukmn Ha e(peKTUBHOCT:

OuBETSBAHETO Ce M3BbPLUBA C MOMOLWTa Ha MPOTOKOMM, NMPEeAoCTaBeHU B
crneunduyHUTe MHCTPYKUMM 33 ynoTpeba Ha aHTUTANOTO WM KakTo €
nocoyeHo. YyBCTBUTENHOCTTA M CrieuMdryYHOCTTa Ha OuBETSABaHETO bsixa
OLIEHEHM B peaMLla HOpMasiHU U HEOMMACTUYHW TbKaHHWU TUMOBE, OLEHEHM
1o BPEME Ha Pa3BMTUETO Ha MbPBUYHM aHTUTENA.

B'b3|'|QOI/I3BOQMMOCTZ
B'b3|'|p0I/I3BO,C|MMOC'I'I'a Ha CUCTEMUTE 3a OTKPUBAHE N CUCTEMHUTE peareHTn

Ha Biocare ce npoBepsiBa Upe3 U3MepBaHe Ha MeXAMHHA MPELM3HOCT, Mpu
KOETO pa3nnyHN NApTMAN peareHTU ca TeCTBaHM 3a NPOABbIHKUTENEH NepUoa
OT BpeMe C MOMOLITa Ha pas3/IMyHM OnepaTopu, aHanu3aTopu, napTuau
peareHTW, TbkaHHM npobu u obopyaBaHe. OUBETABAHETO, MOMY4YEHO 3@
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BCEKM OLIEHEH peareHT 3a OTKpuBaHe, 6eLle nocnefoBaTeNHoO U U3BbPLIEHO
crnopep, o4akBaHusTa.

OTCTpaHsiBaHEe Ha HEU3NPaBHOCTU:

1. Hsama ougetsBaHe Ha npeaMeTHW cTbkna — [lpoBepeTe, 3a QAa
onpegenqTe, Ye ca M3Mon3BaHW NOAXOASALM TbKaHW 3a NOMOXKUTENHA
KOHTpONa, aHTUTena W npoaykTn 3a oTkpusaHe. [lpoBepeTe 3a
HEMb/IHO WM  HEMPaBWIHO OTCTPaHsBaHe WM  npeaBapuTenHa
obpaboTka.

2. Cnabo oupeTsiBaHe Ha BCMYKW NpeaMeTHU CTbkna — [posepeTe, 3a Aa
onpefenuTe, Yye ca U3Mosi3BaHN NOAXOASLIM ThKaHW 3a NONOXUTENHA
KOHTpONa, aHTUTeNa 1 NPoAYKTU 3a OTKPUBaHe.

3. TpekaneH OH Ha BCUYKM NMPeAMETHM CTbKa — Bb3MOXHO e aa uma
BMCOKM HMBa Ha eHaoreHeH 6MOTUH (ako ce u3non3eaT NPOAYKTM 3a
OTKpMBaHe Ha 6a3aTa Ha 6MOTMH), eHpgoreHHa HRP aKkTWUBHOCT,
npeBpblualla XpoMoreHa B OLBETEH KpaeH MpoaykT (M3nonsBaiTte
nepokcmaaseH 6n0K) nav nNpekoMepHo HecrneunduyHO NpPOTEMHOBO
B3auMmogelicTBue (M3ronsgalite npoTemH 650K, KaTo 6rokupaLy
pa3TBOp Ha 6asaTta Ha CepyM Wnu KaseuH).

4.  TbKaHHWTe Cpe30Be Ce M3MMBAT OT NpeAMETHUTE CTbKa MO BpPeMe Ha
nHkybaumsiTa — MNpoBepeTe NpegMeTHUTE CTbKIA, 3a Aa Ce yBepuTe, Ye
Ca MNOJIOXKUTENHO 3apeaeH!.

5. CneuudwnyHo ouBeTsiBaHe e TBbpAe TbMHO — [poBepeTe NpPoTOKoONa, 3a
[a onpeaenute fany KbM NpeaMETHOTO CTHKIIO € NPUIOXKEH NpaBuieH
TUTBP Ha @HTUTENA, KaKTO U NpaBUHUTE BPEMeHa Ha MHKybauus 3a
BCMUkM peareHTW. OCBeH TOBa Ce yBepeTe, Ye MpOTOKOILT MMa
[OCTaTb4YHO CTBMKM Ha NPOMMBaHE, 3a Aa Ce OTCTPaHAT U3MULLHUTE
peareHTV cnep NpUKIoYBaHe Ha CTbMKUTE Ha MHKYHaums.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
M4U536G 6.0 mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Namjena:

Za in vitro dijagnosticku upotrebu

MACH 4 Universal AP Polymer Kit namijenjen je za upotrebu u protokolima
ruénog ili automatiziranog imunohistokemijskog (IHC) bojenja koristeci
metodu primjene polimera alkalne fosfataze (AP) u jednom ili dva koraka.
Ovaj komplet za detekciju mikropolimera dizajniran je za detekciju misjih IgG
i IgM, i/ili IgG kuni¢a primarnih antitijela vezanih za ciljne antigene u tkivima
fiksiranim u formalinu, umetnutim u parafin (FFPE) tijekom IHC procesa
bojenja. Klini¢ko tumacenije bilo kakvog bojenja ili njegovog izostanka trebalo
bi nadopuniti morfoloskim studijama i odgovaraju¢im kontrolama te bi ga
kvalificirani patolog trebao procijeniti u kontekstu pacijentove klinicke
povijesti i drugih dijagnostickih testova.

Sazetak i objasnjenje:

MACH 4 Universal AP Polymer Kit dizajniran je koristenjem metode u jednom
ili dva koraka za otkrivanje primarnih antitijela misa i/ili kuni¢a kako bi se
formirao kompleks antitijelo-enzim. Ovaj kompleks se zatim vizualizira
pomocu odgovarajuceg supstrata/kromogena. U metodi u jednom koraku
primjenjuje se sekundarno antitijelo izravno povezano s mikropolimerom, dok
je u metodi u dva koraka sekundarno antitijelo neobiljezeno, a dodatni
reagens oznacen enzimom vezanim polimerom primjenjuje se uzastopno.
Metoda u dva koraka osmisljena je za pojacCavanije detekcije u slucajevima
niske ekspresije antigena. Pokriveno jednim ili viSe sliede¢ih americkih
patenta br. br. 6,686,461; 6,800,728; 7,102,024; 7,173,125; 7,462,689.

Nacelo postupka:

Ovaj pribor za otkrivanje mikropolimera moze se koristiti u
imunohistokemijskom testiranju isjecaka tkiva fiksiranih u formalinu i u
parafinu. Opcenito, imunohistokemijski (IHC) tehnike bojenja omogucuju
vizualizaciju antigena putem sekvencijalne primjene a specificno protutijelo
na antigen (primarno protutijelo), sekundarno protutijelo na primarno
protutijelo (neobavezna veza protutijelo/sonda), enzimski kompleks i
kromogeni supstrat s umetnutim koracima ispiranja. Enzimska aktivacija
kromogena rezultira vidljivim produktom reakcije na mjestu antigena. Uzorak
se zatim moZe obojiti i prekriti. Rezultati se tumace pomocu svjetla mikroskop
i pomo¢ u diferencijalnoj dijagnozi patofizioloskih procesa, koji mogu ili ne
moraju biti povezani s odredenim antigenom.

Materijali i metode:

reagensi:
Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x 100 mL
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1x20mL

rekonstitucija, mijesanje, razrjedivanje, titracija:

Reagensi kompleta za detekciju mikropolimera optimizirani su i spremni za
upotrebu s Biocare antitijelima i pomoc¢nim reagensima. Nije potrebna
rekonstitucija, mijeSanje, razrjedivanje ili titracija.

Poznate primjene:
Imunohistokemija (tkiva umetnuta u parafin fiksirana u formalinu)

Reaktivnost vrste:
misji i zeGji IgG teski i laki lanci

Isporucuje se kao:

MACH 4 univerzalna AP sonda — UP536

Puferirana fizioloSka otopina, pH 7,2-7,4, koja sadrzi proteinski nosac i
manje od 0,1% konzervansa natrijevog azida. Pogledajte Sigurnosno-
tehnicki list za dodatne pojedinosti.

MACH 4 univerzaini AP polimer — MRAP536

Puferirana fizioloSka otopina, pH 7,6-7,8, koja sadrzi proteinski nosac i
manje od 0,01% ProClin 300 i/ili manje od 0,5% ProClin 950 kao
konzervans. Pogledajte Sigurnosno-tehnicki list za dodatne pojedinosti.

Potrebni materijali i reagensi koji nisu isporuceni:
Mikroskopska stakalca, pozitivno nabijena
Pozitivna i negativna kontrola tkiva

Pustinjska komora* ili slicha Pe¢nica za suSenje (po izboru)
Ksilen ili zamjena

Etanol ili reagens alkohol

Komora za skidanje maske* ili slican ekspres lonac (po izboru)
Deionizirana ili destilirana voda

Pufer za ispiranje*

Reagensi za prethodnu obradu* (izborno)
Enzimska probava* (izborno)

Blok peroksidaze* (izborno)

Blok proteina* (izborno)

Primarno antitijelo*

Reagensi negativne kontrole*

Kromogeni*

Hematoksilin* (suprotno bojenje)

Reagens

* Medij

za modrenje

svjetlosni mikroskop (40-400X povecanje)

* Biocare Medical proizvodi: Pogledajte web stranicu Biocare Medical koja
se nalazi na http://biocare.net za dodatne informacije o kataloskim brojevima
i narudivanju. Odredeni gore navedeni reagensi temelje se na specifi¢noj
primjeni i koriStenom sustavu detekcije.

Cuvanje i stabilnost:

Cuvati na 2°C do 8°C. Proizvod je stabilan do isteka roka valjanosti otisnutog
na naljepnici boCice, kada se Cuva pod ovim uvjetima. Ne koristiti nakon
isteka roka valjanosti. Mora se provjeriti skladistenje pod bilo kojim uvjetima
osim navedenih. Reagens(i) kompleta je spreman za upotrebu i ne smije se
razrjedivati. Biocare nije utvrdio stabilnost korisnickog razrijedenog reagensa.
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Pozitivne i negativne kontrole treba provesti istovremeno sa svim uzorcima
pacijenata. Ako se primijeti neocekivano bojenje koje se ne moze objasniti
varijacijama u laboratorijskim postupcima i ako se sumnja na problem s
antitijelima, obratite se Biocareovoj tehnickoj podrsci na 1-800-542-2002 ili
putem informacija o tehnickoj podrsci na biocare.net.

Priprema uzorka:

Maramice fiksirane u formalinu prikladne su za upotrebu prije ugradnje u
parafin. Kostana tkiva treba dekalcificirati prije obrade tkiva kako bi se
olaksalo rezanje tkiva i sprijecilo oStec¢enje ostrica mikrotoma.:»

Ispravno fiksirana i ugradena tkiva koja eksprimiraju specificirani ciljni
antigen trebaju biti pohranjena na hladnom mjestu. Zakon o poboljSanju
klinickog laboratorija (CLIA) iz 1988. zahtijeva u 42 CFR §493.1259(b) da
Jaboratorij mora zadrzati obojena stakalca najmanje deset godina od
datuma ispitivanje i Cuvati blokove uzoraka najmanje dvije godine od datuma
ispitivanja.”

Obrada tkiva prije bojenja:

Izvedite toplinski inducirano vracanje epitopa (HIER) prema dolje
preporucenom protokolu. Pokazalo se da rutinska uporaba HIER-a prije IHC-
a smanjuje nedosljednost i standardizira bojenje.

Upozorenje i mjere opreza:

1. Komplet reagensa(a) sadrzi manje od 0,1% natrijevog azida. Koncentracije
manje od 0,1% nisu opasni materijali koji se ne mogu prijaviti prema US 29
CFR 1910.1200, OSHA obavijesti o opasnosti i EC Direktivi 91/155/EC.
Natrijev azid (NaN;) koji se koristi kao konzervans je otrovan ako se proguta.
Natrijev azid moZe reagirati s olovnim i bakrenim vodovodnim instalacijama
stvarajudi vrlo eksplozivne metalne azide. Nakon odlaganja, isperite velikom
kolicinom vode kako biste sprijecili nakupljanje azida u vodovodu. (Centar za
kontrolu bolesti, 1976., Nacionalni institut za sigurnost i zdravlje na radu,
1976.)

2. Komplet reagensa sadrzi manje od 0,05% ProClin 300 i/ili manje od 1%
ProClin 950. Nosite rukavice i zastitnu odjecu i poduzmite razumne mjere
opreza pri rukovaniju jer je ProClin klasificiran kao nadrazujuci i moze izazvati
preosjetljivost u kontaktu s kozom. Izbjegavajte kontakt s ofima, koZzom i
sluznicom.

3. Rukujte materijalima ljudskog ili Zivotinjskog podrijetla kao potencijalno
bioloski opasnima i odlaZite takve materijale uz odgovarajuce mjere opreza.
U sluéaju izlaganja, slijedite zdravstvene upute nadleznih tijela gdje se
upotrebljava.s

4. S uzorcima, prije i nakon fiksacije, i svim materijalima koji su im bili izloZeni
treba postupati kao da mogu prenijeti infekciju i treba ih zbrinuti uz
odgovarajuce mjere opreza. Nikada nemojte pipetirati reagense ustima i
izbjegavajte kontakt koZe i sluznice s reagensima i uzorcima. Ako reagensi ili
uzorci dodu u dodir s osjetljivim podrudjima, operite ih velikom koli¢inom
vode.s

5. Mikrobna kontaminacija reagensa moZe rezultirati povecanjem
nespecificnog bojenja.

6. Vremena inkubacije ili temperature koje nisu navedene mogu dati
pogresne rezultate. Korisnik mora potvrditi svaku takvu promjenu.

7. Nemojte koristiti reagens nakon isteka roka valjanosti otisnutog na bocici.
8. Reagensi kompleta za detekciju mikropolimera optimizirani su i spremni za
upotrebu s Biocare antitijelima i pomoénim reagensima. Za preporucene
protokole i uvjete za upotrebu pogledajte upute za uporabu primarnog
protutijela i drugih pomoc¢nih reagensa.

9. Slijedite zahtjeve lokalnih i/ili drzavnih vlasti za nacin zbrinjavanja.

10. STL je dostupan na zahtjev i nalazi se na http://biocare.net.

11. Prijavite sve ozbiljne incidente povezane s ovim uredajem kontaktiranjem
lokalnog predstavnika tvrtke Biocare i odgovarajuceg nadleznog tijela drzave
Clanice ili zemlje u kojoj se korisnik nalazi.
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Ovaj komplet za otkrivanje mikropolimera sadrzi komponente klasificirane
kako je navedeno u donjoj tablici u skladu s Uredbom (EZ) br. 1272/2008.

Opasnost Code Oznaka opasnosti
H317 MozZe izazvati alergijsku reakciju koze.
H402 Stetno za vodene organizme.
N/A H412 Stetno za vodene organizme s
dugotrajnim ucincima.

Upute za upotrebu:

Reagensi za detekciju mikropolimera optimizirani su i spremni za upotrebu s
Biocare antitijelima i pomoc¢nim reagensima. Za preporuCene protokole i
uvjete za upotrebu pogledajte upute za uporabu primarnog protutijela i
drugih pomocnih reagensa. Vrijeme inkubacije i temperature varirat ée
ovisno o protokolu s odredenim antitijelima.

Kada koristite automatizirani instrument za bojenje, provjerite radne
parametre u posebnom priruéniku za rukovanje instrumentom i uputama za
uporabu.

Opci proceduralni koraci za izvodenje IHC:

1. Deparafinizacija: Deparafinizirajte stakalca u Slide Brite ili ksilenu. Hidrat
klizi u nizu stupnjevanih alkohola u vodu.

2. Blokiranje peroksida (izborno): Blokirajte 5 minuta s Peroxidazed 1.

3. Otopina/protokol predtretmana: Pogledajte odgovarajudi list s podacima o
primarnim antitijelima za preporucenu otopinu i protokol predtretmana.

4. Proteinski blok (izborno): Inkubirajte 5-10 minuta na sobnoj temperaturi
(RT) s Background Punisher.

5. Primarno protutijelo: Molimo pogledajte odgovarajudi list s podacima o
primarnim protutijelima za vrijeme inkubacije.

6. Sonda (samo antitijela misa): Inkubirajte 5-15 minuta na sobnoj
temperaturi s MACH 4 univerzalnom AP sondom.

7. Polimer: Inkubirajte 10-20 minuta za misja protutijela ili 30 minuta za zecja
protutijela na sobnoj temperaturi s MACH 4 MR AP polimerom.

8. Kromogen: Inkubirajte 5 minuta na sobnoj temperaturi s Warp Red.

9. Kontrabojenje: Kontrabojenje hematoksilinom. Isprati deioniziranom
vodom. Nanesite Tachinu Bluing otopinu na 1 minutu. Isprati deioniziranom
vodom.

Tehnicke napomene:

1. Koristite TBS samo za korake pranja. PBS puferi za ispiranje e inhibirati
bojenje alkalnom fosfatazom.

2. Nemojte koristiti kozji serum kao proteinski blok. Nemojte koristiti
Background Eraser ili Background Terminator.

Kontrola kvalitete:
pogledaijte standarde kvalitete CLSI za dizajn i provedbu imunohistokemijskih
testova; Odobrene smjernice-drugo izdanje (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA SAD
(www.clsi.org). 2011w

Pozitivna kontrola tkiva:

Materijali za vanjsku pozitivnu kontrolu trebaju biti svjeZi uzorci fiksirani,
obradeni i ugradeni Sto je prije moguce na isti nacin kao i uzorci pacijenta.
Pozitivne kontrole tkiva indikativne su za pravilno pripremljena tkiva i pravilne
tehnike bojenja. Jedna pozitivna vanjska kontrola tkiva za svaki niz uvjeta
ispitivanja treba biti ukljucena u svako bojenje.
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Tkiva koja se koriste za materijale za vanjsku pozitivnu kontrolu trebaju se
odabrati iz uzoraka pacijenata s dobro karakteriziranim niskim razinama
pozitivne ciljne aktivnosti koja daje slabo pozitivno bojenje. Niska razina
pozitivnosti za vanjske pozitivne kontrole dizajnirana je tako da osigura
otkrivanje suptilnih promjena u primarnoj osjetljivosti antitijela zbog
nestabilnosti ili problema s IHC metodologijom. Komercijalno dostupna
kontrolna stakalca tkiva ili uzorci obradeni na drugaciji nacin od uzorka(a)
pacijenta potvrduju samo ucinkovitost reagensa, a ne potvrduju pripremu
tkiva.

Poznate pozitivne kontrole tkiva trebale bi se koristiti samo za pracenje
ispravne ucinkovitosti obradenih tkiva i testnih reagensa, a ne kao pomoc u
formuliranju specificne dijagnoze uzoraka pacijenata. Ako pozitivne kontrole
tkiva ne pokazu pozitivno bojenje, rezultate testnih uzoraka treba smatrati
nevaze¢ima.

Negativna kontrola tkiva:

Koristite negativnu kontrolu tkiva fiksiranu, obradenu i ugradenu na nacin
identian uzorcima pacijenta sa svakim bojenjem kako biste potvrdili
specificnost IHC primarnog antitijela za demonstracija ciljnog antigena i
davanje indikacije specificnog pozadinskog bojenja (laZzno pozitivno bojenje).
Takoder, raznolikost razlicitih tipova stanica prisutnih u veéini dijelova tkiva
moze koristiti ih laboratorij kao mjesta interne negativne kontrole za provijeru
rada IHC-a tehnicki podaci. Vrste i izvori uzoraka koji se mogu koristiti za
negativno tkivo kontrole su navedene u odjeljku Karakteristike izvedbe.

Ako dode do specificnog bojenja (lazno pozitivno bojenje) u negativnoj
kontroli tkiva, rezultate s uzorcima pacijenata treba smatrati nevaze¢ima.

Nespecifitna negativna kontrola reagensa:

Upotrijebite nespecificnu negativnu kontrolu reagensa umjesto primarnog
antitijela s dijelom svakog pacijentovog uzorka kako biste procijenili
nespecifitno bojenje i

omogucili bolje tumacenje specificnog bojenja na mjestu antigena. Idealno,
negativna kontrola reagensa sadrZi proizvedeno i pripremljeno protutijelo (tj.
razrijedeno na istu koncentraciju pomocu istog razrjedivaca) za upotrebu na
isti nacin kao primarno protutijelo, ali ne pokazuje specificnu reaktivnost s
ljudskim tkivima u istoj matrici/otopini kao Biocare protutijelo . Sam
razrjedivaC moZe se koristiti kao manje poZeljna alternativa prethodno
opisanim negativnim kontrolama reagensa. Razdoblje inkubacije za
negativnu kontrolu reagensa treba odgovarati onom primarnog protutijela.

Kada se paneli nekoliko protutijela koriste na serijskim presjecima, negativno
obojena podrudja jednog stakalca mogu posluziti kao negativna/nespecifitna
pozadinska kontrola za druga protutijela. Kako bi se razlikovala endogena
aktivnost enzima ili nespecificno vezanje enzima od specificne
imunoreaktivnosti, dodatna tkiva bolesnika mogu se obojiti iskljuivo
supstrat-kromogenom ili enzimskim kompleksima (PAP, avidin-biotin,
streptavidin) odnosno supstrat-kromogenom.

Provjera analize:

Prije pocetne upotrebe antitijela ili sustava bojenja u dijagnostickom
postupku, korisnik bi trebao potvrditi specificnost antitijela testiranjem na
nizu domacih tkiva s poznatim karakteristikama imunohistokemijske
uCinkovitosti koja predstavljaju poznata pozitivna i negativna tkiva.
Pogledajte postupke kontrole kvalitete prethodno navedene u ovom odjeljku
uputa o proizvodu i preporuke za kontrolu kvalitete CAP programa
certifikacijen za imunohistokemiju i/ili NCCLS IHC smjernica=. Ove postupke
kontrole kvalitete treba ponoviti za svaku novu seriju antitijela ili kad god
dode do promjene parametara testa. Tkiva navedena u odjeliku
Karakteristike izvedbe prikladna su za provjeru analize.
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Rjesavanje problema:

Slijedite preporuke protokola specifi¢nih za antitijela u skladu s dostavljenom
podatkovnom tablicom. Ako dode do netipicnih rezultata, kontaktirajte
Biocare tehnicku podrsku na 1-800-542-2002.

Tumacenje bojenja:

MACH 4 Universal AP Polymer Kit proizvodi reakciju crvene boje na
antigenskim mjestima lokaliziranim primarnim antitijelom. Prije tumacenja
rezultata pacijenta, bojenje kontrola mora procijeniti kvalificirani patolog.
Negativne kontrole se procjenjuju i usporeduju s obojenim stakalcima kako
bi se osiguralo da uoceno bojenje nije rezultat nespecifi¢nih interakcija.

Pozitivha kontrola tkiva:

Prvo treba ispitati pozitivhu kontrolu tkiva obojenu navedenim protutijelima
kako bi se utvrdilo da svi reagensi ispravno funkcioniraju. Odgovarajuce
bojenje ciljnih stanica (kako je gore navedeno) pokazatelj je pozitivne
reaktivnosti. Ako pozitivne kontrole tkiva ne pokazu pozitivno bojenje, sve
rezultate s ispitnim uzorcima treba smatrati nevazecima.

Boja produkta reakcije moZe varirati ovisno o koristenim kromogenima
supstrata. Za ocekivane reakcije boja pogledajte upute za pakiranje supstrata.
Nadalje, metakromazija se moZe uociti u varijacijama metode bojenja.=
Kada se koristi protubojenje, ovisno o duljini inkubacije i jacini koristenog
protubojanja, suprotno bojenje ¢e rezultirati obojenjem stanicnih jezgri.
Pretjerano ili nepotpuno kontrastno bojenje moze ugroziti pravilno tumacenje
rezultata. Pogledajte protokol(e) za preporuceno kontrastno bojenje.

Negativna kontrola tkiva:

Negativnu kontrolu tkiva treba ispitati nakon pozitivhe kontrole tkiva kako bi
se potvrdila specificnost oznaCavanja ciljnog antigena primarnim antitijelom.
Odsutnost  specificnog bojenja u negativnoj kontroli tkiva potvrduje
nedostatak unakrsne reaktivnosti protutijela na stanice/stani¢ne komponente.
Ako dode do specificnog bojenja (lazno pozitivno bojenje) u negativnoj
vanjskoj kontroli tkiva, rezultate uzorka s pacijenta treba smatrati
nevaze¢ima.

Nespecificno bojenje, ako je prisutno, obi¢no ima difuzan izgled. Sporadi¢no
bojenje vezivnog tkiva takoder se moze primijetiti u dijelovima tkiva koji su
previSe fiksirani formalinom. Koristite intaktne stanice za tumacenije rezultata
bojenja. Nekroticne ili degenerirane stanice Cesto se boje nespecifi¢no.

Tkivo pacijenta:

Pregledajte uzorke pacijenata obojene navedenim protutijelima posljednii.
Intenzitet pozitivnog bojenja treba procijeniti u kontekstu bilo kojeg
nespecifitnog pozadinskog bojenja negativne kontrole reagensa. Kao i kod
svakog imunohistokemijskog testa, negativan rezultat znaci da antigen nije
otkriven, a ne da antigen nije bio prisutan u testiranim stanicama/tkivu. Ako
je potrebno, upotrijebite panel protutijela za identifikaciju lazno negativnih
reakcija.

Pogledajte SaZetak i objasnjenje, Ograni¢enja i Radne karakteristike za
specificne informacije u vezi s indiciranom imunoreaktivnosS¢u protutijela.

Ogranicenja:

Opca ogranienja:

1. Za v in vitro dijagnostici (IVD)

2. Ovaj proizvod je samo za profesionalnu upotrebu: Imunohistokemija je
dijagnosticki proces u vise koraka koji se sastoji od specijalizirane obuke
u odabiru odgovarajucih reagensa; selekcija, fiksacija i obrada tkiva;
priprema IHC stakalca; i interpretacija rezultata bojenja.
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3. Za koristenje samo prema lije¢nickom receptu. (Samo Rx)

4. Bojanje tkiva ovisi o rukovanju i obradi tkiva prije bojenja.
Neodgovarajuce fiksiranje, zamrzavanje, odmrzavanje, pranje, susenje,
zagrijavanje, rezanje ili kontaminacija drugim tkivima ili tekuc¢inama
moze proizvesti artefakte, hvatanje antitijela ili lazno negativne
rezultate. Nedosljedni rezultati mogu biti posljedica varijacija u
metodama fiksacije i ugradnje ili inherentnih nepravilnosti unutar tkiva.=

5. Pretjerano ili nepotpuno kontrastno bojenje moze ugroziti praviino
tumacenje rezultata.

6.  Klinicku interpretaciju bilo kojeg pozitivnog ili negativnog bojenja treba
procijeniti u kontekstu klinicke slike, morfologije i drugih histopatoloskih
kriterija. Klinicku interpretaciju bilo kojeg pozitivnog ili negativnog
bojenja treba nadopuniti morfoloskim studijama uz koriStenje
odgovarajucih pozitivnih i negativnih unutarnjih i vanjskih kontrola, kao
i drugih dijagnostickih testova. Odgovornost je kvalificiranog patologa
koji je upoznat s pravilnom upotrebom IHC protutijela, reagensa i
metoda za tumacenje svih koraka koristenih za pripremu i tumacenje
konacnog IHC pripravka.

7.  Optimalni protokoli za odredenu aplikaciju mogu varirati. To ukljucuje,
ali nije ograni¢eno na fiksaciju, metodu povrata topline, vrijeme
inkubacije, razrjedivanje antitijela, debljinu presjeka tkiva i koristeni
pribor za otkrivanje. Za preporuCene protokole i uvjete za upotrebu
pogledajte upute za uporabu primarnog protutijela i drugih pomocnih
reagensa. Preporuke i protokoli u podatkovnom listu temelje se na
iskljucivoj upotrebi Biocare proizvoda. U konacnici, odgovornost je
istrazivaca da odredi optimalne uvjete.

8. Ovaj proizvod nije namijenjen za upotrebu u proto¢noj citometriji.
Radne karakteristike nisu utvrdene za protocnu citometriju.

9. Tkiva osoba zarazenih virusom hepatitisa B i koja sadrze povrSinski
antigen hepatitisa B (HBsAg) mogu pokazivati nespecificno obojenje
peroksidazom hrena.=

10. Reagensi mogu pokazati neocekivane reakcije u prethodno netestiranim
tkivima. Mogucnost neocekivanih reakcija ¢ak ni u ispitivanim
skupinama tkiva ne moze se u potpunosti eliminirati zbog bioloske
varijabilnosti ekspresije antigena u novotvorinama, odnosno drugim
patoloskim tkivima.:s Obratite se Biocare tehnickoj podrsci na 1-800-
542-2002, ili putem informacija o tehnickoj podrsci na biocare.net, s
dokumentiranom neocekivanom reakcijom(ama).

11. Normalni/neimuni serumi iz istog Zivotinjskog izvora kao i sekundarni
antiserumi koristeni u koracima blokiranja mogu izazvati laZno
negativne ili lazno pozitivne rezultate zbog autoantitijela ili prirodnih
antitijela.

12. Lazno pozitivni rezultati mogu se vidjeti zbog neimunoloskog vezanja
proteina ili proizvoda reakcije supstrata. Oni takoder mogu biti
uzrokovani aktivnos¢u pseudo peroksidaze (eritrociti), endogenom
aktivnosc¢u peroksidaze (citokrom C) ili endogenim biotinom (npr. jetra,
dojka, mozak, bubreg) ovisno o vrsti koristenog imunoloskog bojenja.:

13. Negativan rezultat znaci da antigen nije detektiran, a ne da antigen nije
bio prisutan u ispitivanim stanicama ili tkivu.

Ogranicenja specifi¢na za proizvod:
Nema dodatnih ogranicenja za specifican proizvod.

Izvedbene karakteristike:

Bojanje je provedeno koristenjem protokola navedenih u uputama za
uporabu specificnih za antitijela ili kako je navedeno. Osjetljivost i
specifitnost bojenja procijenjena je u nizu tipova normalnih i neoplasti¢nih
tkiva procijenjenih tijekom razvoja primarnih protutijela.

Ponovljivost:
Ponovljivost Biocareovih sustava za otkrivanje i reagensa sustava potvrdena

je mjerenjem srednje preciznosti u kojem su razliCite serije reagensa
testirane tijekom duljeg vremenskog razdoblja koriStenjem razliCitih
operatera, analitiCara, serija reagensa, uzoraka tkiva i opreme. Bojanje

d Biocare Medical

dobiveno za svaki procijenjeni reagens za detekciju bilo je dosljedno i
izvedeno prema ocekivanjima.
Rjesavanje problema:

Nema bojanja niti na jednom predmetnom stakalcu — Provjerite jesu li
koristena odgovarajuca pozitivna kontrola tkiva, antitijela i proizvoda za
otkrivanje. Provijerite postoji li nepotpuno ili nepravilno uklanjanje ili
prethodna obrada voska.

Slabo bojenje svih stakalca — Provjerite jesu li koriStena odgovarajuca
pozitivna kontrola tkiva, antitijela i proizvoda za otkrivanje.

Prevelika pozadina svih stakalca — Mogu postojati visoke razine
endogenog biotina (ako se koriste proizvodi za detekciju na bazi biotina),
endogena HRP aktivnost koja pretvara kromogen u obojeni krajnji
proizvod (koristite blok peroksidaze) ili prekomjerna nespecifitna
interakcija proteina (koristite protein blok, kao Sto je otopina za
blokiranje na bazi seruma ili kazeina).

Dijelovi tkiva ispiru se sa stakalca tijekom inkubacije — Provjerite
stakalca kako biste bili sigurni da su pozitivho nabijena.

Specifitno bojenje pretamno — Provjerite protokol kako biste utvrdili je
li na stakalcu primijenjen ispravan titar protutijela, kao i ispravna
vremena inkubacije za sve reagense. Osim toga, osigurajte da protokol
ima dovoljno koraka ispiranja za uklanjanje viska reagensa nakon
zavrSetka koraka inkubacije.
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Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Zamyslené pouziti:
Pro in vitro diagnostické pouziti

Sada MACH 4 Universal AP Polymer Kit je uréena pro pouziti v manualnich
nebo automatickych imunohistochemickych (IHC) protokolech barveni
pomoci jedno- nebo dvoustupniové aplikacni metody polymeru alkalické
fosfatazy (AP). Tato mikropolymerova detekéni souprava je navrZena pro
detekci mysich IgG a IgM a/nebo kralicich primarnich protilatek IgG
navazanych na cilové antigeny ve formalinem fixovanych tkanich zalitych v
parafinu (FFPE) béhem procesu barveni IHC. Klinicka interpretace jakéhokoli
zabarveni nebo jeho nepfitomnosti by méla byt doplnéna morfologickymi
studiemi a fadnymi kontrolami a méla by byt vyhodnocena v kontextu
pacientovy klinické anamnézy a dalSich diagnostickych testd kvalifikovanym
patologem.

Shrnuti a vysvétleni:

Sada MACH 4 Universal AP Polymer Kit je navrzena pomoci jednokrokové
nebo dvoukrokové metody pro detekci mysich a/nebo kraliCich primarnich
protilatek za vzniku komplexu protildtka-enzym. Tento komplex je poté
vizualizovan pomoci vhodného substratu/chromogenu. V jednokrokové
metodé se aplikuje sekundarni protilatka pfimo navazana na mikropolymer,
zatimco ve dvoukrokové metodé je sekundarni protildtka neznacend a

nasledné se aplikuje dalsi ¢inidlo znacené s enzymem navazanym polymerem.

Dvoustupriovd metoda je navrzena pro zesileni detekce v pfipadech malo
exprimujicich antigend. Pokryté jednim nebo vice z nasledujicich US pat. €.
6,686,461; 6,800,728; 7,102,024; 7,173,125; 7,462,689.

Princip postupu:

Tuto mikropolymerni detek¢ni soupravu Ize pouzit pfi imunohistochemickém
testovani tkanovych fezll fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu.
Obecné plati, Ze imunohistochemické (IHC) techniky barveni umozniuji
vizualizaci antigend prostrednictvim sekvencni aplikace a specificka protilatka
k antigenu (primarni protilatka), sekundarni protilatka k primarni protilatce
(volitelnd vazba protildtka/sonda), enzymovy komplex a chromogenni
substrat s vlozenymi promyvacimi kroky. Enzymatické aktivace chromogenu
vede k viditelnému reakénimu produktu v misté antigenu. Vzorek pak mize
byt kontrastné obarven a kryt nasunut. Vysledky jsou interpretovany pomoci
svétla mikroskop a pomlicka pfi diferencialni diagnostice patofyziologickych
procestl, které mohou popf nemusi byt spojen s konkrétnim antigenem.

Materialy a metody:

Cinidla:
Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x100 mL
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1x20mL

Rekonstituce, michani, fedéni, titrace:

Cinidla soupravy pro detekci mikropolymer( jsou optimalizovana a pfipravena
k pouziti s protilatkami Biocare a pomocnymi Cinidly. Neni nutna zadna
rekonstituce, michani, fedéni nebo titrace.

Znamé aplikace:
Imunohistochemie (tkané zalité v parafinu fixované ve formalinu)

Druhova reaktivita:
Mysi a kralici IgG tézké a lehké Fetézce

Dodavano jako:

MACH 4 Universal AP Probe — UP536

Pufrovany fyziologicky roztok, pH 7,2-7,4, obsahujici proteinovy nosi¢ a
méné nez 0,1 % konzervacniho prostfedku azidu sodného. Dalsi
podrobnosti viz Bezpe¢nostni list.

MACH 4 Universal AP Polymer — MRAP536

Pufrovany fyziologicky roztok, pH 7,6-7,8, obsahujici proteinovy nosi¢ a
méné nez 0,01 % ProClin 300 a/nebo méné nez 0,5 % ProClin 950 jako
konzervacni prostredek. Dalsi podrobnosti viz BezpeCnostni list.

Potfebny materidl a Cinidla, kterd nejsou soucasti dodavky:
Mikroskopicka sklicka, kladné nabita

Pozitivni a negativni tkanové kontroly

Poustni komora* nebo podobna Susici pec (volitelna)
Nahrada xylenu nebo xylenu

Ethanol nebo alkohol s reagenciemi

Decloaking Chamber* nebo podobny tlakovy hrnec (volitelné)
Deionizovana nebo destilovana voda

Promyvaci pufr*

Cinidla pro predipravu* (volitelné)

Enzymové Stépeni* (volitelné)

Peroxidazovy blok* (volitelné)

Proteinovy blok* (volitelné)

Primarni protilatka*

Negativni kontrolni Cinidla*

Chromogeny*

Hematoxylin* (kontrabarva)

Bluing Cinidlo*

Montazni médium*

Kryci

svételny mikroskop (40-400x zvétSeni)

* Biocare Medical Products: Dalsi informace tykajici se katalogovych Cisel a
objednavek naleznete na webovych strankach Biocare Medical na adrese
http://biocare.net. Néktera vyse uvedena cinidla jsou zalozena na specifické
aplikaci a pouzitém detekénim systému.

Skladovani a stabilita:

Skladujte pfi 2°C az 8°C. Pfi skladovani za téchto podminek je pripravek
stabilni do data exspirace vytisténého na Stitku lahvicky. NepouzZivejte po
uplynuti doby pouZitelnosti. Skladovani za jakychkoliv jinych neZ uvedenych
podminek musi byt ovéreno. Cinidla soupravy jsou pfipravena k pouZiti a
neméla by se fedit. Stabilita uZivatelem nafedéného Ccinidla nebyla
spolecnosti Biocare stanovena.
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Pozitivni a negativni kontroly by mély byt provadény soucasné se vsemi
vzorky pacientd. Pokud zpozorujete neocCekavané zbarveni, které nelze
vysvétlit odchylkami v laboratornich postupech, a mate podezieni na problém
s protilatkou, kontaktujte technickou podporu spolecnosti Biocare na Cisle 1-
800-542-2002 nebo prostrednictvim informaci o technické podpofe na webu
biocare.net.

Priprava vzorku:

Tkané fixované ve formalinu jsou vhodné pro pouZiti pred zalitim parafinem.
Kostni tkané by mély byt pfed zpracovanim tkané odvapnény, aby se
usnadnilo fezani tkané a zabranilo se poskozeni Cepeli mikrotomu.:=

Spravné fixované a zapusténé tkané exprimujici specifikovany cilovy antigen
by mély byt skladovany na chladném misté. Zakon o zlepSovani klinickych
laboratofi (CLIA) z roku 1988 vyzaduje v 42 CFR §493.1259(b), Ze ,Laborator
musi uchovavat obarvend sklicka nejméné deset let od data vySetfeni a
uchovavat bloky vzorkd nejméné dva roky od data vysetfeni."

Oseti'eni tkani pred barvenim:

Provedte teplem indukované vyhledavani epitopu (HIER) podle
doporuceného protokolu nize. Ukazalo se, Ze rutinni pouziti HIER pred IHC
minimalizuje nekonzistenci a standardizuje barveni. «s

Varovani a bezpeénostni opatieni:

1. Cinidla soupravy obsahuji méné nez 0,1 % azidu sodného. Koncentrace
nizsi nez 0,1 % nejsou podle US 29 CFR 1910.1200, sdéleni OSHA Hazard a
smérnice EC 91/155/EC nebezpeCnymi materialy, které nelze hlasit. Azid
sodny (NaN:) pouzivany jako konzervacni prostredek je pfi poZiti toxicky. Azid
sodny miZe reagovat s olovénym a médénym potrubim za vzniku vysoce
vybusnych azid( kovd. Po likvidaci vyplachnéte velkym mnoZstvim vody,
abyste zabranili usazovani azidd v potrubi. (Center for Disease Control, 1976,
National Institute of Occupational Safety and Health, 1976)-

2. Cinidla soupravy obsahuji méné nez 0,05 % ProClin 300 a/nebo méné nez
1 % ProClin 950. Pfi manipulaci pouZivejte rukavice a ochranny odév a
pfijméte priméfena opatfeni, protoze ProClin je klasifikovan jako drazdivy a
mdze zplsobit senzibilizaci pfi styku s k{zi. Zabrante kontaktu s oc¢ima, kQzi
a sliznicemi.

3. Zachazejte s materialy lidského nebo zvifeciho plvodu jako s potencialné
biologicky nebezpecnymi a likvidujte je s naleZitymi opatfenimi. V pfipadé
expozice se fidte zdravotnimi smérnicemi odpovédnych Gradd, kde byly
pouzity.»

4. Se vzorky pred a po fixaci a se vSemi materialy, které jim byly vystaveny,
je tfeba zachazet tak, jako by mohly pfenaset infekci, a likvidovat je s
nalezitymi opatfenimi. Nikdy nepipetujte reagencie Usty a vyhnéte se
kontaktu kdZe a sliznic s reagenciemi a vzorky. Pokud se ¢inidla nebo vzorky
dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym mnoZstvim
vody.s

5. Mikrobialni kontaminace reagencii mdze vést ke zvySeni nespecifického
zbarveni.

6. Jiné nez specifikované inkubacni doby nebo teploty mohou vést k chybnym
vysledkdim. UZivatel musi kazdou takovou zménu potvrdit.

7. Nepouzivejte Cinidlo po uplynuti doby pouZitelnosti vytisténé na lahvicce.

8. Cinidla mikropolymerové detekéni soupravy jsou optimalizovana a
pfipravena k pouziti s protildtkami Biocare a pomocnymi Cinidly. Doporucené
protokoly a podminky pouziti naleznete v pokynech k pouziti primarni
protilatky a dalSich pomocnych Cinidel.

9. Dodrzujte pozadavky mistnich a/nebo statnich Gradl na zplsob likvidace.
10. BezpeCnostni list je k dispozici na vyzadani a je umistén na
http://biocare.net.

11. Oznamte jakékoli vazné incidenty souvisejici s timto zafizenim
kontaktovanim mistniho zastupce spolecnosti Biocare a pfislusného Uradu
Clenského statu nebo zemé, kde se uzivatel nachazi.
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Tato mikropolymerova detekéni souprava obsahuje slozky klasifikované tak,
jak je uvedeno v tabulce nize v souladu s Nafizenim (ES) ¢. 1272/2008.

Nebezpedi Code Prohlaseni o nebezpecnosti
H317 MiZe vyvolat alergickou kozni reakci.
H402 Skodlivy pro vodni Zivot.
N/A Ha12 Skodlivy pro vodni organismy, s
dlouhodobymi ucinky.

Navod k pouziti:

Reagencie mikropolymerové detekéni soupravy jsou optimalizovany a
pfipraveny k pouziti s protildtkami Biocare a pomocnymi reagenciemi.
Doporucené protokoly a podminky pouZiti naleznete v pokynech k pouZiti
primarni protilatky a dalsich pomocnych cinidel. Inkubacni doby a teploty se
budou lisit v zavislosti na specifickém protokolu protilatek.

Pfi pouziti automatického barviciho pfistroje si provozni parametry
prostudujte v navodu k obsluze konkrétniho pFistroje a v navodu k poufZiti.

Obecné procedurdlni kroky pro provédéni IHC:

1. Deparafinizace: Deparafinizujte sklicka pomoci Slide Brite nebo xylenu.
Hydratujte sklicka v sérii odstupriovanych alkohol& do vody.

2. Peroxidovy blok (volitelné): Blokujte 5 minut pomoci Peroxidazed 1.

3. Roztok/protokol pro predbéznou Upravu: Doporuceny roztok a protokol
pro predupravu naleznete v pfislusném datovém listu primarni protilatky.

4. Proteinovy blok (volitelné): Inkubujte po dobu 5-10 minut pfi pokojové
teploté (RT) pomoci Background Punisher.

5. Primarni protilatka: Inkubacni dobu naleznete v pfislusném datovém listu
primarni protilatky.

6. Sonda (pouze mysi protilatky): Inkubujte 5-15 minut pfi teploté mistnosti
s MACH 4 Universal AP Probe.

7. Polymer: Inkubujte 10-20 minut pro mysi protilatky nebo 30 minut pro
krali¢i protilatky pfi teploté mistnosti s MACH 4 MR AP polymerem.

8. Chromogen: Inkubujte 5 minut pfi teploté mistnosti s Warp Red.

9. Kontrabarva: Kontrabarva hematoxylinem. Oplachnéte deionizovanou
vodou. Aplikujte Tacha's Blueing Solution na 1 minutu. Oplachnéte
deionizovanou vodou.

Technické poznamky:

1. PouZivejte TBS pouze pro myci kroky. Promyvaci pufry PBS budou
inhibovat barveni alkalickou fosfatézou.

2. Nepouzivejte kozi sérum jako proteinovy blok. NepouZivejte Background
Eraser nebo Background Terminator.

Kontrola kvality:

Viz standardy kvality CLSI pro navrh a implementaci imunohistochemickych
testl; Schvalena smérnice — druhé vydani (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA
(www.clsi.org). 2011»

Pozitivni tkanova kontrola:

Materialy pro externi pozitivni kontrolu by mély byt Cerstvé vzorky fixované,
zpracované a zalité co nejdfive stejnym zplisobem jako vzorek(y) pacienta.
Pozitivni tkanové kontroly ukazuji na spravné pripravené tkané a spravné
techniky barveni. V kazdém cyklu barveni by méla byt zahrnuta jedna
pozitivni externi tkarnova kontrola pro kazdou sadu testovacich podminek.

Tkané pouzité pro externi materidly pro pozitivni kontrolu by mély byt
vybrany ze vzork{ pacientd s dobfe charakterizovanou nizkou Grovni pozitivni
cilové aktivity, ktera poskytuje slabé pozitivni barveni. Nizka Groven pozitivity
pro externi pozitivni kontroly je navrzena tak, aby zajistila detekci jemnych
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zmén citlivosti primarnich protilatek z nestability nebo problémd s IHC
metodikou. Komerc¢né dostupna tkarnova kontrolni sklicka nebo vzorky
zpracované odlisné od vzorku (vzorkd) pacienta pouze ovéfuji Gcinnost
reagencii a neoveéruji pripravu tkané.

Znamé pozitivni tkanové kontroly by se mély pouZivat pouze pro
monitorovani spravného vykonu zpracovanych tkani a testovacich cinidel,
spise nezZ jako pomicka pfi formulovani specifické diagnézy vzorkd pacientd.
Pokud pozitivni tkanové kontroly nevykazuji pozitivni zabarveni, vysledky s
testovacimi vzorky by mély byt povazovany za neplatné.

Negativni tkériova kontrola:

PouZijte negativni tkanovou kontrolu fixovanou, zpracovanou a zalitou
stejnym zpdsobem jako vzorek (vzorky) pacienta pfi kazdém cyklu barveni,
abyste ovéfili specificitu primarni protilatky IHC pro prokazani cilového
antigenu a poskytnuti indikace specifického barveni pozadi (falesné pozitivni
barveni). Také mdze byt rozmanitost rliznych typl bunék pfitomnych ve
vétsiné tkanovych tezl byt pouzivany laboratofi jako interni negativni
kontrolni mista k ovéreni vykonu IHC Specifikace. Typy a zdroje vzorkd, které
Ize pouZzit pro negativni tkan ovladaci prvky jsou uvedeny v Casti Vykonové
charakteristiky.

Pokud se u negativni tkanové kontroly objevi specifické zbarveni (falesné
pozitivni barveni), vysledky se vzorky pacienta by mély byt povaZovany za
neplatné.

Nespecificka negativni reagencni kontrola:

PouZijte nespecifickou negativni reagenéni kontrolu misto primarni protilatky
s fezem kazdého vzorku pacienta, abyste vyhodnotili nespecifické zbarveni a
umoznili lepsi interpretaci specifického zbarveni v misté antigenu. V idealnim
pripadé obsahuje negativni reagencni kontrola protildtku vyrobenou a
pripravenou (tj. nafedénou na stejnou koncentraci za pouZiti stejného fedidla)
pro pouziti stejnym zplsobem jako primarni protilatka, ale nevykazuje
Zadnou specifickou reaktivitu s lidskymi tkanémi ve stejné matrici/roztoku
jako protilatka Biocare . Samotné fedidlo mdZe byt pouZito jako méné Zadouci
alternativa k dfive popsanym negativnim reagencnim kontrolam. Inkubacni
doba pro negativni reagencni kontrolu by méla odpovidat inkubacni dobé
primarni protilatky.

Kdyz se na sériovych fezech pouZziji panely nékolika protilatek, negativné
barvené oblasti jednoho sklicka mohou slouZit jako negativni/nespecificka
vazebna kontrola pozadi pro jiné protilatky. Pro odliSeni endogenni enzymové
aktivity nebo nespecifické vazby enzyml od specifické imunoreaktivity
mohou byt dalsi tkané pacienta obarveny vyhradné substrat-chromogen
nebo komplexy enzym( (PAP, avidin-biotin, streptavidin) a substrat-
chromogen, v daném poradi.

Ovéreni testu:

Pfed prvnim pouzitim protilatky nebo barviciho systému v diagnostickém
postupu by mél uZivatel ovéfit specifitu protilatky testovanim na fadé
vlastnich tkéni se zndmymi imunohistochemickymi charakteristikami, které
predstavuji zndmé pozitivni a negativni tkdné. Viz postupy kontroly kvality
dfive uvedené v této Casti pribalové informace k produktu a doporuceni
kontroly kvality certifikacniho programu CAP: pro imunohistochemii a/nebo
smérnice NCCLS IHCx, Tyto postupy kontroly kvality by se mély opakovat pro
kazdou novou SarZi protilatek nebo kdykoli dojde ke zméné parametrd testu.
Tkané uvedené v Casti Vykonnostni charakteristiky jsou vhodné pro ovéreni
testu.
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Odstranovani problém(i:

Postupujte podle doporuceni protokolu specifického pro protildtku podle
dodaného datového listu. Pokud se objevi atypické vysledky, kontaktujte
technickou podporu Biocare na Cisle 1-800-542-2002.

Interpretace barveni:

Sada MACH 4 Universal AP Polymer Kit vytvafi Cervenou barevnou reakci v
mistech antigenu lokalizovanych primarni protilatkou. Pred interpretaci
vysledkl pacienta musi barveni kontrol vyhodnotit kvalifikovany patolog.
Negativni kontroly se vyhodnoti a porovnaji s obarvenymi sklicky, aby se
zajistilo, Ze jakékoli pozorované zbarveni neni vysledkem nespecifickych
interakci.

Pozitivni tkanova kontrola:

Pozitivni tkanova kontrola obarvena indikovanou protilatkou by méla byt
nejprve vysSetiena, aby se zjistilo, ze vSechna Cinidla funguji spravné. Vhodné
barveni cilovych bunék (jak je uvedeno vyse) svédc¢i o pozitivni reaktivité.
Pokud pozitivni tkériové kontroly nevykazuji pozitivni zabarveni, jakékoli
vysledky s testovacimi vzorky by mély byt povaZovany za neplatné.

Barva reak¢éniho produktu se mize ligit v zavislosti na pouZitych
substratovych chromogenech. Ocekavané barevné reakce naleznete v
pribalovych informacich substratu. Dale mlZze byt ve variantach zplsobu
barveni pozorovana metachromazie.=

KdyZ se pouZije kontrastni barvivo, v zavislosti na délce inkubace a sile
pouzitého kontrastniho barviva povede kontrastni barvivo ke zbarveni
bunécnych jader. Nadmérné nebo nelplné kontrastni barveni mize ohrozit
spravnou interpretaci vysledk@. Doporufené kontrastni barvivo viz
protokol(y).

Negativni tkanova kontrola:

Negativni tkarova kontrola by méla byt vySetfena po pozitivni tkarové
kontrole, aby se ovéfila specificita znaceni cilového antigenu primarni
protilatkou. Absence specifického barveni v negativni tkarové kontrole
potvrzuje nedostatek zkfizené reaktivity protilatek s burikami/bunécnymi
slozkami. Pokud se u negativni externi tkafové kontroly objevi specifické
zbarveni (falesné pozitivni barveni), vysledky se vzorkem pacienta by mély
byt povazovany za neplatné.

Nespecifické zbarveni, pokud je pfitomno, ma obvykle difizni vzhled.
Sporadické barveni pojivové tkané Ize také pozorovat v fezech z tkani
nadmérné fixovanych formalinem. Pro interpretaci vysledk® barveni pouzijte
neporusené burky. Nekrotické nebo degenerované burky se Casto barvi
nespecificky.

Pacientska tkan:

Prohlédnéte si vzorky pacientl obarvené indikovanou protilatkou posledni.
Intenzita pozitivniho zbarveni by méla byt posouzena v kontextu jakéhokoli
nespecifického zbarveni pozadi negativni kontroly reagencii. Jako u kazdého
imunohistochemického testu negativni vysledek znamena, Zze antigen nebyl
detekovan, nikoli Ze antigen v testovanych burikach/tkani chybél. V pfipadé
potteby pouZijte panel protilatek k identifikaci faleSné negativnich reakci.

Specifické informace tykajici se indikované imunoreaktivity protilatek
naleznete v ¢asti Souhrn a vysvétleni, omezeni a vykonnostni charakteristiky.

Omezeni:

Obecna omezeni:

1. Pro in vitro (IVD)

2. Tento produkt je urCen pouze pro profesiondlni pouZiti:
Imunohistochemie je vicekrokovy diagnosticky proces, ktery se sklada
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10.

11.

12.

13.

ze specializovaného skoleni ve vybéru vhodnych cinidel; vybér tkanég,
fixace a zpracovani; pfiprava podlozniho sklicka IHC; a interpretaci
vysledk@ barveni.

Pro pouZiti pouze na lékafsky predpis. (Pouze Rx)

Barveni tkané zavisi na manipulaci a zpracovani tkané pred barvenim.
Nespravna fixace, zmrazovani, rozmrazovani, myti, suseni, zahfivani,
krajeni nebo kontaminace jinymi tkanémi nebo tekutinami mlze

zpUsobit artefakty, zachyceni protilatek nebo faleSné negativni vysledky.

Nekonzistentni vysledky mohou byt zplisobeny odchylkami v metodach
fixace a zalévani nebo pfirozenymi nepravidelnostmi v tkani.:=
Nadmérné nebo nelplné kontrastni barveni mdZe ohrozit spravnou
interpretaci vysledka.

Klinicka interpretace jakéhokoli pozitivniho nebo negativniho zbarveni
by méla byt vyhodnocena v kontextu klinické prezentace, morfologie a
dalsich histopatologickych kritérii. Klinicka interpretace jakéhokoli
pozitivniho nebo negativniho zbarveni by méla byt doplnéna
morfologickymi studiemi s pouZitim spravnych pozitivnich a negativnich
internich a externich kontrol, jakoz i dalSich diagnostickych testd. Je
odpovédnosti  kvalifikovaného patologa, ktery je obeznamen se
spravnym pouZitim IHC protilatek, Cinidel a metod, aby interpretoval
vSechny kroky pouZité k pripravé a interpretaci konecného IHC
pripravku.

Optimalni protokoly pro konkrétni aplikaci se mohou liSit. Mezi né patfi
mimo jiné fixace, metoda ziskavani tepla, inkubacni doby, redéni
protildtek, tloustka Fezu tkané a pouZitd detekcéni souprava.
Doporucené protokoly a podminky pouZiti naleznete v pokynech k
pouZiti primarni protildtky a dalSich pomocnych cinidel. Doporuceni a
protokoly datovych listd jsou zalozeny na vyhradnim pouziti produkt(
Biocare. V kone¢ném dlsledku je odpovédnosti vySetfovatele urcit
optimalni podminky.

Tento produkt neni uréen pro pouziti v préitokové cytometrii.
Vykonnostni  charakteristiky nebyly pro préitokovou cytometrii
stanoveny.

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

Reagencie mohou vykazovat neoCekavané reakce v dfive
netestovanych tkanich. Moznost neocekavanych reakci i u testovanych
skupin tkani nelze zcela eliminovat z dfivodu biologické variability
exprese antigenu v novotvarech nebo jinych patologickych tkéanich.s
Kontaktujte technickou podporu spolecnosti Biocare na Cisle 1-800-542-
2002 nebo prostrednictvim informaci o technické podpore uvedenych
na biocare.net se zdokumentovanymi neoCekavanymi reakcemi.
Normalni/neimunitni séra ze stejného zvifeciho zdroje jako sekundarni
antiséra pouzita v blokovacich krocich mohou zpdsobit faleSné negativni
nebo falesné pozitivni vysledky v ddsledku autoprotilatek nebo
prirozenych protilatek.

Falesné pozitivni vysledky mohou byt pozorovany v dlsledku
neimunologické vazby proteind nebo produkttl reakce substratu. Mohou
byt také zplisobeny pseudoperoxiddzovou aktivitou (erytrocyty),
endogenni peroxidazovou aktivitou (cytochrom C) nebo endogennim
biotinem (napf. jatra, prsa, mozek, ledviny) v zavislosti na typu
pouzitého imunobarviva.:

Negativni vysledek znamena, Ze antigen nebyl detekovan, nikoli ze
antigen ve vySetfovanych burkach nebo tkani chybél.

Specifickéd omezeni produktu:

Zadna dalsi specifickd omezeni produktu.

Vykonnostni charakteristiky:

Barveni bylo provedeno pomoci protokold poskytnutych v navodu k pouziti
specifickém pro protilatku nebo jak je uvedeno. Citlivost a specificita barveni
byla hodnocena v celé fadé normalnich a neoplastickych typd tkani
hodnocenych béhem vyvoje primarnich protilatek.
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Reprodukovatelnost:

Reprodukovatelnost detekénich systémi a systémovych reagencii Biocare je
ovéfena méFenim stfedni pfesnosti, pfi kterém byly rdzné Sarze reagencii
testovany po delsi dobu pomoci rdiznych operatord, analytikd, SarZi reagencii,
vzorkl tkani a vybaveni. Barveni ziskané pro kazdé hodnocené detekéni
Cinidlo bylo konzistentni a provedlo se podle ocekavani.

Odstrafiovani problémii:

1.

Zadné zabarveni sklicek — Zkontrolujte, zda byla pouZita vhodna tkan
pro pozitivni kontrolu, protilatka a detekcni produkty. Zkontrolujte
nelplné nebo nespravné odstranéni vosku nebo predupravu.

Slabé zabarveni vsech sklicek — Zkontrolujte, zda byly pouZity vhodné
pozitivni kontrolni tkané, protilatky a detekcni produkty.

Nadmérné pozadi vSech preparatli — Mohou existovat vysoké hladiny
endogenniho biotinu (pokud pouZivate detekcni produkty na bazi
biotinu), endogenni aktivita HRP pfeménujici chromogen na barevny
konecny produkt (pouZijte peroxidazovy blok) nebo nadmérna
nespecificka proteinova interakce (pouZijte protein blok, jako je
blokovaci roztok na bazi séra nebo kaseinu).

Tkanové fezy smyjte sklicka béhem inkubace — Zkontrolujte sklicka,
abyste se ujistili, Ze jsou kladné nabita.

Specifické barveni je pfilis tmavé — Zkontrolujte protokol, abyste zjistili,
zda byl na sklicko aplikovan spravny titr protilatek, a také spravné
inkubacni doby pro vSechna cinidla. Dale zajistéte, aby protokol
obsahoval dostatek promyvacich krokd k odstranéni prebyteCnych
Cinidel po dokonceni inkubacnich krokd.
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Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Tiltaenkt brug:
Til /in vitro diagnostisk brug

MACH 4 Universal AP Polymer Kit er beregnet til brug i enten manuel eller
automatiseret immunhistokemi (IHC) farvningsprotokoller ved brug af en
alkalisk fosfatase (AP) polymer et- eller to-trins péfgringsmetode. Dette
mikropolymerdetektionskit er designet til pdvisning af muse-IgG- og IgM-
og/eller kanin-IgG-primaere antistoffer bundet til mélantigener i det
formalinfikserede,  paraffinindlejrede  (FFPE) veev  under  IHC-
farvningsprocessen. Den kliniske fortolkning af enhver farvning eller dens
fravaer bgr suppleres med morfologiske undersggelser og korrekte kontroller
og bgr evalueres i sammenhaeng med patientens kliniske historie og andre
diagnostiske tests af en kvalificeret patolog.

Sammenfatning og forklaring:

MACH 4 Universal AP Polymer Kit er designet ved hjzelp af en et-trins eller
to-trins metode til pdvisning af primaere antistoffer fra mus og/eller kaniner
til dannelse af et antistof-enzymkompleks. Dette kompleks visualiseres
derefter under anvendelse af et passende substrat/kromogen. I et-
trinsmetoden pdfgres et sekundzert antistof direkte forbundet med
mikropolymeren, mens det sekundzere antistof i totrinsmetoden er umaerket,
og et yderligere enzymbundet polymermaerket reagens pafgres sekventielt.
Totrinsmetoden er designet til at amplificere pdvisningen i tilfeelde af lavt
udtrykkende antigener. Omfattet af et eller flere af fglgende US Pat. nr.
6.686.461; 6.800.728; 7.102.024; 7.173.125; 7.462.689.

Procedureprincip:

Dette mikropolymerdetektionskit kan bruges til immunhistokemisk testning
af formalinfikserede, paraffinindlejrede veevssnit. Generelt
immunhistokemisk (IHC) farvningsteknikker muligggr visualisering af
antigener via sekventiel pafgring af en specifikt antistof til antigenet (primaert
antistof), et sekundaert antistof til det primaere antistof (valgfrit link-
antistof/probe), et enzymkompleks og et kromogent substrat med indskudte
vasketrin. Den enzymatiske aktivering af kromogenet resulterer i et synligt
reaktionsprodukt pd antigenstedet. Prgven kan derefter modfarves og
deekslet glides. Resultater fortolkes ved hjeelp af et lys mikroskop og hjeelp
til differentialdiagnose af patofysiologiske processer, som evt er muligvis ikke
forbundet med et bestemt antigen.

Materialer og metoder:
Medfglgende reagenser:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x 100 mL
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1x20mL

rekonstitution, blanding, fortynding, titrering:
Mikropolymerdetektionsreagenserne er optimeret og klar til brug med
Biocare-antistoffer og hjaelpereagenser. Ingen rekonstitution, blanding,
fortynding eller titrering er pakraevet.

Kendte anvendelser:
Immunhistokemi (formalinfikseret paraffin-indlejret vaev)

Artsreaktivitet:
Mus og kanin IgG tunge og lette kseder

Leveres som:

MACH 4 Universal AP-sonde — UP536

Bufret saltvandsoplgsning, pH 7,2-7,4, indeholdende en proteinbaerer og
mindre end 0,1 % natriumazidkonserveringsmiddel. Se
sikkerhedsdatabladet for yderligere detaljer.

MACH 4 Universal AP Polymer — MRAP536

Bufret saltvandsoplgsning, pH 7,6-7,8, indeholdende en proteinbaerer og
mindre end 0,01 % ProClin 300 og/eller mindre end 0,5 % ProClin 950 som
konserveringsmiddel. Se sikkerhedsdatabladet for yderligere detaljer.

Ngdvendige materialer og reagenser, men medfglger ikke:
Objektglas, positivt ladede

Positive og negative vaevskontroller

Desert Chamber* eller lignende Tgrreovn (valgfrit)
Xylen eller

Ethanol eller reagens alkohol

Decloaking Chamber* eller lignende trykkoger (valgfrit)
Deioniseret eller destilleret vand

Vaskebuffer*

Forbehandlingsreagenser* (valgfrit)
Enzymfordgjelse* (valgfrit)

Peroxidaseblok* (valgfrit)

Proteinblok* (valgfrit)

Primaert antistof*

Negative kontrolreagenser*

Kromogener*

* (modfarvning)

Bl&ningsreagens*

Monteringsmedium*

Daekglaslysmikroskop

Haematoxylin(40-400X forstgrrelse)

* Biocare Medical Products: Se Biocare Medicals websted pa
http://biocare.net for yderligere information om katalognumre og bestilling.
Visse reagenser anfgrt ovenfor er baseret pd specifik anvendelse og det
anvendte detektionssystem.

Opbevaring og stabilitet:

Opbevares ved 2°C til 8°C. Produktet er stabilt til den udigbsdato, der er
trykt p& haetteglasetiketten, ndr det opbevares under disse forhold. M3 ikke
bruges efter udlgbsdatoen. Opbevaring under alle andre forhold end de
specificerede skal verificeres. Kit-reagenserne er klar til brug og bgr ikke
fortyndes. Stabiliteten af brugerfortyndet reagens er ikke blevet fastsldet af
Biocare.
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Positive og negative kontroller skal kgres samtidigt med alle patientprgver.
Hvis der observeres uventet farvning, som ikke kan forklares med variationer
i laboratorieprocedurer, og der er mistanke om et problem med antistoffet,
skal du kontakte Biocares tekniske support pd 1-800-542-2002 eller via den
tekniske supportinformation, der findes pd biocare.net.

Prgveforberedelse:

Veev fikseret i formalin er velegnede til brug fgr paraffinindstgbning. Ossgst
veev bgr afkalkes fgr vaevsbehandling for at lette veevsskeering og forhindre
beskadigelse af mikrotomblade.::

Korrekt fikserede og indlejrede veev, der udtrykker det specificerede
antigenmél, skal opbevares pd et kgligt sted. Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA) fra 1988 kraever i 42 CFR §493.1259(b), at
"Laboratoriet skal opbevare farvede objektglas mindst ti &r fra datoen for
undersggelse og behold prgveblokke mindst to dr fra eksamensdatoen.":

Behandling af veev fgr farvning:
Udfgr Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) i henhold til anbefalet protokol

nedenfor. Den rutinemaessige brug af HIER fgr IHC har vist sig at minimere
inkonsistens og standardisere farvning. +

Advarsel og forholdsregler:

1. Kit-reagens(er) indeholder mindre end 0,1 % natriumazid. Koncentrationer
mindre end 0,1 % er ikke rapporterbare farlige materialer i henhold til US 29
CFR 1910.1200, OSHA Hazard Communication og EC-direktiv 91/155/EC.
Natriumazid (NaN;) brugt som konserveringsmiddel er giftigt, hvis det
indtages. Natriumazid kan reagere med bly- og kobberrgr og danne
hgjeksplosive metalazider. Efter bortskaffelse skylles med store maengder
vand for at forhindre ophobning af azid i rgrledninger. (Center for Disease
Control, 1976, National Institute of Occupational Safety and Health, 1976)s
2. Kit-reagenser indeholder mindre end 0,05 % ProClin 300 og/eller mindre
end 1 % ProClin 950. Baer handsker og beskyttelsestgj og tag rimelige
forholdsregler ved handtering, da ProClin er klassificeret som irriterende og
kan fordrsage sensibilisering ved hudkontakt. Undgd kontakt med gjne, hud
og slimhinder.

3. Handter materialer af menneskelig eller animalsk oprindelse som potentielt
biofarlige og bortskaf sddanne materialer med passende forholdsregler. I
tilfeelde af eksponering, fglg sundhedsdirektiverne fra de ansvarlige
myndigheder, hvor det anvendes. s

4. Prgver, fgr og efter fiksering, og alle materialer, der udsaettes for dem,
skal h&ndteres, som om de er i stand til at overfgre infektion og bortskaffes
med passende forholdsregler. Pipettér aldrig reagenser gennem munden, og
undgé at komme i kontakt med hud og slimhinder med reagenser og prgver.
Hvis reagenser eller prgver kommer i kontakt med fglsomme omrdder, skal
du vaske med rigelige maengder vand.»

5. Mikrobiel kontaminering af reagenser kan resultere i en stigning i uspecifik
farvning.

6. Andre inkubationstider eller temperaturer end de specificerede kan give
fejlagtige resultater. Brugeren skal validere enhver sddan aendring.

7. Brug ikke reagens efter den udlgbsdato, der er trykt pd heetteglasset.

8. Mikropolymerdetektionsreagenserne er optimeret og klar til brug med
Biocare-antistoffer og hjzelpereagenser. Se instruktionerne til det primaere
antistof og andre hjeelpereagenser til brug for anbefalede protokoller og
betingelser for brug.

9. Fglg lokale og/eller statslige myndigheders krav til bortskaffelsesmetode.
10. SDS er tilgaengeligt efter anmodning og findes pa http://biocare.net.

11. Rapporter alle alvorlige haendelser relateret til denne enhed ved at
kontakte den lokale Biocare-repraesentant og den relevante kompetente
myndighed i den medlemsstat eller det land, hvor brugeren befinder sig.
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Dette mikropolymerdetektionskit indeholder komponenter, der er
klassificeret som angivet i tabellen nedenfor i overensstemmelse med
forordning (EF) nr. 1272/2008.

Fare Code Fareseetning
Kan fordrsage en allergisk
H317 hudreaktion.
H402 Skadelig for vandlevende organismer.
N/A Skadelig for vandlevende organismer
H412 RS
med langvarige virkninger.

Brugsanvisning:

Mikropolymerdetektionsreagenserne er optimeret og klar til brug med
Biocare-antistoffer og hjeelpereagenser. Se instruktionerne til det primaere
antistof og andre hjeelpereagenser til brug for anbefalede protokoller og
betingelser for brug. Inkubationstider og temperaturer vil variere afhaengigt
af den specifikke antistofprotokol, der fglges.

Nar du bruger et automatiseret farvningsinstrument, skal du se den
specifikke betjeningsvejledning til instrumentet og brugsanvisningen for
driftsparametre.

Generelle proceduretrin for udfgrelse af IHC:

1. Afparaffinering: Afparaffinér objektglas i Slide Brite eller xylen. Hydrat
objektglas i en raekke graderede alkoholer til vand.

2. Peroxidblok (valgfrit): Bloker i 5 minutter med Peroxidazed 1.

3. Forbehandlingsoplgsning/-protokol: Se venligst det respektive primaere
antistofdatablad for anbefalet forbehandlingsoplgsning og protokol.

4. Proteinblok (valgfrit): Inkuber i 5-10 minutter ved stuetemperatur (RT)
med Background Punisher.

5. Primaert antistof: Se venligst det respektive primaere antistofdatablad for
inkubationstid.

6. Probe (kun museantistoffer): Inkuber i 5-15 minutter ved stuetemperatur
med MACH 4 Universal AP Probe.

7. Polymer: Inkuber i 10-20 minutter for museantistoffer eller 30 minutter for
kaninantistoffer ved stuetemperatur med MACH 4 MR AP Polymer.

8. Chromogen: Inkuber i 5 minutter ved stuetemperatur med Warp Red.

9. Modfarvning: Modfarvning med haematoxylin. Skyl med deioniseret vand.
Pafgr Tacha's Blueing Solution i 1 minut. Skyl med deioniseret vand.

Tekniske noter:

1. Brug kun TBS til vasketrin. PBS vaskebuffere vil haemme alkalisk
fosfatasefarvning.

2. Brug ikke gedeserum som proteinblok. Brug ikke Background Eraser eller
Background Terminator.

Kvalitetskontrol:

Se CLSI kvalitetsstandarder for design og implementering af
immunhistokemiske analyser; Godkendt guideline-anden udgave (I/LA28-A2)
CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011

Positiv vaevskontrol:

Eksternt positivt kontrolmateriale skal vaere friske prgver fikseret, bearbejdet
og indlejret s8 hurtigt som muligt pd samme méde som
patientprgven/patienterne. Positive veevskontroller er tegn pd korrekt
forberedt vaev og korrekte farvningsteknikker. En positiv ekstern vaevskontrol
for hvert seet af testbetingelser bgr inkluderes i hver farvningskarsel.
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De vaev, der anvendes til de eksterne positive kontrolmaterialer, bgr veelges
fra patientpraver med velkarakteriserede lave niveauer af den positive
malaktivitet, der giver svag positiv farvning. Det lave niveau af positivitet for
eksterne positive kontroller er designet til at sikre pdvisning af subtile
aendringer i det primaere antistoffglsomhed fra ustabilitet eller problemer
med IHC-metoden. Kommercielt tilgaengelige vaevskontrolobjektglas eller -
praver, der er behandlet anderledes end patientprgven(-erne), validerer kun
reagensydelse og verificerer ikke vaevsforberedelse.

Kendte positive vaevskontroller bgr kun bruges til at overvdge den korrekte
ydeevne af behandlet vaev og testreagenser, snarere end som en hjeelp til at
formulere en specifik diagnose af patientprgver. Hvis de positive
veevskontroller ikke viser positiv farvning, bgr resultaterne med testprgverne
betragtes som ugyldige.

Negativ vaevskontrol:

Brug en negativ vaevskontrol, der er fikseret, behandlet og indlejret pd en
made, der er identisk med patientpraven/patienterne med hver
farvningskgrsel for at verificere specificiteten af det primaere IHC-antistof for
demonstration af malantigenet og for at give en indikation af specifik
baggrundsfarvning (falsk positiv farvning). Det kan ogsd de mange
forskellige celletyper, der findes i de fleste vaevssnit bruges af laboratoriet
som interne negative kontrolsteder for at verificere IHC's ydeevne
specifikationer. Typer og kilder til prgver, der kan bruges til negativt vaev
kontroller er angivet i afsnittet Ydelsesegenskaber.

Hvis der forekommer specifik farvning (falsk positiv farvning) i den negative
vaevskontrol, bgr resultaterne med patientprgverne betragtes som ugyldige.

Uspecifik negativ reagenskontrol:

Brug en uspecifik negativ reagenskontrol i stedet for det primaere antistof
med et udsnit af hver patientprgve for at evaluere uspecifik farvning og
tillade bedre fortolkning af specifik farvning pd antigenstedet. Ideelt set

indeholder en negativ reagenskontrol et antistof produceret og forberedt (dvs.

fortyndet til samme koncentration ved hjselp af samme fortyndingsmiddel) til
brug pd samme méde som det primaere antistof, men udviser ingen specifik
reaktivitet med humant vaev i samme matrix/oplgsning som Biocare-
antistoffet . Fortyndingsmiddel alene kan anvendes som et mindre gnskeligt
alternativ  til de tidligere beskrevne negative reagenskontroller.
Inkubationsperioden for den negative reagenskontrol skal svare til den for
det primaere antistof.

N&r paneler af flere antistoffer anvendes pd serielle snit, kan de negativt
farvningsomrdder pd et objektglas tiene som en negativ/uspecifik
bindingsbaggrundskontrol for andre antistoffer. For at differentiere endogen
enzymaktivitet eller uspecifik binding af enzymer fra specifik
immunreaktivitet, kan vyderligere patientvaev udelukkende farves med
henholdsvis substrat-chromogen eller enzymkomplekser (PAP, avidin-biotin,
streptavidin) og substrat-chromogen.

Assayverifikation:

Fgr den fgrste brug af et antistof eller farvningssystem i en diagnostisk
procedure, skal brugeren verificere antistoffets specificitet ved at teste det
p& en rekke interne veev med kendte immunhistokemiske
praestationskarakteristika, der repraesenterer kendte positive og negative
vaev. Se de kvalitetskontrolprocedurer, der tidligere er beskrevet i dette afsnit
af produktindleegget og til kvalitetskontrolanbefalingerne i CAP Certification
Program: for Immunohistochemistry og/eller NCCLS IHC guideline=. Disse
kvalitetskontrolprocedurer bgr gentages for hvert nyt antistoflot, eller ndr der
er en andring i assayparametrene. Veev, der er angivet i afsnittet
Ydelsesegenskaber, er egnede til assayverifikation.
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Fejlfinding:

Fglg de antistofspecifikke protokolanbefalinger i henhold til det medfglgende
datablad. Hvis der opstdr atypiske resultater, skal du kontakte Biocares
tekniske support pé 1-800-542-2002.

Fortolkning af farvning:

MACH 4 Universal AP Polymer Kit producerer en rgd farvereaktion pd
antigenstederne lokaliseret af det primaere antistof. Inden fortolkning af
patientresultater skal farvningen af kontroller evalueres af en kvalificeret
patolog. Negative kontroller evalueres og sammenlignes med farvede
objektglas for at sikre, at enhver observeret farvning ikke er et resultat af
uspecifikke interaktioner.

Positiv veevskontrol:

Den positive vaevskontrol farvet med det angivne antistof bgr undersgges
farst for at sikre, at alle reagenser fungerer korrekt. Den passende farvning
af malceller (som angivet ovenfor) er tegn pd positiv reaktivitet. Hvis de
positive vaevskontroller ikke viser positiv farvning, bgr alle resultater med
testprgverne betragtes som ugyldige.

Farven pd reaktionsproduktet kan variere afhzengigt af de anvendte
substratkromogener. Se substratets indlaegssedler for forventede
farvereaktioner. Yderligere kan metakromasi observeres i variationer af
farvningsmetoden. =

N&r der anvendes en modfarvning, vil modfarvning, afhaengigt af
inkubationslaengden og styrken af den anvendte modfarvning, resultere i en
farvning af cellekernerne. Overdreven eller ufuldsteendig modfarvning kan
kompromittere korrekt fortolkning af resultater. Se protokollen(er) for
anbefalet modfarvning.

Negativ veevskontrol:

Den negative vaevskontrol bgr undersgges efter den positive vaevskontrol for
at verificere specificiteten af maerkningen af malantigenet med det primeere
antistof. Fravaeret af specifik farvning i den negative vaevskontrol bekraefter
manglen pd antistofkrydsreaktivitet over for celler/cellulaere komponenter.
Hvis specifik farvning (falsk positiv farvning) forekommer i den negative
eksterne vaevskontrol, bgr resultaterne med patientprgven betragtes som
ugyldige.

Uspecifik farvning, hvis den er til stede, har normalt et diffust udseende.
Sporadisk farvning af bindeveev kan o0gsd observeres i snit fra
formalinfikseret vaev. Brug intakte celler til fortolkning af farvningsresultater.
Nekrotiske eller degenererede celler farves ofte uspecifikt.

Patientvaev:

Undersgg patientprgver farvet med angivet antistof sidst. Positiv
farvningsintensitet bgr vurderes i sammenhaeng med enhver uspecifik
baggrundsfarvning af den negative reagenskontrol. Som med enhver
immunhistokemisk test betyder et negativt resultat, at antigenet ikke blev
pdvist, ikke at antigenet var fraveerende i de analyserede celler/veev. Brug
om ngdvendigt et panel af antistoffer til at identificere falsk-negative
reaktioner.

Se Resumé og forklaring, begraensninger og ydeevnekarakteristika for
specifik information vedrgrende indiceret antistof-immunreaktivitet.

Begraensninger:

Generelle begraensninger:
1. Til in vitro diagnostisk (IVD) brug
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2. Dette produkt er kun til professionel brug: Immunhistokemi er en
flertrins diagnostisk proces, der bestdr af specialiseret traening i
udveelgelsen af de passende reagenser; vaevsudveelgelse, fiksering og
behandling; forberedelse af IHC-glasset; og fortolkning af
farvningsresultaterne.

3. Kun til brug efter laegerecept. (Kun Rx)

4. Veevsfarvning er afhaengig af hdndtering og behandling af vaevet far
farvning. Forkert fiksering, frysning, optgning, vask, tgrring,
opvarmning, sektionering eller kontaminering med andre vaev eller
vaesker kan producere artefakter, antistoffangning eller falsk negative
resultater. Inkonsistente resultater kan skyldes variationer i fikserings-
og indlejringsmetoder eller iboende uregelmaessigheder i vaevet.+

5. Overdreven eller ufuldstaendig modfarvning kan kompromittere korrekt
fortolkning af resultater.

6. Den kliniske fortolkning af enhver positiv eller negativ farvning bgr
evalueres i sammenhaeng med klinisk praesentation, morfologi og andre
histopatologiske kriterier. Den kliniske fortolkning af enhver positiv eller
negativ farvning bgr suppleres med morfologiske undersggelser med
korrekte positive og negative interne og eksterne kontroller samt andre
diagnostiske tests. Det er en kvalificeret patologs ansvar, som er
fortrolig med den korrekte brug af IHC-antistoffer, reagenser og
metoder, at fortolke alle de trin, der bruges til at forberede og fortolke
det endelige IHC-praeparat.

7. De optimale protokoller til en specifik applikation kan variere. Disse
omfatter, men er ikke begreenset til fiksering, varmehentningsmetode,
inkubationstider, antistoffortynding, vaevssnittykkelse og det anvendte
detektionskit. Se instruktionerne til det primaere antistof og andre
hjeelpereagenser til brug for anbefalede protokoller og betingelser for
brug. Databladets anbefalinger og protokoller er baseret p& eksklusiv
brug af Biocare-produkter. I sidste ende er det efterforskerens ansvar
at bestemme optimale forhold.

8. Dette produkt er ikke beregnet til brug i flowcytometri.
Ydeevnekarakteristika er ikke blevet bestemt for flowcytometri.

9. Veev fra personer inficeret med hepatitis B-virus og indeholdende
hepatitis B-overfladeantigen (HBsAg) kan udvise uspecifik farvning med
peberrodsperoxidase.s

10. Reagenser kan vise uventede reaktioner i tidligere ikke-testede vaev.
Muligheden for uventede reaktioner selv i testede vaevsgrupper kan
ikke fuldstzendigt elimineres p& grund af biologisk variabilitet af
antigenekspression i neoplasmer eller andre patologiske vaev.: Kontakt
Biocares tekniske support pd 1-800-542-2002 eller via de tekniske
supportoplysninger, der er angivet pd biocare.net, med dokumenterede
uventede reaktioner.

11. Normale/ikke-immune sera fra samme dyrekilde som sekundaere
antisera, der anvendes i blokeringstrin, kan fordrsage falsk-negative
eller falsk-positive resultater pd grund af autoantistoffer eller naturlige
antistoffer.

12. Falsk-positive resultater kan ses pa grund af ikke-immunologisk binding
af proteiner eller substratreaktionsprodukter. De kan o0gsd veere
fordrsaget af pseudoperoxidaseaktivitet (erythrocytter), endogen
peroxidaseaktivitet (cytochrom C) eller endogen biotin (f.eks. lever,
bryst, hjerne, nyre) afhaengigt af den anvendte type immunfarvning.=

13. Et negativt resultat betyder, at antigenet ikke blev pdvist, ikke at
antigenet var fravaerende i de undersggte celler eller vaev.

Produktspecifikke begraensninger:
Ingen yderligere produktspecifikke begraensninger.

Ydeevnekarakteristika:

Farvning blev udfgrt ved hjeelp af protokoller, der er angivet i den
antistofspecifikke brugsanvisning eller som specificeret. Sensitivitet og
specificitet af farvning blev evalueret p8 tvaers af en rackke normale og
neoplastiske vaevstyper evalueret under udvikling af primaere antistoffer.
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Reproducerbarhed:

Reproducerbarheden af Biocares detektionssystemer og systemreagenser
verificeres gennem en maling af mellempraecision, hvor forskellige
reagenslots blev testet over en laengere periode ved hjeelp af forskellige
operatgrer, analytikere, reagenslots, vaevsprgver og udstyr. Farvningen
opndet for hvert detektionsreagens, der blev evalueret, var konsistent og
udfgrt som forventet.

1

Fejlfinding:

Ingen farvning af objektglas — Kontroller for at fastsld, om der er brugt
passende positivt kontrolvaev, antistof og detektionsprodukter. Tjek for
ufuldsteendig eller ukorrekt voksfjernelse eller forbehandling.

Svag farvning af alle objektglas — Tjek for at fastsld, om der er anvendt
passende positivt kontrolvaev, antistof og detektionsprodukter.
Overdreven baggrund af alle objektglas - Der kan vaere hgje niveauer
af  endogent  biotin  (hvis der bruges biotinbaserede
detektionsprodukter), endogen HRP-aktivitet, der omdanner kromogen
til farvet slutprodukt (brug peroxidaseblok) eller overskydende uspecifik
proteininteraktion (brug et protein blokering, sdsom serum- eller
kaseinbaseret blokeringsoplgsning).

Vaevssektioner vasker objektglas af under inkubation — Tjek objektglas
for at sikre, at de er positivt ladede.

Specifik farvning for mgrk — Tjek protokollen for at bestemme, om
korrekt antistoftiter blev anvendt pd objektglasset, samt korrekte
inkubationstider for alle reagenser. Sgrg desuden for, at protokollen har
nok vasketrin til at fjerne overskydende reagenser, efter at
inkubationstrinene er afsluttet.

Referencer:

1.

2.

ouw

10.

11.

12.

13.

14.

USA TP v2 (02/09/2023)

Tel: 800-799-9499 |  www.biocare.net

Kiernan JA. Histological and Histochemical Methods: Theory and Practice.
New York: Pergamon Press 1981.

Sheehan DC and Hrapchak BB. Theory and Practice of Histotechnology.
St. Louis: C.V. Mosby Co. 1980.

Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988: Final Rule, 57 FR
7163, February 28, 1992.

Shi S-R, Cote RJ, Taylor CR. J Histotechnol. 1999 Sep;22(3):177-92.
Taylor CR, et al. Biotech Histochem. 1996 Jan;71(5):263-70.

Center for Disease Control Manual. Guide: Safety Management, NO.
CDC-22, Atlanta, GA. April 30, 1976 "Decontamination of Laboratory Sink
Drains to Remove Azide Salts.

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 18
September 2000 on the protection of workers from risks related to
exposure to biological agents at work.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Protection of
Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections; Approved
Guideline-Fourth Edition CLSI document M29-A4 Wayne, PA 2014.

CLSI Quality Standards for Design and Implementation of
Immunohistochemistry Assays; Approved Guideline-Second edition
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011

College of American Pathologists (CAP) Certification Program for
Immunohistochemistry. Northfield IL. Http://www.cap.org (800) 323-
4040.

O’Leary TJ, Edmonds P, Floyd AD, Mesa-Tejada R, Robinowitz M, Takes
PA, Taylor CR. Quality assurance for immunocytochemistry; Proposed
guideline. MM4-P. National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). Wayne, PA. 1997;1-46.

Koretzik K, Lemain ET, Brandt I, and Moller P. Metachromasia of 3-
amino-9-ethylcarbazole (AEC) and its prevention in Immunoperoxidase
techniques. Histochemistry 1987; 86:471-478.

Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the techniques and its
pitfalls. Lab Med 1983; 14:767.

EMERGO EUROPE
Westervoortsedijk 60
6827 AT Arnhem
The Netherlands
Fax: 925-603-8080



MACH 4™ Universal AP Polymer Kit

Micro-polymer detection
901-M4U536-080123
Danish ‘

15. 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. AmJ Clin Path 1980; 73:626.

16. Herman GE and Elfont EA. The taming of immunohistochemistry: the new
era of quality control. Biotech & Histochem 1991; 66:194.

d 28/114
Biocare Medical

60 Berry Drive CE

Pacheco, CA 94553
USA TP v2 (02/09/2023)

Tel: 800-799-9499 |  www.biocare.net

Fax: 925-603-8080

EMERGO EUROPE
Westervoortsedijk 60

6827 AT Arnhem

The Netherlands



MACH 4™ Universal AP Polymer Kit

Micro-polymer detection
901-M4U536-080123

Estonian ‘

Available Product Formats

Catalog Number Volume
M4U536G 6.0 mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Kasutusotstarve:

In vitro diagnostikaks kasutamiseks

MACH 4 universaalne AP poliimeerikomplekt on ette nahtud kasutamiseks
kas kasitsi VOI automatiseeritud immunohistokeemia (IHC)
varvimisprotokollides, kasutades leeliselise fosfataasi (AP) polimeeri Gihe- voi
kaheetapilise pealekandmise meetodit. See mikropolimeeride tuvastamise
komplekt on mdeldud hiire IgG ja IgM ja/voi kiilliku IgG primaarsete
antikehade tuvastamiseks, mis on seotud sihtmdrkantigeenidega formaliiniga
fikseeritud, parafiiniga manustatud (FFPE) kudedes IHC varvimisprotsessi
ajal. Mis tahes varvimise vdi selle puudumise Kliinilist tdlgendamist peaksid
tdiendama morfoloogilised uuringud ja nduetekohased kontrollid ning
kvalifitseeritud patoloog peaks seda hindama patsiendi kliinilise ajaloo ja
muude diagnostiliste testide kontekstis.

Kokkuvote ja selgitus:

MACH 4 universaalne AP poliimeerikomplekt on loodud (ihe- v6i kaheetapilise
meetodi abil hiire ja/voi kidliku primaarsete antikehade tuvastamiseks, et
moodustada antikeha-enstitimi  kompleks. Seejarel visualiseeritakse see
kompleks sobiva substraadi/kromogeeni abil. Uheetapilise meetodi puhul
rakendatakse mikropoliimeeriga otseselt seotud sekundaarset antikeha,
kaheetapilise meetodi puhul aga sekundaarne antikeha mérgistamata ja
jarjestikku rakendatakse tdiendavat ensliiimiga seotud polimeeriga
margistatud reaktiivi. Kaheetapiline meetod on mdeldud tuvastamise
voimendamiseks madala ekspressiooniga antigeenide korral. Kaetud the voi
mitme jargmise USA patendiga. nr 6 686 461; 6 800 728; 7,102,024;
7,173,125; 7 462 689.

Menetluse pohimote:

seda mikropoliimeeride tuvastamise komplekti vGib kasutada formaliiniga
fikseeritud parafiiniga manustatud koeldikude immunohistokeemia testimisel.
Uldiselt  immunohistokeemiline (IHC) vérvimistehnikad vdimaldavad
visualiseerida antigeene, kasutades jarjestikku a antigeeni vastane
spetsiifiline antikeha (primaarne antikeha), primaarse antikeha sekundaarne
antikeha (valikuline linkantikeha/sond), enstitimikompleks ja kromogeenne
substraat, millesse on paigutatud pesemisetapid. Kromogeeni ensiimaatiline
aktiveerimine annab antigeeni kohas nahtava reaktsiooniprodukti. Seejarel
vOib proovi varvida ja kaane libistada. Tulemusi tdlgendatakse valguse abil
mikroskoop ja abi patofiisioloogiliste protsesside diferentsiaaldiagnostikas,
mis voivad voi ei pruugi olla seotud konkreetse antigeeniga.

Materjalid ja meetodid:
Kaasasolevad reaktiivid:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x100 mL
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1x20mL

lahustamine, segamine, lahjendamine, tiitrimine:

Mikropoliimeeride tuvastamise komplekti reaktiiv(id) on optimeeritud ja
valmis kasutamiseks koos Biocare'i antikehade ja abireaktiividega.
Lahustamine, segamine, lahjendamine voi tiitrimine ei ole vajalik.

Tuntud rakendused:
Immunohistokeemia (formaliiniga fikseeritud parafiiniga kaetud koed)

Liigid Reaktsioonivéime:
Hiire ja Kudliku IgG rasked ja kerged ahelad

Tarnitakse jargmiselt:

MACH 4 universaalne AP-sond — UP536

Puhverdatud soolalahus, pH 7,2-7,4, mis sisaldab aproteiini kandjat ja
vahem kui 0,1% naatriumasiidi sailitusainet. Lisateabe saamiseks vaadake
ohutuskaarti.

MACH 4 universaaine AP polimeer — MRAP536

Puhverdatud soolalahus, pH 7,6-7,8, mis sisaldab sdilitusainena alla 0,01%
ProClin 300 ja/vdi alla 0,5% ProClin 950. Lisateabe saamiseks vaadake
ohutuskaarti.

Vajalikud materjalid ja reaktiivid, mida pole kaasas:
positiivse laenguga mikroskoobi slaidid
Positiivsed ja negatiivsed

sarnane Kuivatusahi (valikuline)

Kstileeni vdi ksiileeni asendaja

Etanool voi reagendi alkohol

Decloaking Chamber* voi sarnane kiirkeeduk (valikuline)
Deioniseeritud voi destilleeritud vesi
Pesupuhver*

Eeltodtlusreaktiivid* (valikuline)

Enstitimi seedimine* (valikuline)

Peroksidaasi plokk* (valikuline)

* (valikuline)

Primaarne antikeha*

Negatiivsed kontrollreagendid*

Kromogeenid*

Hematoksiiliin* (vastuvarv)

Sinine reaktiiv*

Paigalduskeskkond*

Katteklaasi

valgus mikroskoop (40—400-kordne suurendus)

* Biocare Medical Products: katalooginumbrite ja tellimise kohta lisateabe
saamiseks vaadake Biocare Medicali veebisaiti aadressil http://biocare.net.
Teatud Ulaltoodud reaktiivid pdhinevad konkreetsel kasutusel ja kasutataval

Kit Catalog Component Component Quantity tuvastamisstisteemil.
No. Catalog No. Description X Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL - L. -
Séilitamine ja stabiilsus:
M4U536G Probe - - . . L i
Hoida temperatuuril 2°C kuni 8°C. Toode on sellistes tingimustes sailitamisel
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL - A o - s R
UP536H MACH 4 Uni T AP | 1x25mL stabiilne kuni viaali etiketile triikitud aegumiskuupdevani. Arge kasutage
M4US36H Prob niversa X2om parast aegumiskuupdeva. Sailitamist muudes tingimustes kui ette nahtud
MRAPS36H Mr:CI?I 2 MR AP Pol 1% 25 L tuleb kontrollida. Komplekti reaktiiv(id) on kasutusvalmis ja neid ei tohi
~ Folymer X2Zom lahjendada. Biocare ei ole kindlaks teinud kasutaja lahjendatud reaktiivi
MA4US36L UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL stabiilsust.
Probe
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Positiivsed ja negatiivsed kontrollid tuleb Iabi viia samaaegselt kdigi patsiendi
proovidega. Kui taheldatakse ootamatut varvimist, mida ei saa seletada
erinevustega laboratoorsetes protseduurides, ja kahtlustate probleemi
antikehaga, votke tihendust Biocare'i tehnilise toega numbril 1-800-542-2002
vOi veebisaidil biocare.net pakutava tehnilise toe teabe kaudu.

Proovi ettevalmistamine:

Formaliinis fikseeritud koed sobivad kasutamiseks enne parafiini manustamist.

Luukuded tuleb enne kudede t66tlemist katlakivi eemaldada, et holbustada
kudede Ioikamist ja valtida mikrotoomi labade kahjustamist.:-

Korralikult fikseeritud ja sisestatud kudesid, mis ekspresseerivad maaratud
sihtmarkantigeeni, tuleb hoida jahedas. 1988. aasta Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA) nduab artiklis 42 CFR §493.1259(b), et ,Labor peab
sdilitama varvitud objektiklaase vahemalt kimme aastat alates uurige ja
sdilitage prooviplokid vahemalt kaks aastat alates uurimise kuupdevast."s

Kudede tootlemine enne varvimist:

Tehke kuumuse poolt pohjustatud epitoopide otsimine (HIER) vastavalt
allolevale soovitatud protokollile. On ndidatud, et HIER-i rutiinne kasutamine
enne IHC-d véhendab ebakdlasid ja standardiseerib varvimist.

Hoiatus ja ettevaatusabindud:

1. Komplekti reaktiiv(id) sisaldavad vahem kui 0,1% naatriumasiidi. Alla 0,1%
kontsentratsioonid ei ole USA 29 CFR 1910.1200, OSHA ohuteate ja EU
direktiivi  91/155/EU  kohaselt  ohtlikud  materjalid.naatriumasiid
(NaN.Sailitusainena kasutatavNaatriumasiid voib reageerida plii ja vase
torustikuga, = moodustades vaga  plahvatusohtlikke = metalliasiide.
Utiliseerimisel loputage suure koguse veega, et vdltida asiidi kogunemist
torustikku. (Center for Disease Control, 1976, National Institute of
Occupational Safety and Health, 1976):

2. Komplekti reaktiivid sisaldavad véhem kui 0,05% ProClin 300 ja/voi véhem
kui 1% ProClin 950. Kandke kindaid ja kaitseriietust ning votke kasitsemisel
kasutusele moistlikud ettevaatusabindud, kuna ProClin on klassifitseeritud
arritavaks ja vOib pOhjustada nahakontakti dlitundlikkust. Valtida
kokkupuudet silmade, naha ja limaskestadega.

3. Kasitsege inim- voi loomset péritolu materjale kui potentsiaalselt
bioloogiliselt ohtlikke materjale ja kdrvaldage need materjalid asjakohaste
ettevaatusabindudega. Kokkupuute korral jérgige kasutamise korral
vastutavate asutuste tervisejuhiseid.s

4. Proove enne ja parast fikseerimist ning koiki nendega kokkupuutuvaid
materjale tuleb kasitseda nii, nagu need oleksid voimelised nakkust edasi
kandma, ning korvaldada asjakohaste ettevaatusabindudega. Arge kunagi
pipeteerige reaktiive suu kaudu ning valtige reaktiivide ja proovidega
kokkupuudet naha ja limaskestadega. Kui reaktiivid voi proovid puutuvad
kokku tundlike piirkondadega, peske neid rohke veega.

5. Reaktiivide mikroobne saastumine v&ib pohjustada mittespetsiifilise
varvumise suurenemist.

6. Maaratletust erinevad inkubatsiooniajad voi temperatuurid vGivad anda
ekslikke tulemusi. Kasutaja peab koik sellised muudatused kinnitama.

7. Arge kasutage reaktiivi parast viaalile triikitud kdlblikkusaega.

8. Mikropoliimeeride tuvastamise komplekti reaktiiv(id) on optimeeritud ja
valmis kasutamiseks koos Biocare'i antikehade ja abireaktiividega.
Soovitatavate protokollide ja kasutustingimuste kohta vaadake esmase
antikeha ja teiste lisareaktiivide kasutusjuhiseid.

9. Jargige korvaldamismeetodi osas kohalike ja/voi riigiasutuste ndudeid.
10. Ohutuskaart on saadaval nGudmisel ja asub aadressil http://biocare.net.
11. Teatage koigist selle seadmega seotud tosistest vahejuhtumitest, vottes
Uihendust kohaliku Biocare'i esindaja ja selle liikmesriigi voi riigi padeva
asutusega, kus kasutaja asub.
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See mikropoliimeeride tuvastamise komplekt sisaldab komponente, mis on
klassifitseeritud allolevas tabelis ndidatud viisil vastavalt maarusele (EU) nr
1272/2008.

Oht Code Ohuavaldus
H317 Voib .pohj.ustada allergilist
nahareaktsiooni.
H402 Kahjulik vee-elustikule.
N/A Kahjulik veeorganismidele, pikaajaline
H412 ;
toime.

Kasutusjuhised:

Mikropollimeeride tuvastamise komplekti reaktiiv(id) on optimeeritud ja
valmis kasutamiseks koos Biocare'i antikehade ja abireaktiividega.
Soovitatavate protokollide ja kasutustingimuste kohta vaadake esmase
antikeha ja teiste lisareaktiivide kasutusjuhiseid. Inkubatsiooniajad ja
temperatuurid varieeruvad sOltuvalt jargitavast spetsiifilisest antikehade
protokollist.

Automaatse varvimisinstrumendi kasutamisel lugege to6parameetrite kohta
konkreetse instrumendi kasutusjuhendit ja kasutusjuhendit.

Uldised protseduurietapid IHC teostamiseks:

1. Deparafiini eemaldamine: Deparafineerige objektiklaasid Slide Brite'is voi
kslileenis. Hiidraatiseerige slaidid sorteeritud alkoholide seerias vette.

2. Peroksiidplokk (valikuline): blokeerige 5 minutit Peroxidazed 1-ga.

3. Eeltdodtluslahus/-protokoll: soovitatud eeltddtluslahuse ja -protokolli leiate
vastava primaarse antikeha andmelehelt.

4. Protein Block (valikuline): inkubeerige 5-10 minutit toatemperatuuril (RT)
Background Punisheriga.

5. Primaarne antikeha: inkubatsiooniaja kohta vaadake vastavat primaarset
antikeha andmelehte.

6. Sond (ainult hiire antikehad): inkubeerige 5-15 minutit toatemperatuuril
MACH 4 Universal AP Probe'iga.

7. Poliimeer: inkubeerige 10-20 minutit hiire antikehade jaoks v&i 30 minutit
kitliku antikehade jaoks toatemperatuuril MACH 4 MR AP poliimeeriga.

8. Kromogeen: inkubeerige 5 minutit toatemperatuuril Warp Rediga.

9. Vastuvarv: hematoksiiliiniga vastuvarv. Loputage deioniseeritud veega.
Kandke 1 minutiks Tacha sinistamislahust. Loputage deioniseeritud veega.

Tehnilised markused:

1. Kasutage TBS-i ainult pesemiseks. PBS pesupuhvrid inhibeerivad leeliselise
fosfataasi varvimist.

2. Arge kasutage kitse seerumit valgublokina. Arge kasutage Background
Eraserit vOi Background Terminatorit.

Kvaliteedikontroll:

vaadake CLSI kvaliteedistandardeid immunohistokeemiliste analluside
kavandamiseks ja rakendamiseks; Heakskiidetud juhiste teine véljaanne
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011

Positiivne koekontroll:

vdlised positiivsed kontrollmaterjalid peaksid olema varsked proovid, mis on
fikseeritud, toddeldud ja sisestatud voimalikult kiiresti samamoodi nagu
patsiendi proov(id). Positiivsed koekontrollid naitavad digesti ettevalmistatud
kudesid ja digeid varvimistehnikaid. Igasse varvimiststiklisse tuleks lisada (ks
positiivne valine koekontroll iga katsetingimuste komplekti kohta.
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Valiste positiivsete kontrollmaterjalide jaoks kasutatavad koed tuleks valida
patsiendi proovidest, millel on hasti iseloomustatud madal positiivse
sihtaktiivsuse tase, mis annab ndrga positiivse varvumise. Valiste positiivsete
kontrollide madal positivsuse tase on loodud selleks, et tagada
ebastabiilsusest voi IHC metoodikaga seotud probleemidest tingitud peente
muutuste tuvastamine primaarse antikeha tundlikkuses. Kaubanduslikult
saadavad koekontrolli objektiklaasid voi patsiendi proovidest erinevalt
toodeldud proovid kinnitavad ainult reaktiivi toimivust ega kontrolli koe
ettevalmistamist.

Teadaolevaid positiivseid koekontrolle tuleks kasutada ainult té6deldud
kudede ja testreaktiivide Oige toimimise jélgimiseks, mitte abivahendina
patsiendi proovide spetsiifilise diagnoosi koostamisel. Kui positiivsed
koekontrollid ei ndita positiivset varvumist, tuleks anallilisitavate proovide
tulemused lugeda kehtetuks.

Negatiivne koekontroll:

kasutage iga varvimistsiikli puhul negatiivset koekontrolli, mis on fikseeritud,
toodeldud ja sisestatud patsiendi proovi(de)ga identsel viisil, et kontrollida
IHC primaarse antikeha spetsiifilisust. sihtantigeeni demonstreerimine ja
spetsiifilise taustavarvimise indikaator (valepositiivne varvimine). Samuti
voivad enamikus koeosades esinevad erinevad rakutiilibid labori poolt
kasutada sisemiste negatiivsete kontrollikohtadena, et kontrollida IHC
toimivust spetsifikatsioonid. Negatiivse koe jaoks kasutatavate proovide
tllibid ja allikad juhtelemendid on loetletud jaotises Toimivusnaitajad.

Kui  negatiivee koekontrolli puhul ilmneb spetsiifiine varvumine
(valepositiivne varvumine), tuleb patsiendi proovide tulemusi lugeda
kehtetuks.

Mittespetsiifilise negatiivse reaktiivi kontroll:

kasutage primaarse antikeha asemel mittespetsiifilist negatiivset reagendi
kontrolli koos iga patsiendi proovi osaga, et hinnata mittespetsiifilist
varvumist ja

vdimaldada spetsiifilise vérvumise paremat tdlgendamist antigeeni saidil.
Ideaalis sisaldab negatiivne reaktiivi kontroll antikeha, mis on toodetud ja
valmistatud (st lahjendatud sama kontsentratsioonini, kasutades sama
lahjendit) kasutamiseks samal viisil kui esmane antikeha, kuid sellel ei ole
spetsiifilist reaktsioonivoimet inimese kudedega samas maatriksis/lahuses kui
Biocare'i antikeha. . Ainuliksi lahjendit vdib kasutada vdhem soovitava
alternatiivina eelnevalt kirjeldatud negatiivsete reaktiivide kontrollidele.
Negatiivse reaktiivi kontrolli inkubatsiooniperiood peaks vastama primaarse
antikeha inkubatsiooniperioodile.

Kui seerialdikudel kasutatakse mitme antikeha paneele, vdivad (he
objektiklaasi negatiivselt varvunud alad toimida negatiivse/mittespetsiifilise
seondumise taustakontrollina teiste antikehade jaoks. Endogeense ensuiiimi
aktiivsuse vOi ensliimide mittespetsiifilise seondumise eristamiseks
spetsiifilisest immunoreaktiivsusest voib tdiendavaid patsiendi kudesid
varvida ainult substraat-kromogeeni vdi enslimi kompleksidega (PAP,
avidiin-biotiin, streptavidiin) ja substraat-kromogeeniga.

Analliisi kontrollimine:

enne antikeha vOi varvimissiisteemi esmast kasutamist diagnostilises
protseduuris peaks kasutaja kontrollima antikeha spetsiifilisust, testides seda
ettevottesiseste kudedega, millel on teadaolevad immunohistokeemilised
omadused, mis esindavad teadaolevaid positiivseid ja negatiivseid kudesid.
Vaadake eelnevalt tootelehe selles jaotises kirjeldatud kvaliteedikontrolli
protseduure ja CAP sertifitseerimisprogrammi= immunohistokeemia ja/voi
NCCLS IHC juhiste=. Neid kvaliteedikontrolli protseduure tuleks korrata iga
uue antikehapartii puhul véi alati, kui analiisiparameetrid muutuvad. Katse
kontrollimiseks sobivad koed, mis on loetletud jaotises Performance
Characteristics.
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Veaotsing:

jargige antikehaspetsiifilise protokolli soovitusi vastavalt kaasasolevale
andmelehele. Ebatlitipiliste tulemuste korral votke Uhendust Biocare'i
tehnilise toega numbril 1-800-542-2002.

Varvimise tolgendamine:

MACH 4 universaalne AP poliimeerikomplekt tekitab primaarse antikeha poolt
lokaliseeritud antigeenikohtades punase varvuse reaktsiooni. Enne patsiendi
tulemuste t6lgendamist peab kvalifitseeritud patoloog kontrollide varvimist
hindama. Negatiivseid kontrolle hinnatakse ja vorreldakse varvitud
objektiklaasidega, et tagada, et tdheldatud vérvumine ei ole mittespetsifiliste
interaktsioonide tagajarg.

Positiivne koekontroll:

Naidatud antikehaga varvitud positiivset koekontrolli tuleks esmalt uurida, et
teha kindlaks, kas k&ik reaktiivid to6tavad korralikult. Sihtrakkude sobiv
varvimine (nagu Ulalpool ndidatud) néitab positiivset reaktsioonivdimet. Kui
positiivsed koekontrollid ei ndita positiivset varvumist, tuleks katseproovide
tulemused lugeda kehtetuks.

Reaktsiooniprodukti varvus voib varieeruda soltuvalt kasutatud substraadi
kromogeenidest. Oodatavate varvireaktsioonide kohta vaadake aluspinna
pakendi infolehti. Lisaks vdib metakromaasiat taheldada varvimismeetodi
variatsioonides.s

Vastuvdrvi kasutamisel, olenevalt kasutatud vastuvarvi inkubatsiooni
pikkusest ja tugevusest, pohjustab vastuvarvimine raku tuumade varvuse.
Liigne vOi mittetdielik vastuvarvimine voib kahjustada tulemuste Oiget
tolgendamist. Soovitatud vastuvarvimise kohta vaadake protokolli/protokollis.

Negatiivne koekontroll:

tuleks uurida parast positiivset koekontrolli, et kontrollida sihtantigeeni
margistamise spetsiifilisust primaarse antikehaga. Spetsiifilise varvumise
puudumine negatiivses koekontrollis kinnitab antikehade ristreaktiivsuse
puudumist rakkude/rakukomponentide suhtes. Kui negatiivse valiskoe
kontrolli korral iimneb spetsiifiline varvumine (valepositiivne varvumine),
tuleb patsiendi proovi tulemusi lugeda kehtetuks.

Mittespetsiifiline vdrvumine, kui see on olemas, on tavaliselt hajusa
vdlimusega. Sidekoe juhuslikku varvimist vOib taheldada ka liigselt
formaliiniga fikseeritud kudede I10ikudes. Varvimistulemuste tdlgendamiseks
kasutage terveid rakke. Nekrootilised vdi degenereerunud rakud varvuvad
sageli mittespetsiifiliselt.

Patsiendi kude:

Uurige ndidatud antikehaga varvitud patsiendi proove viimane. Positiivset
varvimise intensiivsust tuleks hinnata negatiivse reaktiivi kontrolli mis tahes
mittespetsiifilise taustavarvimise kontekstis. Nagu iga immunohistokeemilise
testi puhul, tahendab negatiivne tulemus seda, et antigeeni ei tuvastatud,
mitte seda, et antigeen ei olnud analiilisitud rakkudes/koes. Vajadusel
kasutage valenegatiivsete reaktsioonide tuvastamiseks antikehade paneeli.

Tapsemat teavet ndidatud antikehade immunoreaktiivsuse kohta leiate
jaotisest Kokkuvote ja selgitus, Piirangud ja Toimivusomadused.

Piirangud:

Uldised piirangud:
1. In vitro diagnostikaks (IVD) kasutamiseks

2. See toode on ainult professionaalseks kasutamiseks:
Immunohistokeemia on mitmeastmeline diagnostiline protsess, mis
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koosneb erikoolitusest sobivate reaktiivide valimisel; kudede valik,
fikseerimine ja todtlemine; IHC slaidi ettevalmistamine; ja
varvimistulemuste télgendamine.

3.  Kasutamiseks ainult arsti retsepti alusel. (Ainult Rx)

4. Kudede vérvimine sOltub koe kasitsemisest ja toGtlemisest enne
varvimist. Ebadige fikseerimine, kiilmutamine, sulatamine, pesemine,
kuivatamine, kuumutamine, l6ikamine voi saastumine teiste kudede vGi
vedelikega vOib pohjustada artefakte, antikehade kinnijaamist voi
valenegatiivseid tulemusi. Ebajdrjekindlad tulemused vdivad olla
tingitud fikseerimis- ja kinnistamismeetodite erinevustest voi koe
omastest ebakorrapdrasustest.

5.  Liigne voi mittetdielik vastuvérvimine voib kahjustada tulemuste Giget
télgendamist.

6. Iga positivse vGi negatiivse varvumise Kliinilist tGlgendust tuleks
hinnata Kkliinilise pildi, morfoloogia ja muude histopatoloogiliste
kriteeriumide kontekstis. Positiivse v0i negatiivse varvumise Kliinilist
tolgendamist tuleks taiendada morfoloogiliste uuringutega, milles
kasutatakse nduetekohast positiivset ja negatiivset sise- ja valiskontrolli
ning muid diagnostilisi teste. Kvalifitseeritud patoloog, kes tunneb IHC
antikehade, reaktiivide ja meetodite Giget kasutamist, vastutab kdigi
THC I6pliku preparaadi ettevalmistamiseks ja tdlgendamiseks kasutatud
etappide tolgendamise eest.

7.  Konkreetse rakenduse optimaalsed protokollid vdivad erineda. Nende
hulka kuuluvad (kuid mitte ainult) fikseerimine, kuumuse taastamise
meetod, inkubatsiooniajad, antikehade lahjendamine, koeldike paksus
ja kasutatud tuvastamiskomplekt. Soovitatavate protokollide ja
kasutustingimuste kohta vaadake esmase antikeha ja teiste
lisareaktiivide kasutusjuhiseid. Andmelehe soovitused ja protokollid
pohinevad ainult Biocare toodete kasutamisel. LOppkokkuvottes
vastutab uurija optimaalsete tingimuste kindlaksmaaramise eest.

8. See toode ei ole ette ndhtud kasutamiseks voolutsiitomeetrias.
Voolutsiitomeetria joudlusnaitajaid ei ole maaratud.

9.  B-hepatiidi viirusega nakatunud ja B-hepatiidi pinnaantigeeni (HBsAg)

sisaldavate inimeste kudedel voib ilmneda madardika peroksiidaasiga

mittespetsiifiline varvumine. s

Reaktiivid voivad avaldada ootamatuid reaktsioone varem testimata

kudedes. Ootamatute reaktsioonide vdimalust isegi testitud

koerilhmades ei saa tdielikult vadlistada antigeeni ekspressiooni
bioloogilise varieeruvuse tottu kasvajates voi muudes patoloogilistes
kudedes.s Dokumenteeritud ootamatu(te) reaktsiooni(de)ga votke

Uihendust Biocare'i tehnilise toega numbril 1-800-542-2002 VGi

veebisaidil biocare.net pakutava tehnilise toe teabe kaudu.

11. Normaalsed/mitteimmuunsed seerumid, mis pdrinevad samast

loomsest allikast kui blokeerimisetappides kasutatavad sekundaarsed

antiseerumid, vbivad autoantikehade voi looduslike antikehade tottu
pohjustada valenegatiivseid voi valepositiivseid tulemusi.

Valepositiivseid tulemusi voib ndha valkude v&i substraadi

reaktsiooniproduktide mitteimmunoloogilise seondumise tottu. Need

voivad olla pOhjustatud ka pseudoperoksidaasi aktiivsusest

(eriitrotsilitidid), endogeense peroksidaasi aktiivsusest (tsiitokroom C)

v0i endogeensest biotiinist (nt maks, rind, aju, neer), olenevalt

kasutatud immunovarvi tulbist.«

13. Negatiivne tulemus tédhendab, et antigeeni ei tuvastatud, mitte seda, et
uuritud rakkudes voi koes antigeen puudus.

10.

12.

téiendavaid tootespetsiifilisi piiranguid pole.

Toimivuskarakteristikud:

varvimine  viidi  labi, kasutades protokolle, mis on toodud
antikehaspetsiifilistes kasutusjuhistes voi vastavalt tépsustatule. Varvimise
tundlikkust ja spetsiifilisust hinnati mitmesuguste normaalsete ja
neoplastiliste koetiilipide puhul, mida hinnati primaarsete antikehade
valjaté6tamise ajal.
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Reprodutseeritavus:

Biocare'i tuvastamissiisteemide ja slisteemireaktiivide reprodutseeritavust
kontrollitakse keskmise tdpsusega moGtmise teel, mille kdigus testiti
erinevaid reaktiivipartiisid pikema aja jooksul, kasutades erinevaid
operaatoreid, anallilitikuid, reaktiivipartiisid, koeproove ja seadmeid. Iga
hinnatud tuvastamisreagendi varvimine oli jarjepidev ja viidi [3bi
ootusparaselt.

Veaotsing:

1. objektiklaasid ei varvunud — Kontrollige, kas on kasutatud sobivat
positiivset kontrollkudet, antikeha ja tuvastamisprodukte. Kontrollige,
kas vaha eemaldamine voi eeltdétlemine on puudulik vi vale.

2.  Koigi objektiklaaside nork varvumine — Kontrollige, kas on kasutatud
sobivat positiivset kontrollkudet, antikeha ja tuvastamistooteid.

3. Koigi slaidide liigne taust — voib esineda kdrge endogeense biotiini tase
(kui kasutate biotiinipGhiseid tuvastamistooteid), endogeenset HRP
aktiivsust, mis muudab kromogeeni varviliseks l0pptooteks (kasutage
peroksidaasi plokki), vdi voib esineda liigne mittespetsiifiline valgu
interaktsioon (kasutage valku). blokk, nagu seerumi- vdi kaseiinipohine
blokeeriv lahus).

4.  Koeosad pesevad slaididelt inkubeerimise ajal maha — Kontrollige slaide,
et veenduda, et need on positiivselt laetud.

5. Spetsiifiline varvumine on liiga tume — kontrollige protokolli, et teha
kindlaks, kas objektiklaasile on rakendatud Oige antikehade tiiter,
samuti kdigi reaktiivide diged inkubatsiooniajad. Lisaks veenduge, et
protokollis on piisavalt pesemisetappe, et eemaldada pdrast
inkubatsioonietappide 16ppu liigsed reaktiivid.

Kasutatud kirjandus:
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3. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988: Final Rule, 57 FR
7163, February 28, 1992.

4. Shi S-R, Cote RJ, Taylor CR. J Histotechnol. 1999 Sep;22(3):177-92.

Taylor CR, et al. Biotech Histochem. 1996 Jan;71(5):263-70.

Center for Disease Control Manual. Guide: Safety Management, NO.

CDC-22, Atlanta, GA. April 30, 1976 "Decontamination of Laboratory Sink

Drains to Remove Azide Salts.

7. Occupational Safety and Health Standards: Occupational exposure to
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Register.
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September 2000 on the protection of workers from risks related to
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
M4U536G 6.0 mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Kayttotarkoitus:

In vitro diagnostiseen kayttoon

MACH 4 Universal AP Polymer Kit on tarkoitettu kdytettavaksi joko
manuaalisissa  tai  automatisoiduissa immunohistokemian  (IHC)
varjdyskdytdnndissa, joissa kaytetddn alkalisen fosfataasi (AP) polymeerin
yksi- tai kaksivaiheista levitysmenetelmda. Tama mikropolymeerien
havaitsemissarja on suunniteltu hiiren IgG:n ja IgM:n ja/tai kanin IgG:n
primadristen vasta-aineiden havaitsemiseen, jotka ovat sitoutuneet
kohdeantigeeneihin formaliinilla kiinnitetyissa, parafiiniin upotetuissa (FFPE)
kudoksissa IHC-varjdysprosessin aikana. Mahdollisen varjdytymisen tai sen
puuttumisen Kliinista tulkintaa tulisi tdydentaa morfologisilla tutkimuksilla ja
asianmukaisilla kontrolleilla, ja patevan patologin tulee arvioida potilaan
kliinisen historian ja muiden diagnostisten testien yhteydessa.

Yhteenveto ja selitys:
MACH 4 Universal AP Polymer Kit on suunniteltu kdyttamalld yksi- tai
kaksivaiheista menetelmad hiiren ja/tai kanin primadristen vasta-aineiden

havaitsemiseksi vasta-aine-entsyymikompleksin muodostamiseksi. Tama
kompleksi visualisoidaan sitten kayttamalla sopivaa
substraattia/kromogeenia.  Yksivaiheisessa  menetelmdssa  levitetddn

sekundadrista vasta-ainetta, joka on liitetty suoraan mikropolymeeriin, kun
taas kaksivaiheisessa menetelmdssa sekundadrinen vasta-aine on
leimaamaton, ja entsyymisidoksella polymeerileimattua reagenssia lisatdan
perakkadin. Kaksivaiheinen menetelm@ on suunniteltu vahvistamaan
havaitsemista tapauksissa, joissa antigeenit ilmentdvat vahan. Kattaa yhden
tai useamman seuraavista US Pat. nro 6,686,461; 6,800,728; 7,102,024;
7,173,125; 7,462,689.

Menettelyn periaate:

Tatda mikropolymeerien havaitsemissarjaa voidaan kayttda formaliinilla
kiinnitettyjen, parafiiniin upotettujen kudosleikkeiden immunohistokemian
testaamiseen. Yleensd immunohistokemiallinen (IHC) varjdystekniikat
mahdollistavat antigeenien visualisoinnin soveltamalla perakkain a spesifinen
vasta-aine antigeenille (primaarinen vasta-aine), sekundaarinen vasta-aine
primaariselle vasta-aineelle (valinnainen linkkivasta-aine/koetin),
entsyymikompleksi ja kromogeeninen substraatti, jossa on pesuvaiheet.
Kromogeenin entsymaattinen aktivaatio johtaa ndkyvaan reaktiotuotteeseen
antigeenikohdassa. Ndyte voidaan sitten vastavdrjatd ja kansi liu'uttaa.
Tulokset tulkitaan valon avulla mikroskooppi ja apu patofysiologisten
prosessien erotusdiagnoosissa, jotka voivat tai olla ei valttamatta liity tiettyyn
antigeeniin.

Materiaalit ja menetelmat:
Mukana toimitetut reagenssit:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL

M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x100 mL
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1 x20 mL

Liuottaminen, sekoitus, laimennus, titraus:

Mikropolymeerien tunnistussarjan reagenssi(t) on optimoitu ja valmis
kaytettavaksi  Biocare-vasta-aineiden ja  apureagenssien  kanssa.
Kayttdvalmiiksi saattamista, sekoittamista, laimentamista tai titrausta ei
vaadita.

Tunnetut sovellukset:
Immunohistokemia (formaliinikiinnitetyt parafiiniin upotetut kudokset)

Laji Reaktiivisuus:
Hiiren ja Kanin IgG:n raskaat ja kevyet ketjut

Toimitetaan nimella:

MACH 4 Universal AP Probe — UP536

Puskuroitu suolaliuos, pH 7,2-7,4, sisaltad aproteiinikantajaa ja alle 0,1 %
natriumatsidia. Katso lisdtietoja kayttoturvallisuustiedotteesta.

MACH 4 Universal AP Polymer — MRAP536

Puskuroitu suolaliuos, pH 7,6-7,8, sisdltad aproteiinikantajaa ja alle 0,01 %
ProClin 300 ja/tai alle 0,5 % ProClin 950 sdilontdaineena. Katso lisdtietoja
kayttoturvallisuustiedotteesta.

Tarvittavat materiaalit ja reagenssit, mutta niita ei toimiteta:
mikroskoopin objektilasit, positiivisesti varautuneet
Positiiviset ja negatiiviset kudoskontrollit

Desert Chamber* tai vastaava Kuivausuuni (valinnainen)
Ksyleeni tai ksyleenin korvike

Etanoli tai reagenssialkoholi

Decloaking Chamber* tai vastaava painekattila (valinnainen)
Deionisoitu tai tislattu vesi

Pesupuskuri*

Esikasittelyreagenssit* (valinnainen)

Entsyymihajotus* (valinnainen)

Peroksidaasiblokki* (valinnainen)

Proteiiniblokki* (valinnainen)

Ensisijainen vasta-aine*

Negatiiviset kontrollireagenssit*

Kromogeenit*

* (vastavarjays)

Sinimisreagenssi*

Kiinnitysaine*

Peitelasivalo

Mikroskooppi (40-400X suurennus)

* Biocare Medical -tuotteet: Katso Biocare Medical -sivustolta
http://biocare.net lisétietoja luettelonumeroista ja tilauksesta. Tietyt edelld
luetellut reagenssit perustuvat tiettyyn sovellukseen ja kaytettyyn
tunnistusjdrjestelmaan.

Varastointi ja stabiilisuus:

Sdilytd 2°C - 80C. Tuote on stabiili injektiopullon etikettiin painettuun
viimeiseen kéyttopaivaan asti, kun sitd sailytetddn ndissd olosuhteissa. Ald
kayta viimeisen kayttopaivan jalkeen. Varastointi muissa kuin maaritellyissa
olosuhteissa on tarkistettava. Sarjan reagenssi(t) ovat kayttévalmiita, eika
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niitd saa laimentaa. Biocare ei ole vahvistanut kayttdjan laimennetun
reagenssin stabiilisuutta.

Positiiviset ja negatiiviset kontrollit tulee suorittaa samanaikaisesti kaikkien
potilasndytteiden kanssa. Jos havaitaan odottamatonta varjdytymistd, jota ei
voida selittad laboratoriomenetelmien vaihteluilla, ja epailldan vasta-
aineongelmaa, ota yhteytta Biocaren tekniseen tukeen numeroon 1-800-542-
2002 tai biocare.net-sivustolla olevien teknisen tuen tietojen kautta.

Néytteen valmistelu:

Formaliiniin kiinnitetyt kudokset soveltuvat kaytettdvaksi ennen parafiiniin
upottamista. Luukudokset tulee poistaa kalkki ennen kudosten kasittelya
kudoksen leikkaamisen helpottamiseksi ja mikrotomin terien vaurioitumisen
estamiseksi.:2

Asianmukaisesti kiinnitetyt ja upotetut kudokset, jotka ilmentavat maaritettya
antigeenikohdetta, tulee sdilyttda viiledssa paikassa. Vuoden 1988 Clinical
Laboratory Improvement Act (CLIA) -lain 42 CFR §493.1259(b) edellyttaa,
ettd "Laboratorion on sdilytettdva varjatyt objektilasit vahintdan kymmenen
vuotta niiden paivamaarasta lukien. tutkia ja sadilyttaa ndytekappaleet
vahintaan kaksi vuotta tutkimuspaivasta."

Kudosten késittely ennen varjdysta:

Suorita ldmmén aiheuttama epitooppihaku (HIER) alla suositellun protokollan
mukaisesti. HIER:n rutiininomaisen kdyton ennen IHC:td on osoitettu
minimoivan epdjohdonmukaisuudet ja standardoivan varjdytymista. «s

Varoitus ja varotoimet:

1. Sarjan reagenssi(t) sisdltavdt alle 0,1 % natriumatsidia. Alle 0,1 %:n
pitoisuudet eivat ole raportoitavia vaarallisia aineita US 29 CFR 1910.1200,
OSHA Hazard communicationin ja EY-direktiivin 91/155/EC
mukaisesti.natriumatsidi (NaN.) on myrkyllista nieltynd. Natriumatsidi voi
reagoida lyijy- ja kupariputkiston kanssa muodostaen erittdin rdjahtavia
metalliatsideja. Havittamisen yhteydessa huuhtele runsaalla vedelld, jotta
putkistoihin ei kerry atsidija. (Center for Disease Control, 1976, National
Institute of Occupational Safety and Health, 1976)s

2. Kitin reagenssit sisdltavat alle 0,05 % ProClin 300:aa ja/tai alle 1 % ProClin
950:ta. Kayta kasineitd ja suojavaatetusta ja noudata kohtuullisia varotoimia
kasitellessasi, koska ProClin on luokiteltu drsyttdvaksi ja saattaa aiheuttaa
ihokosketuksen herkistymista. Valta joutumista silmiin, iholle ja limakalvoille.
3. Kasittele ihmis- tai eldinperdisid materiaaleja mahdollisesti biologisesti
vaarallisina ja havita tallaiset materiaalit asianmukaisin varotoimin. Noudata
altistumistapauksessa vastaavien viranomaisten antamia
terveysmaarayksia.s

4. Naytteita ennen kiinnitystd ja sen jdlkeen sekd kaikkia niille altistettuja
materiaaleja tulee kasitelld ikaan kuin ne voisivat siirtaa infektiota ja havittaa
asianmukaisin varotoimin. Ald koskaan pipetoi reagensseja suun kautta ja
valta koskettamasta ihoa ja limakalvoja reagenssien ja ndytteiden kanssa.
Jos reagenssit tai ndytteet joutuvat kosketuksiin herkkien alueiden kanssa,
pese runsaalla vedella.:

5. Reagenssien mikrobikontaminaatio voi johtaa epaspesifisen varjaytymisen
lisdantymiseen.

6. Muut kuin ilmoitetut inkubointiajat tai lampétilat voivat antaa virheellisia
tuloksia. Kayttajan on vahvistettava kaikki tallaiset muutokset.

7. Al3 kaytd reagenssia pulloon painetun viimeisen kayttopaivamaaran
jalkeen.

8. Mikropolymeerien havaitsemissarjan reagenssi(t) on optimoitu ja valmis
kaytettavaksi Biocare-vasta-aineiden ja apureagenssien kanssa. Katso
suositellut protokollat ja kdyttoolosuhteet ensisijaisen vasta-aineen ja muiden
apureagenssien kayttoohjeista.

9. Noudata paikallisten ja/tai
havitysmenetelmistd.

10. Kayttdturvallisuustiedote on saatavilla pyynnostd, ja se sijaitsee
osoitteessa http://biocare.net.

valtion viranomaisten vaatimuksia
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11. IImoita kaikista tdhan laitteeseen liittyvistd vakavista tapahtumista
ottamalla yhteyttd paikalliseen Biocaren edustajaan ja sen jasenvaltion tai
maan toimivaltaiseen viranomaiseen, jossa kayttdja sijaitsee.

Tama mikropolymeerien tunnistussarja sisdltda komponentteja, jotka on
luokiteltu alla olevan taulukon mukaisesti asetuksen (EY) N:o 1272/2008
mukaisesti.

Vaara Code Vaaralauseke
H317 saattaa . aiheuttaa allergisen
ihoreaktion.
H402 Haitallista vesielitille.
N/A Haitallista vesielidille, pitkaaikaisia
H412 . - -
haittavaikutuksia.

Kayttoohjeet:

Mikropolymeerien tunnistussarjan reagenssi(t) on optimoitu ja valmis
kaytettavaksi Biocare-vasta-aineiden ja apureagenssien kanssa. Katso
suositellut protokollat ja kdyttdolosuhteet ensisijaisen vasta-aineen ja muiden
apureagenssien kdyttoohjeista. Inkubointiajat ja -lampétilat vaihtelevat
noudatetun spesifisen vasta-aineprotokollan mukaan.

Kun kaytat automaattista varjdysinstrumenttia, katso laitteen kdyttdoppaasta
ja kayttoohjeista kayttdparametreja.

Yleiset menettelyvaiheet IHC:n suorittamiseksi:

1. Paraffinointi: Poista paraffinointi objektilasit Slide Brite- tai ksyleenissa.
Hydratoi liukulevyt sarjassa luokiteltuja alkoholeja veteen.

2. Peroksidiblokki (valinnainen): Lopeta 5 minuutin ajan Peroxidazed 1:lI3.
3. Esikasittelyliuos/protokolla: Katso suositeltu esikasittelyliuos ja protokolla
kunkin ensisijaisen vasta-aineen tietolehdesta.

4. Proteiinilohko (valinnainen): Inkuboi 5-10 minuuttia huoneenlampétilassa
(RT) Background Punisherilla.

5. Primaarinen vasta-aine: Katso inkubaatioaika vastaavasta primaarivasta-
aineesta.

6. Koetin (vain hiiren vasta-aineet): Inkuboi 5-15
huoneenldmpétilassa MACH 4 Universal AP -koettimen kanssa.
7. Polymeeri: Inkuboi 10-20 minuuttia hiiren vasta-aineita tai 30 minuuttia
kanin vasta-aineita huoneenldmpdétilassa MACH 4 MR AP -polymeerin kanssa.
8. Kromogeeni: Inkuboi 5 minuuttia huoneenlampétilassa Warp Redin kanssa.
9. Vastavarjdys: Vastavarjdys hematoksyliinilld. Huuhtele deionisoidulla
vedelld. Levitd Tacha's Bluing -liuosta 1 minuutin ajan. Huuhtele
deionisoidulla vedella.

minuuttia

Tekniset huomautukset:

1. Kayta TBS:@a@ vain pesuvaiheisiin. PBS-pesupuskurit estdvat alkalisen
fosfataasin varjaytymista.

2. Ald kaytd vuohen seerumia proteiininesteens. Ald kdytd Background
Eraseria tai Background Terminator -ohjelmaa.

Laadunvalvonta:

Katso CLSI-laatustandardit immunohistokemiallisten maaritysten
suunnittelua ja toteutusta varten; Hyvaksytty Guideline-Second edition
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011w

Positiivisten kudosten kontrolli:

Ulkoisten positiivisten kontrollimateriaalien tulee olla tuoreita naytteitd, jotka
on kiinnitetty, kasitelty ja upotettu mahdollisimman pian samalla tavalla kuin
potilasndytteet. Positiiviset kudoskontrollit osoittavat oikein valmistettuja
kudoksia ja asianmukaisia varjaystekniikoita. Yksi positiivinen ulkoinen
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kudoskontrolli jokaista testiolosuhteita kohden tulisi sisdllyttdaa jokaiseen
varjaysajoon.

Ulkoisiin positiivisiin kontrollimateriaaleihin kaytetyt kudokset tulee valita
potilasndytteistd, joissa on hyvin karakterisoitu alhainen positiivinen
kohdeaktiivisuus, joka antaa heikon positiivisen varjdytymisen. Ulkoisten
positiivisten  kontrollien alhainen  positiivisuustaso on  suunniteltu
varmistamaan pienten muutosten havaitseminen primaarisen vasta-aineen
herkkyydessé epastabiilisuudesta tai IHC-metodologian ongelmista.
Kaupallisesti saatavilla olevat kudoskontrollilevyt tai ndytteet, jotka on
kasitelty eri tavalla kuin potilasndyte(t), validoivat vain reagenssin
suorituskyvyn, eivatkad ne varmista kudosten valmistelua.

Tunnettuja positiivisia kudoskontrolleja tulee kdyttdaa vain prosessoitujen
kudosten ja testireagenssien oikean suorituskyvyn seurantaan sen sijaan,
etta ne olisivat apuna potilasnaytteiden erityisen diagnoosin laatimisessa. Jos
positiiviset  kudoskontrollit eivat osoita  positiivista  varjdytymista,
testindytteiden tuloksia on pidettava virheellisin.

Negatiivinen kudoskontrolli:
Kaytd negatiivista kudoskontrollia, joka on kiinnitetty, kasitelty ja upotettu

identtisella  tavalla kuin potilasndyte(t) jokaisessa  varjdysajossa
varmistaaksesi IHC:n primaarisen vasta-aineen spesifisyyden.
kohdeantigeenin  osoittamiseen ja  spesifisen  taustavarjaytymisen

osoittamiseen (vaara positiivinen varjdys). Myds useimmat eri solutyypit,
joita esiintyy useimmissa kudosleikkeissd, voivat laboratorio kayttda niita
sisdisind negatiivisina kontrollipaikkoina IHC:n suorituskyvyn tarkistamiseen
tekniset tiedot. Naytetyypit ja -lahteet, joita voidaan kdyttaa negatiiviseen
kudokseen sadtimet on lueteltu Suorituskykyominaisuudet-osiossa.

Jos negatiivisessa kudoskontrollissa esiintyy spesifista varjdytymistd (vaara
positiivinen varjdytyminen), potilasndytteilld saatuja tuloksia on pidettava
virheellisina.

Epéspesifinen negatiivinen reagenssikontrolli:

Kayta epaspesifista negatiivista reagenssikontrollia primaarisen vasta-aineen
sijasta kunkin potilasndytteen leikkeen kanssa arvioidaksesi epdspesifista
varjaytymista ja

mahdollistaaksesi  spesifisen  varjdytymisen  paremman  tulkinnan
antigeenikohdassa. Ihannetapauksessa negatiivinen reagenssikontrolli
sisaltaa vasta-aineen, joka on tuotettu ja valmistettu (eli laimennettu samaan
konsentraatioon kayttden samaa laimennusainetta) kaytettévaksi samalla
tavalla kuin ensisijainen vasta-aine, mutta silla ei ole spesifista reaktiivisuutta
ihmiskudosten kanssa samassa matriisissa/liuoksessa kuin Biocare-vasta-
aine. . Pelkkda laimennusainetta voidaan kdyttdaa véhemman toivottavana
vaihtoehtona aiemmin kuvatuille negatiivisille reagenssikontrolleille.
Negatiivisen reagenssikontrollin inkubaatioajan tulee vastata primaarisen
vasta-aineen inkubaatioaikaa.

Kun sarjaleikkeissd kdytetddn useiden vasta-aineiden paneeleja, yhden
objektilasin negatiivisesti varjdytyneet alueet  voivat  toimia
negatiivisena/epaspesifisend sitoutumisen taustakontrollina muille vasta-
aineille. Endogeenisen entsyymiaktiivisuuden tai entsyymien epaspesifisen
sitoutumisen erottamiseksi spesifisesta immunoreaktiivisuudesta voidaan
potilaan lisdkudoksia vdrjatd yksinomaan substraatti-kromogeeni- tai
entsyymikomplekseilla (PAP, avidiini-biotiini, streptavidiini) ja substraatti-
kromogeenilla, vastaavasti.

Maérityksen varmistus:

Ennen vasta-aineen tai varjaysjarjestelman ensimmadistd = kayttoa
diagnostisessa toimenpiteessa kdyttdjan tulee varmistaa vasta-aineen
spesifisyys testaamalla se sarjalla talon sisdisid kudoksia, joilla on tunnetut
immunohistokemialliset ~ suorituskykyominaisuudet ja jotka edustavat
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tunnettuja positiivisia ja negatiivisia kudoksia. Katso
laadunvalvontamenettelyt, jotka on kuvattu aiemmin tdssa tuoteselosteen
osassa, ja CAP-sertifiointiohjelman: Immunohistochemistry ja/tai NCCLS IHC
-ohjeen=. Nama laadunvalvontatoimenpiteet on toistettava jokaiselle uudelle
vasta-aineerdlle tai aina, kun maaritysparametreissa tapahtuu muutoksia.
Suorituskykyominaisuudet-osiossa luetellut kudokset soveltuvat maarityksen
todentamiseen.

Vianetsinta:

Noudata  vasta-ainekohtaisia protokollan  suosituksia  toimitetun
tietolomakkeen mukaisesti. Jos epatyypillisid tuloksia iimenee, ota yhteyttad
Biocaren tekniseen tukeen numerossa 1-800-542-2002.

MACH 4 Universal AP Polymer Kit tuottaa punaisen varireaktion primaarisen
vasta-aineen paikantamissa antigeenikohdissa. Ennen potilastulosten
tulkintaa patevan patologin on arvioitava kontrollien varjdys. Negatiiviset
kontrollit arvioidaan ja niitd verrataan varjattyihin objektilaseihin sen
varmistamiseksi, ettd havaittu varjdytyminen ei ole seurausta epaspesifisista
vuorovaikutuksista.

Positiivinen kudoskontrolli:

Osoitetuilla vasta-aineilla véarjatty positiivinen kudoskontrolli tulee ensin
tutkia sen varmistamiseksi, ettda kaikki reagenssit toimivat oikein.
Kohdesolujen asianmukainen varjdys (kuten edelld on osoitettu) osoittaa
positiivista reaktiivisuutta. Jos positiiviset kudoskontrollit eivdt osoita
positiivista varjdytymistd, testindytteilld saatuja tuloksia on pidettdva
virheellisina.

Reaktiotuotteen vari voi vaihdella riippuen kaytetyista
substraattikromogeeneista. Katso  odotetut  vdrireaktiot  alustan
pakkausselosteista. Lisaksi metakromiaa voidaan havaita varjaysmenetelman
muunnelmissa.:

Kun kdytetdan vastavarjaysta, riippuen kaytetyn vastavarjayksen inkubaation
pituudesta ja tehosta, vastavdrjdys johtaa soluytimien vdrjddmiseen.
Liiallinen tai epdatdydellinen vastavarjdys voi vaarantaa tulosten oikean
tulkinnan. Katso suositellut vastavarjayskaytannét.

Negatiivinen:

Negatiivinen kudoskontrolli tulee tutkia positiivisen kudoskontrollin jalkeen
primaarisen  vasta-aineen  kohdeantigeenin  leiman  spesifisyyden
varmistamiseksi. Spesifisen varjdytymisen puuttuminen negatiivisessa
kudoskontrollissa vahvistaa vasta-aineen ristireaktiivisuuden puuttumisen
soluja/solukomponentteja  kohtaan. Jos  negatiivisessa  ulkoisessa
kudoskontrollissa esiintyy erityistd varjdytymistd (vaara positiivinen
varjaytyminen), potilasndytteen tuloksia on pidettdva virheellising.

Epaspesifinen varjays, jos sitd esiintyy, on yleensa hajanainen. Sidekudoksen
satunnaista varjdytymistd voidaan havaita myds leikkeissd, jotka ovat
perdisin liikaa formaliinista kiinnitetyista kudoksista. Kayta ehjia soluja
varjdystulosten tulkitsemiseen. Nekroottiset tai rappeutuneet solut
varjaytyvat usein epdspesifisesti.

Potilaan kudos:

Tutki potilasndytteet, jotka on varjatty osoitetulla vasta-aineella kestda.
Positiivinen varjaytymisintensiteetti  tulee  arvioida negatiivisen
reagenssikontrollin epdspesifisen taustavarjdyksen yhteydessd. Kuten missa
tahansa immunohistokemiallisessa testissd, negatiivinen tulos tarkoittaa, etta
antigeenia ei havaittu, ei sitd, ettd antigeeni puuttui madritetyista
soluista/kudoksesta. Kayta tarvittaessa vasta-ainepaneelia tunnistaaksesi
vaarat negatiiviset reaktiot.
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Katso Yhteenveto ja selitys, Rajoitukset ja Suorituskykyominaisuudet

saadaksesi erityisia tietoja osoitetusta vasta-aineen immunoreaktiivisuudesta.

Rajoitukset:

Yleiset rajoitukset:

1. In vitro -diagnostiikkaan (IVD)

2. Tama tuote on tarkoitettu vain ammattikdyttédn: Immunohistokemia
on  monivaiheinen  diagnostinen  prosessi,  joka  koostuu
erityiskoulutuksesta sopivien reagenssien valinnassa; kudosten valinta,
kiinnitys ja kasittely; IHC-levyn valmistus; ja varjdystulosten tulkinta.

3. Vain laakarin madrdyksesta kaytettavaksi. (Vain Rx)

4.  Kudosvarjdys riippuu kudoksen kasittelysté ja kasittelystd ennen
varjdysta. Vaara kiinnitys, jaddyttaminen, sulattaminen, pesu, kuivaus,
kuumennus, leikkaus tai kontaminaatio muilla kudoksilla tai nesteilld voi
aiheuttaa artefakteja, vasta-aineiden vangitsemista tai vaaria
negatiivisia tuloksia. Epdjohdonmukaiset tulokset voivat johtua
vaihteluista kiinnitys- ja upotusmenetelmissa tai kudoksen sisdisista
epasaannollisyyksista.«

5. Liiallinen tai epataydellinen vastavarjdys voi vaarantaa tulosten oikean
tulkinnan.

6. Kaikkien positiivisten tai negatiivisten varjaytymien kliininen tulkinta on
arvioitava kliinisen esityksen, morfologian ja muiden histopatologisten
kriteerien yhteydessa. Positiivisen tai negatiivisen varjaytymisen
kliinista tulkintaa tulisi tdydentdd morfologisilla tutkimuksilla, joissa
kdytetaan asianmukaisia positiivisia ja negatiivisia sisdisia ja ulkoisia
kontrolleja sekd muita diagnostisia testeja. Patevdn patologin, joka
tuntee IHC-vasta-aineiden, reagenssien ja menetelmien oikean kayton,
vastuulla on tulkita kaikki vaiheet, joita kdytetddn lopullisen IHC-
valmisteen valmistelussa ja tulkinnassa.

7.  Optimaaliset protokollat tietylle sovellukselle voivat vaihdella. Naitd ovat
muun muassa kiinnitys, lammon talteenottomenetelmd, inkubaatioajat,
vasta-ainelaimennus, kudosleikkeen paksuus  ja kaytetty
havaitsemispakkaus. Katso suositellut protokollat ja kdyttdolosuhteet
ensisijaisen vasta-aineen ja muiden apureagenssien kayttoohjeista.
Kayttéturvallisuustiedotteen suositukset ja protokollat perustuvat
Biocare-tuotteiden yksinomaiseen kayttoon. Viime kadessa on tutkijan
vastuulla maarittad optimaaliset olosuhteet.

8. Tata tuotetta ei ole tarkoitettu kdytettdvaksi virtaussytometriassa.
Virtaussytometrian suorituskykyominaisuuksia ei ole maaritetty.

9. Hepatiitti B -viruksella infektoituneiden henkildiden kudoksissa, jotka
sisaltavat hepatiitti B -pinta-antigeenida (HBsAg), voi esiintya
epaspesifistd piparjuuriperoksidaasin varjaytymista.s

10. Reagenssit voivat aiheuttaa odottamattomia reaktioita aiemmin
testaamattomissa kudoksissa. Odottamattomien reaktioiden
mahdollisuutta ei edes testatuissa kudosryhmissa voida tdysin
eliminoida antigeenin ilmentymisen biologisen vaihtelun vuoksi
kasvaimissa tai muissa patologisissa kudoksissa.= Ota yhteyttd Biocaren
tekniseen tukeen numerossa 1-800-542-2002 tai biocare.net-sivustossa
olevien teknisen tuen tietojen kautta ja kerro dokumentoiduista
odottamattomista reaktioista.

11. Normaalit/ei-immuuniseerumit samasta eldinlahteesta kuin
estovaiheissa kdytetyt sekundaariset antiseerumit voivat aiheuttaa
vadria negatiivisia tai vaaria positiivisia tuloksia autovasta-aineista tai
luonnollisista vasta-aineista johtuen.

12. Vadria positiivisia tuloksia voidaan ndhdd johtuen proteiinien tai
substraattireaktiotuotteiden ei-immunologisesta sitoutumisesta. Ne
voivat johtua myds pseudoperoksidaasiaktiivisuudesta (erytrosyytit),
endogeenisesta  peroksidaasiaktiivisuudesta  (sytokromi C) tai
endogeenisesta biotiinista (esim. maksa, rinta, aivot, munuaiset)
riippuen kdytetyn immunovarjdyksen tyypista. =

13. Negatiivinen tulos tarkoittaa, etta antigeenia ei havaittu, ei sitd, etta
antigeeni puuttui tutkituista soluista tai kudoksesta.

Tuotekohtaiset rajoitukset:
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Ei muita tuotekohtaisia rajoituksia.

Suorituskykyominaisuudet:

Varjdys suoritettiin  kdyttamalld protokollia, jotka on annettu vasta-
ainekohtaisissa kayttdohjeissa tai kuten on madritelty. Varjdytymisen
herkkyys ja spesifisyys arvioitiin useissa normaaleissa ja neoplastisissa
kudostyypeissd, jotka arvioitiin primaaristen vasta-aineiden kehittymisen
aikana.

Toistettavuus:

Biocaren tunnistusjdrjestelmien ja jarjestelmdreagenssien toistettavuus
varmistetaan keskimaaraiselld tarkkuudella, jossa eri reagenssierdt testattiin
pitkan ajanjakson ajan kayttamalld erilaisia toimijoita, analyytikoita,
reagenssierid, kudosndytteita ja laitteita. Jokaiselle  arvioidulle
detektioreagenssille saatu varjdys oli johdonmukainen ja suoritettiin
odotetulla tavalla.

Vianetsinta:

1. Objektilasit ei varjaytyneet — Tarkista, etta on kdytetty asianmukaista
positiivista kontrollikudosta, vasta-ainetta ja havaitsemistuotteita.
Tarkista, ettei vahanpoisto tai esikdsittely ole taydellinen tai virheellinen.

2. Kaikkien objektilasien heikko varjdys — Tarkista, ettd on kdytetty
asianmukaista  positiivista  kontrollikudosta, vasta-ainetta ja
havaitsemistuotteita.

3. Kaikkien objektilasien liiallinen tausta — Endogeenistd biotiinia (jos
kaytat biotiinipohjaisia  tunnistustuotteita), endogeenista HRP-
aktiivisuutta, joka muuttaa kromogeenin varilliseksi lopputuotteeksi
(kayta peroksidaasisalpaa), tai  ylimadrdistd  epdspesifista
proteiinivuorovaikutusta (kdyta proteiinia) esto, kuten seerumi- tai
kaseiinipohjainen estoliuos).

4.  Kudososat pesevat objektilasit pois inkubaation aikana — Tarkista
objektilasit varmistaaksesi, etta ne ovat positiivisesti varautuneita.

5. Erityinen varjdys liian tumma — Tarkista protokolla maarittadaksesi, onko
objektilasiin kaytetty oikea vasta-ainetiitteri, seka oikeat inkubaatioajat
kaikille reagenssille. Varmista lisdksi, ettd protokollassa on riittavasti
pesuvaiheita ylimaéraisten reagenssien poistamiseksi
inkubointivaiheiden jdlkeen.

Viitteet:

1. Kiernan JA. Histological and Histochemical Methods: Theory and Practice.
New York: Pergamon Press 1981.

2. Sheehan DC and Hrapchak BB. Theory and Practice of Histotechnology.
St. Louis: C.V. Mosby Co. 1980.

3. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988: Final Rule, 57 FR
7163, February 28, 1992.

4. Shi S-R, Cote RJ, Taylor CR. J Histotechnol. 1999 Sep;22(3):177-92.

Taylor CR, et al. Biotech Histochem. 1996 Jan;71(5):263-70.

Center for Disease Control Manual. Guide: Safety Management, NO.

CDC-22, Atlanta, GA. April 30, 1976 "Decontamination of Laboratory Sink

Drains to Remove Azide Salts.

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

8. Directive 2000/54/EC of the European Parliament and Council of 18
September 2000 on the protection of workers from risks related to
exposure to biological agents at work.

9. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Protection of
Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections; Approved
Guideline-Fourth Edition CLSI document M29-A4 Wayne, PA 2014.

10. CLSI Quality Standards for Design and Implementation of
Immunohistochemistry Assays; Approved Guideline-Second edition
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
M4U536G 6.0 mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

MpoBAenopevn XxpRon:

Ma /n vitro dlayvwaTIKr Xprion

To MACH 4 Universal AP Polymer Kit npoopileTal yia xprion eite oc
XElpoKivN©Ta  €TE  OE  QUTOPATOMOINUEVA  MPWTOKOAMA  XPWong
avogoioToxnueiag (IHC) xpnoidonoimvTag pia péBodo epappoyng evog ri SUo
oTadiwv NoAupEPOUG aAkaAlkng GwapaTaong (AP). AUTO To KIT QvixVeuong
MIKpO-NoAUMEPOUC  €xel  OXedIaoTel yia TNV  Qvixveuon MNpwTOYEVMV
avTiowpatev IgG kar IgM novtikoU kai/fp IgG KouvehioU nou eival
ouvdEdENEVa OE aVTIYOVa-0TOXOUG OTOUG IGTOUG MOU €ival aTaBeponoinuévol
HE poppaAivn, evowpaTtwpévol oe napagivn (FFPE) katd Tn didpkeia Tng
dladikaoiag xpwong IHC. H kAivikry epunveia onolagdnnoTe Xpwong
anouociag TnG Ba NpEnel va CUPNANPGVETAl anO HOPPONOYIKEG HENETEG Kal
KaTaMnhoug eAéyxoug kal Ba npénel va aglohoyeital aTo NAaioio Tou kAIVIkoU
I0TOpIkOU Tou aoBevoluc kal AGMwV  dlayvwoTIKWV €EeTAcEwY  anod
€€eIdIkeUEVO NaBOAOYO.

MepiAnyn ka1 e§Rynon:

To MACH 4 Universal AP Polymer Kit éxel oxediaoTei ¥pnoigonoiovTag pia
HEBODO £voC 1 dUO OTAdiwV yia TNV QVIXVEUON MPWTOYEVOV AVTIOWHATWY
novTikoU Kai/fj kouveNioU yia TO OXNUATIONO €vOC OUMNAEYNATOG
avTIowpaTog-evlUou. AuTO To OUMNAEyUa OTN OUVEXEIQ OMTIKOMOIEITal
XPNOILONOIWVTAG &va KATAAANAO undoTpwHa/XpwHOYOvo. STn HEBODO £vVOG
oTadiou spapuoleTal eva deuTtepeliov avTiowpa ansubeiag ouvOedEPEVo P
TO MIKPO-MOAUMEPEG eV OTN HEB0do dUo oTadiwv To deuTepeliov avTiowa
€ival pPn E€nioNUacpévo kal €va ennpOcBeTo OUVOEdEUEVO e EVTUpO
ONMAcPEVO Pe NOAUPEPEC avTIdpaaTrplo epappoleTal diadoxikd. H péBodog
dUo oTadiwv €xel oXedIAaTEl yia va evioXUEl TNV aViXVEUON O NEPINTWOEIC
avTiyovwv XaunAng ékepaong. KaAuntetal and éva rj nepiocoTepa anod Ta
akohouBa dinAwpata eupeaitexviag HMA. No. 6,686,461; 6,800,728;
7,102,024; 7,173,125; 7.462.689.

Apxn Aladikaoiag:

AUTO TO KIT QVIXVEUONG MIKPOMOAUMEP®Y Mnopei va xpnoigonoinBei oe
avogooioTOXNUEId TUNUATWY 10TOU MOU €XOUV OTEPEWOEI WE POPHAAivn,
EVOWHATWHEVA O napagivn. Mevikd, n avoooioToXnuikn (IHC) o TEXVIKEG
XPWONG ENITPEMNOUV TNV OMTIKOMOINGN TWV avTiyovwy WECWw TNnG 1adoyIKnG
€(appoynG Tou a €1dIkO avTiowpa aTo avTiyovo (npwTelov avTiowua), éva
deuTepeliov avTiowpa OTo NpwTeUov avriowua (MPOoAIPETIKO avTiowua
oUvdeong/avixveuTnc), £€va oUPnAeyda ev{UPWV Kal €va  XpWHOYOVO
unooTpwpa e napepBaMopeva  ortadia  €knAuong. H o evlupartikn
EVEPYOMOINGN TOU XPWHOYOVOU €XEl WG AMOTEAEGHA £va 0paTtod Mpoidv
avTidpaong otn Béon Tou avTiyovou. 3Tn Ouvéxeld, To deiyda pnopei va
avTIXpWHaTIOTEl kAl va yNoTproel To kAAupgpa. Ta  anoTteAéoparta
€pUNveUOVTal XPNOILOMNOIWVTAG €va (WG MIKPOOKOMNIO kai Borbela oTn
dlapopikn didyvwon nado@uaioloyIkwv dlEpYaci®y, Nou WMopei f pnopei va
HNV OXeTIlETAI PE £va OUYKEKPIUEVO avTIyOVO.

YAika ka1 Mé@odoi:
MNapexoyeva avridpaoTnpia:
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1 x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x100 mL
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL
M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1x20 mL

AvacuoTaon, Avapign, Apaimon, TITAod0TnoN:

Ta avmidpaoTrpla TOU KIT  QVIXVEUONG  HIKPO-NMOAUMEPQV  gival
BeATioTONOINUEVA KAl £TOIA YIa XPRan KE avTionuaTa Biocare kai BondnTika
avTidpaoTnpia. Aev anaireital  avacloTacn, avapiEn, apaiwon N
TITAODOTNON.

F'vwoTtég EpapHoyEG:
AvoooioToxnpeia (10Toi evowuaTwuévol o napagivn oTabeponoinuévol Je
(poppaAivn)

Eidog ApaoTikoTnTa:
Bapiég kal ehappiég ahuaideg IgG novTikoU Kal KouveAioU

MapéxovTal wg:

MACH 4 Universal AP Probe — UP536

PuBpiopévo ahatouyo didAupa, pH 7,2-7,4, nou NepIEXEl POpEa anpwTeivng
Kkai A\iyoTepo and 0,1% ouvTtnpnTikd alidio Tou vaTpiou. Agite To GUMo
Aedopevwv Aopaleiag yia NpOoBETEG AENTOUEPEIEG.

MACH 4 Universal AP Polymer — MRAP536

PuBpiopévo ahaTouyo Siahupa, pH 7,6-7,8, Nou NepIExEl pOopEA anpwTEivnG
kai Aiyotepo and 0,01% ProClin 300 kai/rj AiyoTepo and 0,5% ProClin 950
WG oUVTNPNTIKO. AgiTe To ®UMO Aedopévwv Aopaleiag yia NpOoBETeG
AenTopépElEg.

Yhikd kai avTidpaoTrpia nou Xpeialovral ala dev napéyovrar:
QVTIKEINEVOPOPOI MAAKEG HIKpOoKoNiou, BETIKA QPOPTIOHEVOI
OETIKOI Kal apvnTIKOi HAPTUPEG 10TOU

Desert Chamber* | napdpolog poUpvog Enpavang (NPoaipeTIKO)
YnokataoTato EuAeviou 1 Euleviou

AIBavoAn 1 aAkodAn avTidpaoTnpiou

©ahapog anopakpuveng* r napopola xUTpa TaxuTnTag (NPoalpeTikod)
AnIOVIGUEVO 1) anooTaypévo Vepo

PuBpIoTIKO diGAupa nAUonG*

AvTiIdpacTrpia npoenegepyaciac* (NPoaipeTIKO)

Méwn evliyou* (NPoalpeTIKO)

MNAOK UNEPOEEISANG* (MPOAIPETIKO)

HnAok NpwTeivwv* (NPoalpeTIkO)

MpwTelov avriowya*

AvTIdpacTrpia apvnTikoU eAEyxou*

Xpwpoyova*

AlaToEUAivn’* (avTIXpwUaTIoHOG)

MnAe avTidpaoTrpio*

Méoo

TOnoBETNONG

PWTOC Hikpookoniou (UeyeBuvan 40-400X)

* IaTpika npoiovTta Biocare: AvatpeETe aTov I0TOTONO TNG Biocare Medical
nou PBpioketar otn dievBuvon http://biocare.net yia nepIoCOTEPEG
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NANPOPOPIEG OXETIKA HE TOUG apIBUOUG KaTaAOywv Kal TIG napayyeAieg.
Opiopéva avmidpacTnpia Mou avagépovTtal napandvw Bacifovrar o€
OUYKEKPILEVN EQapyoyn kal oUoTNHa avixveuang nou xpnaolydonoleiral.
Ano@nkeuon kai oTabepoTnTa:

®uldgoeTe oe Beppokpacia 2°C £wg 8°C. To Npoiodv ival aTabepo PéEXpI TNV
nuepopnvia ARENg nou avaypdgeTrar oTnv ETIKETA Tou @iaNidiou, oOTav
QuUAdooeTal und auTég TIG ouvlnkeg. Na pn xpnoidonoleital PeTa Tnv
nuepopnvia AMEnG. H anobrikeuon und onoleadnnoTe CUVBNKEG eKTOG ano
auTég nou kaBopilovTal npénel va enaAnBeusTal. Ta avridpacTrpia Tou KIT
€ival €Toipa npog xpron kai dev nNpénel va apaiwvovtal. H otabepoTtnTa Tou
avTidpacTnpiou apaiwpEvou XpnoTn dev €xel TEKUNPIwBei and Tn Biocare.

O1 BeTiKoi kal oI apvnTiKoi PAPTUPEG Ba npénel va ekTehoUvTal TAUTOXpovVA
We 0ha Ta deiypata acbevav. Eav napatnpnBei anpoadoknTn Xpwaon nou dev
unopei va €EnynBsi and diapopEC OTIC EpyacTnpIakeG diadikacieg kal Undapyel
unowia yia npoBANUa He TO avTIOWHA, EMIKOIVWVAOTE HE TNV TeEXVIKN
Ynootpi€n Tng Biocare oTto 1-800-542-2002 1} WEOW TWV NANPOPOPIAV
TEXVIKNG UNOCTAPIENG Nou napéxovTal aTo biocare.net.

MNpoeToipacia deiyparog: O1

I0TOi OTEPEWUEVOI OE PopHaAivn gival kaTaMnAol yia xprion npiv ano Tnv
EVOWUATwon napagivne. O1 ooTIKoi I0Toi Ba Npénel va anacBeaTwvovTal npiv
and Tnv enegepyaaia Tou 10ToU yia va dieukoAuvBsi n konr Tou 1oTou Kai va
anopeuxBei n {nuId oTIG AenidEG TOU HIKPOTOMOU. 12

Ol OWOTA OTEPEWMEVOl KAl EVOWUATWHEVOI 10TOI MOU eKPPAlouv Tov
KaBoplopEvo oTOXO avTiyovou Ba npénel va pUAAoCovVTal o€ SPOTEPO HEPOG,.
0 vopog yia Tn BeATiwaon Tou kAivikoU epyaaTnpiou (CLIA) Tou 1988 anartei
0710 42 CFR §493.1259(b) 0TI «To £pyaaTrpio Npenel va dIaTnpei AeKIAOHEVEG
QVTIKEINEVO(POPOUG NAAKEG TOUAAXIOTOV 3éka xpovia and Tnv nuepopnvia
€€€Taon kal diaTipnon TV TUNUATWV JelyPaTwv TouhdyxioTov dUo xpovia
and Tnv nuepounvia e&€taong.»:

Oepangia 10TV Npiv and Tn Xpwon:

EkTeAéote Avaktnon Enmonou Mpokaloupevn and Oegpuotnta (HIER)
oUPPWVA KE TO NAPAKATW CUVIOTWHEVO MPWTOKOAO. H TakTIKr xprion Tou
HIER npiv and tnv IHC éxel anodeixBei 0TI ehayioTonolei TNV acuvéneia Kai
TUMNOMOIEI TN XPWan. s

Mposi1donoinon kai npo@UAAGEEIG:

1. Ta avTidpaaTripia Tou KIT nepIEXouv AlyoTepo and 0,1% adidio Tou vaTpiou.
Ol OUYKEVTPWOEIG HIKpOTEPEG and 0,1% dev eival enikivduva UAIKG mou
pnopolv va avagepBolv oUpewva pe To US 29 CFR 1910.1200, Tnv
avakoivwaon kivduvou OSHA kai Tnv Odnyia 91/155/EC Tng EK. To agidio Tou
vatpiou (NaN,) nou XpnoIKOMOIEITal WG CUVTNPENTIKO €ival TOEKO €dv
katanoBei. To alidio Tou vaTtpiou pnopei va avTidpacel Pe TIG UDPAUNIKEG
£YKATAOTACEIG HOAUBDOU Kal XaAkoU yia va oxnuaTioe! eEQIPETIKA EKPNKTIKA
agidla peTaMwV. MeTda Tnv anoppiyn, EENAUVETE e JEYAAEG NOOOTNTEG VEPOU
YIa Va anoTPEWETE TN oUCOWPEUCH alidiwv OTIG USPAUNIKEG EYKATAOTACEIG.
(Center for Disease Control, 1976, National Institute of Occupational Safety
and Health, 1976)s

2. Ta avmidpaacTrpia Tou KIT nepiExouv AiyoTepo and 0,05% ProClin 300 kai/r
AiyoTepo anod 1% ProClin 950. ®opdate yavTia Kai NpooTATEUTIKO POUXITUO
kal AapBavere €UAoyeC NPOPUAGEEIC KaTd To XeIpIopd kabwg To ProClin
TaEIVOEITal WG EPEBIOTIKO Kal PMOPEi va NPoKaAéoel guaigbnTonoinan oe
enan Pe To déppa. ANOPUYETE TNV €nagr PE Ta PATIA, TO dEPUA Kal TOUG
BAevvoyovoug.

3. XeipioTeite UNIKG avBpwmivng fi {wIkNG NPOEAEUONG WG dUVNTIKA BIoAoyIKa
enikivduva kal NeTAre autd Ta UNKG ME TIG KATAANAEG NPo@UAGEEIC. Se
nepINTwWon €kBeonNG, akoAOUBNOTE TIG UYEIOVOUIKEG OdNYIEC TwV apPHOdIWV
apxwv Orou xpnaoidonoieital.zs

4. Ta deiyuata, NpIv Kal HETA T OTEPEWON, Kal OAa Ta UAIKG Mou eKTiBevTal
OE QuTA npénel va avmieTwnilovral oav va pnopolv va HETadwoouv
HOAUvVON Kkal va anoppinTovTal PE TIG KATAMNAEG NPoPUAGEEIG. MoTeé pnv
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UETAQEPETE TA avTIdPACTHPIA WE MINETA and TO OTOUA Kal ano@UYETE TNV
enagn Tou dEPUATOG Kal Twv BAEvVOyOvwv We avTidpaaThpia kai dsiyuara.
Eav Ta avmidpacTipia 1 Ta OciyuaTta €pBouv O enagr] Me euaioBbnTeg
NePIOXEC, NAUVETE e agBovn noodTnTa vepou.s

5. H pikpoPiakr) poAuvon Twv avTidpactnpiwv Urnopei va odnynoel os al&non
NG HN €1BIKAG XPWONG.

6. Xpovol enwaong r Beppokpacieg SIAPOPETIKEG and auTeG nou kabopifovTal
uropei va dwoouv so@aldéva anoteAéoparta. O ¥prnoTng npénesl va
€MNIKUPWOEI onoladnnoTe TETola aAAayn.

7. Mn XpnolJonoIEiTE TO avTIdPacTnPIO WETA TNV nuepopnvia AREng nou
avaypageral oo QIaAidio.

8. Ta avmdpaocTnpla TOU KIT avixveuong HIKPO-MOAUMEPOUG €ival
BeATioTONOINUEVA KAl £TOIWA YIA XPRON KE avTionpaTa Biocare kal BononTika
avTidpacTnpia. AvaTtpeETe OTIC 0dnyieg xprong Tou MpwToyevoug
avTiIoOUaTog kai aMwv BondnTikmv avTidpacTnpiny yia OuVICTOUEVA
NPWTOKOANG Kal GUVONKES XPronG.

9. AkoAoUBINOTE TIC ANAITAOEIG TWV TOMIKAV 1/Kal KPATIKWV apXwv yia Tn
HEBODO andppiyng.

10. To SDS eival diaBéaipo kaTtonv arriuaTog kai Bpioketal on dielBuvan
http://biocare.net.

11. AvagépeTe TUuXOV 0oBapa MePIOTATIKA MOU OXETI(ovTal PE AUTAV TN
OUOKEUN ENIKOIVWVAOVTAG KE TOV TOMIKO avTinpdowno Tng Biocare kai Tnv
appodia appddia apyn Tou KPAToug PEAOUG i TNG XWPag Orou BpiokeTal o
XproTng.

AUTO TO KIT QViXVEUONG MIKPOMOAULEPMV MEPIEXEI CUOTATIKA TAEIVOUNKEVA
Onw¢ UNodeIKVUETAl GTOV NAPAKATW Nivaka cUPPwva pe Tov Kavoviopod (EK)
Ap. 1272/2008.

Kivduvog Code AnAwon Kivduvou
Mnopei va npokaAéosl  aMEPYIKN
H317 . .
depuaTIKn avTtidpaon.
H402 ErBAaBéC yia Tnv udpoBia Lwn.
N/A Ha12 EmiBAaBEG yia Tnv udpoBia fwn e
LaKPOXPOVIEC ENNTWOEIC.

0dnyieg xpnong:

Ta avndpaoThpla TOU  KIT  QViXVEUONG  HIKPO-NMOAUPEPQV  gival
BeATioTONOINUEVA KAl £TOIA YIa XPRAON KE avTionuaTa Biocare kal BondnTika
avTidpacTrpia. AvaTpéETe  OTIG  OdnyieG XPRonG TOU  MPWTOYEVOUG
avTiIoOUaTog kar aMwv BondnTik®v avTidpacTnpiwv yia OCUVICTOUEVA
npwTOKOAAa Kal Guvenkeg xpriong. O1 Xpdvol kal o1 BEpPOoKPacieg ENwaong
Ba nolkiA\ouv avaloya HE TO GUYKEKPIKEVO MPWTOKOAMO avTICWHATWY Nou
akoAouBeiTai.

‘OTav XPNOIKONOIEITE £va QUTOMATO OPYavo XPWONG, OUMBOUAEUTEITE TO
GUYKEKPIPEVO EYXEIPIDIO XEIPIOTH TOU OPYAvVOU Kal TIG 0dnyieg Xprong yia Tig
napayeTpoug Asimoupyiac.

levikd diadikaoTikd BrpaTa yia Tnv ektéAeon IHC:

1. Anonapagivn: Anonapagivornoinon diagaveiwv ot Slide Brite r) EuAoAio. H
evudaTwaon oAigbaivel og Hia ogipd ano diaBabuIoPUEVEG AAKOOAEG OE VEPO.
2. Mnhok unepo&eidiou (MPoalpeTikd):  ANOKAEIOHOG yia 5 AenTd pe
Peroxidazed 1.

3. Aiahupa/MpwTokoAo npoeneEepyaciac: AvaTpeETe GTo avTioToIX0 (PUANO
OedOUEVWY MPWTOYEVOUC avTIOOHUATOG Yia TO MPOTEIVOPEVO dIGAUPa Kal
npwTOKoAAo npoene&epyaaiac.

4. MnAok npwTteivng (npoalpeTikd): EnwaoTe yia 5-10 Aentd o Beppokpaaia
dwpatiou (RT) pe Background Punisher.
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5. Mpwrtelov avTiowya: AvaTpeETe OTO avTioTOIXO (QPUANO  OEdOUEVWV
NPWTOYEVOUC avTIOWHATOC YIa TO XPOVO EMWACNC.

6. AvixveuTng (LOvo avTioopaTta novTikou): Enwaocte yia 5-15 Aenta og RT
pe MACH 4 Universal AP Probe.

7. NMoAupepég: Enwaate yia 10-20 AenTd yia avrioopata novTikoU fi 30 AenTa
yia avTiowpaTa kouveNioU og RT pe noAupepeg MACH 4 MR AP.

8. Xpwpoyovo: EnwacTe yia 5 A\entd og OA pe Warp Red.

9. AvTixpnon: AvTixpnon e aipaTofUAivn. ZenAUVETE UE aMIOVIOPEVO VEPO.
EappooTe Tacha's Blueing Solution yia 1 AenTo. Z€NAUVETE [E ANIOVIOPEVO
vepo.

TEXVIKEG ONUEIDOEIG:

1. Xpnoiponoiote TBS Wovo yia Bripata nAuong. Ta pubuioTika SiaAupaTa
nA\Uong PBS Ba avaoTeilouv Tn xpwon TNG aAKaNIKnG pwo@aTaont.

2. Mn XpnolUonoIgiTE 0pO KATOIKAG WG KMAOK NPWTEVNG. Mnv XpnoIonoIEiTe
To Background Eraser 1y Background Terminator.

MoioTIKOG £AeyXOG:

AvaTpéETe aTa npoTuna noloTnTag CLSI yia To oxediaopd Kal TV EQAappoyn
Twv GOKIUAcIV avoooioToxnueiag. Eykekpipévn Odnyia-AsUTepn €kdoon
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA HIMA (www.clsi.org). 2011

OETIKOG EAEYX0G I0TOU:

Ta uhika eEwTepikol BeTikoU WapTupa Ba npénel va eival ppéoka deiypata
nou OTEPEWVOVTal, UNoBAANovTal O eNeEeEpyania Kal EVOWUATAVOVTAl TO
OUVTOHOTEPO duvaTd He Tov idlo Tpono onwg To(a) deiypa(a) acBevouc. Ol
BeTIKOI £AeyXOl 1I0TQV €ival EVOEIKTIKOI TWV OWOTA MPOETOINACHEVWY I0TMV
Kal TwV KAaTAANAWV TEXVIKQOV XpwonG. 'Evag BeTIkOG eEwTEPIKOG UApTUPAG
I0TOU yia KaBe oUvoho auvenkwv dokiung Ba npénel va nepidapBaveral og
KaBe BOKIUN XPWOnG.

O1 10Toi Mou XpnoiponoloUvTal yia Td UNKG EwTepIKoU BeTIKOU Aéyyou Ba
npénel va emAéyovtal and Oeiypata acBevwv He KaAG XapakTnpiopéva
XauNAG enineda BeTIKAG dpacTnEIGTNTAG OTOXOU nou divel acBevr) BETIKN
XpWaon. To XaunAo eninedo BETIKOTNTAG YIa €EWTEPIKOUG BETIKOUG EAEYXOUG
£xel oxedlaaTei £Tol WOTE va OIACOPAAilel TNV avixveuon avenaioBnrwv
alaywv oTnv €uaiocbnaia Tou NpwWTOyevoUG avTIoOPATOG anod acTdadela
npopAfuara pe Tn pebodoloyia IHC. O1 nAAGKeg eAéyxou 1oToU nou diaTiBevTal
OTO €UNOPIO N Ta deiyaTa nou £Xouv UNooTei dIaPOpPETIKN enegepyaaia anod
Ta deiypata acBevolg ENIKUPWVOUV WOVO TNV anddoon Tou avTidpacTnpiou
kal dev enaAnBeliouv TNV npoeToIpaaia IoTou.

O1 yvwaToi BeTIKoi papTUPEG 10TV Ba NpENel va XpnolhonoloUvTal JOvo yia
TNV napakoAoUBnan TnG CWOTNG anodoong TV ENEEEPYAcHEVWY IOTMV Kal
TwV SOKIAOTIKWV avTidpacTnpiny, napd wg Borénua otn dIagoppwaon Hiag
OUYKEKPIPEVNG DIGyvwaong SelyaTwy acBevawv. EGv ol BETIKOI HAPTUPEC IoTOU
dev kata@epouv va emideifouv BeTIKN Xpwon, Ta anoTeAéopata We Ta
deiypaTa dokiung 8a npénel va BewpolvTal akupa.

ApvnTikdG PApTUPAG 10TOU:

XpnoidonoinoTe  €va  apvnTikO  PdpTupa  10TOU  OTABEPOMOINUEVO,
eNeEEPYAOUEVO KAl EVOWHATWHEVO HE TPOMO MNAVOUOIOTUMO He TO(Ta)
deiypa(a) aoBevolg pe kabe diadikacia Xpwong yia va enaAnBelosTe TNV
€I0IKOTNTA TOU NPWTOyevoUG avTiowpatog IHC yia enidei€n Tou avTiyovou
OTOXOU Kal yia napoxn EVOEIENG eI8IKAG Xpwang unoBabpou (weudwg BETIKN
xpwaon). Eniong, n noikiAia 51agopeTIKQV TUNWV KUTTAPWY NMOU UNAPXOUV 0Ta
nepICoOTEPA TUAKATA 1I0TOU Wnopei va xpnaoigonoinfolyv and Tov EpyacTrpio
WG E0WTEPIKEG BETEIC apvnTIKOU eAEYXOU yia TNV enaAnBeucn Tng anodoong
Tou IHC Mpodiaypapég. O1 TUNOI kal ol NNYEG Twv OEIYUATWY MOU PNopouV
va xpnaoiponoinBouv yia apvnTikd 10TO Ta oTolxeia eAéyxou napatiBevral
aTnV evOTNTa XapakTnpIoTIKa anodoont.
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Edav epgavioTei e1d1kr xpmon (Weudwg BTIKN Xpwan) OToV apvnTIKO JapTupa
10ToU, Ta anoTeAéopaTa We Ta deiypaTta acBevwv Ba npénel va BswpouvTal
akupa.

Mn _&161kdG ApTUPAC APVNTIKOU avTIdpaaTnpiou:

XpnoigonoinaoTe €vav pn 1d1ko HapTupa apvnTikoU avTidpacTnpiou aTn B£on
TOU NPWTOYEVOUG aVTIOOHATOG HE Hia Toun Kabe deiypaTtog aobevoug yia va
a&loAoynaosTe TN [N 181K XpWwaon Kal

va ENITPEWYETE TNV KaAUTEPN eppnveia Tng €IBIKNG Xpwong otn Béon Tou
avTiyovou. ETnv  10aviknp  MeEPINTwOn, &€vag apvnmikog  pdapTupag
avTidpacTnpiou nepIEXel £va avTiowpa nou NapayeTal kai napackeualeral
(dnAadr apaiwpévo oTnv idla  CUYKEVTPWON XPNOIHOMoILVTAc To idio
apaiwTIKO) YIa Xpraon HE Tov idlo Tpono Onwg To NPwTeUoV avTiowa, aAAa
dev napouaialel €IdIKn avTIdPAcTIKOTNTA KE avBpwnivoug I0Toug oTnyv idia
unTpa/diakupa pe To avTiowpa Biocare . To apaiwTikd WOvVO pnopei va
XpnoluonoinBei wg AiyoTepo enBUPNTT) EVAAAAKTIKA AUCN GTa NPOonyoUHEVHG
nepIypapevTa apvnTika avTidpaoTnpia eAéyxou. H nepiodog enwaong yia Tov
apvnTikO PAPTUPa avTiIdPacTnpiou MpEMel va avTIOTOIXEl O auThy Tou
NPWTOYEVOUG QVTICWHATOG.

‘OTav xpnoidonoloUvTal Naveh NoANOV avTICWHATWY O OEIPIAKEG TOWEG, Ol
apvnTIKa XPWHATIOPEVEG NEPIOXEG HIAG AVTIKEIMEVOPOPOU NAAKAg UNopei va
XPNoIHeUooUY WG €AeyX0G UMoBaBpou apvnTIKNG/UN €IBIKAG SEaKEUONG Yia
aMa avmioopara. Ta va diagoponoinBei n  evdoyeviig  VIUMIKN
dpactnpioTnTa | n Hn €k Oféopeuon evlUpwv and Tnv Bk
avoooavTIdPacTIKOTNTA, EMIMAEOV I0TOI AGBEVWV UMOpOUV va XpwHATIoTOUV
AnoKAEIOTIKA HE GUWNAOKA UMOCTP®HATOG-XPwHOYovou ) evliuou (PAP,
apidivn-BioTivn, oTpenTapidivn) Kal UNOCTPWHA-XPWHOYOVO, avTioToIxd.

EnaAn@euon dokipaciag:

Mpiv and Tnv apxIikn Xpron evog avTiIo®UATog f} CUCTAATOG XPWONG O€ Hia
dlayvwoTikn diadikacia, o XpnoTng 8a npénel va enaknBeloel Tnv 18IKOTNTA
TOU QVTIOWHATOG SOKINAZOVTAG TO O€ HIa OEIPd ECWTEPIKMV IOTAV HE YVWOTA
avoooigTOXNHIKG XapaKTNPIOTIKA anoédoonG nou avTinpoowneUouy yVwaToug
BeTIkoUG kal apvnTIkoUG IoToUG. AvaTpEETe oTiG Sladikacieg NoloTIKoU EAEyXOU
nou nNepIypAPnNKav MNponyouHEVWG O auTAV TV &vOTNTa Tou EvOeTou
npoiovToG Kal OTIC OUCTACEIG MOIOTIKOU €Aéyxou Tou [MpoypdupaTtog
nioTonoinong CAP: yia Tnv avoooioToxnueia f/kar oTnv KateubuvTnpia
ypappn NCCLS IHC:. AuTég ol diadikacieg noloTikoU eAéyxou Ba npénel va
enavaAaupavovTal yia kabe véa napTida avTIowUATwV r OnoTe Undpyel
ahl\ayn oOTIG napapéTpoug TnG avaiuong. Oi 10Toi Mou avagépovTal aTnv
€vOTNTa XapakTnpioTika anodoong eival katahnAol yia enainBeucn Tng
avaiuonc.

AvTIHET®NION NPOBANUATOV:

AKOAOUBIOTE TIG CUGTACEIC TOU €I3IKOU NPWTOKOAOU QVTIoWKHATOG CUNPWVa
ME TO NapeXOUeVo PUANO dedopiévwy. Eav npokUyouv atuna anoTeAéopara,
EMIKOIVWVNOTE KE TNV TexvIkr YnoaTnpiEn Tng Biocare aTto 1-800-542-2002.

Epunveia TnG xp®ong:
To MACH 4 Universal AP Polymer Kit napdyel pia avTidpaon KOKKIVOU
XPWHATOG OTIG BECEIC avTIyOVoU nou evToni{ovTal anod To NPwTEUOV avTiowya.
Mpiv and TNV €punveia TwV ANOTEAEOUATWV TWV ACBEV@VY, N XPWOn TwV
HapTUpwv npénel va aglohoynBei ano e&eidikeupévo naBoAoyo. O1 apvnTikoi
MapTupeg a§loAoyoUvTal Kal OUYKpIvovTal WE BAPMEVEG QVTIKEIUEVOPOPES
nAAKeC yia va dlac@alioTel OTI TUXOV Xpwaon Mnou napartnpeital dev eival
anoTeAeaa pn €18Ikwv aAANAenIdpacewv.

OETIKOG ENeYX0G I0TOU:

O BeTIKOG HAPTUPAG I0TOU MOU EXEI XPWHATIOTEI HE EVOEIKVUOHEVO aVTiowHa
Ba npénel va eEgTaaTei NpwTa yia va dianioTwBei 0TI 0Aa Ta avTidpacTrpia
Aermoupyolv owoTd. H kaTaAnAn Xpwon Twv KUTTApwVv-oToXwv (0nwg
UnodeIkvUETal Napanavw) eival evBEIKTIKN TNG BETIKAG avTidpaaTIKOTNTAC,
Edv o1 BeTIKOi HAPTUPEG IOTOU anoTUXoUV va enIdeiEouv BETIKN XpWarn, TUXOV
anoTeAéopaTta We Ta deiypaTa dokiung Ba npenel va BewpouvTal akupa.
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To Xxpwpa Tou NPoidvTog avTidpaong Knopesi va noikiel avaloya pe Ta
XPWHOYOVA TOU UNOCTPMKATOC MoU XpnaoidonoioUvTal. AvatpeETe oTa £vBsTa
OUOKEUAOIag TOU UMOOTPMMATOG Yid TIC AVAMEVOUEVEG  XPWHATIKEG
avTidpaosic. Mepamépw, HeTaxpwpacia unopei va napatnpnbei ot
napalay£g Tng ueBGdouU Xpwanc.:

‘OTav XpNoILomNOIEiTal avTiXpWwor, avaAoya Je To PRKOG ENWacng Kai Tnv 1oxU
TNG avTIXpWongG Mou Xpnoionolsital, n avTixpwon 6a odnynoel o€
XPWHATIONO TWV NUPAVWV TwV KUTTApwv. H ungpBolikn fi ateArc avTixpawaon
Jnopei va B£oel O0g KivOUVO Tn OWOTH EPUNVEIA TWV AMOTEAEOPATWV.
AvaTpeETe aTo(a) NpwTOokoANo(a) yia NPOTEIVOLEVN QVTIXPWan.

ApvnTikdG YApTUPAG 1I0TOU:

O apvnTIKOG HApTUPAG I0ToU Ba npénel va eEeTAleTal PETA Tov BETIKO EAeyXO
10ToU yia va enaAnBeutei n €IBIKOTNTA TNG €MICAKAVONG ToU avTiyovou
oTOXoU and To NpwTeUoV avTiowya. H anouaia 1BIKAG Xpwaong aToV apvnTIKO
€Aeyxo 1oToU eniBePaiwvel TNV ENeIYn dlacTaupoUpevng avTidpacTIKOTNTAG
avTIoWKAaTog o€ KUTTapa/KuTTapika ouoTaTika. Eav eugavioTei e8Ik Xpwan
(weudwg BeTIKn Xpwaon) oTov apvnTikO €EWTEPIKO WAPTUPA I0TOU, Ta
anoteAéopara pe To deiypa aobevolg Ba npénel va BewpnBolv akupa.

H un 18Ik Xpwan, €av undpxel, EXEl oUVRBWG dIAXUTN ELPAvion. Znopadikr
XpWaon Tou cuvdeTIKoU 1oToU Wnopei €niong va napaTtnpnbei o€ TopEG and
unepPoAIkG OTEPEWMEVOUG WE PopHalivn 10ToUG XpnaolhonoinoTe abikTa
KUTTapa yia TNV €pUNVeid TwV anoTEAEOHATWV XPWonG Ta VEKPWTIKA 1)
ekQUAIOPEVA KUTTapa ouxva XpwyatidovTar pin €181ka.

IoToc aoBevouc:

E&etaoTe Oeiypata aoBevov Mou EXOUV XPWHATIOTEN HE EVOEIKVUOUEVO
avTiowya TeheuTaiog. H BeTikr £vraon xpwong 6a npénel va agloAoyeital oTo
nAaiolo onolaodnnoTe [n €BIKAG XPWwong unoBabpou Tou apvnTikoU
avTidpaoTnpiou eAéyxou. 'Onwg pe kaBe avoooioTOXNMIKN JOKIUM, £va
apvnTikO anoTéNECPa onuaivel OTI To avTiyovo dev avixveuBnke, Oxi OTI TO
avTiyovo anouciale oTa kUTTApa/ioTd nou npoodiopioTnkav. Edv eival
anapaitnTo, XPNOILOMNOINCTE HId opdda avTICWHATWV Yyia TOV EVTOMIOHO
Weudwe apvnTIKAV avTIOPACEWV.

AvatpéEte atnv MNepinyn kai Ene€riynon, oToug Meplopiopolc kal oTa
XapaktnpioTikd Andd0onG yia CUYKEKPIPEVEG NMANPOPOPIEG OXETIKA WE TNV
€VOEIKVUOHEVN aVOOOavVTISPACTIKOTNTA AVTICHHATWV.

Meplopiopoi:

Tevikoi Mepiopiopoi:

1. Ta in vitro dlayvwaoTikng (IVD)

2. Autd TO npoidv npoopileTal pOvo yia enayyeApatikn xpnon: H
avogoioToxnueia gival pia diayvwaTikn diadikagia noAanAwv aTtadiwv
nou anoteheital and eEeIdIKEUpPEVN €KNaIdeuan OTnV €mIAoyr Twv

KaTaAnAwv avTidpacTnpinv. eMAoyr, OTEPEWGN Kal ene€epyaaia IoTou.

npoetolpacia Tng diagpaveiag IHC. kal epunveia Twv anoTEAEOUATOV
Xpwong.

3. Ta xprion povo pe ouvtayn yiatpou. (Movo Rx)

4.  H xpwon Twv IoTwv €£apTdTtal and Tov XEIPIOWO kal Tnv enegepyaaia
Tou I0TOU npiv and Tn xpwon. H akataAnAn oTepéwan, katayugn,
andwugn, nAUoIPo, oTEyvwua, BEpuavan, Komrn r HOAuven He AAoug
10TOUC N Uypd MMOpel va MPOKAAECEl TEXvoupynuara, nayidsuon
avTIoOWHATOV 1 Weudwg apvnTika anoTeAéopata. Ta aouvenn
anoTeAéopaTa pnopei va o@eilovral o napalAayeg oTiC HEBOSOUG
OTEPEWONG KAl EVOWHATWONG ) OE EYYEVEIG QVWHANES EVTOC TOU I0TOU.

5. HunepBoAikr| 1} aTeAng avTixpwaon Pnopei va Bl o€ KivOuvo Tn OwoTr
EPMUNVEIA TWV ANOTEAEOHATWV.

6.  HKAIvIKr gpunveia onolaodnnoTe BETIKAG ) apvNTIKNG Xp®ong 8a npenel
va a&lohoyeital oTo NAaiolo TNG KAIVIKAG €Ikovag, TnG Hop@oAoyiag kai
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aMwv 1oTonadoloyikmv KpITnpiwv. H KAIVIKR) epunveia onolaodninoTe
BeTIKNG N apvnTIKNG Xpwong 6a npénel va GUUNANPQVETal anod
HOPPOAOYIKEG HENETEG HE Xprion KaTAMNAwv BeTIKWV Kal apvnTIKWV
EOWTEPIKMV KAl EEMTEPIKQV PAPTUPWV KABWG Kal AA®V dlayvuoTIKMV
e€eTaoewv. H gpunveia OAwv Twv BNUATWV Nou xpnaiponoloUvTal yia
TNV NPOETOILACia Kal TNV gpunveia Tou TehikoU napackeudopaTtog IHC
€ival eubuvn evog eIdIkeuevou NaboAdyou nou eival E0IKEIMPEVOG HIE
TN OWOTA XPNON TWV AVTIOWHATWY, TWV avTidpacTnpiwv Kal Tov
HeBOdwV IHC.

7. Ta BEATIOTG NpWTOKOAAG YIa IO OUYKEKPILEVN €pappoyn Wnopei va
dlapepouv. Auta nepihapBavouv, evOEIKTIKG Tn oTaBeponoinon, TN
HEBODO avakTnong BepudTNTaAg, TOUG XPOVOUG ENMACNG, TNV apdiwon
QVTIOWHATWY, TO NAXOG TOU TUAKATOG I0TOU Kal TO KIT avixveEUoNG nou
Xpnolgonoleital. AvatpeETe oTIC odnyieg Xprong Tou MpwToyevoug
avTIoOUATog Kal aAAwv BonenTikwv avTidpacTnpiwy yia CUVIOTOHEVA
npwTOKOAAG Kal GUVBNKEG Xpriong. Ol CUGTACEIC KAl Ta NPWTOKOAAG TOU
OeATiou dedopEvwy BaacifovTal aTnV anokAEIGTIKI XPrion TWV NPoiovVTwY
Biocare. TeAika, gival euBuvn Tou €peuvnTr| va KaBopioel TIG BEATIOTEG
OUVOIKEG.

8.  AuTO TO npoidv dev npoopileTal yia Xpon oTnV KUTTapoWETpia ponG.
Ta xapakTnpioTikd anddoong dev €xouv MNPocdIopIoTEl yia Tnv
KUTTAPOMETPIA PONG.

9. O ioT0i and dTtopa WoAuopéva pe Tov 160 TG nnatimdag B kar nou
nepIEXOUV €Mpavelakd avTtiyovo nnatimidag B (HBsAg) pnopei va
€UQavioouv Jn €IBIKN XpWan He UNEPOEEIdATN XPEVOU.:s

10. Ta avmidpacTrpia UMOpPEi va Napouciacouy anpoadOKNTEG aVTIOPACEIG
o€ 10ToUG mou Oev eixav OOKILAOTEI Mponyoupévwg. H miBavoTnTa
anpoodoKNTWV avTIdPACEWY AKOWN Kal 0 SOKIUACHEVEG OUADES I0TMV
dev pnopei va eEaleipBei NANpwG Adyw TNG BIOAOYIKNG HETABANTOTNTAG
NG €kPpacng avriydvou oe veonAdaopata n aAoug naBoloyikolg
10ToUG.» EnikoivwvnaTe We Tnv Texvikn YnooTnpi€n Tng Biocare oo 1-
800-542-2002 1 péOW TWV NANPOPOPILV TEXVIKNAG UMNOCTHPIENG Nou
napéxovral oTo biocare.net, He TEKUNPIWHEVEG AMPOOSOKNTEG
avTISPACEIG.

11. ®ucgioloyikoi/un-avoool opoi and Tnv idla Jwikf nnyrn HE TOug
OeuTepOYEVEIG  avTiopoUG Mou  XpnaoldonoloUvtal  oTa  Pruara
anoKAEIOPOU WMOPEl va NPOKAAETOUV WEUBWG apvnTIKAa 1 WEUdWG
BeTIKG anoTeAéopaTa AOyw auToavTIoWHATWV I} PUOIKWV AVTICWHATWY.

12. EogaAyéva BeTikd anoTeAéopata pnopei va napatnpenolv Aoyw Kn
avoooAOYIKNG  BEOPEUONG NPWTEIVOV 1 NPOIOVTWV  avTidpaong
unooTPWHATOG. Mnopei €niong va npokAnBolv and dpacTnpidTnTa
Weudo-unepokeidaong (epubpokUTTapa), evdoyevr OpacTnEIOTNTA
unepo&e1daong (kutdxpwpa C) i evdoyevn BloTivny (n.x. nNap, HacTog,
€yKEPANOG, VEPPOG) avaloya We Tov TUMO TnG avoooxpnong mnou
XPNOILONOIEITal.

13. 'Eva apvnTikO anoTEAEGUa onpaivel 0Tl To avTiyovo Sev aviXVeEUTNKE, OXI
OTI TO avTiyovo anouaiale oTa kKUTTApPA f GTOV I0TO MOU EEETACTNKAV.

EidIkoi neplopiopoi NpoiovTog:
A&V undpxouVv rnPOoBETOI NEPIOPICLION YIa TO TUYKEKDILIEVO MPOIOV.

XapakTnpioTIKaG anodoong:

H xpwaon npaypaTonoinenke e Tn Xpron NpwToKOM®Y NMou NapéxovTal aTig
€I0IKEG 0dNYiEG XPrONG avTIowKUaTog r onwg kabopileTal. H uaigbnaia kai n
€I0IKOTNTA TNE Xpwaong alohoyndnkav oe éva eUpog TUNWV PUGIOAOYIKMV Kal
VEOMAQOUATIKWV I0T®V Nou aglohoynnkav kaTta Tnv avantugn npwToyeEvav
QVTIOWHATOV.

Avanapaywyiyornra:

H avanapaywyipdtnTa Twv oUCTNHATWY avixveuong kal Twv avTidpacTnpiwy
OUOTNHATOG TnG Biocare enaAnBeleTal péow pIAG PETPNONG €VOIAUEDNC
akpiBelag aTnv onoia SokIAoTnkav dlApopeg NapTIdEC avTiIdpacTnpiwy yia
EKTETAPEVN XPOVIKN NEPIODO XPNOILONOILVTAG SIAPOPOUG XEIPIOTEG, AVAAUTEG,
naptideg avTidpaoTnpiwy, deiypata i1oTwv Kal €EonAiopd. H xpwon nou
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AA@BNKE yia kGBe avTIdPaaTrpIo avixveuong nou aglohoyndnke ATav GUVENNG
Kal EKTEAETTNKE ONWG avapevoTav.

AVTIHET®ONION NPOBANHATOV:

1.  Aev undapyel Xpwon Ot Kapia QvTIKEIHEVOPOPO - EAéyETe yia va
NpoadIopioeTe OTI €xouv Xpnaiponoinbei kaTtaAnAol 10Toi BeTikoU
€AEyxou, avTiowuaTa kai npoiovta avixveuong. EAEYETE yia eANINR i
akataAAnAn agaipeon 1 Nnposnegepyaaia Kepiou.

2. Aduvapun xpwan oAwv Twv NAakwv — EAEyETe yia va npoodiopioeTe OTI
£X0UV XpnoldonoinBei kataAnAol 1oToi BETIKOU eAéyxXou, avTionpATa
Kal npoiovTa avixveuonge.

3. YnepBohikd undBabpo OAwv Twv diagaveiv — Mnopsi va unapyouv
uynAa enineda evdoyevoug BloTiving (€av xpnaoldonololvTal NpoiovTa
avixveuong We Baon Tn PioTivn), evdoyevig dpacTnpioTnTa HRP nou
UETATPENEI TO XPWHOYOVO OE £yXPWHO TEAIKO MNpoidv (Xprion HnAok
unepo&eidaonc) n unepPolikn alnAenidpacn pn €I0IKAG NPWTEIVNG
(XpnoldonoinaTe NpwTeivn MNAOK, ONwG avacTaATIko SidAupa [e Baon
Tov 0po 1 TNV Kalgivn).

4.  Ta TuAuaTa 10ToU EENAEVOUV TIG AVTIKEIEVOPOPEG NAAKEG KaTA TN
dlapkeia TNG enwaong — EAEYETE TIC avTIKEINEVOPOPEG NAAKEG yia va
BeBaiwbeiTe OTI €ival BETIKA POPTIOHEVEG,

5. Bk xpwon noAU okoUpa — EAEyETE TO MpwTOKOMO yia va
NpoodIopIoETE €AV EQAPUOOTNKE O KATAAANAOG TITAOG QVTICWHATWOV
OTNV aVvTIKEIWEVOPOPO MAAKA, KaBwg Kal of KaTAAANAoI XpOvol Enmaong
yia 6Aa Ta avmidpacTipid. Emniéov, BeBaIWOEITE OTI TO NPWTOKOMO
€XEl QPKETA PruaTta nAUoNG yia Tnv agaipeon TnG nepiooeiag
avTidpacTnpiwv WETA TNV 0AOKANPWON TwV BUdTwV EN®acne.
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[[Hungarian_|
Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Felhasznalas:
In vitro diagnosztikai hasznalatra

A MACH 4 univerzalis AP polimer készlet manualis vagy automatizalt
immunhisztokémiai (IHC) festési protokollokhoz késziilt, alkalikus foszfataz
(AP) polimer egy- vagy kétlépéses felhordasi modszerrel. Ezt a mikropolimer-
detektald készletet az egér IgG és IgM és/vagy a nyul IgG primer antitestek
kimutatasara tervezték, amelyek a formalinnal fixalt, paraffinba agyazott
(FFPE) szovetekben a célantigénekhez kotédnek az IHC festési folyamat
soran. Barmely fest6dés vagy annak hianya klinikai értelmezését morfoldgiai
vizsgalatokkal és megfelel6 kontrollokkal kell kiegésziteni, és a beteg klinikai
anamnézisének és egyéb diagnosztikai vizsgalatainak Gsszefliggésében kell
értékelnie egy szakképzett patoldgusnak.

Osszefoglalas és magyarazat:

A MACH 4 univerzalis AP polimer készletet egy- vagy kétlépéses mddszerrel
tervezték egér és/vagy nyul elsGdleges antitesteinek kimutatasara antitest-
enzim komplex létrehozasa céljabdl. Ezt a komplexet azutan megfeleld
szubsztrat/kromogén segitségével vizualizaljuk. Az egylépéses modszernél a
mikropolimerhez kdzvetleniil kapcsolt masodlagos antitestet alkalmazunk,
mig a kétlépéses modszernél a masodlagos antitestet jeldletlennek, és egy
tovabbi, enzimhez kotott polimerrel jeldlt reagenst alkalmazunk egymas utan.
A kétlépcsGs modszert arra tervezték, hogy az alacsony expresszioju
antigének esetében felerGsitse a kimutatast. A kévetkezd US Pat. 6,686,461;
6,800,728; 7,102,024; 7,173,125; 7,462,689.

Az eljaras elve:

Ez a mikropolimer-detektalé készlet formalinnal fixalt, paraffinba agyazott
szbvetmetszetek immunhisztokémiai vizsgalatahoz hasznalhatd. Altalaban az
immunhisztokémiai (IHC) A festési technikak lehetévé teszik az antigének
lathatdva tételét az a specifikus antitest az antigén ellen (elsédleges antitest),
egy masodlagos antitest az elsGdleges antitest ellen (opcionalis link
antitest/proba), egy enzimkomplex és egy kromogén szubsztrat,
kozbeiktatott mosasi lépésekkel. A kromogén enzimatikus aktivalasa az
antigén helyén lathatd reakcidterméket eredményez. A minta ezutan
ellenfesthetG, és a fedél elcsusztathatd. Az eredményeket fény segitségével
értelmezziik mikroszkdppal és segitséget nydjt a korélettani folyamatok
differencialdiagndzisaban, amely lehet, il nem kapcsolddhat egy adott
antigénhez.

Anyagok és mddszerek:
Mellékelt reagensek:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x100 mL
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1x20mL

Feloldas, Keverés, Higitas, Titralas:

A mikropolimer-detektald készlet reagense(i) optimalizaltak, és hasznalatra
készek a Biocare antitestekkel és kiegészitG reagensekkel. Nincs sziikség
feloldasra, keverésre, higitasra vagy titralasra.

Ismert alkalmazasok:
Immunhisztokémia (formalinban rogzitett paraffinba agyazott szévetek)

Faj Reaktivitas:
Egér és Nyul IgG nehéz és konnyi lancai

Szallitas:

MACH 4 univerzalis AP szonda — UP536

Pufferolt séoldat, pH 7,2-7,4, aprotein hordozot és kevesebb, mint 0,1%
natrium-azid tartdsitészert tartalmaz. Tovabbi részletekért lasd a biztonsagi
adatlapot.

MACH 4 univerzélis AP polimer — MRAP536

Pufferolt séoldat, pH 7,6-7,8, amely aprotein hordozot és kevesebb mint
0,01% ProClin 300-at és/vagy kevesebb, mint 0,5% ProClin 950-et
tartalmaz tartdsitdszerként. Tovabbi részletekért lasd a biztonsagi
adatlapot.

Sziikséges, de nem mellékelt anyagok és reagensek:
Mikroszkdp targylemezek, pozitiv toltés(

Pozitiv és negativ szovetkontrollok

Sivatagi kamra* vagy hasonld Szaritd siit6 (opcionalis)
Xilol vagy xilol helyettesitGje

Etanol vagy reagens alkohol

Decloaking kamra* vagy hasonlé nyomastartd f6z6lap (opcionalis)
Ionmentesitett vagy desztillalt viz

Mosopuffer*

ElGkezel6 reagensek* (opcionalis)

Enzimes emésztés* (opcionalis)

Peroxidaz blokk* (opcionalis)

Protein blokk* (opcionalis)

ElsGdleges antitest*

Negativ kontrollreagensek*

Kromogének*

* (ellenfesték)

Kék reagens*

RGgzit6 kozeg*

Feddliveg

fény mikroszkdp (40-400-szoros nagyitas)

* Biocare Medical Products: A kataldgusszamokkal és a rendelésekkel
kapcsolatos tovabbi informaciokért tekintse meg a Biocare Medical webhelyet
a http://biocare.net cimen. A fent felsorolt egyes reagensek az alkalmazott
specialis alkalmazason és észlelési rendszeren alapulnak.

Tarolas és stabilitas:

20C és 80C kozott tarolandd. A termék az injekcids iveg cimkéjén feltlintetett
lejarati idGig stabil, ha ilyen kortilmények kozott taroljak. Ne haszndlja a
lejérati id6 utan. A meghatdrozottaktdl eltérd korilmények kozotti tarolast
ellendrizni kell. A kit reagens(ek) hasznalatra készek, és nem szabad higitani.
A felhasznald altal higitott reagens stabilitasat a Biocare nem allapitotta meg.
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A pozitiv és negativ kontrollokat egyidejlileg kell lefuttatni az Gsszes
betegmintaval. Ha varatlan fest6dést észlel, amely nem magyarazhat6 a
laboratériumi eljarasok eltéréseivel, és az antitesttel kapcsolatos probléma
gyanuja mertil fel, Iépjen kapcsolatba a Biocare miiszaki tamogatasaval az 1-
800-542-2002 telefonszamon vagy a biocare.net oldalon talalhaté miszaki
tdmogatasi informaciokon keresztiil.

Minta el6készités: A
formalinban rogzitett szévetek alkalmasak a paraffin bedgyazas elGtti
hasznalatra. A csontszGveteket a szovetfeldolgozas el6tt vizkételeniteni kell
a szovetvagas megkonnyitése és a mikrotom pengéi karosodasanak
elkeriilése érdekében.:

A megfelel6en rogzitett és bedgyazott, a meghatérozott antigén célpontot
expresszald szoveteket hiivés helyen kell tarolni. Az 1988. évi Clinical
Laboratory Improvement Act (CLIA) 42. cikkében a CFR 493.1259(b)
bekezdése elirja, hogy,A laboratériumnak legalabb tiz évig meg kell Griznie
a megfestett targylemezeket megvizsgalja és megdrzi a mintatémboket a
vizsgalat idGpontjatdl szamitott legaldabb két évig.":

Szovetek kezelése festés el6tt:

Végezze el a hé hatasdra indukalt epitop-visszakeresést (HIER) az alabbi
javasolt protokoll szerint. Kimutattak, hogy a HIER rutinszer(i hasznalata az
IHC elétt minimalisra csokkenti az inkonzisztenciat és szabvanyositja a
festOdést. +s

Figyelmeztetés és ovintézkedések:

1. A kit reagens(ek) kevesebb, mint 0,1% natrium-azidot tartalmaznak. A
0,1%-nal kisebb koncentraciok nem jelentendd veszélyes anyagok az US 29
CFR 1910.1200, az OSHA Hazard communication és a 91/155/EC EK iranyelv
szerint.natrium-azid (NaN:) lenyelve mérgez6. A natrium-azid reakcidba
léphet az dlom- és rézvezetékkel, €s er6sen robbanasveszélyes fém-azidokat
képezhet. Artalmatlanitaskor Oblitse le nagy mennyiségli vizzel, hogy
megakadalyozza az azidok felhalmozodasat a vizvezetékekben. (Center for
Disease Control, 1976, National Institute of Occupational Safety and Health,
1976):

2. A kit reagensek kevesebb mint 0,05% ProClin 300-at és/vagy kevesebb,
mint 1% ProClin 950-et tartalmaznak. Viseljen keszty(it és védGruhazatot, és
tegye meg a megfeleld dvintézkedéseket a kezelés soran, mivel a ProClin
irritdld anyagként van besorolva, és bérrel érintkezve tulérzékenységet
okozhat. Kertilje a szembe, bérre és nyalkahartyakkal valo érintkezést.

3. Az emberi vagy allati eredetli anyagokat potencidlisan bioldgiailag
veszélyesként kezelje, és megfeleld oGvintézkedésekkel artalmatlanitsa az
ilyen anyagokat. Expozici6 esetén kovesse az illetékes hatosagok
egészségligyi iranyelveit.s

4. A mintakat a rogzités eldtt és utan, valamint az ezeknek kitett anyagokat
gy kell kezelni, mintha képesek lennének fertézést tovabbitani, és megfeleld
ovintézkedésekkel kell artalmatlanitani. Soha ne pipettazzon reagenseket
szajon at, és keriilje a bdrrel és a nyalkahartyakkal valo érintkezést a
reagensekkel és a mintdkkal. Ha a reagensek vagy a mintdk érzékeny
teriiletekkel érintkeznek, mossa le b6 vizzel.:

5. A reagensek mikrobidlis szennyezGdése a nem specifikus festGdés
névekedését eredményezheti.

6. A megadottdl eltér6 inkubacids idok vagy homérsékletek hibas
eredményeket adhatnak. A felhaszndldonak minden ilyen valtoztatast
érvényesitenie kell.

7. Ne hasznélja fel a reagenst az injekcids livegre nyomtatott lejarati id utan.
8. A mikropolimer-detektald készlet reagense(i) optimalizaltak és hasznalatra
készek a Biocare antitestekkel és kiegészitG reagensekkel. Tekintse meg az
els6dleges antitest és mas kiegészitd reagens hasznalati Utmutatéjat az
ajanlott protokollokhoz és hasznalati feltételekhez.

9. Kovesse a helyi és/vagy allami hatdsdgok elGirdsait az artalmatlanitas
modjara vonatkozoéan.

10. Az SDS kérésre elérhet6, és a http://biocare.net cimen.
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11. Jelentse az eszkdzzel kapcsolatos minden stlyos eseményt a Biocare helyi
képviselGjével és a felhasznald tartdzkodasi helye szerinti tagallam vagy
orszag illetékes hatdsagaval.

Ez a mikropolimer-érzékel6 készlet az alabbi tablazat szerint osztalyozott
Osszetevoket tartalmaz az 1272/2008/EK rendelettel 6sszhangban.

Veszély Code Veszélyességi nyilatkozat
H317 Allergias borreakciot valthat ki.
H402 Artalmas a vizi él6vilagra.
N/A H412 Artalmas a vizi élévilagra, hosszan
tarté kdrosodast okoz.

Hasznalati utasitas:

A mikropolimer-detektald készlet reagense(i) optimalizaltak, és hasznalatra
készek a Biocare antitestekkel és kiegészité reagensekkel. Tekintse meg az
elsGdleges antitest és mas kiegészité reagens haszndlati Utmutatéjat az
ajanlott protokollokhoz és hasznalati feltételekhez. Az inkubacids id6k és
hémeérsékletek a kovetett specifikus antitest protokolltdl fiiggéen valtoznak.

Ha automata festOGmiiszert hasznal, olvassa el az adott miiszer kezelési
Utmutatdjat és a hasznalati paramétereket.

Az THC végrehajtasanak ltalanos Iépései:

1. Paraffinmentesités: Paraffinmentesitse a targylemezeket Slide Brite-ben
vagy xilolban. A lemezeket osztalyozott alkoholok sorozataban hidratalja
vizzé.

2. Peroxid blokk (opcionalis): Blokkolja 5 percig Peroxidazed 1-gyel.

3. ElGkezelési oldat/protokoll: Kérjiik, olvassa el a megfelelé elsGdleges
antitest adatlapjat az ajanlott elGkezelési oldathoz és protokollhoz.

4. Protein Block (opcionalis): Inkubalja 5-10 percig szobah6mérsékleten (RT)
a Background Punisher segitségével.

5. Primer antitest: Kérjik, olvassa el a megfelelé elsddleges antitest
adatlapjat az inkubacios idGvel kapcsolatban.

6. Proba (csak egér antitestek): Inkubdlja 5-15 percig szobah6mérsékleten
MACH 4 Universal AP Probe-val.

7. Polimer: Inkubalja 10-20 percig egér antitestek vagy 30 percig nydl
antitestek esetén szobahémérsékleten MACH 4 MR AP polimerrel.

8. Kromogén: Inkubalja 5 percig szobah6mérsékleten Warp Red-el.

9. Ellenfestés: Ellenfestés hematoxilinnel. Oblitse le ioncserélt vizzel.
Alkalmazza a Tacha's Blueing Solution-t 1 percig. Oblitse le ioncserélt vizzel.

Miiszaki megjegyzések:

1. ATBS-t csak a mosasi lépésekhez hasznalja. A PBS mosdpufferek gatoljak
az alkalikus foszfataz festédést.

2. Ne haszndlion kecskeszérumot fehérjeblokkként.
Background Erasert vagy Background Terminatort.

Ne hasznaljon

Mindségellendrzés:

Lasd a CLSI mindségi szabvanyokat az immunhisztokémiai vizsgalatok
tervezésére és végrehajtasara vonatkozdan; Jovahagyott utmutatdé -
Masodik kiadas (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011w

Pozitiv szévetkontroll: A

kiilsé pozitiv kontroll anyagoknak friss mintaknak kell lennilik, amelyeket
rogzitettek, feldolgoztak és a lehet6 leghamarabb beagyaztak, ugyanigy,
mint a paciens mintait. A pozitiv szévetkontroll a megfeleléen el6készitett
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szGveteket és a megfelel§ festési technikékat jelzi. Minden egyes vizsgalati
kérilményhez egy pozitiv kiilsé szévetkontrollt kell bevonni minden festési
futtatasba.

A kiils6 pozitiv kontrollanyagokhoz hasznalt széveteket olyan betegmintakbdl
kell kivalasztani, amelyekben a pozitiv célaktivitas jol jellemezhetd alacsony
szintje, ami gyenge pozitiv festést eredményez. A kiils6 pozitiv kontrollok
alacsony pozitivitasi szintjét gy tervezték, hogy biztositsa az elsédleges
antitest-érzékenységben az instabilitésbdl vagy az IHC-modszerrel
kapcsolatos problémakbol ered6 finom valtozasokat. A kereskedelemben
kaphaté szovetkontroll targylemezek vagy a paciens mintditdl eltérGen
feldolgozott mintdk csak a reagens teljesitményét érvényesitik, és nem
igazoljak a szévet elGkészitését.

Az ismert pozitiv szovetkontrollokat csak a feldolgozott szbvetek és
tesztreagensek megfelel6 teljesitményének ellendrzésére szabad hasznalni,
nem pedig a betegmintak specifikus diagndzisanak felallitasahoz. Ha a pozitiv
szévetkontroll nem mutat pozitiv festGdést, a vizsgalati mintak eredményeit
érvénytelennek kell tekinteni.

Negativ szévetkontroll:

Haszndljon negativ széveti kontrollt, amelyet a beteg mintdival azonos
modon rogzitettek, feldolgoztak és bedgyaztak minden festési futtatashoz,
hogy ellen6rizzék az IHC elsédleges antitest specifitasat a célantigén

kimutatdsa, valamint a specifikus hattérfestédés jelzése (téves pozitiv festés).

Ezenkivil a legtobb szévetmetszetben jelenlévd kilonféle sejttipusok
sokfélesége képes a laboratdrium bels6 negativ kontrollhelyként hasznalja az
IHC teljesitményének ellenbrzésére specifikaciok. A negativ szévetekhez
haszndlhaté mintdk tipusai és forrdsai A  vezérlbelemek a
Teljesitményjellemzdk részben talalhatok.

Ha specifikus festédés (alpozitiv festddés) fordul eld a negativ
szbvetkontrollban, a betegmintak eredményeit érvénytelennek kell tekinteni.

Nem specifikus negativ reagens kontroll:

Hasznaljon nem specifikus negativ reagens kontrollt az elsGdleges antitest
helyett minden egyes betegminta egy metszetével, hogy értékelje a nem
specifikus festodést, és

lehetévé tegye a specifikus festGdés jobb értelmezését az antigén helyén.
Idedlis esetben a negativ reagens kontroll egy olyan antitestet tartalmaz,
amelyet elGallitottak és eldallitottak (azaz azonos koncentraciora higitottak
ugyanazzal a higitdszerrel) felhasznalasra, ugyanigy, mint az els6dleges
antitest, de nem mutat specifikus reaktivitdst az emberi szGvetekkel
ugyanabban a matrixban/oldatban, mint a Biocare antitest. . A korabban leirt
negativ reagens kontrollok kevésbé kivanatos alternativajaként a higitd
O6nmagaban is haszndlhatd. A negativ reagens kontroll inkubacids
id6szakanak meg kell egyeznie az elsédleges antitest inkubacids idészakaval.

Ha tobb antitestbdl allé paneleket hasznalnak a sorozatmetszeteken, akkor
az egyik targylemez negativan festo teriiletei negativ/nem specifikus kotGdési
hattérkontrollként  szolgalhatnak mas antitestekhez. Az endogén
enzimaktivitds vagy az enzimek nem specifikus kot6désének
megkiilonboztetésére a specifikus immunreaktivitastdl tovabbi betegszovetek
festhetOk kizardlag szubsztrat-kromogén vagy enzimkomplexekkel (PAP,
avidin-biotin, streptavidin), illetve szubsztrat-kromogénnel.

Vizsgalat ellenérzése:

Miel6tt egy antitestet vagy fest6rendszert diagnosztikai eljarasban hasznalna,
a felhasznaldnak ellendriznie kell az antitest specifitasat Ggy, hogy szamos,
ismert immunhisztokémiai teljesitményjellemzdkkel rendelkezé, ismert
pozitiv és negativ széveteket képviseld hazon beliili szdveten teszteli.
Tekintse meg a termékismertetd e szakaszaban korabban felvézolt mindség-
ellendrzési eljardsokat, valamint a CAP Immunhisztokémiai Tanusitsi
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Program: és/vagy az NCCLS IHC-iranyelvét:. Ezeket a mindség-ellendrzési
eljarasokat meg kell ismételni minden Uj antitest-tételnél, vagy amikor a
vizsgalati paraméterek megvaltoznak. A TeljesitményjellemzOk részben
felsorolt szovetek alkalmasak a teszt ellendrzésére.

Hibaelharitas:

Kovesse az antitestspecifikus protokoll ajanlasait a mellékelt adatlapnak
megfeleléen. Ha atipikus eredményeket észlel, forduljon a Biocare miszaki
tdmogatasahoz az 1-800-542-2002 telefonszamon.

A festés értelmezése:

A MACH 4 Universal AP Polymer Kit voros szinreakciot valt ki az elsédleges
antitest altal lokalizalt antigén helyeken. A betegek eredményeinek
értelmezése el6tt a kontrollok festését szakképzett patolégusnak kell
értékelnie. A negativ kontrollokat értékeljiik és Gsszehasonlitjuk a festett
targylemezekkel, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy a megfigyelt festédés
nem nem specifikus kélcsénhatas eredménye.

Pozitiv szévetkontroll:

A jelzett antitesttel megfestett pozitiv széveti kontrollt el6szér meg kell
vizsgalni, hogy megbizonyosodjunk arrol, hogy minden reagens megfeleléen
miikodik. A célsejtek megfelel6 festése (amint azt fentebb jeleztiik) pozitiv
reaktivitast jelez. Ha a pozitiv széveti kontrollok nem mutatnak pozitiv festést,
a vizsgalati mintak minden eredményét érvénytelennek kell tekinteni.

A reakciotermék szine az alkalmazott szubsztrat kromogénektdl fliggéen
valtozhat. A varhatd szinreakcidkért lasd az aljzat csomagolasat. Ezenkiviil a
festési modszer valtozataiban metakromazia figyelhet6 meg.=

Ha ellenfestést hasznalunk, a hasznalt ellenfestés inkubacids hosszatdl és
hatékonysagatdl fliggéen az ellenfestés a sejtmagok elszinez6dését
eredményezi. A tulzott vagy hidnyos ellenfestés veszélyeztetheti az
eredmények megfeleld értelmezését. Az ajanlott ellenfestéshez lasd a
protokoll(oka)t.

Negativ széveti kontroll:

A negativ szbveti kontrollt a pozitiv széveti kontroll utan meg kell vizsgalni,
hogy ellendrizziik a célantigén elsGdleges antitest altali jelolésének
specifitasat. A specifikus festédés hidnya a negativ széveti kontrollban
megerdsiti az  antitest  sejtekkel/sejtkomponensekkel szembeni
keresztreaktivitasanak hianyat. Ha specifikus fest6dés (alpozitiv festddés)
fordul el6 a negativ kiils6 szovetkontrollban, a betegminta eredményeit
érvénytelennek kell tekinteni.

A nem specifikus fest6dés, ha van, altalaban diffiz megjelenésti. A tdlzottan
formalinban rogzitett szovetekbll szarmazd metszeteken a kotGszévet
szérvanyos festGdése is megfigyelhet6. Hasznaljon ép sejteket a festési
eredmények értelmezéséhez. A nekrotikus vagy degenerdlt sejtek gyakran
nem specifikusan festédnek.

Betegszdvet:
Vizsgalja meg a jelzett antitesttel megfestett betegmintakat utolsd. A pozitiv

festGdés intenzitasat a negativ reagens kontroll barmely nem specifikus
hattérfestésével  Osszefliggésben  kell ~ értékelni.  Mint  minden
immunhisztokémiai tesztnél, a negativ eredmény azt jelenti, hogy az antigén
nem volt kimutathatd, nem pedig azt, hogy az antigén hianyzik a vizsgalt
sejtekben/sz6vetekben. Ha sziikséges, hasznalja az antitestek paneljét az
alnegativ reakciok azonositasahoz.

Tekintse meg az Osszefoglalds és magyarézat, a Korlatozasok és a
Teljesitmény jellemzdi cim( részt a jelzett antitest immunreaktivitassal
kapcsolatos konkrét informaciokért.
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Korlatozasok:

Altaldnos korlatozésok:

1. In vitro diagnosztikai (IVD) hasznalatra

2. Ez a termék csak professziondlis hasznalatra készilt: Az
immunhisztokémia egy tobblépcsGs diagnosztikai folyamat, amely a
megfelel6 reagensek kivalasztasara vonatkozd specidlis képzésbdl all;
szbvetek kivalasztasa, rogzitése és feldolgozasa; az IHC targylemez
elkészitése; és a festési eredmények értelmezése.

3. Csak orvosi rendelvényre hasznalhato. (Csak Rx)

4. A szOvetfestés a szbvet festés el6tti kezelésétdl és feldolgozasatol fligg.
A nem megfelel6 r6gzités, fagyasztas, felolvasztds, mosas, szaritas,
melegités, metszés vagy mas szovetekkel vagy folyadékokkal vald
szennyezOdés miitermékeket, antitest-befogast vagy hamis negativ
eredményeket eredményezhet. Az ellentmondasos eredmények oka
lehet a rogzitési és beagyazasi modszerek eltérése, vagy a szbveten
beliili inherens szabalytalansagok.:

5. A tulzott vagy hianyos ellenfestés veszélyeztetheti az eredmények
megfelel6 értelmezését.

6. Barmely pozitiv vagy negativ festédés klinikai értelmezését a klinikai
megjelenés, a morfolégia és egyéb korszovettani kritériumok
Gsszefliggésében kell értékelni. A pozitiv vagy negativ fest6dés klinikai
értelmezését megfelelé pozitiv és negativ bels6 és kiilsé kontrollokat,
valamint egyéb diagnosztikai teszteket alkalmazé morfoldgiai
vizsgalatokkal kell kiegésziteni. Az IHC antitestek, reagensek és
moddszerek megfeleld haszndlatat ismer6 szakképzett patoldgus
feladata, hogy értelmezze a végsé IHC-készitmény elkészitéséhez és
értelmezéséhez hasznalt Gsszes lépést.

7. Egy adott alkalmazashoz az optimalis protokollok valtozhatnak. Ezek
kozé tartozik tobbek kozott a rogzités, a hdvisszanyerési mddszer, az
inkubacids idok, az antitesthigitas, a szOvetmetszet vastagsaga és a
hasznalt kimutatasi készlet. Tekintse meg az elsdleges antitest és mas
kiegészit6 reagens hasznalati Gtmutatdjat az ajanlott protokollokhoz és
hasznalati feltételekhez. Az adatlap ajanlasai és protokolljai a Biocare
termékek kizardlagos felhasznalasan alapulnak. Végso soron a vizsgalo
feladata az optimalis feltételek meghatarozasa.

8.  Ezt a terméket nem aramlasi citometriaban vald hasznalatra tervezték.
Az dramlasi citometria teljesitményjellemz6it nem hataroztak meg.

9. A hepatitis B virussal fert6zott és hepatitis B feliileti antigént (HBsAg)
tartalmazd személyek szGvetei torma-peroxidazzal nem specifikus
fest6dést mutathatnak.:

10. A reagensek varatlan reakciokat valthatnak ki korabban nem tesztelt
szGvetekben. A nem vart reakciok lehetGsége még a vizsgalt
szbvetcsoportokban sem zarhaté ki teljesen az antigénexpresszio
bioldgiai variabilitdsa miatt daganatokban vagy mas patoldgias
szbvetekben.: Forduljon a Biocare miiszaki tgyfélszolgalatahoz az 1-
800-542-2002 telefonszamon vagy a biocare.net oldalon talalhatd
miiszaki tamogatasi informaciokon keresztiil dokumentdlt vératlan
reakcidkkal.

11. A blokkold Iépésekben hasznalt masodlagos antiszérumokkal azonos
allati forrasbdl szarmazd normal/nem immunszérum alnegativ vagy
alpozitiv eredményeket okozhat az autoantitestek vagy természetes
antitestek miatt.

12. A fehérjék vagy szubsztrat reakcidtermékek nem immunolégiai
kot6dése miatt alpozitiv eredményeket lehet latni. A pszeudo-peroxidaz
aktivitas (eritrocitak), az endogén peroxidaz aktivitas (citokrom C) vagy
az endogén biotin (pl. maj, eml6, agy, vese) is okozhatja a hasznalt
immunfestés tipusatdl fliggéen.:

13. A negativ eredmény azt jelenti, hogy az antigén nem volt kimutathatd,
nem pedig azt, hogy az antigén hianyzott a vizsgalt sejtekben vagy
szovetekben.

Termékspecifikus korlatozasok:
Nincsenek tovabbi termékspecifikus korlatozasok.
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Teljesitményjellemzok: A

festést az antitest-specifikus hasznalati utasitasban megadott protokollok
szerint vagy a megadottak szerint végeztiik. A fest6dés érzékenységét és
specificitasat szamos normdl és daganatos szovettipuson értékelték,
amelyeket az elsGdleges antitestek kialakulasa soran értékeltek.

Reprodukalhatdsag:

A

Biocare érzékel6rendszereinek és rendszerreagenseinek

reprodukalhatdsagat kozepes pontossagl meéréssel igazoljak, amelynek
soran kiilonb6z6 reagenstételeket teszteltek hosszabb idon keresztil
kiilonbozd kezel6k, elemzOk, reagenstételek, szévetmintak és berendezések
segitségével. Az egyes kiértékelt kimutatasi reagenseknél kapott festédés
konzisztens volt, és a vart modon tortént.

Hibaelharitas:

1.

Egy targylemez sem fest6dott — Ellendrizze, hogy megfeleld pozitiv
kontrollsz6vetet, antitestet és kimutatasi termékeket hasznalt-e.
Ellendrizze a hidnyos vagy nem megfelel6 viaszeltavolitdst vagy
elékezelést.

Az Gsszes targylemez gyengén fest6dott — Ellendrizze, hogy megfeleld
pozitiv kontrollszGvetet, antitestet és kimutatasi termékeket hasznalt-e.
Az Gsszes targylemez tulzott hattere — Magas szinti endogén biotin
(biotin alapt kimutatasi termékek hasznalata esetén), endogén HRP
aktivitas, amely a kromogént szines végtermékké alakitja (hasznaljon
peroxidaz blokkot), vagy tul sok nem specifikus fehérje kélcsénhatas
(fehérje haszndlata) blokkold, példaul szérum- vagy kazein alapu
blokkol6 oldat).

A szOvetmetszetek lemossak a targylemezeket az inkubacié soran —
EllenGrizze a lemezeket, hogy megbizonyosodjon arrél, hogy pozitiv
toltéstiek.

A specifikus festés tul s6tét — Ellendrizze a protokollt, hogy megallapitsa,
megfelel6 antitesttitert alkalmaztak-e a targylemezen, valamint az
Gsszes reagens megfelel6 inkubacids idejét. Ezenkivil gy6z6djon meg
arrol, hogy a protokoll elegendé mosasi lépést tartalmaz a felesleges
reagensek eltavolitasahoz az inkubacids lépések befejezése utan.
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Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Uso previsto:
per /n vitro uso diagnostico

Il MACH 4 Universal AP Polymer Kit & destinato all'uso in protocolli di
colorazione immunoistochimica (IHC) manuale o automatizzata utilizzando
un metodo di applicazione a uno o due passaggi del polimero della fosfatasi
alcalina (AP). Questo kit di rilevamento di micropolimeri & progettato per il
rilevamento di anticorpi primari IgG e IgM di topo e/o IgG di coniglio legati
ad antigeni bersaglio nei tessuti fissati in formalina e inclusi in paraffina (FFPE)
durante il processo di colorazione IHC. L'interpretazione clinica di qualsiasi
colorazione o della sua assenza dovrebbe essere integrata da studi
morfologici e controlli adeguati e dovrebbe essere valutata nel contesto della
storia clinica del paziente e di altri test diagnostici da un patologo qualificato.

Riepilogo e spiegazione:

11 MACH 4 Universal AP Polymer Kit & progettato utilizzando un metodo a una
o due fasi per rilevare anticorpi primari di topo e/o coniglio per formare un
complesso anticorpo-enzima. Questo complesso viene quindi visualizzato
utilizzando un substrato/cromogeno appropriato. Nel metodo a una fase
viene applicato un anticorpo secondario direttamente legato al micropolimero,
mentre nel metodo a due fasi I'anticorpo secondario non & marcato e viene
applicato in sequenza un ulteriore reagente marcato con un polimero legato
all'enzima. Il metodo in due fasi & progettato per amplificare il rilevamento
in caso di antigeni a bassa espressione. Coperto da uno o piu dei seguenti
brevetti statunitensi n. nn. 6.686.461; 6.800.728; 7.102.024; 7.173.125;
7.462.689.

Principio della procedura:

questo kit di rilevamento di micropolimeri pud essere utilizzato nei test
immunoistochimici di sezioni di tessuto fissate in formalina e incluse in
paraffina. In generale, immunoistochimica (IHC) tecniche di colorazione
consentono la visualizzazione degli antigeni tramite 'applicazione sequenziale
di a anticorpo specifico contro I'antigene (anticorpo primario), un anticorpo
secondario contro l'anticorpo  primario  (collegamento  opzionale
anticorpo/sonda), un complesso enzimatico e un substrato cromogenico con
fasi di lavaggio interposte. L'attivazione enzimatica del cromogeno si traduce
in un prodotto di reazione visibile nel sito dell'antigene. Il campione puo
quindi essere controcolorato e coperto. I risultati vengono interpretati
utilizzando una luce microscopio e aiuto nella diagnosi differenziale dei
processi fisiopatologici, che possono o potrebbe non essere associato a un
particolare antigene.

Materiali e metodi:
Reagenti forniti:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL

M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x100 mL
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1 x20 mL

Ricostituzione, miscelazione, diluizione, titolazione:

I reagenti del kit di rilevamento dei micropolimeri sono ottimizzati e pronti
per I'uso con anticorpi Biocare e reagenti ausiliari. Non € richiesta alcuna
ricostituzione, miscelazione, diluizione o titolazione.

Applicazioni note:
Immunoistochimica (tessuti fissati in formalina e inclusi in paraffina)

Reattivita della specie:
Catene pesanti e leggere 1gG di topo e coniglio

Fornito come:

Sonda AP universale MACH 4 — UP536

Soluzione salina tamponata, pH 7,2-7,4, contenente un trasportatore di
aproteine e meno dello 0,1% di conservante di sodio azide. Vedere la
scheda di dati di sicurezza per ulteriori dettagli.

Polimero AP universale MACH 4 — MRAP536

Soluzione salina tamponata, pH 7,6-7,8, contenente un trasportatore di
aproteine e meno dello 0,01% di ProClin 300 e/o meno dello 0,5% di
ProClin 950 come conservante. Vedere la scheda di dati di sicurezza per
ulteriori dettagli.

microscopio, caricati

positivamente Controlli tessuto positivi e negativi

Camera desertica* o simile Forno di essiccazione (opzionale)
Xilene o sostituto dello xilene

Etanolo o alcol reagente

Camera di deoccultamento* o pentola a pressione simile (opzionale)
Acqua deionizzata o distillata

Tampone di lavaggio*

Reagenti di pretrattamento* (opzionale)

Digestione enzimatica* (opzionale)

Blocco perossidasi* (opzionale)

Blocco proteico* (opzionale)

Anticorpo primario*

Reagenti di controllo negativo*

Cromogeni*

Ematossilina* (colorazione di contrasto)

Reagente di brunitura*

Mezzo di montaggio*

Copriobiettivo

Microscopio(ingrandimento 40-400X)

* Prodotti Biocare Medical: fare riferimento al sito Web Biocare Medical
all'indirizzo http://biocare.net per ulteriori informazioni sui numeri di catalogo
e sugli ordini. Alcuni reagenti sopra elencati si basano sull'applicazione
specifica e sul sistema di rilevamento utilizzato.

Conservazione e stabilita:

Conservare tra 2°C e 8°C. Il prodotto ¢ stabile fino alla data di scadenza
stampata sull'etichetta del flacone, se conservato in queste condizioni. Non
utilizzare dopo la data di scadenza. Lo stoccaggio in condizioni diverse da
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quelle specificate deve essere verificato. I reagenti del kit sono pronti per
I'uso e non devono essere diluiti. La stabilita del reagente diluito dall'utente
non ¢ stata stabilita da Biocare.

I controlli positivi e negativi devono essere eseguiti simultaneamente con
tutti i campioni dei pazienti. Se si osserva una colorazione inaspettata che
non puo essere spiegata da variazioni nelle procedure di laboratorio e si
sospetta un problema con l'anticorpo, contattare I'assistenza tecnica di
Biocare al numero 1-800-542-2002 o tramite le informazioni di supporto
tecnico fornite su biocare.net.

Preparazione dei campioni:

i tessuti fissati in formalina sono adatti per I'uso prima dell'inclusione in
paraffina. I tessuti ossei devono essere decalcificati prima della lavorazione
dei tessuti per facilitare il taglio dei tessuti e prevenire danni alle lame del
microtomo. 2

I tessuti correttamente fissati e incorporati che esprimono il target
dell'antigene specificato devono essere conservati in un luogo fresco. Il
Clinical Laboratory Improvement Act (CLIA) del 1988 richiede in 42 CFR
§493.1259(b) che “II laboratorio deve conservare i vetrini colorati per almeno
dieci anni dalla data di esaminare e conservare i blocchi di campioni per
almeno due anni dalla data dell'esame.:

Trattamento dei tessuti prima della colorazione:

eseguire il recupero dell'epitopo_indotto dal calore (HIER) in base al
protocollo consigliato di seguito. E stato dimostrato che I'uso di routine di
HIER prima dellIHC riduce al minimo l'incoerenza e standardizza la
colorazione. +s

Avvertenze e precauzioni:
1. I reagenti del kit contengono meno dello 0,1% di sodio azide.

Concentrazioni inferiori allo 0,1% non sono materiali pericolosi segnalabili
secondo US 29 CFR 1910.1200, OSHA Hazard communication e Direttiva CE
91/155/CE. La sodio azide (NaN,) usata come conservante & tossica se
ingerita. La sodio azide puod reagire con le tubature in piombo e rame
formando azidi metalliche altamente esplosive. Al momento dello
smaltimento, sciacquare con grandi quantita d'acqua per evitare I'accumulo
di azide nelle tubature. (Center for Disease Control, 1976, National Institute
of Occupational Safety and Health, 1976):

2. I reagenti del kit contengono meno dello 0,05% di ProClin 300 e/o meno
dell'l% di ProClin 950. Indossare guanti e indumenti protettivi e adottare
ragionevoli precauzioni durante la manipolazione poiché ProClin € classificato
come irritante e puo causare sensibilizzazione da contatto con la pelle. Evitare
il contatto con occhi, pelle e mucose.

3. Maneggiare i materiali di origine umana o animale come potenzialmente a
rischio biologico e smaltire tali materiali con le dovute precauzioni. In caso di
esposizione, seguire le direttive sanitarie delle autorita competenti ove
utilizzato.s

4. I campioni, prima e dopo la fissazione, e tutti i materiali ad essi esposti
devono essere maneggiati come se fossero in grado di trasmettere infezioni
e smaltiti con le dovute precauzioni. Non pipettare mai i reagenti con la bocca
ed evitare il contatto con la pelle e le mucose con reagenti e campioni. Se i
reagenti oi campioni entrano in contatto con aree sensibili, lavare con
abbondante acqua.

5. La contaminazione microbica dei reagenti pud comportare un aumento
della colorazione aspecifica.

6. Tempi o temperature di incubazione diversi da quelli specificati possono
dare risultati errati. L'utente deve convalidare tali modifiche.

7. Non utilizzare il reagente dopo la data di scadenza stampata sulla fiala.

8. I reagenti del kit di rilevamento dei micropolimeri sono ottimizzati e pronti
per l'uso con anticorpi Biocare e reagenti ausiliari. Fare riferimento alle
istruzioni per l'uso dell'anticorpo primario e di altri reagenti ausiliari per i
protocolli e le condizioni d'uso consigliati.

9. Seguire i requisiti delle autorita locali e/o statali per il metodo di
smaltimento.
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10. La SDS é disponibile su richiesta e si trova all'indirizzo http://biocare.net.
11. Segnalare eventuali incidenti gravi relativi a questo dispositivo
contattando il rappresentante Biocare locale e l'autorita competente
applicabile dello Stato membro o del paese in cui si trova I'utente.

Questo kit di rilevamento di micropolimeri contiene componenti classificati
come indicato nella tabella seguente in conformita al Regolamento (CE) n.
1272/2008.

Rischio Code Dichiarazione di pericolo
H317 Puo causare una reazione allergica
cutanea.
H402 Nocivo per la vita acquatica.
N/A H412 Nocivo per la vita acquatica con
effetti di lunga durata.

Istruzioni per l'uso:

i reagenti del kit di rilevamento dei micropolimeri sono ottimizzati e pronti
per l'uso con anticorpi Biocare e reagenti ausiliari. Fare riferimento alle
istruzioni per l'uso dell'anticorpo primario e di altri reagenti ausiliari per i
protocolli e le condizioni d'uso consigliati. I tempi e le temperature di
incubazione variano a seconda del protocollo anticorpale specifico seguito.

Quando si utilizza uno strumento di colorazione automatizzato, consultare il
manuale dell'operatore dello strumento specifico e le istruzioni per I'uso per
i parametri operativi.

Passaggi procedurali generali per I'esecuzione dell'THC:

1. Deparaffinazione: deparaffinazione dei vetrini in Slide Brite o xilene.
Idratare i vetrini in una serie di alcoli graduati all'acqua.

2. Blocco del perossido (facoltativo): bloccare per 5 minuti con Peroxidazed
1.

3. Soluzione/protocollo di pretrattamento: fare riferimento alla rispettiva
scheda tecnica dell'anticorpo primario per la soluzione e il protocollo di
pretrattamento consigliati.

4. Protein Block (opzionale): incubare per 5-10 minuti a temperatura
ambiente (TA) con Background Punisher.

5. Anticorpo primario: fare riferimento alla rispettiva scheda tecnica
dell'anticorpo primario per il tempo di incubazione.

6. Sonda (solo anticorpi murini): incubare per 5-15 minuti a temperatura
ambiente con MACH 4 Universal AP Probe.

7. Polimero: incubare per 10-20 minuti per gli anticorpi di topo o 30 minuti
per gli anticorpi di coniglio a temperatura ambiente con MACH 4 MR AP
Polymer.

8. Cromogeno: incubare per 5 minuti a temperatura ambiente con Warp Red.
9. Controcolorazione: controcolorazione con ematossilina. Risciacquare con
acqua deionizzata. Applicare la soluzione azzurrante di Tacha per 1 minuto.
Risciacquare con acqua deionizzata.

Note tecniche:

1. Utilizzare TBS solo per le fasi di lavaggio. I tamponi di lavaggio PBS
inibiscono la colorazione della fosfatasi alcalina.

2. Non utilizzare il siero di capra come blocco proteico. Non utilizzare
Background Eraser o Background Terminator.

Controllo di qualita:

Fare riferimento a Standard di qualita CLSI per la progettazione e
l'implementazione di saggi di immunoistochimica; Linea guida approvata-
Seconda edizione (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011«
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Controllo positivo del tessuto:

i materiali del controllo positivo esterno devono essere campioni freschi fissati,
processati e inclusi il prima possibile allo stesso modo dei campioni del
paziente. I controlli positivi dei tessuti sono indicativi di tessuti preparati
correttamente e tecniche di colorazione adeguate. In ogni sessione di
colorazione deve essere incluso un controllo positivo del tessuto esterno per
ogni serie di condizioni del test.

I tessuti utilizzati per i materiali di controllo positivo esterno devono essere
selezionati da campioni di pazienti con bassi livelli ben caratterizzati
dell'attivita target positiva che fornisce una colorazione positiva debole. II
basso livello di positivita per i controlli positivi esterni & concepito in modo da
garantire il rilevamento di sottili variazioni nella sensibilita dell'anticorpo
primario dovute a instabilita o problemi con la metodologia IHC. Vetrini o
campioni di controllo dei tessuti disponibili in commercio trattati in modo
diverso dai campioni del paziente convalidano solo le prestazioni del reagente
e non verificano la preparazione del tessuto.

I controlli dei tessuti positivi noti devono essere utilizzati solo per monitorare
il corretto funzionamento dei tessuti processati e dei reagenti del test,
piuttosto che come ausilio nella formulazione di una diagnosi specifica dei
campioni dei pazienti. Se i controlli positivi del tessuto non dimostrano una
colorazione positiva, i risultati con i campioni del test devono essere
considerati non validi.

Controllo negativo del tessuto:

utilizzare un controllo negativo del tessuto fissato, processato e incorporato
in modo identico ai campioni del paziente con ciascuna corsa di colorazione
per verificare la specificita dell'anticorpo primario IHC per dimostrazione
dell'antigene target e per fornire un'indicazione della specifica colorazione di
fondo (colorazione falsa positiva). Inoltre, la varieta di diversi tipi di cellule
presenti nella maggior parte delle sezioni di tessuto puo farlo essere utilizzati
dal laboratorio come siti di controllo negativo interno per verificare le
prestazioni dell'IHC specifiche. I tipi e le fonti dei campioni che possono
essere utilizzati per il tessuto negativo i controlli sono elencati nella sezione
Caratteristiche prestazionali.

Se si verifica una colorazione specifica (colorazione falsa positiva) nel
controllo del tessuto negativo, i risultati con i campioni dei pazienti devono
essere considerati non validi.

Controllo reagente negativo non specifico:

utilizzare un controllo reagente negativo non specifico al posto dell'anticorpo
primario con una sezione di ciascun campione del paziente per valutare la
colorazione non specifica e

consentire una migliore interpretazione della colorazione specifica nel sito
dell'antigene. Idealmente, un controllo reagente negativo contiene un
anticorpo prodotto e preparato (ovvero diluito alla stessa concentrazione
utilizzando lo stesso diluente) per l'uso allo stesso modo dell'anticorpo
primario ma non presenta alcuna reattivita specifica con i tessuti umani nella
stessa matrice/soluzione dell'anticorpo Biocare . Il diluente da solo pud
essere utilizzato come alternativa meno desiderabile ai controlli del reagente
negativo precedentemente descritti. Il periodo di incubazione per il controllo
negativo del reagente deve corrispondere a quello dell'anticorpo primario.

Quando si utilizzano pannelli di piu anticorpi su sezioni seriali, le aree di
colorazione negativa di un vetrino possono fungere da controllo di fondo del
legame negativo/non specifico per altri anticorpi. Per differenziare I'attivita
enzimatica endogena o il legame non specifico degli enzimi
dall'immunoreattivita specifica, & possibile colorare altri tessuti del paziente
esclusivamente con substrato-cromogeno o complessi enzimatici (PAP,
avidina-biotina, streptavidina) e substrato-cromogeno, rispettivamente.
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Verifica del dosaggio:
prima dell'uso iniziale di un anticorpo o di un sistema di colorazione in una

procedura diagnostica, l'utente deve verificare la specificita dell'anticorpo
testandolo su una serie di tessuti interni con caratteristiche di prestazione
immunoistochimiche note che rappresentano tessuti positivi € negativi noti.
Fare riferimento alle procedure di controllo qualita precedentemente
delineate in questa sezione del foglietto illustrativo e alle raccomandazioni
sul controllo qualita del programma di certificazione CAP: per
I'immunoistochimica e/o della linea guida NCCLS IHC=. Queste procedure di
controllo della qualita devono essere ripetute per ogni nuovo lotto di
anticorpo o ogni volta che si verifica un cambiamento nei parametri del test.
I tessuti elencati nella sezione Caratteristiche prestazionali sono adatti per la
verifica del dosaggio.

Risoluzione dei problemi:

seguire le raccomandazioni del protocollo specifico per I'anticorpo in base alla
scheda tecnica fornita. Se si verificano risultati atipici, contattare il supporto
tecnico di Biocare al numero 1-800-542-2002.

Interpretazione della colorazione:
il MACH 4 Universal AP Polymer Kit produce una reazione di colore rosso nei

siti dell'antigene localizzati dall'anticorpo primario. Prima dell'interpretazione
dei risultati dei pazienti, la colorazione dei controlli deve essere valutata da
un patologo qualificato. I controlli negativi vengono valutati e confrontati con
i vetrini colorati per garantire che qualsiasi colorazione osservata non sia il
risultato di interazioni non specifiche.

Controllo positivo del tessuto:

Il controllo positivo del tessuto colorato con I'anticorpo indicato deve essere
esaminato per primo per accertarsi che tutti i reagenti funzionino
correttamente. La colorazione appropriata delle cellule bersaglio (come
indicato sopra) & indicativa di una reattivita positiva. Se i controlli positivi del
tessuto non dimostrano una colorazione positiva, qualsiasi risultato con i
campioni del test deve essere considerato non valido.

1l colore del prodotto di reazione puo variare a seconda dei cromogeni del
substrato utilizzati. Fare riferimento agli inserti della confezione del substrato
per le reazioni cromatiche previste. Inoltre, la metacromasia pud essere
osservata nelle variazioni del metodo di colorazione.s

Quando si utilizza un colorante di contrasto, a seconda della durata
dell'incubazione e della potenza del colorante di contrasto utilizzato, il
colorante di contrasto risultera in una colorazione dei nuclei cellulari. Una
controcolorazione eccessiva 0 incompleta puo compromettere la corretta
interpretazione dei risultati. Fare riferimento ai protocolli per la colorazione
di contrasto consigliata.

Controllo del tessuto negativo:

il controllo del tessuto negativo deve essere esaminato dopo il controllo del
tessuto positivo per verificare la specificita della marcatura dell'antigene
target da parte dell'anticorpo primario. L'assenza di colorazione specifica nel
controllo negativo del tessuto conferma la mancanza di reattivita crociata
dell'anticorpo alle cellule/componenti cellulari. Se si verifica una colorazione
specifica (colorazione falsa positiva) nel controllo del tessuto esterno
negativo, i risultati con il campione del paziente devono essere considerati
non validi.

La colorazione aspecifica, se presente, di solito ha un aspetto diffuso.
Sporadiche colorazioni del tessuto connettivo possono essere osservate
anche in sezioni di tessuti eccessivamente fissati in formalina. Utilizzare
cellule intatte per l'interpretazione dei risultati della colorazione. Le cellule
necrotiche o degenerate spesso si colorano in modo aspecifico.
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Tessuto del paziente:

Esaminare i campioni dei pazienti colorati con I'anticorpo indicato Ultimo.
L'intensita della colorazione positiva deve essere valutata nel contesto di
qualsiasi colorazione di fondo aspecifica del controllo negativo del reagente.
Come con qualsiasi test immunoistochimico, un risultato negativo significa
che l'antigene non € stato rilevato, non che l'antigene era assente nelle
cellule/tessuti analizzati. Se necessario, utilizzare un pannello di anticorpi per
identificare reazioni false negative.

Fare riferimento a Riepilogo e spiegazione, limitazioni e caratteristiche
prestazionali per informazioni specifiche sull'immunoreattivita anticorpale
indicata.

Limitazioni: Limitazioni

generali:

1. Per in vitro (IVD)

2. Questo prodotto € solo per uso professionale: L'immunoistochimica &
un processo diagnostico in piu fasi che consiste in una formazione
specializzata nella selezione dei reagenti appropriati; selezione,
fissazione e lavorazione dei tessuti; preparazione del vetrino IHC; e
interpretazione dei risultati della colorazione.

3.  Da utilizzare solo su prescrizione medica. (Solo Rx)

4. La colorazione del tessuto dipende dalla manipolazione e
dall'elaborazione del tessuto prima della colorazione. La fissazione, il
congelamento, lo scongelamento, il lavaggio, [I'asciugatura, il
riscaldamento, il sezionamento o la contaminazione impropri con altri
tessuti o fluidi possono produrre artefatti, intrappolamento di anticorpi
o risultati falsi negativi. Risultati incoerenti possono essere dovuti a
variazioni nei metodi di fissazione e inclusione o a irregolarita
intrinseche all'interno del tessuto.=

5. Una controcolorazione eccessiva o incompleta pué compromettere la
corretta interpretazione dei risultati.

6. L'interpretazione clinica di qualsiasi colorazione positiva o negativa deve
essere valutata nel contesto della presentazione clinica, della
morfologia e di altri criteri istopatologici. L'interpretazione clinica di
qualsiasi colorazione positiva 0 negativa dovrebbe essere integrata da
studi morfologici che utilizzino controlli interni ed esterni positivi e
negativi appropriati, nonché altri test diagnostici. E responsabilita di un
patologo qualificato che abbia familiarita con I'uso corretto di anticorpi,
reagenti e metodi IHC per interpretare tutti i passaggi utilizzati per
preparare e interpretare la preparazione IHC finale.

7. Iprotocolli ottimali per un'applicazione specifica possono variare. Questi
includono, ma non sono limitati a, fissazione, metodo di recupero del
calore, tempi di incubazione, diluizione dell'anticorpo, spessore della
sezione di tessuto e kit di rilevamento utilizzato. Fare riferimento alle
istruzioni per l'uso dell'anticorpo primario e di altri reagenti ausiliari per
i protocolli e le condizioni d'uso consigliati. Le raccomandazioni ei
protocolli della scheda tecnica si basano sull'uso esclusivo dei prodotti
Biocare. In definitiva, € responsabilita dell'investigatore determinare le
condizioni ottimali.

8. Questo prodotto non & destinato all'uso in citometria a flusso. Le
caratteristiche prestazionali non sono state determinate per la
citometria a flusso.

9. Itessutidi persone infette dal virus dell'epatite B e contenenti I'antigene
di superficie dell'epatite B (HBsAg) possono presentare una colorazione
aspecifica con perossidasi di rafano.:

10. I reagenti possono mostrare reazioni impreviste in tessuti
precedentemente non testati. La possibilita di reazioni impreviste anche
nei gruppi di tessuti testati non puod essere completamente eliminata a
causa della variabilita biologica dell'espressione dell'antigene nelle

11. I sieri normali/non immuni dalla stessa fonte animale degli antisieri
secondari utilizzati nelle fasi di blocco possono causare risultati falsi
negativi o falsi positivi a causa di autoanticorpi o anticorpi naturali.

12. Risultati falsi positivi possono essere osservati a causa del legame non
immunologico delle proteine o dei prodotti di reazione del substrato.
Possono anche essere causati dall'attivita della pseudo perossidasi
(eritrociti), dall'attivita della perossidasi endogena (citocromo C) o dalla
biotina endogena (p. es., fegato, mammella, cervello, rene) a seconda
del tipo di immunocolorante utilizzato.

13. Un risultato negativo significa che I'antigene non €& stato rilevato, non
che I'antigene era assente nelle cellule o nei tessuti esaminati.

Limitazioni specifiche del prodotto:
nessuna limitazione aggiuntiva specifica del prodotto.

Caratteristiche prestazionali:

la colorazione & stata eseguita utilizzando i protocolli forniti nelle istruzioni
per l'uso specifiche dell'anticorpo o come specificato. La sensibilita e la
specificita della colorazione sono state valutate in una gamma di tipi di
tessuto normale e neoplastico valutati durante lo sviluppo di anticorpi primari.

Riproducibilita:

la riproducibilita dei sistemi di rilevamento e dei reagenti di sistema di Biocare
viene verificata attraverso una misurazione di precisione intermedia in cui
vari lotti di reagenti sono stati testati per un lungo periodo di tempo
utilizzando vari operatori, analisti, lotti di reagenti, campioni di tessuto e
attrezzature. La colorazione ottenuta per ciascun reagente di rilevamento
valutato era coerente ed eseguita come previsto.

Risoluzione dei problemi:

1. Nessuna colorazione dei vetrini — Verificare che siano stati utilizzati
tessuto di controllo positivo appropriato, anticorpi e prodotti di
rilevamento. Verificare la rimozione incompleta o impropria della cera o
il pretrattamento.

2. Colorazione debole di tutti i vetrini — Verificare che siano stati utilizzati
tessuto di controllo positivo appropriato, anticorpi e prodotti di
rilevamento.

3. Fondo eccessivo di tutti i vetrini — Potrebbero esserci livelli elevati di
biotina endogena (se si utilizzano prodotti di rilevamento a base di
biotina), attivita HRP endogena che converte il cromogeno in prodotto
finale colorato (utilizzare il blocco della perossidasi) o eccesso di
interazione proteica non specifica (utilizzare una proteina blocco, come
una soluzione bloccante a base di siero o caseina).

4. Le sezioni di tessuto si lavano via dai vetrini durante l'incubazione —
Controllare i vetrini per assicurarsi che siano caricati positivamente.

5. Colorazione specifica troppo scura: controllare il protocollo per
determinare se al vetrino & stato applicato il titolo anticorpale corretto,
nonché i tempi di incubazione corretti per tutti i reagenti. Inoltre,
assicurarsi che il protocollo abbia passaggi di lavaggio sufficienti per
rimuovere i reagenti in eccesso dopo il completamento delle fasi di
incubazione.

Riferimenti:

1. Kiernan JA. Histological and Histochemical Methods: Theory and Practice.
New York: Pergamon Press 1981.

2. Sheehan DC and Hrapchak BB. Theory and Practice of Histotechnology.
St. Louis: C.V. Mosby Co. 1980.

3. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988: Final Rule, 57 FR
7163, February 28, 1992.

4. Shi S-R, Cote RJ, Taylor CR. J Histotechnol. 1999 Sep;22(3):177-92.

neoplasie o in altri tessuti patologici.= Contattare il supporto tecnico di 5. Taylor CR, et al. Biotech Histochem. 1996 Jan;71(5):263-70.

Biocare al numero 1-800-542-2002, o tramite le informazioni di 6. Center for Disease Control Manual. Guide: Safety Management, NO.

supporto tecnico fornite su biocare.net, con reazioni impreviste CDC-22, Atlanta, GA. April 30, 1976 "Decontamination of Laboratory Sink

documentate. Drains to Remove Azide Salts.
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Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections; Approved
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Immunohistochemistry. Northfield IL. Http://www.cap.org (800) 323-
4040.

12. O’Leary TJ, Edmonds P, Floyd AD, Mesa-Tejada R, Robinowitz M, Takes
PA, Taylor CR. Quality assurance for immunocytochemistry; Proposed
guideline. MM4-P. National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). Wayne, PA. 1997;1-46.

13. Koretzik K, Lemain ET, Brandt I, and Moller P. Metachromasia of 3-
amino-9-ethylcarbazole (AEC) and its prevention in Immunoperoxidase
techniques. Histochemistry 1987; 86:471-478.

14. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the techniques and its
pitfalls. Lab Med 1983; 14:767.

15. 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. AmJ Clin Path 1980; 73:626.

16. Herman GE and Elfont EA. The taming of immunohistochemistry: the new
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Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Paredzétais lietojums:
In vitro diagnostikai

MACH 4 universalais AP poliméru komplekts ir paredzéts lietoSanai manualos
vai automatizétos imunhistokimijas (IHC) krasoSanas protokolos, izmantojot
sarmainas fosfatazes (AP) poliméru vienas vai divu soju uzklasanas metodi.
Sis mikropoliméru noteikSanas komplekts ir paredzéts peles IgG un IgM
un/vai trusu IgG primaro antivielu noteikSanai, kas saistitas ar mérka
antigéniem formalina fiksetos, parafina iestradatos (FFPE) audos IHC
krasoSanas procesa laika. Jebkuras iekrasoSanas vai tas neesamibas kliniska
interpretacija japapildina ar morfologiskiem pétijumiem un atbilstosam
kontrolém, un ta janoverté pacienta kliniskas vestures un citu diagnostisko
testu konteksta, ko veic kvalificéts patologs.

Kopsavilkums un skaidrojums:

MACH 4 universalais AP poliméru komplekts ir izstradats, izmantojot
vienpakapju vai divpakapju metodi, lai noteiktu pelu un/vai trusu primaras
antivielas, veidojot antivielu-enzimu kompleksu. P&c tam So kompleksu
vizualiz€, izmantojot atbilstosu substratu/hromogénu. Vienpakapes metodé
tiek uzklata sekundara antiviela, kas ir tiesi saistita ar mikropoliméru,
savukart divpakapju metodé sekundara antiviela tiek nemarkéta, un secigi
tiek uzklats papildu ar enzimu saistits poliméru iezZiméts readents. Divpakapju
metode ir paredzéta, lai pastiprinatu noteikS8anu zemas ekspresijas antigénu
gadijumos. Ieklauts ar vienu vai vairakiem $adiem ASV patentiem. Nr.6 686
461; 6 800 728; 7 102 024; 7 173 125; 7 462 689.

Procediiras princips:

S0 mikropoliméru noteikSanas komplektu var izmantot formaling fiksétu,
parafina iestradatu audu sekciju imtnhistokimiskaja testéSana. Kopuma
iminhistokimiska (IHC) kraso$anas metodes lauj vizualizét antigénus, secigi
pielietojot a specifiska antiviela pret antigénu (primara antiviela), sekundara
antiviela pret primaro antivielu (neobligata saite antiviela/zonde), enzZimu
komplekss un hromogéns substrats ar starplikam mazgasanas soliem.
Hrogéna fermentativa aktivizéSana rada redzamu reakcijas produktu
antigéna vieta. PEc tam paraugu var iekrasot un noslidét vaku. Rezultati tiek
interpretéti, izmantojot gaismu mikroskopu un paliglidzekli patofiziologisko
procesu diferencialdiagnoze, kas var vai var nebut saistits ar noteiktu
antigénu.

Materiali un metodes:
Sniegtie reagenti:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x 100 mL
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1x20mL

skidinasana, sajauksana, atskaidisana, titrésana:

Mikropoliméru noteikSanas komplekta reagents(-i) ir optimizéti un gatavi
lietoSanai kopa ar Biocare antivielam un paligreagentiem. Nav nepiecieSama
skidinaSana, sajauksana, atSkaidiSana vai titréSana.

Zinamais pielietojums:
iminhistokimija (formalina fikséti parafina iestradati audi)

Sugas Reaktivitate:
PeJu un trusu IgG smagas un vieglas kédes

Piegadats ka:

MACH 4 universala AP zonde — UP536

Buferéts sals skidums, pH 7,2-7,4, kas satur aproteina nesgju un mazak
neka 0,1% natrija azida konservantu. Papildinformaciju skatiet drosibas
datu lapa.

MACH 4 universals AP polimérs — MRAP536

Buferéts sals skidums, pH 7,6-7,8, kas satur aproteina nesgju un mazak
neka 0,01% ProClin 300 un/vai mazak neka 0,5% ProClin 950 ka
konservantu. Papildinformaciju skatiet droSibas datu lapa.

Materiali un reagenti, kas nepiecieSami, bet nav ieklauti komplektacija:
mikroskopa priekSmetstiklini, pozitivi Iadéti

Pozitiva un negativa audu kontrole

TuksneSa kamera* vai lidziga zavésanas krasns (péc izveles)
Ksilola vai ksilola aizstaj€js

Etanols vai readenta spirts

Decloaking kamera* vai lidziga spiediena katls (péc izvéles)
Dejonizéts vai destiléts Gdens

Mazgasanas buferis*

PriekSapstrades readenti* (péc izvéles)

Fermentu sagremosana* (péc izveles)

Peroksidazes bloks* (péc izveles)

Proteina bloks* (péc izvéles)

Primara antiviela*

Negativie kontroles readenti*

*

Hematoksilins* (pretkrasojums)

ZiloSanas readents*

Montazas vide*

Segstikla

gaismas mikroskops (40-400x palielinajums)

* Biocare Medical Products: skatiet Biocare Medical timekla vietni, kas
atrodas http://biocare.net, lai iegitu papildinformaciju par kataloga
numuriem un pasttiSanu. Dazi ieprieks uzskaititie readenti ir balstiti uz ipasu
pielietojumu un izmantoto noteikSanas sistému.

Uzglabasana un stabilitate:

Uzglabat temperatiira no 2°C lidz 8°C. Uzglabajot Sados apstaklos, produkts
ir stabils lidz deriguma terminam, kas uzdrukats uz flakona etiketes. Nelietot
péc deriguma termina beigam. Uzglabasana citos apstaklos, iznemot
noraditos, ir japarbauda. Komplekta readents(-i) ir gatavs(-i) lietosanai, un
tos nedrikst atSkaidit. Biocare nav noteikusi lietotdja atSkaidita reagenta
stabilitati.
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Pozitivas un negativas kontroles javeic vienlaikus ar visiem pacienta
paraugiem. Ja tiek novérota neparedzéta iekrasosanas, ko nevar izskaidrot
ar atskirlbam laboratorijas procediras, un ir aizdomas par problému ar
antivielu, sazinieties ar Biocare tehnisko atbalstu pa talruni 1-800-542-2002
vai izmantojot tehniska atbalsta informaciju, kas sniegta vietné biocare.net.

Paraugu sagatavosana:

Formalina fikséti audi ir pieméroti lietosanai pirms parafina iestradasanas.
Kaulu audi pirms audu apstrades ir jaatkalko, lai atvieglotu audu grieSanu un
novérstu mikrotomu asmenu bojajumus.:

Pareizi fikséti un iestradati audi, kas ekspresé noradito antigéna mérki,
jauzglaba vésa vieta. 1988. gada Kliniskas laboratorijas uzlabosanas likuma
(CLIA) 42. CFR §493.1259(b) ir noteikts, ka “laboratorijai ir jasaglaba
iekrasotie priekSmetstiklini vismaz desmit gadus no datuma, kad parbaudi un
saglaba paraugu blokus vismaz divus gadus no parbaudes datuma.:

Audu apstrade pirms krasosanas:

veiciet siltuma izraisitu epitopu izgisanu (HIER) saskana ar talak ieteikto
protokolu. Ir pieradits, ka regulara HIER lietoSana pirms IHC samazina
nekonsekvenci un standartizé krasosanu. +s

Bridinajums un piesardzibas pasakumi:

1. Komplekta reagents(-i) satur mazak par 0,1% natrija azida. Koncentracijas,
kas ir mazakas par 0,1%, nav zinojami bistami materiali saskana ar US 29
CFR 1910.1200, OSHA Hazard communication un EK Direktivu 91/155/EK.
Natrija azids (NaN.), ko izmanto ka konservantu, ir toksisks, ja tiek norits.
Natrija azids var reagét ar svina un vara santehniku, veidojot loti
spradzienbistamus metalu azidus. P&c likvidésanas izskalojiet ar lielu Gdens
daudzumu, lai novérstu azida uzkrasanos santehnika. (Slimibu kontroles
centrs, 1976. gads, Nacionalais Darba drosibas un veselibas institiits, 1976.)
2. Komplekta readenti satur mazak par 0,05% ProClin 300 un/vai mazak par
1% ProClin 950. Valkajiet cimdus un aizsargtérpu un ieverojiet sapratigus
piesardzibas pasakumus, rikojoties, jo ProClin ir klasificéts ka kairinoss un var
izraisit adas kontakta sensibilizaciju. Izvairieties no saskares ar acim, adu un
glotadam.

3. Rikojieties ar cilvéku vai dzivnieku izcelsmes materialiem ka potenciali
biologiski bistamiem un atbrivojieties no Sadiem materialiem, ievérojot
atbilstosus piesardzibas pasakumus. Iedarbibas gadijuma ievérojiet atbildigo
iestazu noradijumus par veselibuy, ja tas tiek lietots.

4. Paraugi pirms un péc fiksacijas un visi tiem paklautie materiali ir jarikojas
ta, it ka tie varétu parnésat infekciju, un tie jaiznicina, ievérojot atbilstosus
piesardzibas pasakumus. Nekad nepipegjiet reagentus iekskigi un izvairieties
no saskares ar adu un glotadam ar reagentiem un paraugiem. Ja reagenti vai
paraugi nonak saskaré ar jutigam zonam, nomazgajiet ar lielu Udens
daudzumu.»

5. Readentu mikrobu piesarnojums var izraisit nespecifiskas krasoSanas
palielinasanos.

6. Inkubacijas laiki vai temperatira, kas nav noradita, var sniegt kludainus
rezultatus. Lietotajam ir jaapstiprina visas $adas izmainas.

7. Nelietot reagentu péc deriguma termina beigam, kas noradits uz flakona.
8. Mikropoliméru noteikSanas komplekta reagents(-i) ir optimizéti un gatavi
lietoSanai ar Biocare antivielam un paligreagentiem. Ieteiktos lietoSanas
protokolus un nosacijumus skatiet primaro antivielu un citu paligreagentu
lietoSanas instrukcijas.

9. Ievérojiet viet&jo un/vai valsts iestazu prasibas par iznicinasanas metodi.
10. SDS ir pieejams péc pieprasijuma un atrodas http://biocare.net.

11. Zinojiet par visiem nopietniem ar So ierici saistitiem incidentiem,
sazinoties ar viet€jo Biocare parstavi un attiecigas dalibvalsts vai valsts, kura
atrodas lietotajs, kompetento iestadi.
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Sis mikropoliméru noteikanas komplekts satur sastavdalas, kas klasificétas,
ka noradits talak esosaja tabula saskana ar Regulu (EK) Nr. 1272/2008.

Apdraudéjums Code Bistamibas pazinojums

H317 Var izraisit alerdisku adas reakciju.

Kaitigs tdens organismiem.
Kaitigs tdens organismiem ar
ilgstoSam sekam.

H402

N/A H412

LietoSanas instrukcijas:

Mikropoliméru noteikSanas komplekta readents(-i) ir optimizéts(-i) un gatavs
lietoSanai kopa ar Biocare antivielam un paligreagentiem. Ieteiktos lietoSanas
protokolus un nosacijumus skatiet primaro antivielu un citu paligreagentu
lietoSanas instrukcijas. Inkubacijas laiki un temperatiiras mainisies atkariba
no konkréta antivielu protokola.

Izmantojot automatizétu krasosanas instrumentu, skatiet konkréta
instrumenta lietotdja rokasgramatu un lietosanas instrukcijas darbibas
parametriem.

Visparigi procediras soli IHC veikSanai:

1. DeparafinéSana: deparafingjiet priekSmetstiklinus Slide Brite vai ksilola.
Hidrgjiet priekSmetstiklinus vairakos Skirotos spirtos lidz Gdenim.

2. Peroksida bloks (péc izvéles): blok&jiet 5 minutes ar peroksidetu 1.

3. PriekSapstrades skidums/protokols: Ilidzu, skatiet attiecigo primaro
antivielu datu lapu, lai uzzingtu par ieteicamo pirmapstrades skidumu un
protokolu.

4. Proteina bloks (péc izveles): inkubgjiet 5-10 mindtes istabas temperattra
(RT) ar Background Punisher.

5. Primara antiviela: Itdzu, skatiet attiecigo primaro antivielu datu lapu, lai
uzzinatu inkubacijas laiku.

6. Zonde (tikai peles antivielam): inkubg&jiet 5-15 mindtes RT ar MACH 4
universalo AP zondi.

7. Polimérs: inkubgjiet 10-20 mindtes peles antivielam vai 30 mindtes trusu
antivielam istabas temperatira ar MACH 4 MR AP poliméru.

8. Hromogéns: inkubé 5 minites RT ar Warp Red.

9. Pretkrasojums: pretkrasojums ar hematoksilinu. Noskalo ar dejonizétu
tdeni. Uzklajiet Tacha's Bluing Solution 1 minati. Noskalo ar dejoniz&tu tdeni.

Tehniskas piezimes:

1. Izmantojiet TBS tikai mazgasanas posmiem. PBS mazgasanas buferi kavé
sarmainas fosfatazes krasosanos.

2. Neizmantojiet kazas serumu ka proteina bloku. Neizmantojiet Background
Eraser vai Background Terminator.

Kvalitates kontrole:

skatiet CLSI kvalitates standartus imunhistokimijas testu izstradei un
ievieSanai; Apstiprinats vadliniju otrais izdevums (I/LA28-A2) CLSI Wayne,
PA USA (www.clsi.org). 2011

Pozitivo audu kontrole:

aréjiem pozitivas kontroles materialiem jabut svaigiem paraugiem, kas fikseti,
apstradati un péc iespgjas atrak iestradati tada pasa veida ka pacienta
paraugs(-i). Pozitiva audu kontrole liecina par pareizi sagatavotiem audiem
un pareizam krasoSanas metodém. Katra krasoSanas cikla jaieklauj viena
pozitiva aréja audu kontrole katrai testa apstak|u kopai.

Ar&jiem pozitivas kontroles materialiem izmantotie audi jaizvélas no pacientu
paraugiem ar labi raksturotu zemu pozitivas mérka aktivitates [imeni, kas
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rada vaju pozitivu krasojumu. Zemais pozitivitates limenis arg&jam pozitivajam
kontrolém ir izstradats ta, lai nodroSinatu smalku primaro antivielu jutibas
izmainu noteikSanu no nestabilitates vai problemam ar IHC metodologiju.
Tirdznieciba pieejamie audu kontroles priekSmetstiklini vai paraugi, kas
apstradati atskirigi no pacienta parauga(-iem), apstiprina tikai readenta
darbibu un neparbauda audu sagatavosanu.

Zinamas pozitivas audu kontroles ir jaizmanto tikai apstradato audu un testa
reagentu pareizas darbibas uzraudzibai, nevis ka paliglidzeklis konkrétas
pacienta paraugu diagnozes formuléSana. Ja pozitivas audu kontroles
neizdodas uzradit pozitivu iekrasoanos, testa paraugu rezultati jauzskata par
nederigiem.

Negativo audu kontrole:

izmantojiet negativo audu kontroli, kas fikséta, apstradata un iestradata
identiski pacienta paraugam(-iem) katra krasosanas cikla, lai parbauditu IHC
primaras antivielas specifiskumu. mérka antigéna demonstrésana un sniegt
noradi par specifisku fona krasojumu (viltus pozitiva krasosana). Ari dazadu
stinu tipu dazadiba, kas atrodas lielakaja daja audu sekciju, var laboratorija
izmantos ka ieks€jas negativas kontroles vietas, lai parbauditu IHC darbibu
specifikacijas. Paraugu veidi un avoti, ko var izmantot negativiem audiem
vadiklas ir uzskaititas sadala Veiktsp&jas raksturlielumi.

Ja negativaja audu kontrolé notiek specifiska iekrasosanas (viltus pozitiva
iekrasosanas), pacienta paraugu rezultati jauzskata par nederigiem.

Nespecifiska negativa readenta kontrole:

izmantojiet nespecifisku negativu reagenta kontroli primaras antivielas vieta
ar katra pacienta parauga sekciju, lai novértétu nespecifisku iekrasoSanos un
lautu labak interpretét specifisko krasojumu antigéna vieta. Ideala gadijuma
negativa reagenta kontrole satur antivielu, kas raZota un sagatavota (ti,
atSkaidita Iidz tadai paSai koncentracijai, izmantojot to pasu Skidinataju)
lietoSanai tada pasa veida ka primara antiviela, bet tai nav specifiskas
reaktivitates ar cilvéka audiem taja pasa matrica/skiduma ka Biocare
antiviela. . AtSkaiditaju vienu pasu var izmantot ka mazak vélamo alternativu
iepriek$ aprakstitajam negativajam readentu kontrolém. Negativa reagenta
kontroles inkubacijas periodam jaatbilst primaras antivielas inkubacijas
periodam.

Ja serijveida sekcijas tiek izmantoti vairaku antivielu paneli, viena
priekSmetstiklina  negativi  iekrasotie  apgabali var kalpot ka
negativa/nespecifiska saistiSanas fona kontrole citam antivielam. Lai atSkirtu
endogéno enzimu aktivitati vai nespecifisku enzimu saistisanos no specifiskas
imunreaktivitates, papildu pacienta audus var iekrasot tikai ar substrata-
hromogéna vai enzimu kompleksiem (PAP, avidins-biotins, streptavidins) un
substrata-hromogénu, attiecigi.

Testa parbaude:

pirms antivielas vai krasoSanas sistémas sakotn&jas izmantoSanas
diagnostikas procedira, lietotajam japarbauda antivielas specifika,
parbaudot to uz vairakiem iekS&jiem audiem ar zinamiem imunhistokimiskas
veiktsp€jas raksturlielumiem, kas atspogulo zinamus pozitivus un negativus
audus. Skatiet kvalitates kontroles procediras, kas ieprieks izklastitas Saja
produkta ievietojuma sadala, un kvalitates kontroles ieteikumus CAP
sertifikacijas programma: imanhistokimijai un/vai NCCLS IHC vadlinijame. Sis
kvalitates kontroles procediras jaatkarto katrai jaunai antivielu partijai vai
ikreiz, kad notiek izmainas testa parametros. Testa parbaudei ir pieméroti
audi, kas noraditi sadala Veiktsp&jas raksturojums.

Traucéjummeklésana:

ievérojiet antivielu specifiska protokola ieteikumus saskana ar sniegto datu
lapu. Ja rodas netipiski rezultati, sazinieties ar Biocare tehnisko atbalstu pa
talruni 1-800-542-2002.
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Krasosanas interpretacija:

MACH 4 universalais AP poliméru komplekts rada sarkanas krasas reakciju
antigéna vietas, ko lokaliz€ primara antiviela. Pirms pacienta rezultatu
interpretacijas kvalificEtam patologam ir janovérté kontroles iekrasoSanas.
Negativas kontroles tiek novértétas un salidzinatas ar iekrasotajiem
priekSmetstikliniem, lai nodroSinatu, ka novérota iekrasosanas nav
nespecifiskas mijiedarbibas rezultats.

Pozitiva audu kontrole:

Vispirms ir japarbauda pozitiva audu kontrole, kas iekrasota ar noradito
antivielu, lai parliecinatos, ka visi reagenti darbojas pareizi. Atbilstosa mérka
stinu krasoSana (ka noradits ieprieks) liecina par pozitivu reaktivitati. Ja
pozitivas audu kontroles neizdodas uzradit pozitivu iekrasoSanos, visi testa
paraugu rezultati jauzskata par nederigiem.

Reakcijas produkta krasa var atskirties atkariba no izmantotajiem substrata
hromogéniem. Paredzamas krasu reakcijas skatiet substrata iepakojuma
lappusés. Turklat metahromaziju var novérot krasoSanas metodes
variacijas.»

Ja tiek izmantots pretkrasojums, atkariba no inkubacijas ilguma un izmantota
pretkrasojuma stipruma, pretkrasosana izraisis Stnu kodolu iekrasosanos.
Parmériga vai nepilniga pretkrasoSana var apdraudét pareizu rezultatu
interpretaciju. Skatiet protokolu(-s), lai uzzinatu par ieteicamo pretkrasosanu.

Negativo audu kontrole:

Negativa audu kontrole ir japarbauda péc pozitivas audu kontroles, lai
parbauditu primaras antivielas mérka antigéna markésanas specifiku.
Specifiskas iekrasosanas trlikums negativaja audu kontrolé apstiprina
antivielu krusteniskas reaktivitates triikumu pret Stinam/$nu komponentiem.
Ja negativa ar&ja audu kontrol€é notiek specifiska iekrasosanas (viltus pozitiva
iekraso$anas), pacienta parauga rezultati jauzskata par nederigiem.

Nespecifiska krasosana, ja tada ir, parasti ir izkliedéta. Sporadisku saistaudu
iekrasoSanos var novérot ari sekcijas no parmérigi formalina fiksétiem
audiem. Krasosanas rezultatu interpretacijai izmantojiet neskartas Stnas.
Nekrotiskas vai degenerétas Siinas biezi krasojas nespecifiski.

Pacienta audi:

Parbaudiet pacientu paraugus, kas iekrasoti ar noraditajam antivielam
Peédgjais. Pozitiva krasoSanas intensitate janovérté saistiba ar jebkuru
nespecifisku negativa reagenta kontroles fona krasojumu. Tapat ka ar
jebkuru iminhistokimisko testu, negativs rezultats nozimé, ka antigéns nav
konstatéts, nevis antigéna nebija parbauditajas Slnas/audiem. Ja
nepiecieSams, izmantojiet antivielu paneli, lai identificétu viltus negativas
reakcijas.

Lai iegutu specifisku informaciju par noradito antivielu imunreaktivitati,
skatiet kopsavilkumu un skaidrojumu, ierobezojumus un veiktsp&jas
raksturlielumus.

IerobeZojumi:

Visparigi ierobezojumi:

1. tikai In vitro diagnostikai (IVD)

2. profesionalai lietosanai: Iminhistokimija ir daudzpakapju diagnostikas
process, kas sastav no specializétas apmacibas atbilstosu reagentu
izvélg; audu atlase, fiksacija un apstrade; IHC priekSmetstiklina
sagatavosana; un krasoSanas rezultatu interpretacija.

3. LietoSanai tikai péc arsta receptes. (Tikai Rx)

4. Audu krasosana ir atkariga no audu apstrades un apstrades pirms
krasosanas. Nepareiza fiksacija, sasaldésana, atkausésana, mazgasana,
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10.

11.

12.

13.

Zavésana, karsésana, sadalisana vai piesarnosana ar citiem audiem vai
Skidrumiem var radit artefaktus, antivielu slazdoSanu vai viltus
negativus rezultatus. Nekonsekventi rezultati var bit fiksacijas un
iegulSanas metozu atskiribu d€] vai audos raksturigu nelidzenumu dél.=
Parmériga vai nepilniga pretkrasoSana var apdraudét pareizu rezultatu
interpretaciju.

Jebkuras pozitivas vai negativas iekrasoSanas kliniska interpretacija
janovérté kliniska attéla, morfologijas un citu histopatologisku kritériju
konteksta. Jebkuras pozitivas vai negativas iekrasosanas kliniska
interpretacija japapildina ar morfologiskiem pétijumiem, izmantojot
atbilstosus pozitivos un negativos iekS€jos un aréjos kontroles testus,
ka ari citus diagnostikas testus. Kvalificéts patologs, kurs ir iepazinies
ar pareizu IHC antivielu, reagentu un metoZzu lietosanu, ir atbildigs, lai
interpretétu visas darbibas, kas izmantotas, lai sagatavotu un
interpretétu galigo IHC preparatu.

Optimalie protokoli konkrétai lietojumprogrammai var atskirties. Tie
ietver (bet ne tikai) fiksaciju, siltuma iegtiSanas metodi, inkubacijas
laikus, antivielu atSkaidiSanu, audu sekcijas biezumu un izmantoto
noteikSanas komplektu. Ieteiktos lietoSanas protokolus un nosacijumus
skatiet primaro antivielu un citu paligreadgentu lietoSanas instrukcijas.
Datu lapas ieteikumi un protokoli ir balstiti uz ekskluzivu Biocare
produktu izmantosanu. Galu gala pétnieka pienakums ir noteikt
optimalos apstak]us.

Sis produkts nav paredzéts izmantoSanai pllismas citometrija. Plismas
citometrijas veiktsp€&jas raksturlielumi nav noteikti.

Audos no personam, kas inficEtas ar B hepatita virusu un satur B
hepatita virsmas antigénu (HBsAg), var bit nespecifiska iekrasosanas
ar marrutku peroksidazi.s

Reagenti var paradit negaiditas reakcijas ieprieks neparbauditos audos.
Negaiditu reakciju iesp&jamibu pat parbauditajas audu grupas nevar
pilniba novérst antigénu ekspresijas biologiskas variabilitates dél
jaunveidojumos vai citos patologiskos audos.: Sazinieties ar Biocare
tehnisko atbalstu pa talruni 1-800-542-2002 vai izmantojot tehniska
atbalsta informaciju, kas sniegta vietné biocare.net, noradot
dokumentetu(-am) negaiditu(-am) reakciju(-am).

Normali/neimlinie serumi no ta paSa dzivnieku izcelsmes avota ka
sekundarie antiserumi, ko izmanto blokéSanas posmos, var izraisit
kltidaini negativus vai kludaini pozitivus rezultatus autoantivielu vai
dabisko antivielu dé].

Kladaini pozitivus rezultatus var redzét proteinu vai substrata reakcijas
produktu neimunologiskas saistiSanas dél. Tos var izraisit ari
pseidoperoksidazes aktivitate (eritrociti), endogéna peroksidazes
aktivitate (citohroms C) vai endogéns biotins (pieméram, aknas, krits,
smadzenes, nieres) atkariba no izmantota iminkrasas veida.
Negativs rezultats nozimé, ka antigéns nav konstatéts, nevis to, ka
parbauditajas s$inas vai audos antigéna nebija.

Produkta specifiskie ierobezojumi:

nav papildu produktu specifisku ierobeZojumu.

Veiktspéjas raksturojums:

Krasosana tika veikta,

izmantojot protokolus, kas sniegti antivielu

specifiskajas lietoSanas instrukcijas vai ka noradits. Krasosanas jutigums un
specifiskums tika novertéts dazados normalos un neoplastiskos audu veidos,
kas tika novértéti primaro antivielu veidosanas laika.

Reproducé&jamiba:

Biocare noteikSanas sistému un sistémas reagentu reproducg&jamiba tiek
parbaudita, veicot vidéjas precizitates mérijumu, kura dazadas reagentu
partijas tika parbauditas ilgaka laika perioda, izmantojot dazadus operatorus,
analitikus, reagentu partijas, audu paraugus un aprikojumu. Katram
novértétajam noteikSanas reagentam iegita krasosana bija konsekventa un
tika veikta, ka paredzéts.
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Problému novérsana:

1.

priekSmetstiklini nav iekrasoti — parbaudiet, lai noteiktu, vai ir izmantoti
atbilstosi pozitivas kontroles audi, antivielas un noteikSanas produkti.
Parbaudiet, vai vaska nonemsana vai pirmapstrade nav veikta pilniba
vai nepareizi.

Vaja visu priekSmetstiklinu krasosana — parbaudiet, lai noteiktu, vai ir
izmantoti atbilstosi pozitivas kontroles audi, antivielas un noteikSanas
produkti.

Parmérigs visu priekSmetstiklinu fons — var biit augsts endogéna
biotina limenis (ja izmanto noteikSanas produktus uz biotina bazes),
endogéna HRP aktivitate, kas parvérS hromogénu krasaina
galaprodukta (izmantojiet peroksidazes bloku) vai parmériga
nespecifiska proteina mijiedarbiba (izmantojiet proteinu). blokadi,
pieméram, blokgjoss skidums uz seruma vai kazeina bazes).

Audu sekcijas nomazga priekSmetstiklinus inkubacijas laika -
parbaudiet priekSmetstiklinus, lai parliecinatos, ka tie ir pozitivi uzladéti.
Ipasa kraso$anas ir parak tum3a — parbaudiet protokolu, lai noteiktu,
vai priekSmetstikliniem ir piemérots pareizs antivielu titrs, ka ari pareizu
visu readentu inkubacijas laiku. Turklat parliecinieties, ka protokola ir
pietiekami daudz mazgasanas solu, lai péc inkubacijas darbibu
pabeigSanas nonemtu liekos reagentus.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
M4U536G 6.0 mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Paskirtis:

In vitro diagnostikai

MACH 4 universalus AP polimery rinkinys skirtas naudoti rankiniu arba
automatiniu  imunohistochemijos (IHC) dazymo protokolu, naudojant
éarminés fosfatazés (AP) polimero vieno arba dviejy pakopy taikymo metoda.
Sis mikropolimero aptikimo rinkinys skirtas pelés IgG ir IgM ir (arba) triusio
IgG pirminiams antikinams, susietiems su tiksliniais antigenais formalinu
fiksuotuose, parafinu jterptuose (FFPE) audiniuose IHC dazymo proceso metu,
aptikti. Klinikinj bet kokio dazymo ar jo nebuvimo aiskinimg turéty papildyti
morfologiniai tyrimai ir tinkama kontrolé, o kvalifikuotas patologas turi
jvertinti paciento klinikine istorijg ir kitus diagnostinius tyrimus.

Santrauka ir paaiskinimas:

MACH 4 universalus AP polimery rinkinys sukurtas naudojant vieno arba
dviejy pakopy metoda, skirtg pelés ir (arba) triusio pirminiams antikiinams
aptikti, kad susidaryty antikdino ir fermento kompleksas. Tada Sis kompleksas
vizualizuojamas naudojant atitinkamg substratg / chromogena. Taikant vieno
etapo metodg, naudojamas antrinis antikiinas, tiesiogiai susietas su
mikropolimeru, o taikant dviejy pakopy metodg, antrinis antiklinas yra
nezymeétas, o papildomas fermentu susietas polimeras paZzymétas reagentas.
Dviejy pakopy metodas yra skirtas sustiprinti aptikimg mazai ekspresuojanciy
antigeny atvejais. Apima vieng ar daugiau i$ Siy JAV patenty. Nr. 6 686 461;
6 800 728; 7 102 024; 7,173,125; 7 462 689.

Procediiros principas:

Sis mikropolimero aptikimo rinkinys gali bati naudojamas formalinu fiksuoty,
parafinu jterpty audiniy pjaviy imunohistocheminiams tyrimams. Apskritai
imunohistocheminis (IHC) dazymo metodai leidZia vizualizuoti antigenus
nuosekliai taikant a specifinis antikiinas pries antigeng (pirminis antikiinas),
antrinis antiklinas prie$ pirminj antiking (neprivalomas antikiinas/zondas),
fermenty kompleksas ir chromogeninis substratas su tarpinémis plovimo
etapais. Dél fermentinio chromogeno aktyvavimo antigeno vietoje susidaro
matomas reakcijos produktas. Tada méginys gali biiti nudazytas ir dangtis
nuslysta. Rezultatai interpretuojami naudojant lempute mikroskopu ir
pagalba diferencinei patofiziologiniy procesy diagnostikai, kurie gali arba gali
biti nesusije su konkreCiu antigenu.

metodai
reagentai

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume

MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1 x20 mL

Atskiedimas, maiSymas, skiedimas, titravimas:

Mikropolimero aptikimo rinkinio reagentas (-ai) yra optimizuotas (-i) ir
paruostas naudoti su Biocare antikiinais ir pagalbiniais reagentais. Atskiesti,
maisyti, skiesti ar titruoti nereikia.

Zinomas pritaikymas:
imunohistochemija (formalinu fiksuoti parafinu jterpti audiniai)

Rusis Reaktyvumas:
Pelés ir triusio IgG sunkiosios ir lengvosios grandinés

Tiekiamas kaip:

MACH 4 universalus AP zondas — UP536

Buferinis druskos tirpalas, pH 7,2-7,4, kuriame yra aproteino nesiklio ir
maziau nei 0,1 % natrio azido konservanto. Daugiau informacijos rasite
saugos duomeny lape.

MACH 4 universalus AP polimeras — MRAP536

Buferinis druskos tirpalas, pH 7,6-7,8, kuriame yra aproteino nesiklio ir
maziau nei 0,01% ProClin 300 ir (arba) maziau nei 0,5% ProClin 950 kaip
konservantas. Daugiau informacijos rasite saugos duomeny lape.

reagentai:

mikroskopo stikleliai, teigiamai jkrauti
Teigiami ir neigiami audiniy kontroliniai
Dykumos

ir

* arba panaSiai

kamera

Plovimo buferis*

ISankstinio apdorojimo reagentai* (neprivaloma)
Virskinimas fermentais* (nebdtina)
Peroksidazes blokas* (nebdtina)
Baltymy blokas* (nebiitina)

Pirminis antiklinas*

Neigiami kontroliniai reagentai*
Chromogenai*

Hematoksilinas* (prie$ dazai)
Pamélynavimo reagentas*

Montavimo terpé*

Dengiamasis stiklas

Mikroskopas (40—400 karty padidinimas)

* Biocare Medical Products: Daugiau informacijos apie katalogy numerius ir
uzsakymus rasite Biocare Medical svetainéje http://biocare.net. Tam tikri
auksciau iSvardyti reagentai yra pagristi specifine panaudojimo ir aptikimo

Kit Catalog Component Component Quantity sistema.
No. Catalog No. Description x Volume
M4U536G UP536G glr'gg: 4 Universal AP 1x6mlL Sandéliavimas ir stabilumas:
Laikyti nuo 2°C iki 8°C temperaturoje. Laikant tokiomis sglygomis, produktas
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer | 1x 6 mL yra stabilus iki galiojimo datos, nurodytos ant buteliuko etiketés. Nenaudoti
UPS36H MACH 4 Universal AP | 1x25mL pasibaigus tinkamumo laikui. Turi biiti patikrintas saugojimas bet kokiomis
M4U536H Probe kitokiomis sglygomis nei nurodytos. Rinkinio reagentas (-ai) yra paruostas (-
MRAP536H MACH 4 MR A? Polymer 1x25mL i) naudoti ir neturéty biti skiedZiamas. Biocare nenustaté vartotojo
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL praskiesto reagento stabilumo.
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x 100 mL o . o o . o
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20 mL Teigiamas ir neigiamas kontrolé turi buti atliekama vienu metu su visais
M4U536G20 Probe paciento méginiais. Jei pastebimas netikétas dazymas, kurio negalima
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paaiskinti laboratoriniy procediry skirtumais, ir jtariate antikliny problema,
susisiekite su Biocare techninés pagalbos tarnyba telefonu 1-800-542-2002
arba per techninés pagalbos informacija, pateiktg biocare.net.

Méginio paruosSimas:

Formalinu fiksuoti audiniai tinkami naudoti pries jterpiant j parafing. Kauliniai
audiniai turi bati nukalkinti pries audiniy apdorojima, kad bty lengviau
nupjauti audinj ir nepazeisti mikrotomo asmeny.:=

Tinkamai fiksuoti ir jterpti audiniai, iSreiSkiantys nurodytg antigeno taikinj,
turi buti laikomi vésioje vietoje. 1988 m. Kilinikiniy laboratorijy tobulinimo
jstatymo (CLIA) 42 CFR 8493.1259(b) reikalaujama, kad ,Laboratorija turi
iSlaikyti nudazytus stiklelius maZziausiai deSimt mety nuo istirti ir saugoti
méginiy blokus maZiausiai dvejus metus nuo tyrimo datos.:

Audiniy apdorojimas pries daZzyma:

atlikite Silumos sukeltg epitopy paieska (HIER) pagal toliau rekomenduojamg
protokolg. Jrodyta, kad jprastas HIER naudojimas prieS IHC sumazina
nenuosekluma ir standartizuoja dazyma. s

Ispéjimas ir atsargumo priemoneés:

1. Rinkinio reagento (-iy) sudétyje yra maziau nei 0,1 % natrio azido. Pagal
US 29 CFR 1910.1200, OSHA praneSimus apie pavojy ir EB direktyvg
91/155/EB, maZesnés nei 0,1 % koncentracijos néra pavojingos medziagos.
Natrio azidas (NaN.), naudojamas kaip konservantas, yra toksiskas prarijus.
Natrio azidas gali reaguoti su Svino ir vario vamzdynais, sudarydamas labai
sprogius metalo azidus. ISmetus, nuplaukite dideliu kiekiu vandens, kad
vandentiekyje nesikaupty azidas. (Ligy kontrolés centras, 1976, Nacionalinis
darbuotojy saugos ir sveikatos institutas, 1976)s

2. Rinkinio reagentuose yra maziau nei 0,05 % ProClin 300 ir (arba) maZiau
nei 1 % ProClin 950. Dévékite pirstines, apsauginius drabuZius ir imkités
pagrjsty atsargumo priemoniy dirbdami, nes ProClin yra klasifikuojamas kaip
dirginantis ir gali sukelti odos kontakta. Vengti patekimo j akis, oda ir
gleivines.

3. Zmoniy arba gyviininés kilmés medziagas tvarkykite kaip potencialiai
biologiSkai pavojingas ir Salinkite tokias medziagas laikydamiesi tinkamy
atsargumo priemoniy. Poveikio atveju laikykités atsakingy institucijy, kuriose
naudojamas, sveikatos nurodymy.s

4. Méginiai pries ir po fiksavimo bei visos su jais paveiktos medZiagos turi
biti tvarkomos taip, lyg galéty perduoti infekcijg, ir sunaikintos laikantis
tinkamy atsargumo priemoniy. Niekada nepilkite reagenty pipete per burng
ir venkite reagenty bei méginiy salycio su oda ir gleivinémis. Jei reagentai ar
meéginiai pateko j jautrias vietas, nuplaukite dideliu kiekiu vandens.»

5. Mikrobinis reagenty uzterSimas gali padidinti nespecifinj dazyma.

6. Kitos nei nurodytos inkubacijos trukmés arba temperattros rezultatai gali
duoti klaidingus rezultatus. Vartotojas turi patvirtinti visus tokius pakeitimus.
7. Nenaudokite reagento pasibaigus tinkamumo laikui, nurodytam ant
buteliuko.

8. Mikropolimero aptikimo rinkinio reagentas (-ai) yra optimizuotas (-i) ir
paruoStas naudoti su Biocare antiklinais ir pagalbiniais reagentais.
Rekomenduojamus protokolus ir naudojimo sglygas zr. pirminio antikno ir
kity pagalbiniy reagenty naudojimo instrukcijose.

9. Laikykités vietos ir (arba) valstybiniy institucijy reikalavimy dél Salinimo
budy.

10. SDS galima gauti paprasius ir jis yra adresu http://biocare.net.

11. Praneskite apie visus rimtus incidentus, susijusius su Siuo prietaisu,
susisieke su vietiniu Biocare atstovu ir atitinkama valstybés narés ar Salies,
kurioje yra naudotojas, kompetentinga institucija.
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Siame mikropolimero aptikimo rinkinyje yra komponenty, klasifikuojamy taip,
kaip nurodyta toliau esanCioje lenteléje pagal Reglamentg (EB) Nr.
1272/2008.

Pavojus Code Pareiskimas apie pavojy

H317 Gali sukelti alergine odos reakcija.

Kenksminga vandens gyvybei.
Kenksminga vandens organizmams,
sukelia ilgalaikius padarinius.

H402

N/A H412

Naudojimo instrukcijos:

Mikropolimero aptikimo rinkinio reagentas (-ai) yra optimizuotas (-i) ir
paruoStas naudoti su Biocare antiklinais ir pagalbiniais reagentais.
Rekomenduojamus protokolus ir naudojimo salygas Zr. pirminio antikdino ir
kity pagalbiniy reagenty naudojimo instrukcijose. Inkubavimo laikas ir
temperatura skirsis priklausomai nuo konkretaus antikiiny protokolo, kurio
laikomasi.

Naudodami automatizuotg dazymo instrumenta, perskaitykite konkretaus
prietaiso naudotojo vadova ir naudojimo parametrus.

Bendrieji IHC atlikimo proceddriniai Zingshiai:

1. Deparafinizavimas: Deparafinuokite stiklelius Slide Brite arba ksilene.
Hidratuokite stiklelius rtsiuoty alkoholiy serijoje iki vandens.

2. Peroksido blokas (neprivaloma): blokuokite 5 minutes su Peroxidazed 1.
3. Pirminio apdorojimo tirpalas / protokolas: rekomenduojamg pirminio
apdorojimo tirpalg ir protokolg Zr. atitinkamo pirminio antikiino duomeny lape.
4. Baltymy blokas (nebdtina): inkubuokite 5-10 minuciy kambario
temperaturoje (RT) su Background Punisher.

5. Pirminis antikinas: Inkubacijos laikg zr. atitinkamo pirminio antikiino
duomeny lape.

6. Zondas (tik peliy antikGinams): inkubuokite 5-15 minuciy kambario
temperaturoje su MACH 4 universaliu AP zondu.

7. Polimeras: inkubuokite 10-20 minuciy peliy antikiinams arba 30 minuciy
triusiy antikinams kambario temperattroje su MACH 4 MR AP polimeru.

8. Chromogenas: inkubuokite 5 minutes kambario temperattroje su Warp
Red.

9. PrieSdazas: PriesdaZas su hematoksilinu. Nuplaukite dejonizuotu vandeniu.
Taikyti Tacha's Bluing tirpalg 1 minute. Nuplaukite dejonizuotu vandeniu.

Techninés pastabos:

1. TBS naudokite tik plovimo etapams. PBS plovimo buferiai slopins Sarminés
fosfatazés dazyma.

2. Nenaudokite ozkos serumo kaip baltymy bloko. Nenaudokite Background
Eraser arba Background Terminator.

Kokybés kontrolé:

Zr. CLSI Imunohistocheminiy tyrimy projektavimo ir jgyvendinimo kokybés
standartus; Patvirtintas gairiy antrasis leidimas (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA
JAV (www.clsi.org). 2011w

Teigiamy audiniy kontrolé:

ISorinés teigiamos kontrolés medziagos turi biiti SvieZi méginiai, uzfiksuoti,
apdoroti ir kuo greiiau jterpti tokiu paciu bidu, kaip ir paciento méginys (-
iai). Teigiamas audiniy kontrolé rodo tinkamai paruostus audinius ir tinkamus
dazymo bidus. | kiekvieng dazymo eiga turéty bati jtraukta viena teigiama
iSorinio audinio kontrolé kiekvienam tyrimo sglygy rinkiniui.

EMERGO EUROPE
Westervoortsedijk 60

6827 AT Arnhem

The Netherlands

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080


http://biocare.net/

MACH 4™ Universal AP Polymer Kit

Micro-polymer detection
901-M4U536-080123
Lithuanian ‘

Audiniai, naudojami iSorinéms teigiamoms kontrolinéms medziagoms, turéty
biiti parenkami i$ pacienty méginiy, kuriy teigiamas tikslinis aktyvumas yra
Zemas, o tai suteikia silpng teigiama dazyma. Zemas teigiamumo lygis
iSorinéms teigiamoms kontroléms yra sukurtas taip, kad bty galima aptikti
subtilius pirminio antik@ino jautrumo pokycius dél nestabilumo ar problemy,
susijusiy su IHC metodika. Parduodamos audiniy kontrolinés skaidrés arba
meéginiai, apdoroti kitaip nei paciento méginys (-iai), patvirtina tik reagento
veikimg ir netikrina audiniy paruosimo.

Zinomos teigiamos audiniy kontrolés priemonés turéty biti naudojamos tik
norint stebéti tinkama apdoroty audiniy ir tiriamyjy reagenty veikima, o ne
kaip pagalbiné priemoné nustatant konkrecig paciento méginiy diagnoze. Jei
teigiami audiniy kontroliniai méginiai neparodo teigiamo dazymosi, bandiniy
rezultatai turéty buti laikomi negaliojanciais.

Neigiamy audiniy kontrolé:

naudokite neigiama audiniy kontrole, fiksuotg, apdorotg ir jterptg identiskai
paciento méginiui (-iams) kiekvieng dazymo cikla, kad patikrintuméte IHC
pirminio antikiino specifiskumag. tikslinio antigeno demonstravimas ir
specifinio fono dazymo pozymis (klaidingai teigiamas dazymas). Be to,
daugumoje audiniy sekcijy gali biti jvairiy tipy lasteliy Laboratorijos gali
naudoti kaip vidines neigiamos kontrolés vietas, kad patikrinty IHC veikima
specifikacijas. Méginiy, kurie gali bati naudojami neigiamiems audiniams,
tipai ir Saltiniai valdikliai iSvardyti skyriuje Veikimo charakteristikos.

Jei neigiamy audiniy kontroléje atsiranda specifinis dazymas (klaidingai
teigiamas dazymas), paciento méginiy rezultatai turéty bati laikomi
negaliojanciais.

Nespecifinio neigiamo reagento kontrolé:

vietoj pirminio antikino naudokite nespecifinio neigiamo reagento kontrole
su kiekvieno paciento méginio dalimi, kad jvertintuméte nespecifinj dazymasi
ir galétuméte

geriau interpretuoti specifinj dazymasi antigeno vietoje. Idealiu atveju
neigiama reagento kontrole sudaro antikiinas, pagamintas ir paruostas (ty
atskiestas iki tos pacios koncentracijos naudojant tg patj skiediklj), kad bty
galima naudoti taip pat, kaip ir pirminis antiktnas, bet neturi specifinio
reaktyvumo su Zmogaus audiniais toje pacioje matricoje / tirpale kaip ir
Biocare antiklinas. . Vien tik skiediklis gali biti naudojamas kaip maZiau
pageidautina anksciau aprasyty neigiamy reagenty kontrolés alternatyva.
Neigiamo reagento kontrolés inkubacinis laikotarpis turi atitikti pirminio
antikdino inkubacinj laikotarpj.

Kai serijiniuose pjtviuose naudojamos keliy antikiiny plokstés, vieno stiklelio
neigiamai nusidaziusios sritys gali blti neigiamos / nespecifinés kity antikiiny
suriS$imo fono kontrolé. Norint atskirti endogeninj fermenty aktyvuma arba
nespecifinj fermenty prisijungimg nuo specifinio imunoreaktyvumo,
papildomi paciento audiniai gali biiti nudazyti tik atitinkamai substrato-
chromogeno arba fermenty kompleksais (PAP, avidino-biotino, streptavidino)
ir substrato-chromogenu.

Tyrimo patikra:

prieS pradédamas naudoti antikiing arba dazymo sistema diagnostikos
procediroje, vartotojas turéty patikrinti  antikino  specifiskuma,
iSbandydamas jj su keletu vidiniy audiniy su  Zinomomis
imunohistocheminémis  charakteristikomis, atitinkanciomis  Zinomus
teigiamus ir neigiamus audinius. Zr. kokybés kontrolés proceddras, aprasytas
diame gaminio lapelio skyriuje, ir BZUP sertifikavimo programos:
imunohistochemijos kokybés kontrolés rekomendacijas ir (arba) NCCLS IHC
gaires=. Sios kokybés kontrolés procedros turi biiti kartojamos kiekvienai
naujai antikliny partijai arba kiekvieng kartg, kai pasikeicia tyrimo parametrai.
Audiniai, iSvardyti skyriuje Veikimo charakteristikos, yra tinkami tyrimo
patikrinimui.
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Trikciy salinimas:

laikykités specifiniy antikiny protokolo rekomendacijy pagal pateiktg
duomeny lapa. Jei atsiranda netipiniy rezultaty, susisiekite su Biocare
technine pagalba telefonu 1-800-542-2002.

Dazymo aiSkinimas:

MACH 4 universalus AP polimery rinkinys sukelia raudonos spalvos reakcijg
antigeno  vietose, kurias lokalizuoja  pirminis  antikiinas.  Pries
interpretuodamas paciento rezultatus, kontroliniy méginiy dazyma turi
jvertinti  kvalifikuotas patologas. Neigiamos kontrolinés medziagos
jvertinamos ir palyginamos su nudazytomis stiklelémis, siekiant uztikrinti, kad
pastebétas daZzymas néra nespecifinés sgveikos rezultatas.

Teigiama audiniy kontrolé:

Pirmiausia reikia iStirti teigiama audiniy kontrole, nudazyta nurodytu antikiinu,
siekiant jsitikinti, kad visi reagentai veikia tinkamai. Tinkamas tiksliniy lasteliy
dazymas (kaip nurodyta auksCiau) rodo teigiamg reaktyvuma. Jei teigiami
audiniy kontroliniai méginiai neparodo teigiamo dazymosi, visi bandiniy
rezultatai turéty bati laikomi negaliojanciais.

Reakcijos produkto spalva gali skirtis priklausomai nuo naudojamy substrato
chromogeny. Numatytas spalvy reakcijas Zr. pagrindo pakuotés lapeliuose.
Be to, metachromazija gali biti stebima dazymo metodo variantuose.=

Kai naudojamas kontrastinis dazymas, atsizvelgiant j inkubacijos trukme ir
naudojamo priesinio dazymo stipruma, prieS dazyma nuspalvins lasteliy
branduoliai. Pernelyg didelis arba nei$samus dazymas gali pakenkti tinkamam
rezultaty interpretavimui. Zr. protokolg (-us) dél rekomenduojamo priesdazo.

Neigiamy audiniy kontrolé:

Neigiamas audiniy kontrolé turi biti iStirta po teigiamos audiniy kontrolés,
siekiant patikrinti tikslinio antigeno Zyméjimo pirminiu antikinu specifiskuma.
Specifinio dazymo nebuvimas neigiamoje audiniy kontroléje patvirtina
antikiiny kryZminio reaktyvumo su lgstelémis / lasteliy komponentais
nebuvima. Jei neigiamo iSorinio audinio kontroléje atsiranda specifinis
dazymas (klaidingai teigiamas dazymas), paciento meéginio rezultatai turéty
bati laikomi negaliojanciais.

Nespecifinis dazymas, jei yra, paprastai turi difuzinj vaizdg. Sporadinis
jungiamojo audinio dazymas taip pat gali biti stebimas pjtviuose i$ pernelyg
formalino fiksuoty audiniy. DaZzymo rezultatams interpretuoti naudokite
nepazeistas lasteles. Nekrotinés arba iSsigimusios lastelés daznai nusidazo
nespecifiskai.

Paciento audiniai:

Istirkite paciento méginius, nudazytus nurodytais antikiinais paskutinis.
Teigiamas dazymo intensyvumas turéty biti jvertintas atsizvelgiant j bet kokj
nespecifinj neigiamo reagento kontrolés foninj dazyma. Kaip ir bet kurio
imunohistocheminio tyrimo atveju, neigiamas rezultatas reiskia, kad
antigenas nebuvo aptiktas, o ne tai, kad antigeno nebuvo tiriamose Igstelése
/ audiniuose. Jei reikia, naudokite antikiny grupe, kad nustatytuméte
klaidingai neigiamas reakcijas.

Konkrecios informacijos apie nurodytg antik@iny imunoreaktyvuma Zzr.
Santrauka ir paaiskinimas, Apribojimai ir Veikimo charakteristikos.

Apribojimai:

Bendrieji apribojimai:

1. Naudojimas in vitro diagnostikai (IVD)

2.  Sis gaminys skirtas tik profesionaliam naudojimui: Imunohistochemija
yra daugiapakopis diagnostikos procesas, kurj sudaro specializuoti
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mokymai, kaip parinkti tinkamus reagentus; audiniy parinkimas,
fiksavimas ir apdorojimas; IHC stiklelio paruosimas; ir dazymo rezultaty
interpretavimas.

3. Vartoti tik pagal gydytojo recepta. (Tik Rx)

4. Audiniy dazymas priklauso nuo audinio tvarkymo ir apdorojimo pries
dazyma. Netinkamas fiksavimas, uzSaldymas, atSildymas, plovimas,
dziovinimas, kaitinimas, pjaustymas arba uZztersimas kitais audiniais ar
skysCiais gali sukelti artefaktus, antikliny jstrigimg arba klaidingai
neigiamus rezultatus. Nenuoseklis rezultatai gali atsirasti dél fiksavimo
ir jterpimo metody skirtumy arba dél jgimty audiniy nelygumy.=

5. Per didelis arba neiSsamus prieSdazymas gali pakenkti tinkamam
rezultaty interpretavimui.

6. Klinikinis bet kokio teigiamo ar neigiamo dazymo aiskinimas turi bati
jvertintas  atsizvelgiant | Klinikinj vaizda, morfologijg ir kitus
histopatologinius kriterijus. Klinikinis bet kokio teigiamo ar neigiamo
dazymo aiskinimas turéty bati papildytas morfologiniais tyrimais,
naudojant tinkamg teigiama ir neigiamga vidine ir iSorine kontrole, taip
pat kitus diagnostinius tyrimus. Kvalifikuotas patologas, susipazines su
tinkamu IHC antikiiny, reagenty ir metody naudojimu, yra atsakingas
uz visus veiksmus, naudojamus ruoSiant ir interpretuojant galutinj IHC
preparata.

7.  Optimalls konkreCios programos protokolai gali skirtis. Tai apima, bet
tuo neapsiribojant, fiksavima, Silumos atgavimo metodg, inkubacijos
laikg, antikliny skiedima, audinio pjuvio storj ir naudojama aptikimo
rinkinj. Rekomenduojamus protokolus ir naudojimo salygas Zr. pirminio
antikdino ir kity pagalbiniy reagenty naudojimo instrukcijose. Duomeny
lapo rekomendacijos ir protokolai yra pagristi iSskirtiniu Biocare
produkty naudojimu. Galiausiai tyréjas turi nustatyti optimalias
salygas.

8. Sis produktas néra skirtas naudoti srauto citometrijoje. Srauto
citometrijos veikimo charakteristikos nenustatytos.

9.  Asmeny, uzsikrétusiy hepatito B virusu ir turinciy hepatito B pavirSiaus
antigeno (HBsAg), audiniai gali buti nespecifiniai krieny peroksidaze.s

10. Reagentai gali sukelti netikétas reakcijas anksciau netirtuose audiniuose.
Netikéty reakcijy galimybés net tirtose audiniy grupése negali bati
visiSkai pasalintos dél biologinio antigeno ekspresijos neoplazmy ar kity
patologiniy audiniy kintamumo.= Susisiekite su Biocare technine
pagalba telefonu 1-800-542-2002 arba per techninés pagalbos
informacijag, pateikta biocare.net, ir nurodykite dokumentais pagrijsta (-
as) netikétg (-as) reakcija (-as).

11. Normalls/neimuniniai serumai i$ to paties gyvininio Saltinio kaip ir
antriniai antiserumai, naudojami blokavimo etapuose, dél autoantikiny
arba natdraliy antiktiny gali sukelti klaidingai neigiamus arba klaidingai
teigiamus rezultatus.

12. Klaidingai teigiami rezultatai gali bdti matomi dél neimunologinio
baltymy ar substrato reakcijos produkty prisijungimo. Juos taip pat gali
sukelti pseudoperoksidazés aktyvumas (eritrocitai), endogeninis
peroksidazés aktyvumas (citochromas C) arba endogeninis biotinas
(pvz., kepenys, kritys, smegenys, inkstai), priklausomai nuo
naudojamos imuninés dazy rasies.=

13. Neigiamas rezultatas reiskia, kad antigenas nebuvo aptiktas, o ne tai,
kad antigeno nebuvo tiriamose lastelése ar audiniuose.

Specifiniai gaminio apribojimai:
néra jokiy papildomy specifiniy gaminio apribojimy.

Veikimo charakteristikos:

dazymas buvo atliktas naudojant protokolus, pateiktus specifinése antikiiny
naudojimo instrukcijose arba kaip nurodyta. Dazymo jautrumas ir
specifiSskumas buvo jvertintas jvairiuose normaliy ir neoplastiniy audiniy
tipuose, jvertintuose pirminiy antikiiny susidarymo metu.

Atkuriamumas:
Biocare aptikimo sistemy ir sistemos reagenty atkuriamumas patikrinamas
iSmatuojant vidutinj tiksluma, kai jvairios reagenty partijos buvo tiriamos ilgg
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laika, naudojant jvairius operatorius, analitikus, reagenty partijas, audiniy
méginius ir jranga. Kiekvieno jvertinto aptikimo reagento daZzymas buvo
nuoseklus ir atliktas taip, kaip tikétasi.

Trikciy Salinimas:

1.

Jokiy stikleliy nesidazyta — Patikrinkite, ar buvo naudojami tinkami
teigiami kontroliniai audiniai, antikiinai ir aptikimo produktai.
Patikrinkite, ar vaskas paSalintas arba apdorotas nevisiskai arba
netinkamai.

Silpnas visy stikleliy dazymas — Patikrinkite, ar buvo naudojami tinkami
teigiami kontroliniai audiniai, antikinai ir aptikimo produktai.

Per didelis visy skaidriy fonas — gali buti didelis endogeninio biotino
kiekis (jei naudojami biotino pagrindu pagaminti aptikimo produktai),
endogeninis HRP aktyvumas, paverciantis chromogeng spalvotu
galutiniu produktu (naudokite peroksidazés bloka) arba pertekline
nespecifiné baltymy saveika (naudokite baltyma). blokuoti, pvz.,
serumo arba kazeino pagrindu pagamintg blokuojantj tirpalg).
Inkubacijos metu audiniy sekcijos nuplaunamos nuo stikleliy —
Patikrinkite stiklelius, kad sitikintuméte, jog jie yra teigiamai jkrauti.
Specifinis dazymas per tamsus - Patikrinkite protokolg, kad
nustatytuméte, ar ant stiklelio buvo pritaikytas tinkamas antikuny titras,
taip pat tinkamas visy reagenty inkubacijos laikas. Be to, jsitikinkite,
kad protokole yra pakankamai plovimo etapy, kad paSalintuméte
reagenty pertekliy po inkubacijos etapy.
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MACH 4™ Universal AP Polymer Kit

Micro-polymer detection
901-M4U536-080123

[Cpolish ]
Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Przeznaczenie:
Do in vitro diagnostyki

Zestaw MACH 4 Universal AP Polymer Kit jest przeznaczony do stosowania w
recznych  lub  automatycznych  protokotach  barwienia  metoda
immunohistochemiczng (IHC) przy uzyciu jedno- lub dwuetapowej metody
aplikacji polimeru fosfatazy alkalicznej (AP). Ten mikropolimerowy zestaw do
wykrywania jest przeznaczony do wykrywania mysich przeciwciat IgG i IgM
i/lub krdliczych IgG zwigzanych z docelowymi antygenami w tkankach
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE) podczas procesu
barwienia IHC. Kliniczna interpretacja jakiegokolwiek wybarwienia lub jego
braku powinna by¢ uzupetniona badaniami morfologicznymi i odpowiednimi
kontrolami oraz powinna by¢ oceniona w kontekscie historii klinicznej
pacjenta i innych badan diagnostycznych przez wykwalifikowanego patologa.

Podsumowanie i wyjasnienie:

Uniwersalny zestaw polimerowy AP MACH 4 zostat zaprojektowany z
wykorzystaniem jednoetapowej lub dwuetapowej metody wykrywania
mysich i/lub krdliczych przeciwciat pierwotnych w celu utworzenia kompleksu
przeciwciato-enzym. Ten kompleks jest nastepnie wizualizowany przy uzyciu
odpowiedniego substratu/chromogenu. W metodzie jednoetapowej nanosi
sie przeciwciato drugorzedowe bezposrednio zwigzane z mikropolimerem,
podczas gdy w metodzie dwuetapowej przeciwciato drugorzedowe jest
nieznakowane i sekwencyjnie naktadany jest dodatkowy odczynnik
znakowany polimerem zwigzanym z enzymem. Metoda dwuetapowa ma na
celu wzmocnienie wykrywania w przypadku antygenéw o niskiej ekspres;ji.
Objety jednym Ilub wiekszg liczbg nastepujacych patentéw US Pat. nr
6686461; 6 800 728; 7102024; 7173125; 7 462 689.

Zasada postepowania:

Ten zestaw do wykrywania mikropolimeréw moze by¢ stosowany w testach
immunohistochemicznych skrawkdéw tkankowych utrwalonych w formalinie i
zatopionych w parafinie. Ogodlnie rzecz biorgc, immunohistochemiczne (IHC)
techniki barwienia pozwalajg na wizualizacje antygendéw poprzez
sekwencyjne stosowanie a swoiste przeciwciato przeciwko antygenowi
(przeciwciato  pierwszorzedowe), przeciwciatlo drugorzedowe przeciw
przeciwciatu pierwszorzedowemu (opcjonalnie przeciwciato faczace/sonda),
kompleks enzymatyczny i substrat chromogeniczny z przeplatanymi etapami
przemywania. Enzymatyczna aktywacja chromogenu skutkuje widocznym
produktem reakcji w miejscu antygenu. Probke mozna nastepnie wybarwié
kontrastowo i nasuna¢ nakrywke. Wyniki sg interpretowane przy uzyciu
$wiatta mikroskop i pomoc w diagnostyce rdznicowej procesdéw
patofizjologicznych, ktére mogg lub mogg nie by¢ zwigzane z okreslonym
antygenem.

Materialy i metody:
Dostarczane odczynniki:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL

M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL

M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1 x100 mL
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1 x20 mL

Rekonstytucja, mieszanie, rozcienczanie, miareczkowanie:
Odczynniki zestawu do wykrywania mikropolimeréw sg zoptymalizowane i
gotowe do uzycia z przeciwciatami Biocare i odczynnikami pomocniczymi. Nie
jest wymagane odtwarzanie, mieszanie, rozcienczanie ani miareczkowanie.

Znane zastosowania:
Immunohistochemia (tkanki utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie)

Gatunki Reaktywnos¢:
tancuchy ciezkie i lekkie IgG myszy i krolikow

Dostarczane jako:

Uniwersalna sonda AP MACH 4 — UP536

Buforowany roztwor soli, pH 7,2-7,4, zawierajacy nosnik biatkowy i mniej
niz 0,1% Srodka konserwujacego azydek sodu. Dodatkowe informacje
znajduja sie w Karcie Charakterystyki.

MACH 4 Uniwersainy polimer AP — MRAP536

Buforowany roztwor soli, pH 7,6-7,8, zawierajgcy nosnik biatkowy i mniej
niz 0,01% ProClin 300 i/lub mniej niz 0,5% ProClin 950 jako $rodek
konserwujacy. Dodatkowe informacje znajduja sie w Karcie Charakterystyki.

Materiaty i odczynniki potrzebne, ale niedostarczane:
Szkietka mikroskopowe, natadowane dodatnio
Pozytywne i negatywne kontrole tkankowe

Komora pustynna* lub podobna Suszarka (opcjonalnie)
Ksylen lub substytut ksylenu

Etanol lub alkohol odczynnikowy

Komora odstaniajgca* lub podobny szybkowar (opcjonalnie)
Woda dejonizowana lub destylowana

Bufor ptuczacy*

Odczynniki do obrdbki wstepnej* (opcjonalnie)
Trawienie enzymatyczne* (opcjonalnie)

Blok peroksydazy* (opcjonalnie)

Blok biatkowy* (opcjonalnie)

Przeciwciato pierwszorzedowe*

Odczynniki kontroli ujemnej*

Chromogeny*

Hematoksylina* (barwienie kontrastujgce)

Odczynnik barwigcy*

*

Szkietko nakrywkowe
Mikroskop $wietiny (powigkszenie 40-400X)

* Produkty medyczne Biocare: Dalsze informacje dotyczace numerdw
katalogowych i zamawiania mozna znalez¢ na stronie internetowej Biocare
Medical znajdujgcej sie pod adresem http://biocare.net. Niektdre odczynniki
wymienione powyzej sg oparte na konkretnym zastosowaniu i stosowanym
systemie detekcji.
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Przechowywanie i stabilnos¢:

Przechowywac w temperaturze od 2°C do 8°C. Produkt jest stabilny do daty
waznosci wydrukowanej na etykiecie fiolki, jesli jest przechowywany w tych
warunkach. Nie stosowa¢ po uptywie daty waznosci. Przechowywanie w
warunkach innych niz okreslone nalezy zweryfikowac. Odczynniki zestawu sg
gotowe do uzycia i nie nalezy ich rozciencza¢. Stabilnos¢ odczynnika
rozcienczonego przez uzytkownika nie zostata ustalona przez firme Biocare.

Kontrole dodatnie i ujemne nalezy analizowa¢ jednoczesnie ze wszystkimi
probkami pobranymi od pacjentow. W przypadku zaobserwowania
nieoczekiwanego odczynu, ktdrego nie mozna wyttumaczy¢ réznicami w
procedurach laboratoryjnych, i podejrzewa sie problem z przeciwciatem,
nalezy skontaktowac sie z pomocg techniczng firmy Biocare pod numerem 1-
800-542-2002 lub za posrednictwem informacji dotyczacych pomocy
technicznej dostepnych na stronie biocare.net.

Przygotowanie proébki:

Tkanki utrwalone w formalinie nadajg sie do uzycia przed zatopieniem w
parafinie. Tkanki kostne nalezy odwapnic przed przetwarzaniem tkanek, aby
utatwic ciecie tkanek i zapobiec uszkodzeniu ostrzy mikrotomu.:2

Prawidtowo utrwalone i zatopione tkanki wykazujace ekspresje okreslonego
docelowego antygenu nalezy przechowywac w chtodnym miejscu. Ustawa o
doskonaleniu laboratoriéw klinicznych (CLIA) z 1988 r. wymaga w 42 CFR
§493.1259(b), ze ,Laboratorium musi przechowywaé wybarwione preparaty
przez co najmniej dziesie¢ lat od daty ogledzin i zachowac bloki probek przez
co najmniej dwa lata od daty ogledzin."

Obrébka tkanek przed barwieniem:

Wykonaj odzyskiwanie epitopdw indukowane cieptem (HIER) zgodnie z
zalecanym protokotem ponizej. Wykazano, ze rutynowe stosowanie HIER
przed IHC minimalizuje niesp6jnos¢ i standaryzuje barwienie. «

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci:

1. Zestaw odczynnikow zawiera mniej niz 0,1% azydku sodu. Stezenia
ponizej 0,1% nie sa materiatami niebezpiecznymi podlegajacymi zgtoszeniu
zgodnie z US 29 CFR 1910.1200, komunikatem o zagrozeniach OSHA i
dyrektywg WE 91/155/WE. Azydek sodu (NaN.) stosowany jako $rodek
konserwujacy jest toksyczny w przypadku potkniecia. Azydek sodu moze
reagowac z ofowianymi i miedzianymi instalacjami wodociggowymi, tworzac
wysoce wybuchowe azydki metali. Po usunieciu sptukac duzg iloscig wody,
aby zapobiec gromadzeniu sie azydku w kanalizacji. (Center for Disease
Control, 1976, National Institute of Occupational Safety and Health, 1976)
2. Odczynniki zestawu zawierajg mniej niz 0,05% ProClin 300 i/lub mniej niz
1% ProClin 950. Podczas pracy nalezy nosic¢ rekawice i odziez ochronng oraz
stosowac rozsadne $rodki ostroznosci, poniewaz ProClin jest sklasyfikowany
jako draznigcy i moze powodowac uczulenie w kontakcie ze skdrg. Unikac
kontaktu z oczami, skorg i btonami Sluzowymi.

3. Obchodzi¢ sie z materiatami pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego jako
potencjalnie niebezpiecznymi biologicznie i usuwaé takie materiaty z
zachowaniem odpowiednich $rodkéw ostroznosci. W przypadku narazenia
postepuj zgodnie z wytycznymi sanitarnymi wiasciwych wiadz tam, gdzie sg
stosowane.’s

4. Prébki przed i po utrwaleniu oraz wszystkie materiaty narazone na ich
dziatanie nalezy traktowac tak, jakby mogtly przenosic¢ infekcje i usuwac z
zachowaniem odpowiednich $rodkéw ostroznosci. Nigdy nie pipetowac
odczynnikéw ustami i unika¢ kontaktu odczynnikéw i probek ze skorg i
btonami $luzowymi. Jesli odczynniki lub prébki zetkng sie z wrazliwymi
obszarami, przemyj je duzg iloscig wody.:

5. Zanieczyszczenie mikrobiologiczne odczynnikéw moze spowodowac wzrost
niespecyficznego barwienia.

6. Czasy inkubacji lub temperatury inne niz podane mogg dawac btedne
wyniki. Uzytkownik musi zatwierdzi¢ kazdg takg zmiane.

7. Nie uzywa¢ odczynnika po uptywie daty waznosci wydrukowanej na fiolce.
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8. Odczynniki zestawu do wykrywania mikropolimerdw sg zoptymalizowane i
gotowe do uzycia z przeciwciatami Biocare i odczynnikami pomocniczymi.
Zalecane protokoty i warunki stosowania znajdujg sie w instrukcjach uzycia
przeciwciata pierwszorzedowego i innych odczynnikéw pomocniczych.

9. Postepuj zgodnie z lokalnymi i/lub stanowymi przepisami dotyczacymi
sposobu utylizacji.

10. Karta charakterystyki jest dostepna na Zzadanie i znajduje sie pod
adresem http://biocare.net.

11. Zgtaszaj wszelkie powazne incydenty zwigzane z tym urzadzeniem,
kontaktujac sie z lokalnym przedstawicielem firmy Biocare i odpowiednimi
wiasciwymi organami panstwa cztonkowskiego lub kraju, w ktorym znajduje
sie uzytkownik.

Ten zestaw do wykrywania mikropolimeréw zawiera elementy
sklasyfikowane zgodnie z ponizszg tabelg zgodnie z rozporzadzeniem (WE)
nr 1272/2008.

Zaryzykowac Code Oswiadczenie o zagrozeniu
H317 Mo;e powodowac reakcje alergiczng
skory.
Szkodliwy dla organizméw wodnych.
N/A H402 Dziata szkodliwie na organizmy
H412 wodne, powodujac diugotrwate
skutki.

Instrukcja uzycia:

Odczynniki zestawu do wykrywania mikropolimeréw sg zoptymalizowane i
gotowe do uzycia z przeciwciatami Biocare i odczynnikami pomocniczymi.
Zalecane protokoty i warunki stosowania znajdujg sie w instrukcjach uzycia
przeciwciata pierwszorzedowego i innych odczynnikdw pomocniczych. Czasy
i temperatury inkubacji bedg sie rdézni¢c w zaleznosci od okreslonego
protokotu przeciwciat.

W przypadku korzystania z automatycznego instrumentu do barwienia nalezy
zapoznac sie z instrukcjg obstugi konkretnego instrumentu oraz instrukcjami
uzytkowania w celu uzyskania informacji o parametrach operacyjnych.

Ogdlne etapy procedury przeprowadzania IHC:

1. Odparafinowanie: Odparafinowa¢ preparaty w Slide Brite lub ksylenie.
Uwodni¢ szkietka w szeregu stopniowanych alkoholi do wody.

2. Blok nadtlenkowy (opcjonalnie): Blokuj przez 5 minut za pomoca
Peroxidazed 1.

3. Roztwdr do wstepnej obrdbki/Protokét: Prosze zapoznaé sie z
odpowiednim arkuszem danych przeciwciat pierwszorzedowych w celu
uzyskania zalecanego roztworu do wstepnej obraébki i protokotu.

4. Blok biatkowy (opcjonalnie): Inkubowac przez 5-10 minut w temperaturze
pokojowej (RT) z Background Punisher.

5. Przeciwciato pierwszorzedowe: Informacje dotyczace czasu inkubacji
mozna znalez¢é w arkuszu danych przeciwciat pierwszorzedowych.

6. Sonda (tylko mysie przeciwciata): Inkubowal przez 5-15 minut w
temperaturze pokojowej z sondg MACH 4 Universal AP Probe.

7. Polimer: Inkubowac przez 10-20 minut dla mysich przeciwciat lub 30 minut
dla kréliczych przeciwciat w RT z polimerem MACH 4 MR AP.

8. Chromogen: Inkubowa¢ przez 5 minut w RT z Warp Red.

9. Barwienie kontrastowe: Barwienie kontrastowe hematoksyling. Przeptukac
woda dejonizowana. Zastosuj Blueing Solution Tacha przez 1 minute.
Przeptukac¢ woda dejonizowana.

Uwagi techniczne:
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1. Uzywaj TBS tylko do etapow mycia. Bufory ptuczace PBS hamujg barwienie
fosfatazg alkaliczna.

2. Nie uzywaj koziego serum jako bloku biatkowego. Nie uzywaj narzedzia
Background Eraser ani Background Terminator.

Kontrola jakosci:

Patrz Standardy jakosci CLSI dotyczace projektowania i wdrazania testow
immunohistochemicznych; Zatwierdzone wytyczne — wydanie drugie
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011w

Pozytywna kontrola tkankowa:

Zewnetrzne materiaty kontroli pozytywnej powinny by¢ $wiezymi probkami
utrwalonymi, przetworzonymi i osadzonymi tak szybko, jak to mozliwe, w taki
sam sposdb, jak probki pacjenta. Pozytywne kontrole tkankowe wskazujg na
prawidtowo przygotowane tkanki i wkasciwe techniki barwienia. Kazda seria
barwienia powinna zawierac jedng pozytywng zewnetrzng kontrole tkankowa
dla kazdego zestawu warunkéw badania.

Tkanki uzyte jako zewnetrzne materiaty kontroli pozytywnej powinny byc
wybrane z probek pobranych od pacjentéw z dobrze scharakteryzowanymi
niskimi  poziomami pozytywnej aktywnosci docelowej, ktéra daje stabe
dodatnie barwienie. Niski poziom pozytywnosci dla zewnetrznych kontroli
dodatnich zostat zaprojektowany w taki sposob, aby zapewni¢ wykrywanie
subtelnych zmian czutosci przeciwciat pierwszorzedowych wynikajacych z
niestabilnosci lub problemdw z metodologig IHC. Dostepne w handlu szkietka
kontrolne tkanek lub prdbki przetworzone w inny sposdb niz probki pacjenta
stuzg jedynie do walidacji dziatania odczynnika i nie weryfikujg
przygotowania tkanki.

Znane dodatnie kontrole tkankowe nalezy wykorzystywaé wylgcznie do
monitorowania  prawidtowego dziatania  przetworzonych tkanek i
odczynnikéw testowych, a nie jako pomoc w formutowaniu okreslonej
diagnozy probek pobranych od pacjentow. JeSli pozytywne kontrole
tkankowe nie wykazg pozytywnego barwienia, wyniki z probkami testowymi
nalezy uznac za niewazne.

Negatywna kontrola tkankowa:

W kazdym cyklu barwienia nalezy uzy¢ utrwalonej, przetworzonej i zatopionej
kontroli tkankowej ujemnej w sposdb identyczny jak probka(-y) pacjenta(-e)
w celu zweryfikowania swoistosci pierwszorzedowego przeciwciatla IHC
demonstracje antygenu docelowego oraz wskazanie specyficznego barwienia
tta (fatszywie pozytywne barwienie). Rowniez réznorodnos¢ rdznych typdw
komdrek obecnych w wiekszosci skrawkdw tkanek moze by¢ uzywane przez
laboranta jako wewnetrzne punkty kontroli ujemnej w celu weryfikacji
dziatania IHC specyfikacje. Rodzaje i zrodta probek, ktdre mogg by¢ uzyte do
uzyskania tkanki ujemnej kontrole s3 wymienione w sekcji Charakterystyki
wydajnosci.

W przypadku wystapienia swoistego barwienia (falszywie dodatniego
barwienia) w negatywnej kontroli tkankowej, wyniki probek pacjentow nalezy
uznac za niewazne.

Niespecyficzna kontrola odczynnika ujemnego:

Uzyj nieswoistej kontroli ujemnej odczynnika zamiast przeciwciata
pierwszorzedowego w skrawku kazdej probki pacjenta, aby ocenic¢ nieswoiste
odczyny i

umozliwi¢ lepszg interpretacje swoistego odczynu w miejscu antygenu.
Idealnie, kontrola ujemna odczynnika zawiera przeciwciato wytworzone i
przygotowane (tj. rozcienczone do tego samego stezenia przy uzyciu tego
samego rozcienczalnika) do uzycia w taki sam sposéb jak przeciwciato
pierwotne, ale nie wykazuje zadnej swoistej reaktywnosci z tkankami
ludzkimi w tej samej matrycy/roztworze co przeciwciato Biocare . Sam
rozcienczalnik moze by¢ stosowany jako mniej pozadana alternatywa dla
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wczesniej opisanych kontroli negatywnych odczynnikdw. Okres inkubadji dla
kontroli ujemnej odczynnika powinien odpowiada¢ okresowi inkubacji
przeciwciata pierwszorzedowego.

Gdy panele kilku przeciwciat sg uzywane na skrawkach seryjnych, obszary
barwigce sie negatywnie na jednym szkietku mogg stuzy¢ jako kontrola tta
ujemnego/nieswoistego wigzania dla innych przeciwciat. W celu odrdznienia
endogennej aktywnosci enzymow lub nieswoistego wigzania enzyméw od
swoistej immunoreaktywnosci dodatkowe tkanki pacjenta mozna barwic¢
wylacznie odpowiednio substrat-chromogen lub kompleksy enzymatyczne
(PAP, awidyna-biotyna, streptawidyna) i substrat-chromogen.

Weryfikacja testu:

Przed pierwszym uzyciem przeciwciata lub systemu barwienia w procedurze
diagnostycznej  uzytkownik  powinien  zweryfikowaé  specyficzno$¢
przeciwciata, testujgc je na szeregu tkanek wiasnej firmy o znanej
charakterystyce dziatania immunohistochemicznego, reprezentujacych znane
tkanki dodatnie i ujemne. Nalezy zapoznac sie z procedurami kontroli jakosci
opisanymi wczesniej w tej czesci ulotki informacyjnej oraz z zaleceniami
dotyczacymi  kontroli  jakosci programu  certyfikacji CAP: dla
immunohistochemii i/lub wytycznymi NCCLS IHC= Te procedury kontroli
jakosci nalezy powtarza¢ dla kazdej nowej serii przeciwciat lub za kazdym
razem, gdy nastgpi zmiana parametrow testu. Tkanki wymienione w czesci
Charakterystyki wydajnosci nadajg sie do weryfikacji testu.

Rozwigzywanie problemow:

Postepuj zgodnie z zaleceniami dotyczacymi protokotu specyficznymi dla
przeciwciat, zgodnie z dostarczonym arkuszem danych. Jesli wystapig
nietypowe wyniki, skontaktuj sie z pomocg techniczng firmy Biocare pod
numerem 1-800-542-2002.

Interpretacja barwienia:
Zestaw MACH 4 Universal AP Polymer Kit wytwarza reakcje barwy czerwonej

w miejscach antygenu zlokalizowanych przez przeciwciato pierwszorzedowe.
Przed interpretacjg wynikdw pacjenta, wykwalifikowany patolog musi ocenic¢
wybarwienie kontroli. Kontrole ujemne sg oceniane i poréwnywane z
wybarwionymi  preparatami, aby upewni¢ sie, ze zaobserwowane
wybarwienie nie jest wynikiem niespecyficznych interakgji.

Pozytywna kontrola tkankowa:

Pozytywna kontrole tkankowa wybarwiong wskazanym przeciwciatem nalezy
najpierw zbada¢, aby upewni¢ sie, ze wszystkie odczynniki dziatajg
prawidtowo. Odpowiednie wybarwienie komdrek docelowych (jak wskazano
powyzej) wskazuje na dodatnig reaktywnos$¢. Jesli dodatnie kontrole
tkankowe nie wykaza pozytywnego barwienia, wszelkie wyniki z probkami
testowymi nalezy uznac za niewazne.

Barwa produktu reakcji moze sie r6zni¢ w zaleznosci od uzytego chromogenu
substratu. Informacje na temat oczekiwanych reakcji barwnych mozna
znalez¢ w ulotkach dotgczonych do opakowania podtoza. Ponadto w
odmianach metody barwienia mozna zaobserwowa¢ metachromazje.:

W przypadku stosowania barwnika kontrastujgcego, w zaleznosci od dtugosci
inkubagji i sity uzytego barwnika kontrastujgcego, barwienie kontrastujgce
spowoduje zabarwienie jader komdrkowych. Nadmierne Ilub niepetne
barwienie kontrastowe moze zagrozi¢ prawidtowej interpretacji wynikow.
Zapozna¢ sie z protokotami dotyczacymi zalecanego barwienia
kontrastowego.

Negatywna kontrola tkankowa:

Negatywna kontrola tkankowa powinna by¢ zbadana po pozytywnej kontroli
tkankowej, aby zweryfikowa¢ specyficznos¢ znakowania docelowego
antygenu przez przeciwciato pierwszorzedowe. Brak specyficznego barwienia
w negatywnej kontroli tkankowej potwierdza brak reaktywnosci krzyzowej
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przeciwciat z komorkami/sktadnikami  komérkowymi. W przypadku
wystapienia specyficznego barwienia (fatszywie dodatniego barwienia) w
ujemnej zewnetrznej kontroli tkankowej, wyniki uzyskane z prdbki pacjenta
nalezy uznac za niewazne.

Barwienie niespecyficzne, jesli wystepuje, ma zwykle rozproszony wyglad.
Sporadyczne barwienia tkanki facznej mozna réwniez zaobserwowac w
skrawkach z tkanek nadmiernie utrwalonych w formalinie. Uzyj
nienaruszonych komorek do interpretacji wynikow barwienia. Komorki
martwicze lub zdegenerowane czesto wybarwiajg sie niespecyficznie.

Tkanka pacjenta:

Zbadaj probki pacjentéw wybarwione wskazanym przeciwciatem ostatni.
Intensywno$¢ barwienia dodatniego nalezy ocenia¢ w kontekscie kazdego
nieswoistego barwienia tta kontroli ujemnej odczynnika. Podobnie jak w
przypadku kazdego testu immunohistochemicznego, wynik ujemny oznacza,
ze antygen nie zostat wykryty, a nie, ze antygen byt nieobecny w
testowanych komdrkach/tkankach. Jesli to konieczne, uzyj panelu przeciwciat,
aby zidentyfikowac reakcje fatszywie ujemne.

Patrz Podsumowanie i wyjasnienie, Ograniczenia i Charakterystyka dziatania,
aby  uzyskaC  szczegdtowe  informacje  dotyczace  wskazanej
immunoreaktywnosci przeciwciat.

Ograniczenia: Ograniczenia

ogodlne:

1. Do in vitro (IVD)

2. Ten produkt jest przeznaczony wytacznie do uzytku profesjonalnego:
Immunohistochemia to wieloetapowy proces diagnostyczny, ktory
obejmuje specjalistyczne szkolenie w zakresie doboru odpowiednich
odczynnikéw; wybor tkanek, utrwalanie i przetwarzanie; przygotowanie
slajdu IHC; i interpretacji wynikow barwienia.

3. Do stosowania wytgcznie na recepte lekarza. (Tylko Rx)

4.  Barwienie tkanek zalezy od obchodzenia sie z tkanka i jej przetwarzania
przed barwieniem. Niewtasciwe utrwalanie, zamrazanie, rozmrazanie,
mycie, suszenie, ogrzewanie, ciecie na skrawki lub zanieczyszczenie
innymi  tkankami lub plynami moze powodowal artefakty,
putapkowanie przeciwciat lub wyniki fatszywie ujemne. Niespdjne
wyniki mogg by¢ spowodowane réznicami w metodach mocowania i
zatapiania lub nieodtgcznymi nieprawidtowosciami w obrebie tkanki.

5. Nadmierne lub niepetne barwienie kontrastujgce moze zagrozi¢
prawidtowej interpretacji wynikdw.

6. Kliniczna interpretacja kazdego dodatniego lub ujemnego odczynu
powinna by¢ oceniana w kontekscie obrazu klinicznego, morfologii i
innych  kryteridw  histopatologicznych.  Kliniczna  interpretacja
jakiegokolwiek dodatniego lub ujemnego odczynu powinna by¢
uzupetniona  badaniami  morfologicznymi  z  wykorzystaniem
odpowiednich dodatnich i ujemnych kontroli wewnetrznych i
zewnetrznych, a takze innymi testami diagnostycznymi. Za interpretacje
wszystkich etapéw przygotowania i interpretacje koricowego preparatu
IHC odpowiada wykwalifikowany patolog, ktory jest zaznajomiony z
wiasciwym stosowaniem przeciwciat IHC, odczynnikéw i metod.

7. Optymalne protokoty dla konkretnego zastosowania mogg sie roznic.
Obejmuja one miedzy innymi utrwalanie, metode odzyskiwania ciepta,
czasy inkubacji, rozcienczenie przeciwciata, grubos¢ skrawka tkanki i
zastosowany zestaw do wykrywania. Zalecane protokoty i warunki
stosowania znajduja sie w instrukcjach uzycia przeciwciata
pierwszorzedowego i innych odczynnikéw pomocniczych. Zalecenia i
protokoly zawarte w arkuszu danych opierajg sie na wylacznym
stosowaniu  produktéow Biocare. Ostatecznie to badacz jest
odpowiedzialny za okreslenie optymalnych warunkdw.
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8. Ten produkt nie jest przeznaczony do stosowania w cytometrii
przeptywowej. Charakterystyki dziatania nie zostaly okreSlone dla
cytometrii przeptywowej.

9. Tkanki od os6b zakazonych wirusem zapalenia watroby typu B i
zawierajgce antygen powierzchniowy wirusa zapalenia watroby typu B
(HBsAg) moga wykazywaé niespecyficzne barwienie peroksydaza
chrzanowa.s

10. Odczynniki mogq wykazywac nieoczekiwane reakcje w tkankach, ktore
wczesniej nie byly badane. Mozliwo$¢ wystgpienia nieoczekiwanych
reakcji nawet w badanych grupach tkanek nie moze by¢ catkowicie
wyeliminowana ze wzgledu na biologiczng zmienno$¢ ekspresiji
antygenu w nowotworach lub innych tkankach patologicznych.s
Skontaktuj sie z dziatem pomocy technicznej firmy Biocare pod
numerem 1-800-542-2002 lub za posrednictwem informacji pomocy
technicznej dostepnych na stronie biocare.net z udokumentowang
nieoczekiwang reakcja.

11. Normalne/nieodporne surowice pochodzace z tego samego zrodta
zwierzecego, co drugorzedowe surowice odpornosciowe stosowane w
etapach blokowania, moga dawa¢ wyniki falszywie ujemne lub
fatszywie dodatnie z powodu obecnosci autoprzeciwciat lub przeciwciat
naturalnych.

12. Wyniki fatszywie dodatnie moga by¢ spowodowane
nieimmunologicznym wigzaniem biatek lub produktéw reakcji substratu.
Moga by¢ réwniez spowodowane aktywnoscig pseudoperoksydazy
(erytrocyty), endogenng aktywnoscig peroksydazy (cytochrom C) lub
endogenng biotyng (np. watroba, piers, mozg, nerki) w zaleznosci od
rodzaju zastosowanego immunobarwienia.

13. Wynik ujemny oznacza, ze antygenu nie wykryto, a nie, ze antygenu
nie byto w badanych komdrkach lub tkankach.

Ograniczenia specyficzne dla produktu:
Brak dodatkowych ograniczer specyficznych dla produktu.

Charakterystyka dziatania:

Barwienie przeprowadzono stosujgc protokoty podane w instrukcji uzycia
konkretnego przeciwciata lub zgodnie ze specyfikacjg. Czuto$¢ i swoistos¢
barwienia oceniano w zakresie réznych typow tkanek prawidtowych i
nowotworowych  ocenianych  podczas opracowywania  przeciwciat
pierwotnych.

Odtwarzalno$¢: Odtwarzalnos¢

systemdw wykrywania i odczynnikow systemowych firmy Biocare jest
weryfikowana poprzez pomiar o posredniej precyzji, w ramach ktdrego rdzne
serie odczynnikow byty testowane przez dtuzszy czas przy uzyciu réznych
operatoréw, analitykdw, partii odczynnikow, probek tkanek i sprzetu.
Barwienie uzyskane dla kazdego ocenianego odczynnika do wykrywania byto
spdjne i przeprowadzone zgodnie z oczekiwaniami.

Rozwigzywanie probleméw:

1. Brak barwienia jakichkolwiek szkietek — Sprawdz, czy uzyto
odpowiednich tkanek kontroli pozytywnej, przeciwciat i produktow
wykrywajacych. Sprawdz, czy usuwanie lub obrdbka wstepna nie
zostata wykonana niekompletnie lub niewtasciwie.

2. Stabe barwienie wszystkich szkietek — Sprawdzi¢, czy zastosowano
odpowiednig tkanke kontroli dodatniej, przeciwciata i produkty
wykrywajace.

3. Nadmierne tlo wszystkich preparatow — Moze wystepowaé wysoki
poziom endogennej biotyny (w przypadku stosowania produktéw do
wykrywania opartych na biotynie), endogennej aktywnosci HRP
przeksztatcajacej chromogen w barwny produkt koncowy (uzyj bloku
peroksydazy) lub nadmiernej nieswoistej interakcji z biatkami (uzyj
biatka blokada, taka jak roztwodr blokujgcy na bazie surowicy lub
kazeiny).

4.  Skrawki tkanek zmywaja szkietka podczas inkubacji — Sprawdz szkietka,
aby upewnic sie, ze sg natadowane dodatnio.
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5.  Zbyt ciemne specyficzne barwienie — Sprawdz protokot, aby okreslic,
czy na szkietku zastosowano odpowiednie miano przeciwciat, a takze
odpowiednie czasy inkubacji dla wszystkich odczynnikéw. Ponadto
upewnij sie, ze protokdt zawiera wystarczajaca liczbe etapow
przemywania, aby usung¢ nadmiar odczynnikdw po zakornczeniu
etapow inkubaciji.
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Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Tiltenkt bruk:
For in vitro diagnostisk bruk

MACH 4 Universal AP Polymer Kit er beregnet for bruk i enten manuelle eller
automatiserte immunhistokjemi (IHC)-fargeprotokoller ved bruk av en
alkalisk fosfatase (AP) polymer ett- eller to-trinns péfgringsmetode. Dette
mikropolymerdeteksjonssettet er designet for pdvisning av muse IgG og IgM,
og/eller kanin IgG primeere antistoffer bundet til mélantigener i
formalinfiksert, parafininnstgpt (FFPE) vev under IHC-fargeprosessen. Den
kliniske tolkningen av enhver farging eller dens fraveer bgr kompletteres av
morfologiske studier og riktige kontroller og bgr evalueres i sammenheng
med pasientens kliniske historie og andre diagnostiske tester av en kvalifisert
patolog.

Sammendrag og forklaring:

MACH 4 Universal AP Polymer Kit er utformet ved & bruke en ett-trinns eller
totrinns metode for & pdvise primaere antistoffer fra mus og/eller kaniner for
4 danne et antistoff-enzymkompleks. Dette komplekset blir deretter
visualisert ved & bruke et passende substrat/kromogen. I ett-trinnsmetoden
péfares et sekundaert antistoff direkte koblet til mikropolymeren, mens i to-
trinnsmetoden er det sekundsere antistoffet umerket, og et ekstra
enzymbundet polymermerket reagens pafgres sekvensielt. To-trinnsmetoden
er designet for & forsterke deteksjonen i tilfeller med lavt uttrykkende
antigener. Dekkes av ett eller flere av fglgende US Pat. nr. 6.686.461;
6.800.728; 7.102.024; 7.173.125; 7.462.689.

Prosedyreprinsipp:

Dette mikropolymerdeteksjonssettet kan brukes i immunhistokjemitesting av
formalinfikserte, parafininnstgpte vevsseksjoner. Generelt
immunhistokjemisk (IHC) fargeteknikker tillater visualisering av antigener via
sekvensiell pafgring av en spesifikt antistoff mot antigenet (primaert antistoff),
et sekundeert antistoff mot det primaere antistoffet (valdfritt
koblingsantistoff/probe), et enzymkompleks og et kromogent substrat med
mellomliggende vasketrinn. Den enzymatiske aktiveringen av kromogenet
resulterer i et synlig reaksjonsprodukt pa antigenstedet. Prgven kan deretter
motfarges og dekselet gli. Resultatene tolkes ved hjelp av et lys mikroskop
og hjelp i differensialdiagnose av patofysiologiske prosesser, som kan eller
kan ikke vaere assosiert med et bestemt antigen.

Materialer og metoder:
Reagenser som fglger med:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x 100 mL
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1x20mL

rekonstituering, blanding, fortynning, titrering:
Mikropolymerdeteksjonsreagensen(e) er optimalisert og klar til bruk med
Biocare-antistoffer og hjelpereagenser. Ingen rekonstituering, blanding,
fortynning eller titrering er ngdvendig.

Kjente bruksomrader:
Immunhistokjemi (formalinfiksert parafininnstgpt vev)

Arter Reaktivitet:
Mus og kanin IgG tunge og lette kjeder

Leveres som:

MACH 4 Universal AP-sonde — UP536

Bufret saltopplgsning, pH 7,2-7,4, som inneholder en proteinbaerer og
mindre enn 0,1 % natriumazidkonserveringsmiddel. Se
sikkerhetsdatabladet for ytterligere detaljer.

MACH 4 Universal AP Polymer — MRAP536

Bufret saltopplgsning, pH 7,6-7,8, som inneholder en proteinbaerer og
mindre enn 0,01 % ProClin 300 og/eller mindre enn 0,5 % ProClin 950 som
konserveringsmiddel. Se sikkerhetsdatabladet for ytterligere detaljer.

Materialer og reagenser som trengs, men fglger ikke med:
Objektglass, positivt ladet

Positive og negative vevskontroller

Desert Chamber* eller lignende Tgrkeovn (valgfritt)
Xylen eller

Etanol eller reagens alkohol

Decloaking Chamber* eller lignende trykkoker (valgfritt)
Avionisert eller destillert vann

Vaskebuffer*

Forbehandlingsreagenser* (valgfritt)

Enzymfordgyelse* (valgfritt)

Peroksidaseblokk* (valgfritt)

Proteinblokk* (valgfritt)

Primaert antistoff*

Negative kontrollreagenser*

Kromogener*

Hematoxylin* (motfarging) Bldningsreagens
Monteringsmedium

*

Dekkglass lysmikroskop
*(40-400X forstgrrelse)

* Biocare Medical Products: Se nettstedet til Biocare Medical pa
http://biocare.net for mer informasjon om katalognumre og bestilling.
Enkelte reagenser oppfgrt ovenfor er basert pd spesifikk bruk og
deteksjonssystem som brukes.

Oppbevaring og stabilitet:
Oppbevares ved 2°C til 8°C. Produktet er stabilt til utlgpsdatoen som er trykt

pd hetteglassetiketten, ndr det oppbevares under disse forholdene. M3 ikke
brukes etter utlgpsdato. Oppbevaring under andre forhold enn de som er
spesifisert, ma verifiseres. Reagenssettet(e) er klare til bruk og skal ikke
fortynnes. Stabiliteten til brukerfortynnet reagens er ikke fastslatt av Biocare.
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Positive og negative kontroller bgr kjgres samtidig med alle pasientprgver.
Hvis det observeres uventet farging som ikke kan forklares av variasjoner i
laboratorieprosedyrer og det er mistanke om et problem med antistoffet,
kontakt Biocares tekniske stgtte p& 1-800-542-2002 eller via den tekniske
stgtteinformasjonen pé biocare.net.

Prgveforberedelse:
Vev fikset i formalin er egnet for bruk far parafininnstgping. Ossgst vev bgr
avkalkes fgr vevsbehandling for & lette skjeering av vev og forhindre skade
p& mikrotombladene.:=

Riktig fiksert og innebygd vev som uttrykker det spesifiserte antigenmalet,
bgr oppbevares pé et kjglig sted. The Clinical Laboratory Improvement Act
(CLIA) av 1988 krever i 42 CFR §493.1259(b) at "Laboratoriet m3 beholde
fargede objektglass minst ti dr fra datoen for undersgkelse og oppbevar
preveblokker i minst to ar fra eksamensdatoen.":

Behandling av vev for farging:
Utfgr Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) i henhold til anbefalt protokoll

nedenfor. Rutinemessig bruk av HIER fgr IHC har vist seg & minimere
inkonsekvens og standardisere farging.

Advarsel og forholdsregler:

1. Sett-reagens(er) inneholder mindre enn 0,1 % natriumazid.
Konsentrasjoner mindre enn 0,1 % er ikke rapporterbare farlige materialer i
henhold til US 29 CFR 1910.1200, OSHA Hazard Communication og EC-
direktiv 91/155/EC. Natriumazid (NaN.) brukt som konserveringsmiddel er
giftig ved inntak. Natriumazid kan reagere med bly- og kobberrgr og danne
sveert eksplosive metallazider. Ved avhending, skyll med store mengder vann
for & forhindre oppbygging av azid i rerleggerarbeid. (Center for Disease
Control, 1976, National Institute of Occupational Safety and Health, 1976)s
2. Settreagenser inneholder mindre enn 0,05 % ProClin 300 og/eller mindre
enn 1 % ProClin 950. Bruk hansker og verneklzer og ta rimelige forholdsregler
ved h&ndtering, da ProClin er klassifisert som irriterende og kan fordrsake
hudkontaktsensibilisering. Unngd kontakt med gyne, hud og slimhinner.

3. Handter materialer av menneskelig eller animalsk opprinnelse som
potensielt biologisk farlig og kast slike materialer med riktige forholdsregler.
I tilfelle eksponering, fglg helsedirektivene til de ansvarlige myndighetene
der det brukes.s

4. Prgver, far og etter fiksering, og alt materiale som eksponeres for dem,
skal hdndteres som om de er i stand til & overfgre infeksjon og kastes med
riktige forholdsregler. Pipetter aldri reagenser gjennom munnen og unngd
kontakt med hud og slimhinner med reagenser og prgver. Hvis reagenser
eller prgver kommer i kontakt med sensitive omrdder, vask med rikelige
mengder vann.

5. Mikrobiell kontaminering av reagenser kan fgre til en gkning i uspesifikk
farging.

6. Andre inkubasjonstider eller temperaturer enn de spesifiserte kan gi
feilaktige resultater. Brukeren mé validere enhver slik endring.

7. Ikke bruk reagens etter utlgpsdatoen som er trykt pd hetteglasset.

8. Mikropolymerdeteksjonsreagensen(e) er optimalisert og klar til bruk med
Biocare-antistoffer og hjelpereagenser. Se bruksanvisningen for det primaere
antistoffet og andre hjelpereagenser for anbefalte protokoller og
bruksbetingelser.

9. Fglg lokale og/eller statlige myndigheters krav for avhendingsmetode.

10. SDS er tilgjengelig p& forespgrsel og ligger pd http://biocare.net.

11. Rapporter alle alvorlige hendelser knyttet til denne enheten ved &
kontakte den lokale Biocare-representanten og gjeldende kompetente
myndighet i medlemsstaten eller landet der brukeren befinner seg.

d Biocare Medical
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Dette mikropolymerdeteksjonssettet inneholder komponenter klassifisert
som angitt i tabellen nedenfor i samsvar med forordning (EC) nr. 1272/2008.

Fare Code Fareerklaering
Kan fordrsake en allergisk
H317 hudreaksjon.
H402 Skadelig for liv i vann.
N/A H412 Skadelig for vannlevende organismer
med langvarige effekter.

Bruksanvisning:

Mikropolymerdeteksjonsreagensen(e) er optimalisert og klar til bruk med
Biocare-antistoffer og hjelpereagenser. Se bruksanvisningen for det primaere
antistoffet og andre hjelpereagenser for anbefalte protokoller og
bruksbetingelser. Inkubasjonstider og temperaturer vil variere avhengig av
den spesifikke antistoffprotokollen som fglges.

N&r du bruker et automatisert fargeinstrument, se den spesifikke
instrumentets brukerhdndbok og bruksanvisning for driftsparametere.

Generelle prosedyretrinn for 8 utfgre IHC:

1. Avparafinisering: Avparafiniser objektglass i Slide Brite eller xylen. Hydrat
objektglass i en serie graderte alkoholer til vann.

2. Peroksidblokk (valgfritt): Blokker i 5 minutter med Peroxidazed 1.

3. Forbehandlingslgsning/-protokoll: Se det respektive databladet for primaer
antistoff for anbefalt forbehandlingslgsning og protokoll.

4. Proteinblokk (valgfritt): Inkuber i 5-10 minutter ved romtemperatur (RT)
med Background Punisher.

5. Primaert antistoff: Se det respektive databladet for primaer antistoff for
inkubasjonstid.

6. Probe (kun museantistoffer): Inkuber i 5-15 minutter ved romtemperatur
med MACH 4 Universal AP-probe.

7. Polymer: Inkuber i 10-20 minutter for museantistoffer eller 30 minutter for
kaninantistoffer ved RT med MACH 4 MR AP Polymer.

8. Kromogen: Inkuber i 5 minutter ved romtemperatur med Warp Red.

9. Motfarging: Motfarging med hematoksylin. Skyll med avionisert vann.
Pafgr Tacha's Blueing Solution i 1 minutt. Skyll med avionisert vann.

Tekniske merknader:

1. Bruk kun TBS for vasketrinn. PBS vaskebuffere vil hemme alkalisk
fosfatasefarging.

2. Ikke bruk geiteserum som proteinblokk. Ikke bruk Background Eraser eller
Background Terminator.

Kvalitetskontroll:

Se CLSI kvalitetsstandarder for design og implementering av
immunhistokjemianalyser; Godkjent guideline-andre utgave (I/LA28-A2)
CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011

Positiv vevskontroll:

Eksternt positivt kontrollmateriale bgr veere ferske prgver fiksert, behandlet
og innebygd sd snart som mulig p& samme mate som pasientpraven(e).
Positive vevskontroller er en indikasjon pé korrekt forberedt vev og riktige
fargeteknikker. En positiv ekstern vevskontroll for hvert sett med
testbetingelser bgr inkluderes i hver farging.

Vevene som brukes til de eksterne positive kontrollmaterialene bgr velges fra
pasientprgver med godt karakteriserte lave nivder av den positive
malaktiviteten som gir svak positiv farging. Det lave nivéet av positivitet for
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eksterne positive kontroller er designet for & sikre pdvisning av subtile
endringer i det primaere antistoffsensitiviteten fra ustabilitet eller problemer
med IHC-metodikken. Kommersielt tilgjengelige vevskontrollobjektglass eller
prgver behandlet annerledes enn pasientprgven(e) validerer bare
reagensytelsen og verifiserer ikke vevsforberedelse.

Kjente positive vevskontroller bgr kun brukes for & overvdke korrekt ytelse
av behandlet vev og testreagenser, i stedet for som en hjelp til & formulere
en spesifikk diagnose av pasientprgver. Hvis de positive vevskontrollene ikke
viser positiv farging, bgr resultatene med testprgvene anses som ugyldige.

Negativ vevskontroll:

Bruk en negativ vevskontroll fiksert, behandlet og innebygd pd en méte som
er identisk med pasientprgven(e) med hver fargekjoring for & verifisere
spesifisiteten til det primzere IHC-antistoffet for demonstrasjon av
malantigenet, og for & gi en indikasjon pd spesifikk bakgrunnsfarging (falsk
positiv farging). Ogsd mangfoldet av forskjellige celletyper som finnes i de
fleste vevssnitt kan brukes av laboratoriet som interne negative
kontrollsteder for & verifisere IHCs ytelse spesifikasjoner. Typer og kilder til
prgver som kan brukes for negativt vev kontrollene er oppfert i delen
Ytelseskarakteristikk.

Hvis spesifikk farging (falsk positiv farging) oppstdr i den negative
vevskontrollen, bgr resultatene med pasientprgvene anses som ugyldige.

Uspesifikk negativ reagenskontroll:

Bruk en uspesifikk negativ reagenskontroll i stedet for det primaere antistoffet
med en del av hver pasientprgve for 8 evaluere uspesifikk farging og

tillate bedre tolkning av spesifikk farging pd antigenstedet. Ideelt sett

inneholder en negativ reagenskontroll et antistoff produsert og forberedt (dvs.

fortynnet til samme konsentrasjon med samme fortynningsmiddel) for bruk
p& samme mdte som det primaere antistoffet, men viser ingen spesifikk
reaktivitet med humant vev i samme matrise/lgsning som Biocare-
antistoffet. . Fortynningsmiddel alene kan brukes som et mindre gnskelig
alternativ til de tidligere beskrevne negative reagenskontrollene.
Inkubasjonsperioden for den negative reagenskontrollen skal tilsvare
inkubasjonsperioden for det primaere antistoffet.

N&r paneler med flere antistoffer brukes p& seriesnitt, kan de negativt
fargede omrddene pd ett objektglass tjene som en negativ/uspesifikk
bindingsbakgrunnskontroll for andre antistoffer. For & skille endogen
enzymaktivitet eller uspesifikk binding av enzymer fra spesifikk
immunreaktivitet, kan vytterligere pasientvev farges utelukkende med
henholdsvis substrat-kromogen eller enzymkomplekser (PAP, avidin-biotin,
streptavidin) og substrat-kromogen.

Analyseverifisering:

Fgr farste gangs bruk av et antistoff eller fargesystem i en diagnostisk
prosedyre, bgr brukeren verifisere antistoffets spesifisitet ved & teste det pa
en serie internt vev med kjente immunhistokjemiske ytelsesegenskaper som
representerer kjente positive og negative vev. Se
kvalitetskontrollprosedyrene som er skissert tidligere i denne delen av
produktvedlegget og til kvalitetskontrollanbefalingene i CAP Certification
Program: for Immunohistochemistry og/eller NCCLS IHC-retningslinjen:.
Disse kvalitetskontrollprosedyrene bgr gjentas for hvert nytt antistofflot, eller
ndr det er en endring i analyseparametere. Vev som er oppfert i delen
Ytelseskarakteristikk er egnet for analyseverifisering.

Feilsgking:

Fglg de antistoffspesifikke protokollanbefalingene i henhold til databladet
som fglger med. Hvis det oppstdr atypiske resultater, kontakt Biocares
tekniske stgtte pd 1-800-542-2002.
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Tolkning av farging:

MACH 4 Universal AP Polymer Kit produserer en rgd fargereaksjon pd
antigenstedene lokalisert av det primaere antistoffet. Fgr tolkning av
pasientresultater, ma farging av kontroller evalueres av en kvalifisert patolog.
Negative kontroller blir evaluert og sammenlignet med fargede objektglass
for & sikre at eventuell observert farging ikke er et resultat av uspesifikke
interaksjoner.

Positiv vevskontroll:
Den positive vevskontrollen farget med indikert antistoff bgr undersgkes fgrst
for & sikre at alle reagenser fungerer som de skal. Den passende fargingen
av malceller (som angitt ovenfor) indikerer positiv reaktivitet. Hvis de positive
vevskontrollene ikke viser positiv farging, bgr alle resultater med testprgvene
anses som ugyldige.

Fargen p& reaksjonsproduktet kan variere avhengig av substratkromogener
som brukes. Se pakningsvedlegget til substratet for forventede
fargereaksjoner. Videre kan metakromasi observeres i variasjoner av
metoden for farging.:=

N&r en motfarging brukes, avhengig av inkubasjonslengden og styrken til
motfargen som brukes, vil motfarging resultere i en farging av cellekjernene.
Overdreven eller ufullstendig motfarging kan kompromittere riktig tolkning
av resultatene. Se protokoll(er) for anbefalt motbeis.

Negativ:
Den negative vevskontrollen bgr undersgkes etter den positive

vevskontrollen for & verifisere spesifisiteten til merkingen av mélantigenet
med det primaere antistoffet. Fravaeret av spesifikk farging i den negative
vevskontrollen  bekrefter mangelen pd& antistoffkryssreaktivitet il
celler/cellekomponenter. Hvis spesifikk farging (falsk positiv farging) oppstar
i den negative eksterne vevskontrollen, bgr resultatene med pasientprgven
anses som ugyldige.

Uspesifikk farging, hvis tilstede, har vanligvis et diffust utseende. Sporadisk
farging av bindevev kan ogsd observeres i snitt fra formalinfiksert vev. Bruk
intakte celler for tolkning av fargeresultater. Nekrotiske eller degenererte
celler farger ofte uspesifikt.

Pasientvev:

Undersgk pasientprgver farget med indikert antistoff siste. Positiv
fargingsintensitet bgr vurderes i sammenheng med enhver uspesifikk
bakgrunnsfarging av den negative reagenskontrollen. Som med enhver
immunhistokjemisk test betyr et negativt resultat at antigenet ikke ble pavist,
ikke at antigenet var fraveerende i cellene/vevet som ble analysert. Om
ngdvendig, bruk et panel med antistoffer for & identifisere falske negative
reaksjoner.

Se sammendrag og forklaring, begrensninger og ytelsesegenskaper for
spesifikk informasjon om indikert antistoffimmunreaktivitet.

Begrensninger:

Generelle begrensninger:

1. For /in vitro diagnostisk (IVD) bruk

2. Dette produktet er kun for profesjonell bruk: Immunhistokjemi er en
flertrinns diagnostisk prosess som bestdr av spesialisert opplaering i valg
av passende reagenser; vevseleksjon, fiksering og prosessering;
klargjgring av IHC-glasset; og tolkning av fargeresultatene.

3. Kun til bruk etter resept fra lege. (Kun Rx)

4. Vevsfarging er avhengig av hdndtering og behandling av vevet far
farging. Feil fiksering, frysing, tining, vasking, tgrking, oppvarming,
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seksjonering eller kontaminering med andre vev eller veesker kan
produsere artefakter, antistofffanger eller falske negative resultater.
Inkonsekvente resultater kan skyldes variasjoner i fikserings- og
innstgpingsmetoder, eller iboende uregelmessigheter i vevet.«

5. Overdreven eller ufullstendig motfarging kan kompromittere riktig
tolkning av resultatene.

6. Den Kkliniske tolkningen av enhver positiv eller negativ farging bgr
evalueres i sammenheng med klinisk presentasjon, morfologi og andre
histopatologiske kriterier. Den kliniske tolkningen av enhver positiv eller
negativ farging bgr kompletteres med morfologiske studier som bruker
riktige positive og negative interne og eksterne kontroller samt andre
diagnostiske tester. Det er ansvaret til en kvalifisert patolog som er
kjent med riktig bruk av IHC-antistoffer, reagenser og metoder for 3
tolke alle trinnene som brukes til & forberede og tolke det endelige IHC-
preparatet.

7.  De optimale protokollene for en spesifikk applikasjon kan variere. Disse
inkluderer, men er ikke begrenset til, fiksering, varmehentingsmetode,
inkubasjonstider, antistofffortynning, vevsshitttykkelse og
deteksjonssett som brukes. Se bruksanvisningen for det primaere
antistoffet og andre hjelpereagenser for anbefalte protokoller og
bruksbetingelser. Databladanbefalingene og protokollene er basert pa
eksklusiv bruk av Biocare-produkter. Til syvende og sist er det
etterforskerens ansvar 3 bestemme optimale forhold.

8. Dette produktet er ikke beregnet for bruk i flowcytometri.
Ytelseskarakteristikker er ikke bestemt for flowcytometri.

9. Vev fra personer infisert med hepatitt B-virus og som inneholder
hepatitt B-overflateantigen (HBsAg) kan vise uspesifikk farging med
pepperrotperoksidase.s
Reagenser kan vise uventede reaksjoner i tidligere ikke-testet vev.
Muligheten for uventede reaksjoner selv i testede vevsgrupper kan ikke
elimineres fullstendig pd grunn av biologisk variasjon av
antigenekspresjon i neoplasmer eller annet patologisk vev.s Kontakt
Biocares tekniske stgtte pd 1-800-542-2002, eller via den tekniske
stgtteinformasjonen gitt pd biocare.net, med dokumenterte uventede
reaksjoner.
Normale/ikke-immune sera fra samme dyrekilde som sekundzere
antisera brukt i blokkeringstrinn kan fordrsake falskt negative eller falskt
positive resultater pd grunn av autoantistoffer eller naturlige antistoffer.
Falsk-positive resultater kan sees pd grunn av ikke-immunologisk
binding av proteiner eller substratreaksjonsprodukter. De kan ogsd
vaere fordrsaket av pseudoperoksidaseaktivitet (erytrocytter), endogen
peroksidaseaktivitet (cytokrom C) eller endogent biotin (f.eks. lever,
bryst, hjerne, nyre) avhengig av hvilken type immunfarging som
brukes.

Et negativt resultat betyr at antigenet ikke ble pavist, ikke at antigenet

var fraveerende i cellene eller vevet som ble undersgkt.

10.

11.

12

13.

Produktspesifikke begrensninger:
Ingen ytterligere produktspesifikke begrensninger.

Ytelsesegenskaper:

Farging ble utfgrt ved bruk av protokoller gitt i de antistoffspesifikke
bruksanvisningene eller som spesifisert. Sensitiviteten og spesifisiteten til
farging ble evaluert pd tvers av en rekke normale og neoplastiske vevstyper
evaluert under utvikling av primaere antistoffer.

Reproduserbarhet:
Reproduserbarheten til Biocares deteksjonssystemer og systemreagenser

verifiseres gjennom en maling av middels presisjon der ulike reagensloter ble
testet over en lengre tidsperiode ved bruk av ulike operatgrer, analytikere,
reagenslots, vevsprgver og utstyr. Fargingen oppnddd for hver
deteksjonsreagens som ble evaluert var konsistent og utfgrt som forventet.

Feilsgking:

d Biocare Medical
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Ingen farging av noen objektglass — Kontroller for 8 finne ut passende
positivt kontrollvev, antistoff og deteksjonsprodukter som er brukt. Se
etter ufullstendig eller feil fierning av voks eller forbehandling.

Svak farging av alle objektglass — Kontroller for & fastsla at det er brukt
passende positivt kontrollvev, antistoff og deteksjonsprodukter.
Overdreven bakgrunn av alle lysbildene - Det kan veere hgye nivder av
endogent biotin (hvis du bruker biotinbaserte deteksjonsprodukter),
endogen HRP-aktivitet som konverterer kromogen til farget
sluttprodukt (bruk peroksidaseblokk), eller overflgdig ikke-spesifikk
proteininteraksjon (bruk et protein blokk, for eksempel serum- eller
kaseinbasert blokkeringslgsning).

Vevsseksjoner vasker av objektglass under inkubering — Sjekk
objektglassene for & sikre at de er positivt ladet.

Spesifikk farging for mgrk — Sjekk protokollen for & finne ut om riktig
antistofftiter ble brukt pd objektglasset, samt riktige inkubasjonstider
for alle reagenser. Sgrg i tillegg for at protokollen har nok vasketrinn til
3 fjerne overflgdig reagens etter at inkubasjonstrinnene er fullfgrt.
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Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Uso pretendido:
Para in vitro diagnéstico

O MACH 4 Universal AP Polymer Kit destina-se a ser utilizado em protocolos
de coloragdo de imuno-histoquimica (IHC) manuais ou automatizados
utilizando um método de aplicacdo de um ou dois passos de um polimero de
fosfatase alcalina (AP). Este kit de deteccdo de micropolimeros foi
desenvolvido para a deteccdo de anticorpos primarios IgG e IgM de
camundongo e/ou IgG de coelho ligados a antigenos-alvo em tecidos fixados
em formalina e embebidos em parafina (FFPE) durante o processo de
coloragdo IHC. A interpretacdo clinica de qualquer coloracdo ou sua auséncia
deve ser complementada por estudos morfolégicos e controles adequados e
deve ser avaliada dentro do contexto da histdria clinica do paciente e outros
testes diagndsticos por um patologista qualificado.

Resumo e explicacao:

O MACH 4 Universal AP Polymer Kit foi desenvolvido usando um método de
uma ou duas etapas para detectar anticorpos primarios de camundongo e/ou
coelho para formar um complexo anticorpo-enzima. Este complexo é entdo
visualizado usando um substrato/cromdgeno apropriado. No método de uma
etapa, um anticorpo secundario diretamente ligado ao micropolimero é
aplicado, enquanto no método de duas etapas, o anticorpo secundario ndo é
marcado e um reagente adicional marcado com polimero ligado a enzima é
aplicado sequencialmente. O método de duas etapas ¢ projetado para
amplificar a deteccdo em casos de baixa expressdo de antigenos. Coberto
por um ou mais dos seguintes US Pat. n° 6.686.461; 6.800.728; 7.102.024;
7.173.125; 7.462.689.

Principio do procedimento:

Este kit de deteccdo de micropolimeros pode ser usado em testes de imuno-
histoquimica de segBes de tecido fixadas em formalina e embebidas em
parafina. Em geral, a imuno-histoquimica (IHC) técnicas de coloracdo
permitem a visualizagdo de antigenos através da aplicacdo sequencial de um
anticorpo especifico para o antigeno (anticorpo primario), um anticorpo
secundario para o anticorpo primario (anticorpo/sonda de ligacdo opcional),
um complexo enzimatico e um substrato cromogénico com etapas de
lavagem interpostas. A ativacdo enzimatica do cromogénio resulta em um
produto de reagdo visivel no local do antigeno. O espécime pode entdo ser
contrastado e coberto com deslizamento. Os resultados sdo interpretados
usando uma luz microscdpio e auxilia no diagndstico diferencial de processos
fisiopatoldgicos, que podem ou pode ndo estar associado a um antigeno
especifico.

Materiais e Métodos:
Reagentes Fornecidos:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
M4U536H UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
Probe
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1 x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL

M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x100 mL
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1 x20 mL

Reconstituicao, Mistura, Diluicao, Titulacao:

Os reagentes do kit de detecgao de micropolimeros sdo otimizados e estdao
prontos para uso com anticorpos Biocare e reagentes auxiliares. Ndo é
necessaria reconstituigdo, mistura, diluicdo ou titulagdo.

Aplicacoes conhecidas:
Imuno-histoquimica (tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina)

Espécie Reatividade:
Cadeias pesadas e leves de IgG de camundongo e coelho

Fornecido como:

Sonda AP universal MACH 4 — UP536

Solugdo salina tamponada, pH 7,2-7,4, contendo um transportador de
proteina e menos de 0,1% de conservante azida de sodio. Consulte a Ficha
de Dados de Seguranga para obter detalhes adicionais.

Polimero MACH 4 Universal AP - MRAP536

Solugdo salina tamponada, pH 7,6-7,8, contendo um transportador de
proteina e menos de 0,01% de ProClin 300 e/ou menos de 0,5% de ProClin
950 como conservante. Consulte a Ficha de Dados de Seguranga para obter
detalhes adicionais.

Materiais e reagentes necessarios, mas ndo fornecidos:
Laminas de microscopio, carregadas

positivamente Controles positivos e negativos de tecido
Desert Chamber* ou similar Estufa de secagem (opcional)
Xileno ou substituto do xileno

Etanol ou alcool reagente

Decloaking Chamber* ou panela de pressdo similar (opcional)
Agua deionizada ou destilada

Tampao de lavagem*

Reagentes de pré-tratamento* (opcional)

Digestdo enzimatica* (opcional)

Blogueio de peroxidase* (opcional)

Blogueio de proteina* (opcional)

Anticorpo primario*

Reagentes de controle negativo*

Cromdgenos*

Hematoxilina* (contracoloracao)

Reagente de bluing*

de montagem*

Meio

Microscopio(ampliagdo de 40-400X)

* Biocare Medical Products: Consulte o site da Biocare Medical localizado em
http://biocare.net para obter mais informacdes sobre niimeros de catalogo e
pedidos. Certos reagentes listados acima sdo baseados na aplicagdo
especifica e no sistema de detecgdo usado.

Armazenamento e Estabilidade:
Armazenar de 2°C a 8°C. O produto é estavel até o prazo de validade
impresso no rétulo do frasco, quando armazenado nestas condicdes. Nao use
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apos a data de validade. O armazenamento em qualquer condigdo diferente
das especificadas deve ser verificado. O(s) reagente(s) do kit estdo prontos
para uso e ndao devem ser diluidos. A estabilidade do reagente diluido pelo
usuario ndo foi estabelecida pela Biocare.

Controles positivos e negativos devem ser executados simultaneamente com
todas as amostras de pacientes. Se for observada uma coloragdo inesperada
que ndo possa ser explicada por variagdes nos procedimentos laboratoriais e
houver suspeita de um problema com o anticorpo, entre em contato com o
Suporte Técnico da Biocare em 1-800-542-2002 ou através das informagoes
de suporte técnico fornecidas em biocare.net.

Preparacao da amostra: Os

tecidos fixados em formalina sdo adequados para utilizagdo antes da inclusao
em parafina. Os tecidos Osseos devem ser descalcificados antes do
processamento do tecido para facilitar o corte do tecido e evitar danos as
Idminas do micrétomo.::

Os tecidos adequadamente fixados e incorporados que expressam o alvo do
antigeno especificado devem ser armazenados em local fresco. A Lei de
Melhoria de Laboratérios Clinicos (CLIA) de 1988 exige em 42 CFR
§493.1259(b) que “O laboratério deve reter as laminas coradas pelo menos
dez anos a partir da data de exame e reter os blocos de amostras pelo menos
dois anos a partir da data do exame”.:

Tratamento de tecidos antes da coloragdo:
Realize a recuperagdo de epitopos induzida por calor (HIER) de acordo com

0 protocolo recomendado abaixo. O uso rotineiro de HIER antes da IHC
demonstrou minimizar a inconsisténcia e padronizar a coloragdo. +s

Adverténcias e precaugoes:

1. Os reagentes do kit conttm menos de 0,1% de azida sodica.
Concentrag0es inferiores a 0,1% ndo sdo materiais perigosos reportaveis de
acordo com US 29 CFR 1910.1200, Comunicacao de risco OSHA e Diretiva
EC 91/155/EC. A azida sodica (NaN;) usada como conservante é toxica se
ingerida. Azida de sodio pode reagir com encanamentos de chumbo e cobre
para formar azidas metalicas altamente explosivas. Apds o descarte, lave
com grandes volumes de agua para evitar o acumulo de azida no
encanamento. (Centro de Controle de Doengas, 1976, Instituto Nacional de
Seguranca e Salde Ocupacional, 1976)

2. Os reagentes do kit contém menos de 0,05% de ProClin 300 e/ou menos
de 1% de ProClin 950. Use luvas e roupas de protecao e tome precaugdes
razoaveis ao manusear, pois ProClin é classificado como irritante e pode
causar sensibilizagdo em contato com a pele. Evite o contato com os olhos,
pele e membranas mucosas.

3. Manuseie materiais de origem humana ou animal como potencialmente
perigosos e descarte-os com as devidas precauges. Em caso de exposigao,
siga as diretrizes de saulde das autoridades responsaveis quando usadas.’s
4. As amostras, antes e depois da fixacdo, e todos os materiais expostos a
elas devem ser manuseados como se fossem capazes de transmitir infeccdo
e descartados com as devidas precaugdes. Nunca pipete reagentes com a
boca e evite o contato da pele e membranas mucosas com reagentes e
amostras. Se reagentes ou amostras entrarem em contato com areas
sensiveis, lave com agua em abundancia.s

5. A contaminacdo microbiana dos reagentes pode resultar no aumento da
coloracdo inespecifica.

6. Tempos de incubacdo ou temperaturas diferentes dos especificados
podem dar resultados erroneos. O usuario deve validar qualquer alteragao.
7. Ndo use reagente apds a data de validade impressa no frasco.

8. Os reagentes do kit de deteccdo de micropolimeros sdo otimizados e estdo
prontos para uso com anticorpos Biocare e reagentes auxiliares. Consulte as
instrucGes de uso do anticorpo primario e de outros reagentes auxiliares para
obter os protocolos e condigdes de uso recomendados.
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9. Siga os requisitos das autoridades locais e/ou estaduais quanto ao método
de descarte.

10. O SDS esta disponivel mediante solicitacdo e estd localizado em
http://biocare.net.

11. Relate quaisquer incidentes graves relacionados a este dispositivo
entrando em contato com o representante local da Biocare e a autoridade
competente aplicavel do Estado Membro ou pais onde o usuario esta
localizado.

Este kit de deteccdo de micropolimeros contém componentes classificados
conforme indicado na tabela abaixo de acordo com o Regulamento (CE) n°
1272/2008.

Perigo Code Declaracao de perigo
H317 Pode causar uma reagdo alérgica na
pele.
H402 Nocivo para a vida aquatica.
N/A H412 Nocivo para a vida aquatica com
efeitos duradouros.

Instrucées de uso:

Os reagentes do kit de detecgdo de micropolimeros sdo otimizados e estdo
prontos para uso com anticorpos Biocare e reagentes auxiliares. Consulte as
instruges de uso do anticorpo primario e de outros reagentes auxiliares para
obter os protocolos e condigdes de uso recomendados. Os tempos e
temperaturas de incubagdo irdo variar dependendo do protocolo de anticorpo
especifico seguido.

Ao usar um instrumento de coloragdo automatizado, consulte o manual do
operador do instrumento especifico e as instrugbes de uso dos parametros
operacionais.

Etapas processuais gerais para realizar IHC:

1. Desparafinizacdo: Desparafinize as laminas em Slide Brite ou xileno.
Hidrate as Idminas em uma série de alcoois graduados a agua.

2. Blogueio de perdxido (opcional): Blogueie por 5 minutos com Peroxidazed
1.

3. Solugdo/protocolo de pré-tratamento: consulte a folha de dados do
anticorpo primario correspondente para obter a solugdo e o protocolo de pré-
tratamento recomendados.

4. Bloco de proteina (opcional): incubar por 5-10 minutos em temperatura
ambiente (RT) com o Background Punisher.

5. Anticorpo Primario: Consulte a folha de dados do respectivo anticorpo
primario para saber o tempo de incubacao.

6. Sonda (somente anticorpos de camundongo): incubar por 5-15 minutos
em temperatura ambiente com MACH 4 Universal AP Probe.

7. Polimero: incubar por 10-20 minutos para anticorpos de camundongo ou
30 minutos para anticorpos de coelho em temperatura ambiente com
polimero MACH 4 MR AP.

8. Cromogénio: incubar por 5 minutos a temperatura ambiente com Warp
Red.

9. Contracoloracdo: Contracoloracdo com hematoxilina. Enxague com agua
deionizada. Aplique a Solugdo Bluing da Tacha por 1 minuto. Enxague com
agua deionizada.

Notas Técnicas:

1. Use TBS apenas para etapas de lavagem. Tampoes de lavagem PBS irdo
inibir a coloracdo de fosfatase alcalina.

2. Ndo use soro de cabra como bloco de proteina. Ndo use o apagador de
fundo ou o terminador de fundo.
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Controle de qualidade:

Consultar os Padres de Qualidade CLSI para Projeto e Implementagao de
Ensaios de Imuno-histoquimica; Diretriz Aprovada - Segunda edicdo (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA EUA (www.clsi.org). 2011w

Controle de Tecido Positivo:

Os materiais de controle positivo externo devem ser amostras frescas fixadas,
processadas e incorporadas o mais rapido possivel da mesma maneira que
a(s) amostra(s) do paciente. Os controlos de tecido positivos indicam tecidos
correctamente preparados e técnicas de coloracdo adequadas. Um controle
de tecido externo positivo para cada conjunto de condigGes de teste deve ser
incluido em cada execugdo de coloragdo.

Os tecidos usados para os materiais de controle positivo externo devem ser
selecionados a partir de amostras de pacientes com niveis baixos bem
caracterizados da atividade do alvo positivo que fornece coloragao positiva
fraca. O baixo nivel de positividade para controles positivos externos é
projetado para garantir a deteccdo de mudangas sutis na sensibilidade do
anticorpo primario de instabilidade ou problemas com a metodologia IHC.
Laminas de controle de tecido disponiveis comercialmente ou espécimes
processados de forma diferente da(s) amostra(s) do paciente validam apenas
o desempenho do reagente e ndo verificam a preparagao do tecido.

Os controles de tecido positivos conhecidos devem ser utilizados apenas para
monitorar o desempenho correto dos tecidos processados e reagentes de
teste, e ndo como um auxilio na formulagao de um diagndstico especifico de
amostras de pacientes. Se os controles de tecido positivos ndo demonstrarem
coloragdo positiva, os resultados com as amostras de teste devem ser
considerados invalidos.

Controle de tecido negativo:

Use um controle de tecido negativo fixado, processado e incorporado de
maneira idéntica a(s) amostra(s) do paciente em cada execugdo de coloragdo
para verificar a especificidade do anticorpo primario IHC para demonstracdo
do antigeno alvo e para fornecer uma indicagdo de coloragdo de fundo
especifica (coloragdo falso positivo). Além disso, a variedade de diferentes
tipos de células presentes na maioria das segdes de tecido pode ser usados
pelo laboratorista como locais de controle negativo interno para verificar o
desempenho do IHC especificacBes. Os tipos e fontes de espécimes que
podem ser usados para tecido negativo os controles estdo listados na secdo
Caracteristicas de Desempenho.

Se ocorrer coloracdo especifica (coloragdo falso positivo) no controle de
tecido negativo, os resultados com as amostras do paciente devem ser
considerados invalidos.

Controle de reagente negativo inespecifico:

Use um controle de reagente negativo inespecifico no lugar do anticorpo
primario com uma secdo de cada amostra do paciente para avaliar a
coloracdo inespecifica e

permitir uma melhor interpretacdo da coloracdo especifica no local do
antigeno. Idealmente, um controle de reagente negativo contém um
anticorpo produzido e preparado (ou seja, diluido na mesma concentragdo
usando o mesmo diluente) para uso da mesma forma que o anticorpo
primario, mas ndo apresenta reatividade especifica com tecidos humanos na
mesma matriz/solugdo que o anticorpo Biocare . O diluente sozinho pode ser
usado como uma alternativa menos desejavel aos controles de reagentes
negativos descritos anteriormente. O periodo de incubacdo do controle
reagente negativo deve corresponder ao do anticorpo primario.

Quando painéis de varios anticorpos sdo usados em se¢Ges em série, as areas
de coloragdo negativa de uma lamina podem servir como um controle de
fundo de ligagdo negativa/ndo especifica para outros anticorpos. Para
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diferenciar a atividade enzimatica enddgena ou a ligagdo inespecifica de
enzimas da imunorreatividade especifica, tecidos adicionais do paciente
podem ser corados exclusivamente com substrato-cromogénio ou complexos
enzimaticos (PAP, avidina-biotina, estreptavidina) e substrato-cromogénio,
respectivamente.

Verificacdo do ensaio:

Antes do uso inicial de um anticorpo ou sistema de coloragdo em um
procedimento de diagnéstico, o usudrio deve verificar a especificidade do
anticorpo testando-o em uma série de tecidos internos com caracteristicas
de desempenho imuno-histoquimica conhecidas representando tecidos
positivos e negativos conhecidos. Consulte os procedimentos de controle de
qualidade descritos anteriormente nesta secdo do folheto do produto e as
recomendagbes de controle de qualidade do Programa de Certificagdo CAP=
para Imuno-histoquimica e/ou a diretriz NCCLS IHC=. Esses procedimentos
de controle de qualidade devem ser repetidos para cada novo lote de
anticorpos ou sempre que houver alteragdo nos parametros do ensaio. Os
tecidos listados na segdo Caracteristicas de desempenho sdo adequados para
verificagao do ensaio.

Resolugdo de problemas:

Siga as recomendagdes do protocolo especifico do anticorpo de acordo com
a folha de dados fornecida. Se ocorrerem resultados atipicos, entre em
contato com o Suporte Técnico da Biocare em 1-800-542-2002.

Interpretacdo da coloracio:

O MACH 4 Universal AP Polymer Kit produz uma reagao de cor vermelha nos
locais do antigeno localizados pelo anticorpo primario. Antes da interpretagdo
dos resultados do paciente, a coloragdo dos controles deve ser avaliada por
um patologista qualificado. Os controles negativos sdo avaliados e
comparados com as laminas coradas para garantir que qualquer coloracdo
observada ndo seja resultado de interagGes inespecificas.

Controle Positivo de Tecidos:

O controle de tecido positivo corado com o anticorpo indicado deve ser
examinado primeiro para verificar se todos os reagentes estao funcionando
adequadamente. A coloragdo apropriada das células-alvo (conforme indicado
acima) é indicativa de reatividade positiva. Se os controles de tecido positivos
ndo demonstrarem coloragdo positiva, quaisquer resultados com as amostras
de teste devem ser considerados invalidos.

A cor do produto da reacdo pode variar dependendo dos cromdgenos do
substrato usados. Consulte as bulas do substrato para obter as reagoes de
cor esperadas. Além disso, a metacromasia pode ser observada em variagoes
do método de coloragdo.=

Quando uma contracoloragdo € usada, dependendo do tempo de incubagdo
e da poténcia da contracoloracdo usada, a contracoloracdo resultara em uma
coloracdo dos nlcleos celulares. A contracoloragdo excessiva ou incompleta
pode comprometer a interpretacdo adequada dos resultados. Consulte o(s)
protocolo(s) para a contracoloragdo recomendada.

Controle de tecido negativo:

O controle de tecido negativo deve ser examinado apds o controle de tecido
positivo para verificar a especificidade da marcagdo do antigeno alvo pelo
anticorpo primario. A auséncia de coloracdo especifica no controle de tecido
negativo confirma a falta de reatividade cruzada do anticorpo para
células/componentes celulares. Se ocorrer coloragdo especifica (coloragdo
falso positivo) no controle de tecido externo negativo, os resultados com a
amostra do paciente devem ser considerados invalidos.

A coloragdo inespecifica, se presente, geralmente tem uma aparéncia difusa.
A coloragdo esporadica do tecido conjuntivo também pode ser observada em
secoes de tecidos excessivamente fixados em formol. Use células intactas
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para interpretacdo dos resultados da coloragdo. Células necrdticas ou
degeneradas geralmente coram de forma inespecifica.

Tecido do paciente:

Examine amostras de pacientes coradas com o anticorpo indicado Gltimo. A
intensidade da coloragao positiva deve ser avaliada no contexto de qualquer
coloragdo de fundo inespecifica do controle de reagente negativo. Como em
qualquer teste imuno-histoquimico, um resultado negativo significa que o
antigeno ndo foi detectado, e ndo que o antigeno estava ausente nas
células/tecidos testados. Se necessario, use um painel de anticorpos para
identificar reagdes falso-negativas.

Consulte Resumo e explicagao, limitagbes e caracteristicas de desempenho
para obter informagGes especificas sobre a imunorreatividade de anticorpo
indicada.

Limitagdes: Limitagoes

gerais:

1. Para in vitro (IVD)

2.  Este produto é apenas para uso profissional: A imuno-histoquimica é
um processo de diagndstico em varias etapas que consiste em
treinamento especializado na selecdo dos reagentes apropriados;
selegdo, fixagdo e processamento de tecidos; preparagdo da lamina de
IHC; e interpretagdo dos resultados da coloragao.

3. Para uso apenas por prescricdo médica. (Somente Rx)

4. A coloragdo do tecido depende do manuseio e processamento do tecido
antes da coloragdo. Fixagdo, congelamento, descongelamento, lavagem,
secagem, aquecimento, corte ou contaminagdo inadequados com
outros tecidos ou fluidos podem produzir artefatos, aprisionamento de
anticorpos ou resultados falsos negativos. Os resultados inconsistentes
podem dever-se a variagdes nos métodos de fixacdo e incorporagdo ou
a irregularidades inerentes ao tecido.+

5. A contracoloragdo excessiva ou incompleta pode comprometer a
interpretacdo adequada dos resultados.

6. Ainterpretagdo clinica de qualquer coloragdo positiva ou negativa deve
ser avaliada dentro do contexto da apresentacdo clinica, morfologia e
outros critérios histopatoldgicos. A interpretacdo clinica de qualquer
coloragdo positiva ou negativa deve ser complementada por estudos
morfolégicos utilizando controlos internos e externos positivos e
negativos adequados, bem como outros testes de diagndstico. E
responsabilidade de um patologista qualificado que esteja familiarizado
com o uso adequado de anticorpos, reagentes e métodos de IHC
interpretar todas as etapas usadas para preparar e interpretar a
preparacao final de IHC.

7. Os protocolos ideais para uma aplicagdo especifica podem variar. Estes
incluem, mas ndo estdo limitados a fixagdo, método de recuperacdo de
calor, tempos de incubagao, diluigdo de anticorpos, espessura da se¢do
de tecido e kit de deteccdo usado. Consulte as instrugdes de uso do
anticorpo primario e de outros reagentes auxiliares para obter os
protocolos e condigbes de uso recomendados. As recomendacdes e
protocolos da folha de dados sdo baseados no uso exclusivo de
produtos Biocare. Em Ultima analise, € responsabilidade do investigador
determinar as condigGes ideais.

8. Este produto ndao se destina ao uso em citometria de fluxo. As
caracteristicas de desempenho ndo foram determinadas para a
citometria de fluxo.

9. Tecidos de pessoas infectadas com o virus da hepatite B e contendo
antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg) podem exibir coloracdo
inespecifica com peroxidase de rabano silvestre. s

10. Os reagentes podem demonstrar reagdes inesperadas em tecidos ndo
testados anteriormente. A possibilidade de reagdes inesperadas mesmo
em grupos de tecidos testados ndo pode ser completamente eliminada
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devido a variabilidade biolégica da expressdo do antigeno em
neoplasias ou outros tecidos patoldgicos.s contato com o Suporte
Técnico da Biocare em 1-800-542-2002, ou através das informagGes de
suporte técnico fornecidas em biocare.net, com reagGes inesperadas
documentadas.

11. Soros normais/ndao imunes da mesma fonte animal que os antissoros
secundarios usados nas etapas de bloqueio podem causar resultados
falso-negativos ou falsos-positivos devido a autoanticorpos ou
anticorpos naturais.

12. Resultados falso-positivos podem ser observados devido a ligagdo nao
imunolégica de proteinas ou produtos de reagdo de substrato. Eles
também podem ser causados por atividade de pseudoperoxidase
(eritrocitos), atividade de peroxidase enddgena (citocromo C) ou
biotina enddgena (por exemplo, figado, mama, cérebro, rim),
dependendo do tipo de imunocoloragdo usada.:

13.  Um resultado negativo significa que o antigeno ndo foi detectado, e ndo
que o antigeno estava ausente nas células ou tecidos examinados.

LimitacOes Especificas do Produto:
Sem limitagdes adicionals especificas do produto.

Caracteristicas de desempenho:

A coloragao foi realizada usando protocolos fornecidos nas instrugdes de uso
especificas do anticorpo ou conforme especificado. A sensibilidade e a
especificidade da coloragao foram avaliadas em uma variedade de tipos de
tecidos normais e neoplasicos avaliados durante o desenvolvimento de
anticorpos primarios.

Reprodutibilidade:

A reprodutibilidade dos sistemas de deteccdao e reagentes do sistema da
Biocare € verificada por meio de uma medicdo de precisdo intermediaria na
qual varios lotes de reagentes foram testados por um longo periodo de tempo
usando varios operadores, analistas, lotes de reagentes, amostras de tecido
e equipamentos. A coloragdo obtida para cada reagente de detecgao avaliado
foi consistente e realizada conforme o esperado.

Resolugdo de problemas:

1. Nenhuma coloragdo de quaisquer laminas — Verifique para determinar
se foram utilizados tecidos de controlo positivo adequados, anticorpos
e produtos de deteccdo. Verifique se ha remogdo de cera incompleta
ou impropria ou pré-tratamento.

2. Coloragdo fraca de todas as laminas — Verifique para determinar se
foram utilizados tecidos de controlo positivo, anticorpos e produtos de
deteccdo apropriados.

3. Fundo excessivo de todas as laminas — Pode haver altos niveis de
biotina enddgena (se estiver usando produtos de deteccdo a base de
biotina), atividade HRP enddgena convertendo cromogénio em produto
final colorido (use bloqueio de peroxidase) ou excesso de interacdo de
proteina ndo especifica (use uma proteina bloqueio, como soro ou
solugdo de bloqueio a base de caseina).

4.  As segoes de tecido sdo removidas das laminas durante a incubagdo —
Verifigue as laminas para garantir que estejam carregadas
positivamente.

5. Coloragdo especifica muito escura — Verifigue o protocolo para
determinar se o titulo de anticorpo adequado foi aplicado a lamina, bem
como os tempos de incubacdo adequados para todos os reagentes.
Além disso, certifique-se de que o protocolo tenha etapas de lavagem
suficientes para remover o excesso de reagentes apos a conclusdo das
etapas de incubacdo.

Referéncias:
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Utilizare prevazuta:
Pentru /n vitro diagnosticare

Kit-ul MACH 4 Universal AP Polymer este destinat utilizarii fie in protocoale
de colorare manuald sau automatd de imunohistochimie (IHC) folosind o
metoda de aplicare in una sau douad etape a polimerului de fosfataza alcalind
(AP). Acest kit de detectare a micropolimerului este conceput pentru
detectarea anticorpilor primari IgG si IgM de soarece si/sau IgG de iepure
legati la antigenele tintd in tesuturile fixate in formaling, incorporate in
parafind (FFPE) in timpul procesului de colorare IHC. Interpretarea clinicd a
oricarei colordri sau absenta acesteia trebuie completatda de studii
morfologice si controale adecvate si ar trebui evaluata in contextul istoricului
clinic al pacientului si al altor teste de diagnostic de cétre un patolog calificat.

Rezumat si explicatie:

Kitul universal de polimeri AP MACH 4 este proiectat utilizdnd o metoda intr-
o0 etapa sau in doud etape pentru detectarea anticorpilor primari de soarece
si/sau iepure pentru a forma un complex anticorp-enzimé.AAcest complex
este apoi vizualizat folosind un substrat/cromogen adecvat. In metoda cu o
etapd se aplicd un anticorp secundar direct legat de micro-polimer, in timp
ce in metoda in doua etape anticorpul secundar este nemarcat, iar un reactiv
suplimentar marcat cu polimer legat de enzimd este aplicat secvential.
Metoda in doua etape este conceputa pentru a amplifica detectia in cazurile
de antigene cu exprimare scazuta. Acoperit de unul sau mai multe dintre
urmdtoarele brevete US nr. Nr. 6.686.461; 6.800.728; 7.102.024; 7.173.125;
7.462.689.

Principiul procedurii:

Acest kit de detectare a micro-polimerului poate fi utilizat in testarea
imunohistochimica a sectiunilor de tesut fixate cu formol si incorporate in
parafind. In general, imunohistochimic (IHC) tehnicile de colorare permit
vizualizarea antigenelor prin aplicarea secventiald a a anticorp specific la
antigen (anticorp primar), un anticorp secundar la anticorpul primar
(anticorp/sonda optional link), un complex enzimatic si un substrat cromogen
cu etape de spalare interpuse. Activarea enzimatica a cromogenului are ca
rezultat un produs de reactie vizibil la locul antigenului. Esantionul poate fi
apoi contracolorat si capacul poate fi plasat. Rezultatele sunt interpretate
folosind o lumina microscop si ajuta la diagnosticul diferential al proceselor
fiziopatologice, care pot sau poate sa nu fie asociat cu un anumit antigen.

Materiale si metode:
Reactivi furnizati:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x100 mL
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1x20mL

Reconstituire, amestecare, diluare, titrare:

Reactivii kit-ului de detectare a micropolimerului sunt optimizati si gata de
utilizare cu anticorpi Biocare si reactivi auxiliari. Nu este necesard
reconstituire, amestecare, diluare sau titrare.

Aplicatii cunoscute:
tesuturi incorporate in parafina fixate in formalind)

Reactivitatea speciilor:
Lanturi grele si usoare de IgG de soarece si iepure

Imunohistochimie

Sonda universald AP MACH 4 — UP536

Solutie salind tamponata, pH 7,2-7,4, care contine un purtator proteic si
mai putin de 0,1% conservant de azida de sodiu. Consultati Fisa cu date de
securitate pentru detalii suplimentare.

Polimer AP universal MACH 4 — MRAP536

Solutie salind tamponata, pH 7,6-7,8, care contine un purtator proteic si
mai putin de 0,01% ProClin 300 si/sau mai putin de 0,5% ProClin 950 ca
conservant. Consultati Fisa cu date de securitate pentru detalii
suplimentare.

Materiale si reactivi necesari, dar nefurnizati:
Lame de microscop, incarcate

pozitiv Controale tisulare pozitive si hegative
Camerd de desert* sau similar Cuptor de uscare (optional)
Xilen sau inlocuitor de xilen

Etanol sau alcool reactiv

Camera de decloaking* sau oald sub presiune similard (optional)
Apd deionizata sau distilata

Tampon de spalare*

Reactivi de pretratare* (optional)

Digestie enzimatica* (optional)

Bloc de peroxidaza* (optional)

Bloc proteic* (optional)

Anticorp primar*

Reactivi de control negativ*

Cromogene*

Hematoxilind* (contracolorare)

Reactiv de albastru*

Mediu de montare*

Coverglass

Microscop cu lumind(marire 40-400X)

* Produse medicale Biocare: Consultati site-ul web Biocare Medical aflat la
http://biocare.net pentru informatii suplimentare privind numerele de catalog
si comenzile. Anumiti reactivi enumerati mai sus se bazeazad pe aplicatii
specifice si pe sistemul de detectare utilizat.

Depozitare si stabilitate:

A se pastra la 2°C pana la 8°C. Produsul este stabil pana la data de expirare
imprimata pe eticheta flaconului, atunci cand este pastrat in aceste conditii.
Nu utilizati dupa data de expirare. Depozitarea in orice alte conditii decat cele
specificate trebuie verificata. Reactivul (reactivii) trusei sunt gata de utilizare
si nu trebuie diluati. Stabilitatea reactivului diluat de utilizator nu a fost
stabilitd de Biocare.
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Controalele pozitive si negative trebuie efectuate simultan cu toate probele
pacientului. Daca se observa o colorare neasteptata care nu poate fi explicatd
prin variatii ale procedurilor de laborator si se suspecteaza o problema cu
anticorpul, contactati Asistenta Tehnicd Biocare la 1-800-542-2002 sau prin
intermediul informatiilor de asistenta tehnica furnizate pe biocare.net.

Pregatirea probei:
Tesuturile fixate in formol sunt potrivite pentru utilizare inainte de

incorporarea parafinei. Tesuturile osoase trebuie decalcificate inainte de
prelucrarea tesuturilor pentru a facilita taierea tesuturilor si pentru a preveni
deteriorarea lamelor microtomului.:

Tesuturile fixate si incorporate in mod corespunzator care exprima antigenul
tintd specificat trebuie pastrate intr-un loc racoros. Actul Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA) din 1988 prevede in 42 CFR §493.1259(b) ca
Jaboratorul trebuie sd pastreze lamele colorate cel putin zece ani de la data
examinarea si pastrarea blocurilor de specimene cel putin doi ani de la data
examindrii.”

Tratamentul tesuturilor inainte de colorare:

Efectuati recuperarea epitopului indusd de cdldurda (HIER) conform
protocolului recomandat de mai jos. S-a demonstrat ca utilizarea de rutind a
HIER inainte de IHC reduce la minimum inconsistenta si standardizeaza
colorarea.

Avertisment si precautii:

1. Reactiv(i) trusa contine mai putin de 0,1% azida de sodiu. Concentratiile
mai mici de 0,1% nu sunt materiale periculoase raportabile conform US 29
CFR 1910.1200, OSHA Hazard Communication si Directivei CE 91/155/EC.
Azida de sodiu (NaN) folositd ca conservant este toxica daca este ingerata.
Azida de sodiu poate reactiona cu plumbul si cuprul pentru a forma azide
metalice extrem de explozive. La eliminare, cldtiti cu cantitdti mari de apa
pentru a preveni acumularea de azida in instalatii sanitare. (Center for
Disease Control, 1976, National Institute of Occupational Safety and Health,
1976):

2. Reactivii trusei contin mai putin de 0,05% ProClin 300 si/sau mai putin de
1% ProClin 950. Purtati manusi si imbracaminte de protectie si luati masuri
de precautie rezonabile la manipulare, deoarece ProClin este clasificat ca
iritant si poate provoca sensibilizare la contactul cu pielea. Evitati contactul
cu ochii, pielea si mucoasele.

3. Manipulati materialele de origine umana sau animald ca potential
periculoase biologice si eliminati astfel de materiale cu masurile de precautie
corespunzdtoare. In cazul expunerii, respectati directivele de sanatate ale
autoritatilor responsabile acolo unde este utilizat. s

4. Specimenele, Tnainte si dupa fixare, si toate materialele expuse acestora
trebuie manipulate ca si cum ar fi capabile sa transmita infectia si eliminate
cu masurile de precautie corespunzdtoare. Nu pipetati niciodata reactivii pe
gurd si evitati contactul pielii si mucoaselor cu reactivii si mostrele. Daca
reactivii sau mostrele vin in contact cu zone sensibile, spalati-va cu cantitati
mari de apd.c

5. Contaminarea microbiana a reactivilor poate duce la o crestere a coloratiei
nespecifice.

6. Timpii de incubare sau alte temperaturi decat cele specificate pot da
rezultate eronate. Utilizatorul trebuie sa valideze orice astfel de modificare.
7. Nu utilizati reactiv dupa data de expirare imprimata pe flacon.

8. Reactivul (reactivii) kit-ului de detectare a micropolimerului este
optimizat(i) si gata de utilizare cu anticorpi Biocare si reactivi auxiliari.
Consultati instructiunile de utilizare a anticorpului primar si a altor reactiv
auxiliari pentru protocoalele si conditiile recomandate de utilizare.

9. Respectati cerintele autoritatilor locale si/sau de stat pentru metoda de
eliminare.

10. FDS este disponibila la cerere si se afla la http://biocare.net.

11. Raportati orice incidente grave legate de acest dispozitiv contactand
reprezentantul local Biocare si autoritatea competenta aplicabila a statului
membru sau a tarii in care se afla utilizatorul.

d Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553

[w] C€

USA TP v2 (02/09/2023)

Acest kit de detectare a micropolimerului contine componente clasificate asa
cum este indicat in tabelul de mai jos in conformitate cu Regulamentul (CE)
Nr. 1272/2008.

pericol Code Declaratie de pericol
H317 PgaEe provoca o reactie alergica a
pielii.
H402 Daunator vietii acvatice.
N/A H412 Nociv pentru mediul acvatic cu efecte
de lunga durata.

Instructiuni de utilizare:

Reactivul (reactivii) kit-ului de detectare a micropolimerului este optimizat si
gata de utilizare cu anticorpi Biocare si reactivi auxiliari. Consultati
instructiunile de utilizare a anticorpului primar si a altor reactiv auxiliari
pentru protocoalele si conditile recomandate de utilizare. Timpii si
temperaturile de incubare vor varia in functie de protocolul specific de
anticorpi urmat.

Cand utilizati un instrument automat de colorare, consultati manualul de
utilizare al instrumentului specific si instructiunile de utilizare pentru
parametrii de functionare.

Etape procedurale generale pentru efectuarea IHC:

1. Deparafinizare: Deparafinizarea lamelor in Slide Brite sau xilen. Hidrateaza
lamele intr-o serie de alcooli clasificati pand la apa.

2. Bloc cu peroxid (Optional): Blocati timp de 5 minute cu Peroxidazed 1.

3. Solutie/Protocol de pretratare: Va rugam sa consultati fisa de date a
anticorpului primar respectiv pentru solutia si protocolul de pretratare
recomandate.

4. Bloc de proteine (Optional): Incubati timp de 5-10 minute la temperatura
camerei (RT) cu Background Punisher.

5. Anticorp primar: Va rugam sa consultati fisa de date a anticorpului primar
respectiv pentru timpul de incubare.

6. Sonda (numai anticorpi de soarece): Incubati timp de 5-15 minute la
temperatura camerei cu Sonda AP universala MACH 4.

7. Polimer: Se incubeaza timp de 10-20 de minute pentru anticorpii de
soarece sau 30 de minute pentru anticorpii de iepure la RT cu polimer MACH
4 MR AP.

8. Cromogen: Se incubeaza timp de 5 minute la temperatura camerei cu
Warp Red.

9. Contracolorare: Contracolorare cu hematoxilind. Clatiti cu apa deionizata.
Aplicati solutia de albastru Tacha timp de 1 minut. Clatiti cu apa deionizatd.

Note tehnice:

1. Folositi TBS numai pentru etapele de spdlare. Tampoanele de spalare PBS
vor inhiba colorarea cu fosfataza alcalina.

2. Nu utilizati ser de capra ca bloc proteic. Nu utilizati Background Eraser sau
Background Terminator.

Controlul calitatii:

Consultati Standardele de calitate CLSI pentru proiectarea si implementarea
testelor imunohistochimice; Ghid aprobat-A doua editie (I/LA28-A2) CLSI
Wayne, PA SUA (www.clsi.org). 2011w

Control pozitiv al tesuturilor:

Materialele de control pozitiv extern trebuie sa fie probe proaspete fixate,
procesate si incorporate cat mai curand posibil, in acelasi mod ca probele
pacientului. Controalele pozitive ale tesuturilor indica tesuturile pregatite
corect si tehnicile de colorare adecvate. Un control de tesut extern pozitiv
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pentru fiecare set de conditii de testare ar trebui s fie inclus in fiecare cursa
de colorare.

Tesuturile utilizate pentru materialele de control pozitiv extern trebuie
selectate din mostre de pacient cu niveluri scazute bine caracterizate ale
activitatii tintei pozitive care da colorare pozitiva slabad. Nivelul scdzut de
pozitivitate pentru controalele pozitive externe este conceput astfel incat sa
asigure detectarea modificdrilor subtile ale sensibilitatii anticorpilor primari
din instabilitate sau probleme cu metodologia IHC. Lamelele de control al
tesuturilor disponibile comercial sau mostrele procesate diferit de
esantioanele pacientului valideaza doar performanta reactivului si nu verifica
pregatirea tesuturilor.

Controalele de tesut pozitive cunoscute ar trebui utilizate numai pentru
monitorizarea performantei corecte a tesuturilor procesate si a reactivilor de
testare, mai degrabd decat ca ajutor in formularea unui diagnostic specific al
probelor de pacienti. Dacd controalele pozitive ale tesuturilor nu reusesc sa
demonstreze o colorare pozitiva, rezultatele cu probele de testat trebuie
considerate nevalide.

Controlul negativ al tesuturilor:

Utilizati un control negativ al tesuturilor fixat, procesat si incorporat intr-un
mod identic cu esantionul(e) pacientului cu fiecare colorare pentru a verifica
specificitatea anticorpului primar IHC pentru demonstrarea antigenului tinta
si pentru a oferi o indicatie a colorarii specifice de fond (colorare fals pozitiva).
De asemenea, varietatea diferitelor tipuri de celule prezente in majoritatea
sectiunilor de tesut poate sa fie utilizate de catre laborator ca locuri de control
negativ intern pentru a verifica performanta IHC specificatii. Tipurile si
sursele de specimene care pot fi utilizate pentru tesutul negativ controalele
sunt listate in sectiunea Caracteristici de performanta.

Dacd apare o colorare specifica (colorare fals pozitiva) in controlul negativ al
tesutului, rezultatele cu mostrele pacientului trebuie considerate nevalide.

Controlul reactiv negativ nespecific:

Utilizati un control reactiv negativ nespecific in locul anticorpului primar cu o
sectiune din fiecare esantion de pacient pentru a evalua colorarea nespecifica
si pentru

a permite o mai bund interpretare a coloratiei specifice la locul antigenului.
In mod ideal, un control reactiv negativ contine un anticorp produs si
preparat (adica diluat la aceeasi concentratie folosind acelasi diluant) pentru
utilizare in acelasi mod ca anticorpul primar, dar nu prezintd reactivitate
specificd cu tesuturile umane n aceeasi matrice/solutie ca si anticorpul
Biocare. . Numai diluantul poate fi utilizat ca o alternativa mai putin doritd
fata de controalele negative descrise anterior. Perioada de incubatie pentru
controlul reactiv negativ trebuie sd corespundd cu cea a anticorpului primar.

Cand sunt utilizate panouri de mai multi anticorpi pe sectiuni in serie, zonele
cu colorare negativa ale unei lame pot servi ca un control de fond
negativ/nespecific de legare pentru alti anticorpi. Pentru a diferentia
activitatea enzimaticd endogene sau legarea nespecificda a enzimelor de
imunoreactivitatea specifica, tesuturile suplimentare ale pacientului pot fi
colorate exclusiv cu substrat-cromogen sau complexe enzimatice (PAP,
avidina-biotina, streptavidind) si respectiv substrat-cromogen.

Verificarea testului:

Inainte de utilizarea initiald a unui anticorp sau a unui sistem de colorare intr-
o procedurd de diagnosticare, utilizatorul trebuie sa verifice specificitatea
anticorpului testéandu-l pe o serie de tesuturi interne cu caracteristici de
performantd imunohistochimice cunoscute reprezentand tesuturi pozitive si
negative cunoscute. Consultati procedurile de control al calitatii prezentate
anterior in aceasta sectiune a prospectului de produs si la recomandarile de
control al calitdtii din Programul de certificare CAP= pentru imunohistochimie
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si/fsau ghidul NCCLS IHC=. Aceste proceduri de control al calitdtii trebuie
repetate pentru fiecare lot nou de anticorpi sau ori de cate ori exista o
modificare a parametrilor de analizd. Tesuturile enumerate in sectiunea
Caracteristici de performantd sunt potrivite pentru verificarea testului.

Depanare:

Urmati recomandarile protocolului specific anticorpilor conform fisei de date
furnizate. Dacd apar rezultate atipice, contactati asistenta tehnica Biocare la
1-800-542-2002.

Interpretarea colorarii:

Kit-ul MACH 4 Universal AP Polymer produce o reactie de culoare rosie la
locurile antigenului localizate de anticorpul primar. Inainte de interpretarea
rezultatelor pacientului, colorarea controalelor trebuie evaluatd de un patolog
calificat. Martorii negativi sunt evaluati si comparati cu lamele colorate pentru
a se asigura ca orice colorare observata nu este rezultatul interactiunilor
nespecifice.

Control pozitiv al tesuturilor:

Controlul pozitiv al tesutului colorat cu anticorpul indicat trebuie examinat
mai intdi pentru a se asigura ca toti reactivii functioneaza corect. Colorarea
adecvata a celulelor tintd (asa cum s-a indicat mai sus) indica reactivitate
pozitiva. Daca controalele pozitive ale tesuturilor nu reusesc sa demonstreze
o colorare pozitiva, orice rezultat cu probele de testat trebuie considerat
nevalid.

Culoarea produsului de reactie poate varia in functie de cromogenii
substratului utilizati. Consultati prospectele de ambalaj pentru substrat
pentru reactiile de culoare asteptate. Mai mult, metacromazia poate fi
observata in variatiile metodei de colorare.=

Cand se foloseste o contracolorare, in functie de durata de incubare si de
potenta contracolorului utilizat, contracolorarea va avea ca rezultat o colorare
a nucleilor celulari. Contracolorarea excesivd sau incompleta poate
compromite interpretarea corecta a rezultatelor. Consultati protocoalele
pentru contracolorarea recomandata.

Controlul negativ al tesuturilor:

negativ al tesutului trebuie examinat dupa controlul pozitiv al tesutului pentru
a verifica specificitatea etichetdrii antigenului tinta de catre anticorpul primar.
Absenta coloratiei specifice in controlul negativ al tesutului confirma lipsa
reactivitatii incrucisate a anticorpilor la celule/componentele celulare. Daca
apare o colorare specifica (colorare fals pozitiva) in controlul extern negativ
al tesutului, rezultatele cu specimenul pacientului trebuie considerate
nevalide.

Coloratia nespecificd, dacd este prezentd, are de obicei un aspect difuz.
Colorarea sporadica a tesutului conjunctiv poate fi observata si in sectiuni din
tesuturi fixate in exces de formol. Utilizati celule intacte pentru interpretarea
rezultatelor colordrii. Celulele necrotice sau degenerate se coloreaza adesea
nespecific.

Tesutul pacientului:

Examinati mostrele pacientului colorate cu anticorpul indicat ultimul.
Intensitatea colorarii pozitive trebuie evaluata in contextul oricarei colorari
de fond nespecifice a controlului reactiv negativ. Ca si in cazul oricarui test
imunohistochimic, un rezultat negativ inseamna ca antigenul nu a fost
detectat, nu ca antigenul a fost absent in celulele/tesutul testat. Daca este
necesar, utilizati un panou de anticorpi pentru a identifica reactiile fals-
negative.
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Consultati Rezumatul si Explicatia, Limitarile si Caracteristicile de performanta
pentru informatii specifice privind imunoreactivitatea indicatd a anticorpilor.

Limitari: Limitari

Caracteristici de performanta:

Colorarea a fost efectuata folosind protocoalele furnizate in instructiunile
specifice de utilizare a anticorpilor sau conform specificatiilor. Sensibilitatea
si specificitatea colordrii au fost evaluate intr-o serie de tipuri de tesut normal
si neoplazic evaluate in timpul dezvoltdrii anticorpilor primari.

generale:

1. Pentru /n vitro (IVD) Utilizare

2. Acest produs este destinat exclusiv utilizarii profesionale: Reproductibilitate: Reproductibilitatea
Imunohistochimia este un proces de diagnosticare in mai multe etape sistemelor de detectare si a reactivilor de sistem Biocare este verificatd printr-
care consta in pregatire specializatd in selectarea reactivilor 0 masurare a preciziei intermediare in care au fost testate diferite loturi de
corespunzdtori; selectia, fixarea si prelucrarea tesuturilor; prepararea reactivi pe o perioada lunga de timp folosind diversi operatori, analisti, loturi
lamei IHC; si interpretarea rezultatelor colordrii. de reactivi, mostre de tesut si echipamente. Coloratia obtinuta pentru fiecare

3. Pentru utilizare numai pe baza de prescriptie medicald. (Numai Rx) reactiv de detectie evaluat a fost consecventd si a fost efectuatd conform

4. Colorarea tesuturilor depinde de manipularea si prelucrarea tesutului asteptarilor.
inainte de colorare. Fixarea necorespunzdtoare, inghetarea, Depanare:
dezghetarea, spdlarea, uscarea, incdlzirea, sectionarea sau 1. Nicio colorare a niciunei lame — Verificati pentru a determina ca au fost
contaminarea cu alte tesuturi sau fluide pot produce artefacte, captarea utilizate tesuturi de control pozitiv adecvate, anticorpi si produse de
anticorpilor sau rezultate fals negative. Rezultatele inconsecvente se detectare. Verificati dacd existd indepartarea sau pretratarea ceard
pot datora variatilor in metodele de fixare si incorporare sau incompletd sau necorespunzdtoare.
neregularittilor inerente in tesut. 2. Colorare slabd a tuturor lamelor — Verificati pentru a determina cd au

5. Contracolorarea excesiva sau incompleta poate compromite fost utilizate tesuturi de control pozitiv adecvate, anticorpi si produse
interpretarea corecta a rezultatelor. de detectare.

6. Interpretarea clinicad a oricarei coloratii pozitive sau negative trebuie 3. Fundal excesiv al tuturor diapozitivelor — Pot exista niveluri ridicate de
evaluata in contextul prezentarii clinice, al morfologiei si al altor criterii biotind endogena (daca se utilizeazd produse de detectie pe baza de
histopatologice. Interpretarea clinicd a oricarei colorari pozitive sau biotind), activitate HRP endogend de conversie a cromogenului in
negative ar trebui sa fie completata de studii morfologice care utilizeaza produs final colorat (utilizati bloc de peroxidazd) sau interactiune
controale interne si externe pozitive si negative adecvate, precum si proteica nespecificd in exces (utilizati o proteind). bloc, cum ar fi solutia
alte teste de diagnosticare. Este responsabilitatea unui patolog calificat de blocare pe baza de ser sau cazeina).
care este familiarizat cu utilizarea corecta a anticorpilor, reactivilor si 4.  Sectiunile de tesut spala lamelele in timpul incubatiei — Verificati lamele
metodelor IHC sd interpreteze toti pasii utilizati pentru pregatirea si pentru a va asigura ca sunt incarcate pozitiv.
interpretarea preparatului final IHC. 5. Colorare specificd prea intunecata — Verificati protocolul pentru a

7.  Protocoalele optime pentru o anumita aplicatie pot varia. Acestea includ, determina dacd pe lame a fost aplicat titrul adecvat de anticorpi,
dar nu se limiteaza la fixare, metoda de recuperare a caldurii, timpii de precum si timpii de incubare corespunzatori pentru toti reactivii. In plus,
incubare, diluarea anticorpilor, grosimea sectiunii de tesut si trusa de asigurati-va ca protocolul are suficienti pasi de spélare pentru a elimina
detectare utilizata. Consultati instructiunile de utilizare a anticorpului excesul de reactivi dupa finalizarea etapelor de incubare.
primar si a altor reactiv auxiliari pentru protocoalele si conditiile
recomandate de utilizare. Recomandarile si protocoalele din fisa de date .
se bazeaza pe utilizarea exclusiva a produselor Biocare. In cele din urmé, 'l‘efeKT'“W JA. Histological and Histochemical Methods: Th d Practi
este responsabilitatea investigatorului sa determine conditiile optime. ' varvn?(grk-lPelrs :rz%lrfaner;s 1I958;_)c emical Methods: Theory and Fractice.

8. Acest produs nu este destinat utilizarii in citometria n flux. 2. Sheehan bC gd Hrapchak BB Tlh nd Practice of Histotechnol
Caracteristicile de performanta nu au fost determinate pentru citometria ’ eehal . a apcha - [heory a actice of Histotechnology.
in flux. St_. I'_ows. C.V. Mosby Co. 1980. )

9. Tesuturile de la persoane infectate cu virusul hepatitei B si care contin 3. gygga::tztrﬁar?;o% Irlngpgrgvement Amendments of 1988: Final Rule, 57 FR
antigenul de suprafatd al hepatitei B (HBsAg) pot prezenta colorare 4. Shi SR, Cote RJ, Taylor CR. J Histotechnol. 1999 Sep;22(3):177-92.
nespecifica cu peroxidaza de hrean. 5. Taylor CR, et al. Biotech Histochem. 1996 Jan;71(5):263-70

10. Reactivii pot demonstra reactii neasteptate in tesuturile netestate 6. Ce?'llter fo’r Dise;ase Control Manua.I Guide: ’Safety. Mana ément NO
anterior. Posibilitatea unor reactii neasteptate chiar si in grupurile de ' CDC-22. Atlanta. GA. April 30, 1976 ".Decontellmination of Lagorato ! SinI;
tesuturi testate nu poate fi eliminatd complet din cauza variabilitatii Drains t’o RemO\;e Aii dz Salts’ y
biologice a exprimaril antigenului in neoplasme sau in alte tesuturi 7. Occupational Safety and Hea.llth Standards: Occupational exposure to
patologice. Contactati asistenta tehnica Biocare la 1-800-542-2002 sau ' hazardous chemicals in laboratories. (29 (IZFR Part 1910.1450). Fed
prin intermediul informatiilor de asistentd tehnicd furnizate pe Register ) ) : )
biocare.net, cu reactii neasteptate documentate. 2 . .

11. Serurile normale/neimune din aceeasi sursa animala ca si antiserurile 8. S?éricetxsefozo(%g‘}é E]Ctr?:: thritggtrigﬁe?)? v'?/acl):lllaerpserf]:o;nc:'is(l:(gupefllalntgz ltg
secundare utilizate in etapele de blocare pot provoca rezultate fals exgosure to biological ager?ts at work
zggjrt;\llf sau fals pozitive din cauza autoanticorpilor sau a anticorpilor 9. Clinical and Laboratory Standar_ds Institutg (CLSI). ) Protection of

12. Rezultate fals pozitive pot fi observate din cauza legarii neimunologice l(_;auti)((j);ﬁ;Z%owugﬁigitfig)nmcf)scfléziﬂz’]::g@;gPAT?A/;nTSISRSéchPrOVEd
a proteinelor sau a produselor de reactie substrat. Ele pot fi, de 10. CLSI Quality Standards for Design and IL Ilementatio.n of
asemenea, cauzate de activitatea pseudo-peroxidazei (eritrocite), : Immunohistochemistry Assays: A rc?ve d Gui deIing-Secon d edition
activitatea peroxidazﬂei endogene (citocAromuI C) sau biotina endogend (1/LA28-A2) CLSI Wa%e PA {JS’A (vslljvls)/w clsi.org). 2011
S:ﬁi:axﬁ?qplu’ ficat, san, creier, rinichi), in functie de tipul de imunocolor 11. College qf Ameri_can Patholqgists (CAP) Certification Program for

13.  Un rezultat negativ Tnsgamné ca antigenul nu a fost detectat, nu ca zg‘%unohlstochemlstry. Northfield IL. Http://www.cap.org (800) 323-
antigenul a fost absent in celulele sau tesutul examinat. 12. O'Leary TJ, Edmonds P, Floyd AD, Mesa-Tejada R, Robinowitz M, Takes

PA, Taylor CR. Quality assurance for immunocytochemistry; Proposed

Limitari specifice produsului: guideline. MM4-P. National Committee for Clinical Laboratory Standards

Nu existd limitari suplimentare specifice produsului. (NCCLS). Wayne, PA. 1997;1-46.
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13. Koretzik K, Lemain ET, Brandt I, and Moller P. Metachromasia of 3-
amino-9-ethylcarbazole (AEC) and its prevention in Immunoperoxidase
techniques. Histochemistry 1987; 86:471-478.

14. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the techniques and its
pitfalls. Lab Med 1983; 14:767.

15. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of
horseradish peroxidase to hepatitis B surface antigen: a possible source
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[Cslovak |
Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Zamysl'ané pouzitie:
Na /n vitro diagnostické pouzitie

Suprava MACH 4 Universal AP Polymer Kit je uréena na pouZitie v manualnych
alebo automatickych imunohistochemickych (IHC) protokoloch farbenia s
pouZitim jedno- alebo dvojstupriovej aplikacnej metddy polyméru alkalickej
fosfatdzy (AP). Tato mikropolymérova detekCnd slprava je uréena na
detekciu mysich IgG a IgM a/alebo krali¢ich primarnych protilatok IgG
naviazanych na cielové antigény v tkanivach fixovanych vo formaline a
zaliatych do parafinu (FFPE) poCas procesu farbenia IHC. Klinicka
interpretacia akéhokol'vek zafarbenia alebo jeho absencie by mala byt
doplnena morfologickymi Studiami a naleZitymi kontrolami a mala by byt
hodnotend v kontexte pacientovej klinickej anamnézy a inych diagnostickych
testov kvalifikovanym patolégom.

Suhrn a vysvetlenie:

Stiprava MACH 4 Universal AP Polymer Kit je navrhnutd pomocou
jednostupriovej alebo dvojstupriovej metody na detekciu mysich a/alebo
krali¢ich primarnych protilatok, aby sa vytvoril komplex protilatka-enzym.
Tento  komplex sa  potom  vizualizule  pouzitim  vhodného
substratu/chromogénu. V jednokrokovej metdode sa aplikuje sekundarna
protildtka priamo pripojend k mikropolyméru, zatial' Co pri dvojkrokovej
metdde je sekundarna protilatka neoznacena a nasledne sa aplikuje d'alSie
¢inidlo znac¢ené polymérom naviazanym na enzym. Dvojstupriova metdda je
navrhnutd na amplifikaciu detekcie v pripadoch malo exprimujlcich
antigénov. Pokryté jednym alebo viacerymi z nasledujucich patentov USA C.
¢. 6,686,461; 6,800,728; 7,102,024; 7,173,125; 7,462,689.

Princip postupu:

Tato suprava na detekciu mikropolymérov sa moze pouzit’ pri
imunohistochemickom testovani tkanivovych rezov fixovanych vo formaline
a zaliatych do parafinu. Vo vSeobecnosti imunohistochemické (IHC) techniky
farbenia umoznuju vizualizaciu antigénov prostrednictvom sekvencnej
aplikacie a Specificka protilatka k antigénu (primarna protilatka), sekundarna
protilatka k primarnej protilatke (volitel'na vazba protilatka/sonda), enzymovy
komplex a chromogénny substrat s vlozenymi krokmi premyvania.
Enzymaticka aktivacia chromogénu vedie k viditelnému reakénému produktu
v mieste antigénu. Vzorka sa potom moze kontrastne zafarbit’ a kryt sa
nasunie. Vysledky sa interpretuju pomocou svetla mikroskop a pomocka pri
diferencialnej diagnostike patofyziologickych procesov, ktoré mozZu resp
nemusia byt’ spojené s konkrétnym antigénom.

Materialy a metody:
Dodéavané reagencie:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL

d Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553

[w] C€

USA TP v2 (02/09/2023)

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x100 mL
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL
M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1 x20 mL

rekonstiticia, miesanie, riedenie, titracia:

Cinidla stpravy na detekciu mikropolymérov st optimalizované a pripravené
na poutzitie s protilatkami Biocare a pomocnymi Cinidlami. Nie je potrebna
Ziadna rekonstit(cia, miesanie, riedenie alebo titracia.

Zname aplikacie:
Imunohistochémia (formalinom fixované tkaniva zaliate do parafinu)

Druhova reaktivita:
Mysacie a kraliCie IgG t'azké a l'ahké retazce

Dodavané ako:

Univerzéina AP sonda MACH 4 — UP536

Pufrovany fyziologicky roztok, pH 7,2-7,4, obsahujlci proteinovy nosi¢ a
menej ako 0,1 % konzervacnej latky azidu sodného. DalSie podrobnosti
najdete v karte bezpecnostnych udajov.

MACH 4 univerzélny AP polymér — MRAP536

Pufrovany fyziologicky roztok, pH 7,6-7,8, obsahujlci proteinovy nosic a
menej ako 0,01 % ProClin 300 a/alebo menej ako 0,5 % ProClin 950 ako
konzervacnu latku. DalSie podrobnosti najdete v karte bezpec¢nostnych
Gdajov.

Potrebné materidly a Cinidla, ktoré nie su sucast'ou dodavky:
mikroskopické sklicka, kladne nabité

pozitivne a negativne kontroly tkaniva

Pustna komora* alebo podobna Susiaca pec (volitelné)
Xylén alebo nahrada xylénu

Etanol alebo alkohol s ¢inidlom

Decloaking Chamber* alebo podobny tlakovy hrniec (volitelné)
Deionizovana alebo destilovana voda

Premyvaci pufer*

Cinidla na preddpravu* (volitelné)

Enzymové Stiepenie* (volitelné)

Blok peroxidazy* (volitelné)

Blok proteinov* (volitelné)

Primarna protilatka*

Cinidla na negativnu kontrolu*

Chromogény*

Hematoxylin* (kontrafarba)

Cinidlo na zafarbenie*

Montazne médium*

na kryte

Svetelny mikroskop(40-400x zvacsenie)

* Bjocare Medical Products: Daldie informacie o katalégovych Cislach a
objednavani najdete na webovej stranke Biocare Medical na adrese
http://biocare.net. Niektoré Cinidla uvedené vyssie s zaloZzené na Specifickej
aplikacii a pouzitom detekénom systéme.

Skladovanie a stabilita:

Skladujte pri teplote 2°C az 8°C. Produkt je stabilny do datumu exspiracie
vytlaceného na stitku injekcnej liekovky, ak sa uchovava za tychto podmienok.
Nepouzivajte po datume exspiracie. Skladovanie za akychkolvek inych
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podmienok, ako sti uvedené, musi byt overené. Cinidla stipravy sti pripravené
na pouzitie a nemali by sa riedit. Stabilita uZivatelom zriedeného Ccinidla
nebola stanovena spoloCnost'ou Biocare.

Pozitivne a negativne kontroly by sa mali vykonavat' suCasne so vsetkymi
vzorkami pacienta. Ak spozorujete neoCakavané zafarbenie, ktoré nemozno
vysvetlit' odchylkami v laboratdrnych postupoch a mate podozrenie na
problém s protilatkou, kontaktujte technickd podporu spolocnosti Biocare na
Cisle 1-800-542-2002 alebo prostrednictvom informacii o technickej podpore
poskytovanych na biocare.net.

Priprava vzorky:

Tkaniva fixované vo formaline si vhodné na pouzitie pred zaliatim do
parafinu. Kostné tkaniva by sa mali pred spracovanim tkaniva odvapnit/, aby
sa ulahcilo rezanie tkaniva a zabranilo sa poskodeniu Cepiel'ok mikrotomu.:2

Spravne fixované a zaliate tkaniva exprimujuce Specifikovany cielovy antigén
by sa mali skladovat' na chladnom mieste. Zakon o zlepSovani klinickych
laboratérii (CLIA) z roku 1988 vyzaduje v 42 CFR §493.1259(b), Ze
»Laboratérium musi uchovavat' zafarbené sklicka najmenej desat’ rokov od
datumu vysetrenie a uchovavat’ bloky vzoriek najmenej dva roky od datumu
vySetrenia.:

Osetrenie tkaniv pred farbenim:

Vykonajte teplom indukované vyhladavanie epitopu (HIER) podla
odporucaného protokolu nizSie. Ukazalo sa, Ze rutinné pouZivanie HIER pred
IHC minimalizuje nekonzistentnost’ a Standardizuje farbenie. «s

Varovanie a bezpecnostné opatrenia:

1. Cinidla stipravy obsahuji menej ako 0,1 % azidu sodného. Koncentracie
nizéie ako 0,1 % nie s podla US 29 CFR 1910.1200, oznamenia o
nebezpecenstve OSHA a smernice EC 91/155/EC nebezpecnymi materialmi,
ktoré by sa mali hlasit. Azid sodny (NaN,) pouzivany ako konzervacna latka
je pri poziti toxicky. Azid sodny méZe reagovat’ s olovom a medenym
potrubim za vzniku vysoko vybusnych azidov kovov. Po likvidacii oplachnite
velkym mnozstvom vody, aby ste zabranili hromadeniu azidov vo
vodovodnom potrubi. (Center for Disease Control, 1976, National Institute of
Occupational Safety and Health, 1976)s

2. Reagencie stpravy obsahujui menej ako 0,05 % ProClin 300 a/alebo menej
ako 1 % ProClin 950. Pri manipulacii pouzivajte rukavice a ochranny odev a
vykonajte primerané opatrenia, pretoze ProClin je klasifikovany ako drazdiva
latka a moéZe spdsobit’ senzibilizaciu pri kontakte s pokozkou. Zabrante
kontaktu s oami, pokozkou a sliznicami.

3. Zaobchadzajte s materidlmi l'udského alebo Zivocisneho pévodu ako s

potencialne biologicky nebezpecnymi a likvidujte ich s nalezitymi opatreniami.

V pripade expozicie postupujte podla zdravotnych smernic zodpovednych
organov, kde sa pouZiva.

4. So vzorkami pred a po fixacii a so vsetkymi materialmi, ktoré sd im
vystavené, by sa malo zaobchadzat’ tak, ako keby boli schopné prenasat’
infekciu, a mali by sa zlikvidovat' s nalezitymi opatreniami. Nikdy nepipetujte

reagencie Ustami a vyhybajte sa kontaktu koze a sliznic s Cinidlami a vzorkami.

Ak sa reagencie alebo vzorky dostan do kontaktu s citlivymi oblastami,
umyte ich velkym mnozstvom vody.:

5. Mikrobidlna kontaminacia Cinidiel mdze viest' k zvySeniu nespecifického
zafarbenia.

6. Iné inkubacné Casy alebo teploty, ako st uvedené, mozu viest’ k chybnym
vysledkom. Pouzivatel’ musi kazd( takdto zmenu potvrdit’.

7. Nepouzivajte Cinidlo po datume exspiracie vytlaCenom na injekénej
liekovke.

8. Cinidld supravy na detekciu mikropolymérov su optimalizované a
pripravené na pouzitie s protilatkami Biocare a pomocnymi cinidlami.
Odportcané protokoly a podmienky pouZitia najdete v pokynoch na pouzitie
primarnej protildtky a d'alSich pomocnych reagencii.

9. Dodrzujte poZiadavky miestnych a/alebo Statnych organov na spdsob
likvidacie.

10. KBU je k dispozicii na poZiadanie a nachadza sa na http://biocare.net.
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11. Nahlaste vSetky vazne incidenty slvisiace s tymto zariadenim
kontaktovanim miestneho zastupcu spoloCnosti Biocare a prislusnym
organom clenského Statu alebo krajiny, kde sa pouZivatel’ nachadza.

Tato sUprava na detekciu mikropolymérov obsahuje zlozky klasifikované ako
je uvedené v tabul'ke nizsie v stlade s nariadenim (ES) ¢. 1272/2008.

Nebezpecenstvo Code Vyhlasenie o nebezpecnosti

H317 MobZe vyvolat’ alergick koznu reakciu.

Skodlivy pre vodné organizmy.
Skodlivy pre vodné organizmy s
dlhodobymi Gc¢inkami.

H402

N/A H412

Navod na pouZitie:

Cinidla stpravy na detekciu mikropolymérov sii optimalizované a pripravené
na pouzitie s protilatkami Biocare a pomocnymi cinidlami. Odporucané
protokoly a podmienky pouZzitia najdete v pokynoch na pouzitie primarnej
protilatky a d'alSich pomocnych reagencii. Inkubacné Casy a teploty sa budu
lisit’ v zavislosti od Specifického protokolu protilatky, ktory sa pouZzije.

Pri pouzivani automatického farbiaceho pristroja si prestudujte prevadzkové
parametre v navode na obsluhu konkrétneho pristroja a v navode na pouZitie.

VSeobecné proceduralne kroky na vykonavanie IHC:

1. Deparafinizacia: Deparafinizujte sklicka v Slide Brite alebo xyléne.
Hydratujte sklicka v sérii odstupniovanych alkoholov do vody.

2. Peroxidovy blok (volitelny): Blokujte 5 minit peroxidom 1.

3. Roztok/protokol na predlpravu: Odportcany roztok na predipravu a
protokol najdete v prislusnom Gdajovom liste primarnych protilatok.

4. Proteinovy blok (voliteny): Inkubujte 5-10 mindt pri izbovej teplote (RT)
s Background Punisher.

5. Primarna protilatka: Inkubacny ¢as najdete v prislusnom (dajovom liste
primarnej protilatky.

6. Sonda (iba mysacie protilatky): Inkubujte 5-15 mindt pri teplote miestnosti
so sondou MACH 4 Universal AP.

7. Polymér: Inkubujte 10-20 minGt pre mysie protilatky alebo 30 mindt pre
kraliCie protilatky pri teplote miestnosti s MACH 4 MR AP polymérom.

8. Chromogén: Inkubujte 5 mint pri teplote miestnosti s Warp Red.

9. Kontrafarbivo: Kontrafarbivo hematoxylinom. Oplachnite deionizovanou
vodou. Aplikujte Tacha's Blueing Solution na 1 minGtu. Oplachnite
deionizovanou vodou.

Technické poznamky:

1. TBS pouZivajte len na premyvacie kroky. Premyvacie pufre PBS budu
inhibovat’ farbenie alkalickou fosfatazou.

2. NepouZivajte kozie sérum ako proteinovy blok. Nepouzivajte Background
Eraser alebo Background Terminator.

Kontrola kvality:

Pozrite si Standardy kvality CLSI pre navrh a implementaciu
imunohistochemickych testov; Schvalena smernica — druhé vydanie (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011

Pozitivna kontrola tkaniva:

Materialy vonkajSej pozitivnej kontroly by mali byt’ Cerstvé vzorky fixované,
spracované a zaliate ¢o najskor rovnakym spsobom ako vzorka (vzorky)
pacienta. Pozitivne kontroly tkaniva naznacuju spravne pripravené tkaniva a
spravne techniky farbenia. Do kazdého cyklu farbenia by mala byt’ zahrnuta
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jedna pozitivna externa tkanivova kontrola pre kazdy subor testovacich
podmienok.

Tkaniva pouzité pre externé materidly pre pozitivnu kontrolu by sa mali
vyberat’ zo vzoriek pacientov s dobre charakterizovanymi nizkymi hladinami
pozitivnej ciel'ovej aktivity, ktora poskytuje slabé pozitivne zafarbenie. Nizka
Uroven pozitivity pre externé pozitivne kontroly je navrhnuta tak, aby
zabezpeCila detekciu jemnych zmien citlivosti primarnej protilatky z
nestability alebo problémov s metodikou IHC. Komer¢ne dostupné tkanivové
kontrolné sklicka alebo vzorky spracované inak ako vzorka (vzorky) pacienta
iba overuju Ucinnost’ Cinidla a neoveruju pripravu tkaniva.

Zname pozitivne kontroly tkaniva by sa mali pouzivat’ len na monitorovanie
spravneho vykonu spracovanych tkaniv a testovacich Cinidiel, a nie ako
pomécka pri formulovani Specifickej diagndzy vzoriek pacientov. Ak pozitivne
kontroly tkaniva nepreukazu pozitivne zafarbenie, vysledky s testovanymi
vzorkami by sa mali povaZovat' za neplatné.

Negativna tkanivova kontrola:

Pouzite negativnu tkanivovd kontrolu fixovanu, spracovanu a zapustenu
identickym spGsobom ako vzorka (vzorky) pacienta pri kazdom cykle farbenia,
aby ste overili Specifickost primarnej protilatky IHC pre preukdzanie
cielového antigénu a poskytnutie indikacie Specifického zafarbenia pozadia
(falosne pozitivne farbenie). M6Ze to byt aj mnozstvo réznych typov buniek
pritomnych vo vacsine tkanivovych rezov byt pouZité laboratériom ako
interné negativne kontrolné miesta na overenie vykonu IHC technické Udaje.
Typy a zdroje vzoriek, ktoré mozno pouZzit' na negativne tkanivo ovladacie
prvky st uvedené v Casti Vykonnostné charakteristiky.

Ak sa v negativnej kontrole tkaniva vyskytne Specifické zafarbenie (faloSne
pozitivne zafarbenie), vysledky so vzorkami pacienta by sa mali povazovat’
za neplatné.

Nespecificka negativna reagencna kontrola:

Pouzite neSpecifickli negativnu reagencni kontrolu namiesto primarnej
protilatky s rezom vzorky kazdého pacienta, aby ste vyhodnotili nespecifické
zafarbenie a

umoznili lepsiu interpretaciu Specifického zafarbenia v mieste antigénu. V
idedlnom pripade obsahuje negativna reagencna kontrola protildtku
vyroben( a pripravenu (4 zrieden( na rovnakd koncentraciu s pouzitim
rovnakého riedidla) na pouZitie rovnakym spdsobom ako primarna protilatka,
ale nevykazuje Ziadnu Specifick( reaktivitu s f'udskymi tkanivami v rovnakej
matrici/roztoku ako protildtka Biocare . Samotné riedidlo sa méZe pouZit' ako
menej Ziaduca alternativa k predtym opisanym negativnym kontrolnym
Cinidlam. Inkubaénd doba pre negativnu reagencnl kontrolu by mala
zodpovedat’ dobe primarnej protilatky.

Ked' sa na sériovych rezoch pouZiju panely niekolkych protilatok, negativne
zafarbené oblasti jedného sklicka mo6zu slizit' ako negativna/nespecificka
vdzbova kontrola pozadia pre iné protilatky. Na odliSenie endogénnej
enzymovej aktivity alebo neSpecifickej vazby enzymov od Specifickej
imunoreaktivity mézu byt dalSie tkaniva pacienta zafarbené vylucne
substrat-chromogén alebo enzymovymi komplexmi (PAP, avidin-biotin,
streptavidin) a substrat-chromogén.

Overenie testu:

Pred prvym pouzitim protilatky alebo farbiaceho systému v diagnostickom
postupe by si mal pouzivatel’ overit’ Specifickost’ protilatky testovanim na sérii
vlastnych tkaniv so znamymi imunohistochemickymi charakteristikami, ktoré
predstavuju zndme pozitivne a negativne tkaniva. Pozrite si postupy kontroly
kvality uvedené vyssSie v tejto Casti pribalového letaku k produktu a
odporucania kontroly kvality certifikacného programu CAP: pre
imunohistochémiu a/alebo usmernenia NCCLS IHC=. Tieto postupy kontroly
kvality by sa mali opakovat’ pre kazdu novu Sarzu protilatok alebo vzdy, ked’
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dojde k zmene parametrov testu. Na overenie testu si vhodné tkaniva
uvedené v Casti Vykonnostné charakteristiky.

Riesenie problémov:

Postupujte podla odporacani protokolu Specifického pre protildtku podla
dodaného Udajového listu. Ak sa vyskytnu atypické vysledky, kontaktujte
technickd podporu spolocnosti Biocare na Cisle 1-800-542-2002.

Interpretacia farbenia:

MACH 4 Universal AP Polymer Kit vytvara Cervenl farebnu reakciu na
miestach antigénu lokalizovanych primarnou protilatkou. Pred interpretaciou
vysledkov pacienta musi zafarbenie kontrol vyhodnotit’ kvalifikovany patoldg.
Negativne kontroly sa vyhodnotia a porovnaju so zafarbenymi sklickami, aby
sa zabezpeCilo, Ze akékol'vek pozorované zafarbenie nie je vysledkom
nespecifickych interakcii.

Pozitivna kontrola tkaniva:

Pozitivna tkanivova kontrola zafarbend indikovanou protilatkou by sa mala
najskor vysetrit, aby sa zistilo, Ze vsetky Cinidla funguju spravne. Prislusné
farbenie cielovych buniek (ako je uvedené vyssie) svedCi o pozitivnej
reaktivite. Ak pozitivne kontroly tkaniva nepreukadzu pozitivne zafarbenie,
akékol'vek vysledky s testovanymi vzorkami by sa mali povaZovat' za neplatné.

Farba reakéného produktu sa modze menit v zavislosti od pouZitych
substratovych chromogénov. OCakavané farebné reakcie najdete v
pribalovych letdkoch substratu. Dalej je mozné pozorovat’ metachromaziu vo
variantoch spdsobu farbenia. = )

Ked' sa pouZije kontrastné farbenie, v zavislosti od dizky inkubacie a t¢innosti
pouzitého kontrastného farbenia, kontrastné farbenie povedie k zafarbeniu
bunkovych jadier. Nadmerné alebo netipIné kontrastné farbenie moéze ohrozit’
spravnu interpretaciu vysledkov. Odporticané kontrastné farbenie najdete v
protokole(och).

Negativna kontrola tkaniva:

Negativna kontrola tkaniva by sa mala vySetrit’ po pozitivnej kontrole tkaniva,
aby sa overila Specificita oznacenia cielového antigénu primarnou protilatkou.
Nepritomnost’ Specifického zafarbenia v negativnej kontrole tkaniva
potvrdzuje nedostatok krizovej reaktivity protilatky s bunkami/bunkovymi
zloZkami. Ak sa v negativnej vonkajsej kontrole tkaniva vyskytne Specifické
zafarbenie (faloSne pozitivne zafarbenie), vysledky so vzorkou pacienta by sa
mali povaZovat' za neplatné.

NeSpecifické sfarbenie, ak je pritomné, ma zvyCajne difizny vzhlad.
Sporadické zafarbenie spojivového tkaniva mozno pozorovat' aj na rezoch z
tkaniv nadmerne fixovanych formalinom. Na interpretaciu vysledkov farbenia
pouzite neporusené bunky. Nekrotické alebo degenerované bunky sa Casto
farbia neSpecificky.

Tkanivo pacienta:

Preskimaijte vzorky pacientov zafarbené indikovanou protilatkou posledny.
Intenzita pozitivneho zafarbenia by sa mala posudit’ v kontexte akéhokol'vek
nespecifického zafarbenia pozadia negativnej kontroly s cinidlom. Ako pri
akomkol'vek imunohistochemickom teste, negativny vysledok znamena, Ze
antigén nebol detegovany, nie Ze antigén chybal v testovanych
bunkach/tkanive. V pripade potreby pouzite panel protilatok na identifikaciu
faloSne negativnych reakcii.

Specifické informécie tykajlice sa indikovanej imunoreaktivity protilétok
najdete v casti Suhrn a vysvetlenie, obmedzenia a vykonnostné
charakteristiky.
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Obmedzenia:

VSeobecné obmedzenia:

1.
2.

10.

11.

12.

13.

Na /in vitro (IVD)

Tento produkt je uréeny len na profesiondlne pouZitie:
Imunohistochémia je viackrokovy diagnosticky proces, ktory pozostava
Zo Specializovaného Skolenia na vyber vhodnych cinidiel; vyber tkaniva,
fixacia a spracovanie; priprava podlozného sklicka IHC; a interpretacia
vysledkov farbenia.

Na pouzitie len na lekarsky predpis. (Len Rx)

Farbenie tkaniva zavisi od manipulacie a spracovania tkaniva pred
farbenim. Nespravna fixacia, zmrazovanie, rozmrazovanie, umyvanie,
susenie, zahrievanie, rezanie alebo kontaminacia inymi tkanivami alebo
tekutinami moZe sposobit’ artefakty, zachytavanie protilatok alebo
faloSne negativne vysledky. Nekonzistentné vysledky moézu byt
sposobené odchylkami v metddach fixacie a zapustenia alebo
prirodzenymi nepravidelnostami v tkanive.:=

Nadmerné alebo neuplné kontrastné farbenie moze ohrozit' spravnu
interpretaciu vysledkov.

Klinicka interpretacia akéhokol'vek pozitivneho alebo negativneho
zafarbenia by sa mala hodnotit v kontexte klinického obrazu,
morfolégie a inych histopatologickych kritérii. Klinicka interpretacia
akéhokol'vek pozitivneho alebo negativneho zafarbenia by mala byt
doplnena morfologickymi Studiami s pouzitim spravnych pozitivnych a
negativnych vnltornych a vonkajSich kontrol, ako aj inych
diagnostickych testov. Je zodpovednostou kvalifikovaného patoldga,
ktory je oboznameny so spravnym pouzivanim IHC protilatok, Cinidiel a
metod, interpretovat’ vSetky kroky pouZité na pripravu a interpretaciu
konec¢ného IHC preparatu.

Optimalne protokoly pre konkrétnu aplikaciu sa mézu liSit. Tieto
zahfnajl, ale nie si obmedzené na fixaciu, metddu ziskania tepla,
inkubacné casy, riedenie protilatky, hribku tkanivového rezu a pouzitu
deteként stpravu. Odportcané protokoly a podmienky pouzitia najdete
v pokynoch na pouZitie primarnej protilatky a dalSich pomocnych
reagencii. Odporucania a protokoly Udajovych listov su zaloZzené na
vyhradnom pouzivani produktov Biocare. V kone¢nom dosledku je
zodpovednost'ou vysetrovatela urcit’ optimalne podmienky.

Tento produkt nie je ureny na pouzitie v prietokovej cytometrii.
Vykonnostné charakteristiky neboli stanovené pre prietokovi
cytometriu.

Tkanivd od o0s6b infikovanych virusom hepatitidy B a obsahujlce
povrchovy antigén hepatitidy B (HBsAg) moZu vykazovat' nesSpecifické
zafarbenie chrenovou peroxidazou.s

Reagencie mozu vykazovat' neoCakavané reakcie v predtym
netestovanych tkanivach. Moznost neocakavanych reakcii ani v
testovanych skupinach tkaniv nie je mozné Gplne eliminovat’ z dévodu
biologickej variability expresie antigénu v novotvaroch alebo inych
patologickych tkanivach.: Kontaktujte technick( podporu spolocnosti
Biocare na Cisle 1-800-542-2002 alebo prostrednictvom informacii
technickej podpory poskytnutych na biocare.net so zdokumentovanymi
neocakavanymi reakciami.

Normalne/neimunitné séra z rovnakého zvieracieho zdroja ako
sekundarne antiséra pouzité v blokovacich krokoch mo6zu spdsobit’
faloSne negativne alebo falosne pozitivne vysledky v dosledku
autoprotilatok alebo prirodzenych protilatok.

Falosne pozitivne vysledky moézu byt pozorované v dosledku
neimunologickej vazby proteinov alebo produktov reakcie substratu.
MO6zZu byt sposobené aj pseudoperoxiddzovou aktivitou (erytrocyty),
endogénnou peroxidazovou aktivitou (cytochrém C) alebo endogénnym
biotinom (napr. pecen, prsia, mozog, oblicky) v zavislosti od typu
pouzitého imunofarbiva.:=

Negativny vysledok znamend, Ze antigén nebol detegovany, nie Ze
antigén chybal v skimanych bunkach alebo tkanive.

Specifické obmedzenia produktu:

Ziadne dalsie Specifické obmedzenia produktu.
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Vykonnostné charakteristiky:
Farbenie sa uskutoCriovalo s pouZitim protokolov poskytnutych v pokynoch
na pouzitie Specifickych pre protilatku alebo podla Specifikacie. Citlivost’ a

Specificita farbenia sa hodnotila v celom

rozsahu normalnych a

neoplastickych typov tkaniv hodnotenych pocas vyvoja primarnych protilatok.

Reprodukovatel'nost’: Reprodukovatel'nost’

detekénych systémov Biocare a systémovych Cinidiel je overenda meranim
strednej presnosti, pri ktorom boli rozne Sarze Cinidiel testované pocas dihého
Casového obdobia pomocou réznych operatorov, analytikov, Sarzi Cinidiel,
vzoriek tkaniv a zariadeni. Farbenie ziskané pre kazdé hodnotené detekcné
Cinidlo bolo konzistentné a uskutocnilo sa podla ocakavania.

RieSenie problémov:

1.

Ziadne zafarbenie na sklickach — Skontrolujte, ¢i sa pouzilo vhodné
tkanivo pozitivnej kontroly, protilatka a detekéné produkty. Skontrolujte
netplné alebo nespravne odstranenie vosku alebo predbezni Upravu.
Slabé zafarbenie vsetkych sklicok — Skontrolujte, ¢i sa pouzilo vhodné
tkanivo pozitivnej kontroly, protilatka a detekéné produkty.

Nadmerné pozadie vSetkych sklicok — M6Zu existovat’ vysoké hladiny
endogénneho biotinu (ak pouZivate detekéné produkty na baze biotinu),
endogénna aktivita HRP premienajliica chromogén na farebny konecny
produkt (pouzite peroxidazovy blok) alebo nadmerna neSpecificka
proteinova interakcia (pouzite protein blok, ako je blokovaci roztok na
baze séra alebo kazeinu).

Tkanivové rezy zmyju sklicka pocas inkubacie — Skontrolujte sklicka,
aby ste sa uistili, Ze si pozitivne nabité.

Specifické zafarbenie je prilis tmavé — Skontrolujte protokol a zistite, Ci
bol na sklicko aplikovany spravny titer protilatok, ako aj spravne
inkubacné Casy pre vsetky cinidla. Okrem toho sa uistite, Ze protokol
obsahuje dostatok premyvacich krokov na odstranenie nadbytocnych
Cinidiel po dokonceni inkubacnych krokov.
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Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Predvidena uporaba:
Za in vitro diagnosti¢no uporabo

MACH 4 Universal AP Polymer Kit je namenjen za uporabo v protokolih
roCnega ali avtomatiziranega imunohistokemijskega (IHC) barvanja z
uporabo eno- ali dvostopenjske metode nanasanja polimera alkalne fosfataze
(AP). Ta komplet za odkrivanje mikropolimerov je zasnovan za odkrivanje
primarnih protiteles misjih IgG in IgM in/ali kuncjih IgG, vezanih na ciline
antigene v tkivih, fiksiranih s formalinom, v parafinu (FFPE) med postopkom
barvanja IHC. Klinicno razlago kakrSnega koli obarvanja ali njegove
odsotnosti je treba dopolniti z morfoloskimi Studijami in ustreznimi kontrolami
ter jo mora oceniti usposobljen patolog v kontekstu bolnikove klinicne
anamneze in drugih diagnosticnih testov.

Povzetek in pojasnilo:

MACH 4 Universal AP Polymer Kit je zasnovan z uporabo enostopenijske ali
dvostopenjske metode za odkrivanje misjih in/ali zajcjih primarnih protiteles
za tvorbo kompleksa protitelo-encim. Ta kompleks se nato vizualizira z
uporabo ustreznega substrata/kromogena. Pri enostopenjski metodi se
nanese sekundarno protitelo, neposredno povezano z mikropolimerom,
medtem ko je pri dvostopenjski metodi sekundarno protitelo neoznaceno,
zaporedno pa se nanese dodaten z encimom vezan polimer oznacen reagent.
Dvostopenjska metoda je zasnovana za izboljSanje odkrivanja v primerih
nizko izraZenih antigenov. Zajeto z enim ali ve¢ od naslednjih patentov ZDA
st. st. 6,686,461; 6.800.728; 7.102.024; 7,173,125; 7.462.689.

Nacelo postopka:

Ta komplet za odkrivanje mikropolimerov se lahko uporablja pri
imunohistokemijskem testiranju s formalinom fiksiranih in v parafin vgrajenih
odrezkov tkiva. Na splosno imunohistokemi¢ni (IHC) tehnike barvanja
omogocajo vizualizacijo antigenov z zaporedno uporabo a specifi¢no protitelo
proti antigenu (primarno protitelo), sekundarno protitelo proti primarnemu
protitelesu (neobvezno povezovalno protitelo/sonda), encimski kompleks in
kromogeni substrat z vmesnimi koraki pranja. Posledica encimske aktivacije
kromogena je viden reakcijski produkt na mestu antigena. Vzorec se lahko
nato protibarva in prekrije. Rezultati se interpretirajo z uporabo Iuci
mikroskopom in pomoc pri diferencialni diagnostiki patofizioloskih procesov,
ki lahko 0z morda ni povezan z doloCenim antigenom.

Materiali in metode:
PriloZeni reagenti:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x 100 mL
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1x20mL

Rekonstitucija, mesanje, redcenje, titracija:

Reagenti kompleta za odkrivanje mikropolimerov so optimizirani in
pripravljeni za uporabo s protitelesi Biocare in pomoznimi reagenti.
Rekonstitucija, mesanje, redCenije ali titracija niso potrebni.

Znane uporabe:
Imunohistokemija (s formalinom fiksirana tkiva, vdelana v parafin)

Reaktivnost vrste:
tezke in lahke verige IgG misi in zajcev.

Dobavljeno kot:

Univerzalna AP sonda MACH 4 — UP536

Pufrirana fizioloSka raztopina, pH 7,2-7,4, ki vsebuje proteinski nosilec in
manj kot 0,1 % konzervansa natrijevega azida. Za dodatne podrobnosti
glejte varnostni list.

MACH 4 univerzaini AP polimer — MRAP536

Pufrirana fizioloSka raztopina, pH 7,6-7,8, ki vsebuje proteinski nosilec in
manj kot 0,01 % ProClin 300 in/ali manj kot 0,5 % ProClin 950 kot
konzervans. Za dodatne podrobnosti glejte varnostni list.

Potrebni materiali in reagenti, ki niso priloZeni:
Mikroskopska stekelca, pozitivno nabita
Pozitivna in negativna kontrola tkiva
Puscavska komora* ali podobna Susilna pecica (izbirno)
Ksilen ali nadomestek ksilena

Etanol ali reagentni alkohol

Komora za razkrivanje* ali podoben lonec na pritisk (izbirno)
Deionizirana ali destilirana voda

Pralni pufer*

Reagenti za predobdelavo* (neobvezno)
Encimska razgradnja* (neobvezno)

Blok peroksidaze* (neobvezno)

Proteinski blok* (neobvezno)

Primarno protitelo*

Reagenti negativne kontrole*

Kromogeni*

)

Reagent za modrilo*

Montazni medij*

protibarvanje

Svetlobni mikroskop(40-400-kratna povecava)

* Biocare Medical Products: Za dodatne informacije o kataloskih Stevilkah in

naroCanju obisCite spletno mesto Biocare Medical na naslovu
http://biocare.net. Nekateri zgoraj navedeni reagenti temeljijo na specificni
uporabi in uporabljenem sistemu odkrivanja.

Shranjevanije in stabilnost:

Hraniti pri 2°C do 8°C. Pri shranjevanju pod temi pogoji je izdelek stabilen
do datuma izteka roka uporabnosti, ki je natisnjen na nalepki viale. Ne
uporabljajte po preteku roka uporabnosti. Preveriti je treba shranjevanje pod
kakrsnimi koli pogoji, razen navedenih. Reagenti kompleta so pripravljeni za
uporabo in jih ne smete redciti. Biocare ni ugotovil stabilnosti uporabnisko
razredCenega reagenta.
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Pozitivne in negativne kontrole je treba opraviti hkrati z vsemi vzorci bolnikov.
Ce opazite nepriakovano obarvanje, ki ga ni mogoce razloziti z variacijami v
laboratorijskih postopkih, in obstaja sum na teZavo s protitelesi, se obrnite
na tehni¢no podporo Biocare na 1-800-542-2002 ali prek informacij o tehnicni
podpori na biocare.net.

Priprava vzorca:

Tkiva, fiksirana v formalinu, so primerna za uporabo pred vstavljanjem v
parafin. Kostna tkiva je treba pred obdelavo tkiva dekalcificirati, da olajSamo
rezanje tkiva in preprecimo poskodbe rezil mikrotoma.:-

Pravilno fiksirana in vdelana tkiva, ki izrazajo doloceno tar€o antigena, morajo
biti shranjena na hladnem. Zakon o izboljSanju klinicnega laboratorija (CLIA)
iz leta 1988 v 42 CFR 8493.1259(b) zahteva, da mora laboratorij hraniti
obarvana stekelca vsaj deset let od datuma pregledati in hraniti bloke vzorcev
vsaj dve leti od datuma pregleda.™

Obdelava tkiv pred barvanjem:

Izvedite pridobivanje epitopa, povzroCeno s toploto (HIER) po spodaj
priporoenem protokolu. Pokazalo se je, da rutinska uporaba HIER pred IHC
zmanjsuje nedoslednost in standardizira barvanje. s

Opozorilo in previdnostni ukrepi:

1. Komplet reagentov vsebuje manj kot 0,1 % natrijevega azida.
Koncentracije, nizje od 0,1 %, niso nevarni materiali, ki jih je treba prijaviti
v skladu z US 29 CFR 1910.1200, obvestilom o nevarnosti OSHA in direktivo
ES 91/155/ES. Natrijev azid (NaN), ki se uporablja kot konzervans, je strupen,
Ce ga zauzijemo. Natrijev azid lahko reagira s svinenimi in bakrenimi
vodovodnimi napeljavami ter tvori zelo eksplozivne kovinske azide. Po
odlaganju sperite z veliko koli¢ino vode, da preprecite kopiCenje azida v
vodovodnih napeljavah. (Center za nadzor bolezni, 1976, Nacionalni institut
za varnost in zdravje pri delu, 1976)s

2. Komplet reagentov vsebuje manj kot 0,05 % ProClin 300 in/ali manj kot 1
% ProClin 950. Nosite rokavice in zascitno obleko ter pri rokovanju
upoStevajte razumne previdnostne ukrepe, saj je ProClin razvrs¢en kot
drazilno sredstvo in lahko povzroCi preobéutljivost koZe. Izogibajte se stiku z
o¢mi, kozo in sluznicami.

3. S snovmi Cloveskega ali Zivalskega izvora ravnajte kot s potencialno
biolosko nevarnimi snovmi in jih odstranite z ustreznimi varnostnimi ukrepi.
V primeru izpostavljenosti upostevajte zdravstvene smernice pristojnih
organov, kjer jih uporabljate.s

4. Z vzorci pred in po fiksaciji ter z vsemi materiali, ki so jim izpostavljeni, je
treba ravnati, kot da bi lahko prenasali okuzbo, in jih odstraniti z ustreznimi
varnostnimi ukrepi. Reagentov nikoli ne pipetirajte z usti in se izogibajte stiku
reagentov in vzorcev s kozo in sluznicami. Ce pridejo reagenti ali vzorci v stik
z obcutljivimi obmodji, jih sperite z veliko vode.s

5. Mikrobna kontaminacija reagentov lahko povzro¢i povecanje
nespecifi¢tnega obarvanja.

6. Casi inkubacije ali temperature, ki niso navedene, lahko dajo napacne
rezultate. Uporabnik mora vsako taks$no spremembo potrditi.

7. Reagenta ne uporabljajte po datumu izteka roka uporabnosti, ki je
natisnjen na viali.

8. Reagenti kompleta za odkrivanje mikropolimerov so optimizirani in
pripravljeni za uporabo s protitelesi Biocare in pomoznimi reagenti. Za
priporoene protokole in pogoje uporabe glejte navodila za uporabo
primarnega protitelesa in drugega pomoznega reagenta.

9. Upostevajte zahteve lokalnih in/ali drzavnih oblasti glede nacina
odstranjevanja.

10. Varnostni list je na voljo na zahtevo in se nahaja na http://biocare.net.
11. Prijavite vse resne incidente, povezane s to napravo, tako da se obrnete
na lokalnega predstavnika druzbe Biocare in ustrezne pristojne organe drzave
Clanice ali drzave, kjer se uporabnik nahaja.
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Ta komplet za odkrivanje mikropolimerov vsebuje komponente, razvrscene
kot je navedeno v spodnji tabeli v skladu z Uredbo (ES) st. 1272/2008.

Nevarnost Code Izjava o nevarnosti
H317 Labko povzroci alergijsko reakcijo
koze.
H402 Skodljivo za vodne organizme.
N/A H412 Skodljivo za vodne organizme, z
dolgotrajnimi ucinki.

Navodila za uporabo:

Reagent(-i) kompleta za odkrivanje mikropolimerov so optimizirani in
pripravljeni za uporabo s protitelesi Biocare in pomoznimi reagenti. Za
priporoene protokole in pogoje uporabe glejte navodila za uporabo
primarnega protitelesa in drugega pomoznega reagenta. Casi in temperature
inkubacije se bodo razlikovali glede na dolo¢en protokol protiteles, ki se
uporablja.

Pri uporabi avtomatiziranega instrumenta za obarvanje si o operativnih
parametrih oglejte prirocnik za uporabo posebnega instrumenta in navodila
za uporabo.

Splosni postopkovni koraki za izvajanje IHC:

1. Deparafinizacija: stekelca deparafinizirajte v Slide Brite ali ksilenu. Hidrat
drsi v nizu razvrséenih alkoholov v vodo.

2. Peroxide Block (izbirno): Blokirajte 5 minut s Peroxidazed 1.

3. Raztopina/protokol za predhodno obdelavo: Za priporoCeno raztopino za
predhodno obdelavo in protokol glejte podatkovni list ustreznega primarnega
protitelesa.

4. Beljakovinski blok (neobvezno): Inkubirajte 5-10 minut pri sobni
temperaturi (RT) z Background Punisher.

5. Primarno protitelo: Za Cas inkubacije glejte ustrezni list s podatki o
primarnih protitelesih.

6. Sonda (samo miSja protitelesa): Inkubirajte 5-15 minut pri sobni
temperaturi z MACH 4 univerzalno AP sondo.

7. Polimer: Inkubirajte 10-20 minut za misja protitelesa ali 30 minut za kundja
protitelesa pri RT s polimerom MACH 4 MR AP.

8. Kromogen: Inkubirajte 5 minut pri RT z Warp Red.

9. Protibarvanje: Protibarvanje s hematoksilinom. Izperite z deionizirano
vodo. Nanesite raztopino Tacha's Bluing Solution za 1 minuto. Izperite z
deionizirano vodo.

Tehni¢ne opombe:

1. Uporabite TBS samo za korake pranja. Pralni pufri PBS bodo zavirali
obarvanje z alkalno fosfatazo.

2. Ne uporabljajte kozjega seruma kot proteinski blok. Ne uporabljajte radirke
ozadja ali terminatorja ozadja.

Nadzor kakovosti:

glejte  standarde kakovosti CLSI za nacrtovanje in izvajanje
imunohistokemijskih testov; Odobrene smernice — druga izdaja (I/LA28-A2)
CLSI Wayne, PA ZDA (www.clsi.org). 2011w

Pozitivna kontrola tkiva:

Materiali za zunanjo pozitivno kontrolo morajo biti svezi vzorci fiksirani,
obdelani in vdelani ¢im prej na enak nacin kot vzorec(-e) bolnika. Pozitivne
kontrole tkiva kaZejo na pravilno pripravljena tkiva in pravilne tehnike
barvanja. V vsak postopek barvanja je treba vkljuciti eno pozitivno zunanjo
kontrolo tkiva za vsak niz testnih pogojev.
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Tkiva, uporabljena za materiale za zunanjo pozitivno kontrolo, je treba izbrati
iz bolnikovih vzorcev z dobro oznacenimi nizkimi ravnmi pozitivne ciljne
aktivnosti, ki daje Sibko pozitivno obarvanje. Nizka raven pozitivnosti za
zunanje pozitivne kontrole je zasnovana tako, da zagotavlja odkrivanje
subtilnih sprememb v obCutljivosti primarnega protitelesa zaradi nestabilnosti
ali tezav z metodologijo IHC. Komercialno dostopna stekelca za kontrolo tkiva
ali vzorci, obdelani drugaCe kot vzorec(-i) bolnika, potrjujejo samo
ucinkovitost reagenta in ne preverjajo priprave tkiva.

Znane pozitivne kontrole tkiv je treba uporabiti samo za spremljanje
pravilnega delovanja obdelanih tkiv in testnih reagentov, ne pa kot pomo¢
pri oblikovanju specificne diagnoze bolnikovih vzorcev. Ce pozitivne kontrole
tkiva ne pokaZejo pozitivnega obarvanja, je treba rezultate s preskusnimi
vzorci Steti za neveljavne.

Negativna tkivna kontrola:

z vsakim barvanjem uporabite negativno tkivho kontrolo, fiksirano, obdelano
in vdelano na enak nacin kot vzorci bolnika, da preverite specificnost
primarnega protitelesa IHC za prikaz tarénega antigena in podatek o
specificnem obarvanju ozadja (lazno pozitivho obarvanje). Tudi razlicne vrste
celic, ki so prisotne v vecini delov tkiva, lahko laboratorij uporablja kot
notranja negativha kontrolna mesta za preverjanje delovanja IHC
specifikacije. Vrste in viri vzorcev, ki se lahko uporabijo za negativno tkivo
kontrolniki so navedeni v razdelku Performance Characterists.

Ce se pri negativni kontroli tkiva pojavi specificno obarvanje (lazno pozitivno
obarvanje), je treba rezultate bolnikovih vzorcev obravnavati kot neveljavne.

Nespecifina

negativna reagentna kontrola: namesto primarnega protitelesa uporabite
nespecificno negativno reagentno kontrolo z odsekom vsakega bolnikovega
vzorca, da ocenite nespecificno obarvanje in

omogocite boljSo interpretacijo specificnega obarvanja na mestu antigena. V
idealnem primeru negativha reagentna kontrola vsebuje proizvedeno in
pripravljeno protitelo (tj. razredCeno na enako koncentracijo z istim
razredCilom) za uporabo na enak nacin kot primarno protitelo, vendar ne kaze
specificne reaktivnosti s cloveskimi tkivi v istem matriksu/raztopini kot
protitelo Biocare . Samo razredCilo se lahko uporabi kot manj zaZelena
alternativa prej opisanim negativnim kontrolam reagenta. Inkubacijsko
obdobje za negativno kontrolo reagenta mora ustrezati obdobju primarnega
protitelesa.

Kadar se plosce z veC protitelesi uporabljajo na serijskin odsekih, lahko
negativno obarvana podroCja enega preparata  sluZijo kot
negativna/nespecificna vezavna kontrola ozadja za druga protitelesa. Za
razlikovanje endogene encimske aktivnosti ali nespecificne vezave encimov
od specificne imunoreaktivnosti se lahko dodatna bolnikova tkiva obarvajo
izklju¢no s substrat-kromogenom ali encimskimi kompleksi (PAP, avidin-biotin,
streptavidin) oziroma substrat-kromogen.

Preverjanje testa:

Pred prvo uporabo protitelesa ali sistema obarvanja v diagnosticnem
postopku mora uporabnik preveriti specificnost protitelesa tako, da ga testira
na nizu lastnih tkiv z znanimi imunohistokemi¢nimi znacilnostmi, ki
predstavljajo znana pozitivha in negativna tkiva. Glejte postopke nadzora
kakovosti, ki so bili predhodno opisani v tem razdelku v navodilu za izdelek,
in priporodila za nadzor kakovosti certifikacijskega programa CAP: za
imunohistokemijo in/ali smernice NCCLS IHC:=. Te postopke nadzora
kakovosti je treba ponoviti za vsako novo serijo protiteles ali vsakic, ko pride
do spremembe parametrov testa. Tkiva, navedena v razdelku z znacilnostmi
delovanija, so primerna za preverjanje testa.
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Odpravljanje tezav:

upoStevajte priporoCila protokola za specifitna protitelesa v skladu s
priloZzenim podatkovnim listom. Ce pride do netipicnih rezultatov, se obrnite
na tehni¢no podporo Biocare na 1-800-542-2002.

Interpretacija obarvanja:

MACH 4 Universal AP Polymer Kit povzroCi rdeco barvno reakcijo na mestih
antigena, ki jih lokalizira primarno protitelo. Pred interpretacijo bolnikovih
rezultatov mora obarvanje kontrol oceniti usposobljen patolog. Negativne
kontrole se ovrednotijo in primerjajo z obarvanimi preparati, da se zagotovi,
da morebitno opazeno obarvanje ni posledica nespecifi¢nih interakcij.

Pozitivha kontrola tkiva:

Najprej je treba pregledati pozitivno kontrolo tkiva, obarvano z navedenim
protitelesom, da se prepricamo, ali vsi reagenti delujejo pravilno. Ustrezno
obarvanje ciljnih celic (kot je navedeno zgoraj) kaze na pozitivno reaktivnost.
Ce pozitivne kontrole tkiva ne pokaZejo pozitivnega obarvanja, je treba vse
rezultate s preskusnimi vzorci obravnavati kot neveljavne.

Barva reakcijskega produkta se lahko razlikuje glede na uporabljene
substratne kromogene. Za priCakovane barvne reakcije glejte navodila za
embalazo substrata. Poleg tega lahko opazimo metakromazijo pri razlicnih
metodah obarvanja.=

Ko se uporabi protibarvanje, bo odvisno od dolZine inkubacije in moci
uporabljenega nasprotnega barvanja povzroCilo obarvanje celicnih jeder.
Prekomerno ali nepopolno kontrastno barvanje lahko ogrozi pravilno
interpretacijo rezultatov. Glejte protokol(e) za priporoCeno kontrastno
barvanje.

Negativna tkivna kontrola:

Negativno tkivno kontrolo je treba pregledati po pozitivni tkivni kontroli, da
se preveri specificnost oznacevanja ciljnega antigena s primarnim
protitelesom. Odsotnost specificnega barvanja v negativni tkivni kontroli
potrjuje pomanjkanje navzkrizne reaktivnosti protiteles na celice/celicne
komponente. Ce pride do specificnega obarvanja (lazno pozitivho obarvanje)
pri negativni zunanji kontroli tkiva, je treba rezultate bolnikovega vzorca Steti
za neveljavne.

Nespecificno obarvanije, ¢e je prisotno, ima obi¢ajno razprsen videz. Obcasno
obarvanje vezivnega tkiva je mogoce opaziti tudi v odsekih tkiv, ki so prevec
fiksirana s formalinom. Za razlago rezultatov obarvanja uporabite
nedotaknjene celice. Nekroti¢ne ali degenerirane celice se pogosto obarvajo
nespecificno.

Bolnikovo tkivo:

Preglejte bolnikove vzorce, obarvane z navedenim protitelesom zadnji.
Intenzivnost pozitivhega obarvanja je treba oceniti v kontekstu morebitnega
nespecificnega obarvanja ozadja negativne reagentne kontrole. Kot pri
vsakem imunohistokemi¢nem testu negativen rezultat pomeni, da antigen ni
bil odkrit, ne pa, da antigena ni bilo v testiranih celicah/tkivu. Po potrebi
uporabite plosco protiteles za identifikacijo lazno negativnih reakcij.

Glejte povzetek in razlago, omejitve in znacilnosti delovanja za posebne
informacije glede indicirane imunoreaktivnosti protiteles.

Omejitve:

SploSne omejitve:

1. Za in vitro diagnostiko (IVD) Uporaba

2. Ta izdelek je samo za profesionalno uporabo: Imunohistokemija je
veCstopenijski diagnosti¢ni proces, ki je sestavljen iz specializiranega
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usposabljanja za izbiro ustreznih reagentov; izbira, fiksacija in obdelava
tkiv; priprava preparata IHC; in interpretacijo rezultatov barvanja.

3. Samo za uporabo na zdravniski recept. (Samo Rx)

4. Barvanje tkiva je odvisno od ravnanja s tkivom in obdelave pred
barvanjem. Nepravilna fiksacija, zamrzovanje, odmrzovanje, pranje,
susenje, segrevanje, rezanje ali kontaminacija z drugimi tkivi ali
tekoCinami lahko povzroCi artefakte, ujetost protiteles ali lazno
negativne rezultate. Neskladni rezultati so lahko posledica razlik v
metodah fiksacije in vdelave ali inherentnih nepravilnosti v tkivu.«

5.  Prekomerno ali nepopolno kontrastno barvanje lahko ogrozi pravilno
razlago rezultatov.

6. Klinicno interpretacijo kakrSnega koli pozitivnega ali negativnega
obarvanja je treba ovrednotiti v okviru klinicne slike, morfologije in
drugih histopatoloskih meril. Klinicno interpretacijo kakrSnega koli
pozitivnega ali negativnega obarvanja je treba dopolniti z morfoloskimi
Studijami z uporabo ustreznih pozitivnih in negativnih notranjih in
zunanjih kontrol ter drugih diagnosticnih testov. Odgovornost
kvalificiranega patologa, ki je seznanjen s pravilno uporabo protiteles,
reagentov in metod IHC, je za razlago vseh korakov, uporabljenih za
pripravo in razlago koncnega pripravka IHC.

7. Optimalni protokoli za doloCeno aplikacijo se lahko razlikujejo. Ti
vkljuCujejo, vendar niso omejeni na fiksacijo, metodo odvzema toplote,
Cas inkubacije, razredCitev protiteles, debelino odseka tkiva in
uporabljen komplet za odkrivanje. Za priporocene protokole in pogoje
uporabe glejte navodila za uporabo primarnega protitelesa in drugega
pomoznega reagenta. PriporoCila in protokoli podatkovnega lista
temeljijo na izkljuni uporabi izdelkov Biocare. Navsezadnje je
odgovornost raziskovalca, da doloci optimalne pogoje.

8. Ta izdelek ni namenjen uporabi v pretocni citometriji. Znacilnosti
delovanja za pretocno citometrijo niso bile dolocene.

9. Tkiva oseb, okuzenih z virusom hepatitisa B in vsebujejo povrsinski
antigen hepatitisa B (HBsAg), so lahko nespecifi¢no obarvana s hrenovo
peroksidazo.s

10. Reagenti lahko pokaZejo nepri¢akovane reakcije v predhodno
netestiranih tkivih. Moznosti nepri¢akovanih reakcij tudi v testiranih
skupinah tkiv ni mogole popolnoma odpraviti zaradi bioloske
variabilnosti izrazanja antigenov v novotvorbah ali drugih patoloskih
tkivih. Obrnite se na tehni¢no podporo podjetja Biocare na 1-800-542-
2002 ali preko informacij o tehnicni podpori na biocare.net z
dokumentiranimi nepricakovanimi reakcijami.

11.  Normalni/neimunski serumi iz istega Zivalskega izvora kot sekundarni
antiserumi, uporabljeni v korakih blokiranja, lahko povzrocijo lazno
negativne ali lazno pozitivne rezultate zaradi avtoprotiteles ali naravnih
protiteles.

12. Lazno pozitivne rezultate lahko opazimo zaradi neimunoloske vezave
beljakovin ali reakcijskih produktov substrata. Lahko jih povzrodi tudi
aktivnost psevdo peroksidaze (eritrociti), aktivnost endogene
peroksidaze (citokrom C) ali endogeni biotin (npr. jetra, dojke, mozgani,
ledvice), odvisno od vrste uporabljenega imunskega barvanja.»

13. Negativen rezultat pomeni, da antigen ni bil odkrit, ne pa, da antigena
ni bilo v pregledanih celicah ali tkivu.

Posebne omejitve izdelka:
Ni dodatnih posebnih omejitev izdelka.

Znacilnosti delovanja:

Barvanje je bilo izvedeno z uporabo protokolov, navedenih v navodilih za
uporabo, specificnih za protitelesa, ali kot je doloceno. Obcutljivost in
specifi¢nost obarvanja sta bili ovrednoteni za vrsto normalnih in neoplasti¢nih
vrst tkiv, ocenjenih med razvojem primarnih protiteles.

Ponovljivost:

Ponovljivost sistemov za odkrivanje in sistemskih reagentov Biocare je
preverjena z meritvijo vmesne natancnosti, pri kateri so bile razlicne serije
reagenta testirane v daljSem casovnem obdobju z uporabo razli¢nih
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operaterjev, analitikov, serij reagentov, vzorcev tkiv in opreme. Dobljeno
barvanje za vsak ovrednoten detekcijski reagent je bilo dosledno in izvedeno
po pricakovanijih.

Odpravljanje tezav:
1.

stekelca ni obarvana — preverite, da ugotovite, ali so bila uporabljena
ustrezna pozitivna kontrola, tkivo, protitelesa in izdelki za odkrivanje.
Preverite nepopolno ali nepravilno odstranjevanje ali predobdelavo
voska.

Sibko obarvanje vseh stekelcev — Preverite, da ugotovite, ali so bila
uporabljena ustrezna pozitivna kontrola, tkivo, protitelesa in izdelki za
odkrivanje.

Prekomerno ozadje vseh stekelcev — morda so visoke ravni endogenega
biotina (e uporabljate izdelke za odkrivanje na osnovi biotina),
endogena aktivnost HRP, ki pretvarja kromogen v obarvani koncni
produkt (uporabite blok peroksidaze) ali presezek nespecifitne
interakcije z beljakovinami (uporabite beljakovino blok, kot je raztopina
za blokiranje na osnovi seruma ali kazeina).

Odrezki tkiv se med inkubacijo sperejo s stekelcev — Preverite stekelca,
da zagotovite, da so pozitivho naelektrena.

Specifitno barvanje je pretemno — Preverite protokol, da ugotovite, ali
je bil na objektnem stekelcu uporabljen ustrezen titer protiteles, kot
tudi ustrezne inkubacijske Case za vse reagente. Poleg tega zagotovite,
da ima protokol dovolj korakov pranja, da odstranite odvecne reagente
po zakljucku korakov inkubacije.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Uso previsto:
para in vitro diagnéstico

El MACH 4 Universal AP Polymer Kit esta disefiado para usarse en protocolos
de tincién de inmunohistoquimica (IHC) manuales o automatizados utilizando
un método de aplicacion de polimero de fosfatasa alcalina (AP) de uno o dos
pasos. Este kit de deteccion de micropolimeros estd disefiado para la
deteccion de anticuerpos primarios IgG e IgM de ratdn y/o IgG de conejo
unidos a antigenos diana en tejidos fijados en formalina e incluidos en
parafina (FFPE) durante el proceso de tincion IHC. La interpretacion clinica
de cualquier tincién o su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos y controles adecuados y debe ser evaluada en el contexto de la
historia clinica del paciente y otras pruebas diagndsticas por un patdlogo
calificado.

Resumen y explicacion:

El MACH 4 Universal AP Polymer Kit esta disefiado con un método de uno o
dos pasos para detectar anticuerpos primarios de ratdn y/o conejo para
formar un complejo anticuerpo-enzima. Luego, este complejo se visualiza
usando un sustrato/cromdgeno apropiado. En el método de un solo paso, se
aplica un anticuerpo secundario directamente vinculado al micropolimero,
mientras que en el método de dos pasos, el anticuerpo secundario no esta
marcado y se aplica secuencialmente un reactivo adicional marcado con
polimero ligado a enzimas. El método de dos pasos esta disefiado para
amplificar la deteccion en casos de antigenos de baja expresion. Cubierto por
una o mas de las siguientes patentes de EE.UU. nimeros 6.686.461;
6.800.728; 7.102.024; 7.173.125; 7.462.689.

Principio del procedimiento:

este kit de deteccion de micropolimeros se puede utilizar en pruebas
inmunohistoquimicas de secciones de tejido incluidas en parafina y fijadas
con formalina. En general, inmunohistoquimica (IHC) Las técnicas de tincion
permiten la visualizacion de antigenos mediante la aplicacion secuencial de
un anticuerpo especifico contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario contra el anticuerpo primario (anticuerpo/sonda de
enlace opcional), un complejo enzimatico y un sustrato cromogénico con
pasos de lavado interpuestos. La activacion enzimatica del cromdgeno da
como resultado un producto de reaccidn visible en el sitio del antigeno. A
continuacion, la muestra puede contratefirse y cubrirse con un cubreobjetos.
Los resultados se interpretan usando una luz microscopio y ayuda en el
diagndstico diferencial de procesos fisiopatoldgicos, que pueden o puede no
estar asociado con un antigeno en particular.

Materiales y métodos:
Reactivos proporcionados:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1 x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL

M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x100 mL
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1 x20 mL

Reconstitucion, mezcla, dilucion, titulacién:

Los reactivos del kit de deteccién de micropolimeros estan optimizados y
listos para usar con los anticuerpos y reactivos auxiliares de Biocare. No se
requiere reconstitucion, mezcla, dilucién o titulacion.

Aplicaciones conocidas:
inmunohistoquimica (tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina)

Especies Reactividad:
cadenas pesadas y ligeras de IgG de raton y conejo

Suministrado como:

Sonda AP universal MACH 4 — UP536

Solucién salina tamponada, pH 7,2-7,4, que contiene una proteina
transportadora y menos del 0,1 % de conservante de azida sodica.
Consulte la Hoja de datos de seguridad para obtener detalles adicionales.

MACH 4 Universal AP Polimero — MRAP536

Solucidn salina tamponada, pH 7,6-7,8, que contiene una proteina
portadora y menos del 0,01 % de ProClin 300 y/o menos del 0,5 % de
ProClin 950 como conservante. Consulte la Hoja de datos de seguridad para
obtener detalles adicionales.

Materiales y reactivos necesarios pero no proporcionados:
Portaobjetos de microscopio, cargados

positivamente Controles de tejido positivos y negativos
Camara de desierto* o similar Horno de secado (opcional)
Xileno o sustituto de xileno

Etanol o alcohol reactivo

Camara de decapado* o olla a presion similar (opcional)
Agua desionizada o destilada

Tampon de lavado*

Reactivos de pretratamiento* (opcional)

Digestion enzimatica* (opcional)

Bloque de peroxidasa* (opcional)

Blogue de proteina* (opcional)

Anticuerpo primario*

Reactivos de control negativo*

Cromdgenos*

Hematoxilina* (contratincion)

Reactivo de azulado*

montaje*

Cubreobjetos

Microscopio(aumento de 40-400X)

* Productos médicos de Biocare: Consulte el sitio web de Biocare Medical
ubicado en http://biocare.net para obtener mas informacion sobre los

Kit Catalog | Component Component Quantity nimeros de catdlogo y los pedidos. Ciertos reactivos enumerados
No. Catalog No. Description x Volume anteriormente se basan en la aplicacion especifica y el sistema de deteccion
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL Utilizado.
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
M4U536H UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
Probe
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Almacenamiento y Estabilidad:

Conservar entre 20C y 8°C. El producto es estable hasta la fecha de
caducidad impresa en la etiqueta del vial, cuando se almacena en estas
condiciones. No utilizar después de la fecha de caducidad. Se debe verificar
el almacenamiento bajo cualquier condicion distinta a las especificadas. Los
reactivos del kit estan listos para usar y no deben diluirse. Biocare no ha
establecido la estabilidad del reactivo diluido por el usuario.

Los controles positivos y negativos deben ejecutarse simultaneamente con
todas las muestras de pacientes. Si se observa una tincion inesperada que
no puede explicarse por variaciones en los procedimientos de laboratorio y
se sospecha un problema con el anticuerpo, comuniquese con el Soporte
técnico de Biocare al 1-800-542-2002 o a través de la informacion de soporte
técnico proporcionada en biocare.net.

Preparacion de muestras:

Los tejidos fijados en formalina son adecuados para su uso antes de la
inclusion en parafina. Los tejidos 6seos deben descalcificarse antes del
procesamiento del tejido para facilitar el corte del tejido y evitar dafos en las
hojas del micrétomo.::

Los tejidos debidamente fijados e incluidos que expresen el antigeno diana
especificado deben almacenarse en un lugar fresco. La Ley de mejora de
laboratorios clinicos (CLIA) de 1988 exige en 42 CFR §493.1259(b) que “El
laboratorio debe conservar los portaobjetos tefiidos durante al menos diez
anos a partir de la fecha de examen y conservar los bloques de muestras al
menos dos afios a partir de la fecha del examen”.:

Tratamiento de los tejidos antes de la tincidn:

Realice la recuperacion de epitopos inducida por calor (HIER) segin el
protocolo recomendado a continuacion. Se ha demostrado que el uso
rutinario de HIER antes de la IHQ minimiza la inconsistencia y estandariza la
tincion. +s

Advertencias y precauciones:
1. Los reactivos del kit contienen menos del 0,1 % de azida sodica. Las

concentraciones inferiores al 0,1 % no son materiales peligrosos notificables
seglin US 29 CFR 1910.1200, OSHA Hazard Communication y EC Directive
91/155/EC. La azida de sodio (NaN.) utilizada como conservante es tdxica si
se ingiere. La azida de sodio puede reaccionar con las tuberias de plomo y
cobre para formar azidas metalicas altamente explosivas. Al desecharlo,
enjuague con grandes volimenes de agua para evitar la acumulacion de
azida en las tuberias. (Centro para el Control de Enfermedades, 1976,
Instituto Nacional de Seguridad y Salud Ocupacional, 1976)s

2. Los reactivos del kit contienen menos del 0,05 % de ProClin 300 y/o menos
del 1 % de ProClin 950. Use guantes y ropa protectora y tome precauciones
razonables cuando lo manipule, ya que ProClin esta clasificado como irritante
y puede causar sensibilizacion por contacto con la piel. Evite el contacto con
los ojos, la piel y las membranas mucosas.

3. Manipule los materiales de origen humano o animal como potencialmente
biopeligrosos y elimine dichos materiales con las precauciones adecuadas.
En caso de exposicion, siga las directivas sanitarias de las autoridades
responsables donde se utilice.”s

4. Las muestras, antes y después de la fijacion, y todos los materiales
expuestos a ellas deben manipularse como si fueran capaces de transmitir
infecciones y desecharse con las precauciones adecuadas. Nunca pipetee los
reactivos con la boca y evite el contacto de la piel y las membranas mucosas
con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en
contacto con areas sensibles, lavelas con abundante agua.

5. La contaminacién microbiana de los reactivos puede provocar un aumento
de la tincion inespecifica.

6. Los tiempos o temperaturas de incubacion distintos a los especificados
pueden dar resultados erréneos. El usuario debe validar cualquier cambio de
este tipo.
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7. No utilice el reactivo después de la fecha de caducidad impresa en el vial.
8. Los reactivos del kit de deteccion de micropolimeros estan optimizados y
listos para usar con los anticuerpos y reactivos auxiliares de Biocare. Consulte
las instrucciones de uso del anticuerpo primario y otros reactivos auxiliares
para conocer los protocolos y las condiciones de uso recomendados.

9. Siga los requisitos de las autoridades locales y/o estatales para el método
de eliminacion.

10. La SDS esta disponible a pedido y se encuentra en http://biocare.net.
11. Informe cualquier incidente grave relacionado con este dispositivo
poniéndose en contacto con el representante local de Biocare y la autoridad
competente aplicable del Estado miembro o pais donde se encuentra el
usuario.

Este kit de deteccion de micropolimeros contiene componentes clasificados
como se indica en la siguiente tabla de acuerdo con el Reglamento (CE) No.
1272/2008.

Peligro Code Indicacion de peligro
H317 Puede provocar una reaccion alérgica
en la piel.
H402 Nocivo para la vida acuatica.
N/A H412 Nocivo para la vida acuatica con
efectos duraderos.

Instrucciones de uso:

Los reactivos del kit de deteccion de micropolimeros estan optimizados y
listos para usar con los anticuerpos y reactivos auxiliares de Biocare. Consulte
las instrucciones de uso del anticuerpo primario y otros reactivos auxiliares
para conocer los protocolos y las condiciones de uso recomendados. Los
tiempos y las temperaturas de incubacion variaran segun el protocolo de
anticuerpos especifico que se siga.

Cuando utilice un instrumento de tincién automatizado, consulte el manual
del operador del instrumento especifico y las instrucciones de uso para
conocer los parametros de funcionamiento.

Pasos generales del procedimiento para realizar IHC:

1. Desparafinizacion: Desparafinar los portaobjetos en Slide Brite o xileno.
Hidratar los portaobjetos en una serie de alcoholes graduados en agua.

2. Bloque de perdxido (opcional): bloquee durante 5 minutos con
Peroxidazed 1.

3. Solucion/protocolo de pretratamiento: consulte la hoja de datos de
anticuerpos primarios correspondiente para conocer la solucion y el protocolo
de pretratamiento recomendados.

4. Bloque de proteina (opcional): Incube de 5 a 10 minutos a temperatura
ambiente (RT) con Background Punisher.

5. Anticuerpo primario: Consulte la hoja de datos del anticuerpo primario
respectivo para conocer el tiempo de incubacion.

6. Sonda (solo anticuerpos de ratdn): Incube durante 5 a 15 minutos a
temperatura ambiente con la sonda MACH 4 Universal AP.

7. Polimero: Incube durante 10-20 minutos para anticuerpos de ratén o 30
minutos para anticuerpos de conejo a TA con MACH 4 MR AP Polymer.

8. Cromogeno: Incube durante 5 minutos a temperatura ambiente con Warp
Red.

9. Contratincion: contratincion con hematoxilina. Enjuague con agua
desionizada. Aplique la solucién de azulado de Tacha durante 1 minuto.
Enjuague con agua desionizada.
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Notas técnicas:

1. Use TBS solo para los pasos de lavado. Los tampones de lavado PBS
inhibiran la tincién con fosfatasa alcalina.

2. No use suero de cabra como bloque de proteina. No use Borrador de fondo
o Terminador de fondo.

Control de calidad:

consulte los estandares de calidad CLSI para el disefio y la implementacion
de ensayos de inmunohistoquimica; Guia aprobada, segunda edicion
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA EE. UU. (www.clsi.org). 2011«

Control de tejido positivo:

los materiales de control positivo externo deben ser muestras frescas fijadas,
procesadas e incluidas lo antes posible de la misma manera que las muestras
del paciente. Los controles de tejido positivos son indicativos de tejidos
preparados correctamente y técnicas de tincion adecuadas. Se debe incluir
un control de tejido externo positivo para cada conjunto de condiciones de
prueba en cada ciclo de tincion.

Los tejidos utilizados para los materiales de control positivo externo deben
seleccionarse de muestras de pacientes con niveles bajos bien caracterizados
de la actividad diana positiva que da una tincidn positiva débil. El bajo nivel
de positividad de los controles positivos externos esta disefiado para
garantizar la deteccion de cambios sutiles en la sensibilidad del anticuerpo
primario por inestabilidad o problemas con la metodologia IHC. Los
portaobjetos de control de tejidos disponibles en el mercado o las muestras
procesadas de forma diferente a las muestras del paciente solo validan el
rendimiento del reactivo y no verifican la preparacion del tejido.

Los controles de tejido positivos conocidos solo deben utilizarse para
controlar el rendimiento correcto de los tejidos procesados y los reactivos de
prueba, en lugar de ayudar a formular un diagndstico especifico de muestras
de pacientes. Si los controles de tejido positivos no demuestran una tincion
positiva, los resultados con las muestras de prueba deben considerarse
invalidos.

Control de tejido negativo:

use un control de tejido negativo fijado, procesado e incluido de manera
idéntica a la(s) muestra(s) del paciente con cada ciclo de tincion para verificar
la especificidad del anticuerpo primario IHC para demostracion del antigeno
diana y para proporcionar una indicacion de la tincién de fondo especifica
(tincion falso positivo). Ademas, la variedad de diferentes tipos de células
presentes en la mayoria de las secciones de tejido puede ser utilizado por el
laboratorista como sitios de control negativo interno para verificar el
rendimiento de la IHC especificaciones. Los tipos y fuentes de especimenes
que se pueden usar para tejido negativo los controles se enumeran en la
seccién Caracteristicas de rendimiento.

Si se produce una tincidn especifica (tincion de falso positivo) en el control
de tejido negativo, los resultados con las muestras de pacientes deben
considerarse no validos.

Control de reactivo negativo no especifico:

utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo
primario con una seccion de cada muestra de paciente para evaluar la tincidn
no especifica y

permitir una mejor interpretacion de la tincion especifica en el sitio del
antigeno. Idealmente, un control de reactivo negativo contiene un anticuerpo
producido y preparado (es decir, diluido a la misma concentracion usando el
mismo diluyente) para usar de la misma manera que el anticuerpo primario,
pero no muestra reactividad especifica con tejidos humanos en la misma
matriz/solucion que el anticuerpo Biocare. . El diluyente solo se puede usar
como una alternativa menos deseable a los controles de reactivos negativos
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descritos anteriormente. El periodo de incubacion del control reactivo
negativo debe corresponder al del anticuerpo primario.

Cuando se utilizan paneles de varios anticuerpos en secciones en serie, las
areas de tincion negativa de un portaobjetos pueden servir como control de
fondo de unidn negativa/no especifica para otros anticuerpos. Para
diferenciar la actividad enzimatica enddgena o la union no especifica de
enzimas de la inmunorreactividad especifica, se pueden tefiir tejidos
adicionales del paciente exclusivamente con sustrato-cromdgeno o
complejos enzimaticos (PAP, avidina-biotina, estreptavidina) y sustrato-
cromdgeno, respectivamente.

Verificacién del ensayo:

antes del uso inicial de un anticuerpo o sistema de tincion en un
procedimiento de diagndstico, el usuario debe verificar la especificidad del
anticuerpo analizandolo en una serie de tejidos internos con caracteristicas
inmunohistoquimicas conocidas que representen tejidos positivos y negativos
conocidos. Consulte los procedimientos de control de calidad descritos
anteriormente en esta seccion del prospecto del producto y las
recomendaciones de control de calidad del Programa de certificacion CAP=
para inmunohistoquimica y/o la directriz NCCLS IHC=. Estos procedimientos
de control de calidad deben repetirse para cada nuevo lote de anticuerpos o
siempre que haya un cambio en los parametros del ensayo. Los tejidos
enumerados en la seccion Caracteristicas de rendimiento son adecuados para
la verificacion del ensayo.

Solucion de problemas:

siga las recomendaciones del protocolo especifico de anticuerpos de acuerdo
con la hoja de datos provista. Si se producen resultados atipicos,
comuniquese con el soporte técnico de Biocare al 1-800-542-2002.

Interpretacion de la tincién:

El kit de polimero MACH 4 Universal AP produce una reaccion de color rojo
en los sitios del antigeno localizados por el anticuerpo primario. Antes de la
interpretacion de los resultados de los pacientes, un patologo calificado debe
evaluar la tincion de los controles. Los controles negativos se evallan y
comparan con portaobjetos tefiidos para garantizar que cualquier tincion
observada no sea el resultado de interacciones no especificas.

Control de tejido positivo:

El control de tejido positivo tefiido con el anticuerpo indicado debe
examinarse primero para asegurarse de que todos los reactivos funcionan
correctamente. La tincion adecuada de las células diana (como se indicd
anteriormente) es indicativa de una reactividad positiva. Si los controles de
tejido positivos no demuestran una tincion positiva, cualquier resultado con
las muestras de prueba debe considerarse invalido.

El color del producto de reaccion puede variar dependiendo de los sustratos
cromdgenos utilizados. Consulte los prospectos del paquete del sustrato para
conocer las reacciones de color esperadas. Ademas, se puede observar
metacromasia en variaciones del método de tincion.:

Cuando se usa una contratincién, segun la duracion de la incubacion y la
potencia de la contratincion utilizada, la contratincién dard como resultado
una coloracion de los nicleos celulares. Una contratincion excesiva o
incompleta puede comprometer la interpretacion adecuada de los resultados.
Consulte los protocolos para la contratincion recomendada.

Control de tejido negativo:

el control de tejido negativo debe examinarse después del control de tejido
positivo para verificar la especificidad del marcado del antigeno diana por el
anticuerpo primario. La ausencia de tincion especifica en el control de tejido
negativo confirma la falta de reactividad cruzada de anticuerpos con
células/componentes celulares. Si se produce una tincién especifica (tincién
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positiva falsa) en el control de tejido externo negativo, los resultados con la
muestra del paciente deben considerarse no validos.

La tincion inespecifica, si esta presente, suele tener un aspecto difuso.
También se puede observar una tincién esporadica del tejido conectivo en
secciones de tejidos excesivamente fijados en formalina. Utilice células
intactas para la interpretacion de los resultados de la tincion. Las células
necréticas o degeneradas a menudo se tifien de manera inespecifica.

Tejido del paciente:
Examinar muestras de pacientes tefiidas con el anticuerpo indicado ultimo.

La intensidad de tincion positiva debe evaluarse en el contexto de cualquier
tincion de fondo no especifica del control de reactivo negativo. Al igual que
con cualquier prueba inmunohistoquimica, un resultado negativo significa
que no se detecto el antigeno, no que el antigeno estuviera ausente en las
células/tejidos analizados. Si es necesario, utilice un panel de anticuerpos
para identificar reacciones negativas falsas.

Consulte Resumen y explicacion, limitaciones y caracteristicas de rendimiento
para obtener informacion especifica sobre la inmunorreactividad del
anticuerpo indicado.

Limitaciones: Limitaciones

generales:

1. Para in vitro (IVD)

2. Este producto es solo para uso profesional: La inmunohistoquimica es
un proceso de diagnéstico de varios pasos que consiste en capacitacion
especializada en la seleccion de los reactivos apropiados; seleccion,
fijacion y procesamiento de tejidos; preparacion del portaobjetos IHC;
e interpretacion de los resultados de la tincion.

3. Para uso exclusivo con prescripcion médica. (Solo Rx)

4.  Latincion del tejido depende de la manipulacion y el procesamiento del
tejido antes de la tincién. La fijacién, congelacion, descongelacion,
lavado, secado, calentamiento, corte o contaminacion inadecuados con
otros tejidos o fluidos pueden producir artefactos, atrapamiento de
anticuerpos o resultados falsos negativos. Los resultados inconsistentes
pueden deberse a variaciones en los métodos de fijacion e inclusion, o
a irregularidades inherentes dentro del tejido.

5. La contratincion excesiva o incompleta puede comprometer la
interpretacion adecuada de los resultados.

6. La interpretacion clinica de cualquier tincion positiva o negativa debe
evaluarse dentro del contexto de la presentacion clinica, la morfologia
y otros criterios histopatoldgicos. La interpretacion clinica de cualquier
tincion positiva o negativa debe complementarse con estudios
morfoldgicos utilizando controles internos y externos positivos y
negativos adecuados, asi como otras pruebas de diagnostico. Es
responsabilidad de un patélogo calificado que esté familiarizado con el
uso adecuado de anticuerpos, reactivos y métodos de IHC interpretar
todos los pasos utilizados para preparar e interpretar la preparacion
final de IHC.

7.  Los protocolos dptimos para una aplicacion especifica pueden variar.
Estos incluyen, entre otros, la fijacion, el método de recuperacion de
calor, los tiempos de incubacion, la dilucién de anticuerpos, el grosor
de la seccion de tejido y el kit de deteccién utilizado. Consulte las
instrucciones de uso del anticuerpo primario y otros reactivos auxiliares
para conocer los protocolos y las condiciones de uso recomendados.
Las recomendaciones y protocolos de la ficha técnica se basan en el
uso exclusivo de productos Biocare. En Ultima instancia, es
responsabilidad del investigador determinar las condiciones 6ptimas.

8.  Este producto no esta disefiado para su uso en citometria de flujo. No
se han determinado las caracteristicas de rendimiento para la citometria
de flujo.
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9. Los tejidos de personas infectadas con el virus de la hepatitis B y que
contienen el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) pueden
mostrar una tincion inespecifica con peroxidasa de rabano picante.s

10. Los reactivos pueden mostrar reacciones inesperadas en tejidos no
probados previamente. La posibilidad de reacciones inesperadas,
incluso en grupos de tejidos analizados, no puede eliminarse por
completo debido a la variabilidad bioldgica de la expresion de antigenos
en neoplasmas u otros tejidos patoldgicos.s Comuniquese con el
soporte técnico de Biocare al 1-800-542-2002, oa través de la
informacion de soporte técnico proporcionada en biocare.net, con
reacciones inesperadas documentadas.

11. Los sueros normales/no inmunes de la misma fuente animal que los
antisueros secundarios utilizados en los pasos de bloqueo pueden
generar resultados falsos negativos o falsos positivos debido a
autoanticuerpos o anticuerpos naturales.

12. Es posible que se observen resultados falsos positivos debido a la union
no inmunoldgica de proteinas o productos de reaccion del sustrato.
También pueden ser causados por actividad de pseudoperoxidasa
(eritrocitos), actividad de peroxidasa enddgena (citocromo C) o biotina
enddgena (p. €j., higado, mama, cerebro, rifidn) segun el tipo de
inmunotincién utilizada.=

13. Un resultado negativo significa que no se detectd el antigeno, no que
el antigeno estaba ausente en las células o tejidos examinados.

Limitaciones especificas del producto:
No hay limitaciones adicionales especificas del producto.

Caracteristicas de rendimiento: la

tincidn se realizo utilizando los protocolos proporcionados en las instrucciones
de uso especificas del anticuerpo o segun lo especificado. La sensibilidad y
la especificidad de la tincion se evaluaron en una variedad de tipos de tejidos
normales y neoplasicos evaluados durante el desarrollo de anticuerpos
primarios.

Reproducibilidad:

la reproducibilidad de los sistemas de deteccion y los reactivos del sistema
de Biocare se verifica a través de una medicién de precision intermedia en la
que se probaron varios lotes de reactivos durante un periodo prolongado
utilizando varios operadores, analistas, lotes de reactivos, muestras de tejido
y equipos. La tincién obtenida para cada reactivo de deteccion evaluado fue
consistente y se realizd6 como se esperaba.

problemas:

1. No se tifien los portaobjetos. Verifique para determinar si se han
utilizado los productos de deteccién, anticuerpos y tejido de control
positivo apropiados. Verifigue que no haya remocion de cera o
pretratamiento incompletos o inadecuados.

2. Tincién débil de todos los portaobjetos: verifique que se hayan utilizado
los productos de deteccion, anticuerpos y tejido de control positivo
apropiados.

3. Fondo excesivo de todos los portaobjetos: puede haber niveles altos de
biotina enddgena (si se utilizan productos de deteccién a base de
biotina), actividad de HRP enddgena que convierte el cromégeno en un
producto final coloreado (utilice un bloque de peroxidasa) o un exceso
de interaccion proteica no especifica (utilice una proteina bloqueo,
como suero o solucién de bloqueo a base de caseina).

4. Las secciones de tejido se lavan de los portaobjetos durante la
incubacion. Compruebe los portaobjetos para asegurarse de que estén
cargados positivamente.

5. Tincién especifica demasiado oscura: compruebe el protocolo para
determinar si se aplicd el titulo de anticuerpos adecuado al portaobjetos,
asi como los tiempos de incubacion adecuados para todos los reactivos.
Ademads, asegurese de que el protocolo tenga suficientes pasos de
lavado para eliminar el exceso de reactivos después de completar los
pasos de incubacion.
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Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Avsedd anvdndning:
For in vitro diagnostisk anvandning

MACH 4 Universal AP Polymer Kit ar avsett for anvandning i antingen
manuella eller automatiserade immunhistokemi (IHC) fargningsprotokoll med
anvandning av en alkalisk fosfatas (AP) polymer en- eller tvastegs
appliceringsmetod. Detta mikropolymerdetektionskit ar designat for
detektion av priméra IgG- och IgM-antikroppar fr&n mus och/eller kanin-IgG
bundna till malantigener i de formalinfixerade, paraffininbdddade (FFPE)
vavnaderna under IHC-fargningsprocessen. Den Kliniska tolkningen av
eventuell férgning eller dess franvaro bor kompletteras med morfologiska
studier och lampliga kontroller och bor utvarderas inom ramen for patientens
kliniska historia och andra diagnostiska tester av en kvalificerad patolog.

Sammanfattning och forklaring:

MACH 4 Universal AP Polymer Kit ar utformat med en enstegs- eller
tvdstegsmetod for att detektera primara antikroppar frdn mus och/eller kanin
for att bilda ett antikropp-enzymkomplex. Detta komplex visualiseras sedan
med anvandning av ett lampligt substrat/kromogen. I enstegsmetoden
appliceras en sekundar antikropp direkt kopplad till mikropolymeren medan i
tvastegsmetoden den sekunddra antikroppen ar omaérkt och ytterligare ett
enzymkopplat polymermarkt reagens appliceras sekventiellt.
Tvéstegsmetoden &r utformad for att forstirka detektionen i fall av
|&guttryckande antigener. Omfattas av en eller flera av féljande US Pat. nr
6,686,461; 6,800,728; 7,102,024; 7,173,125; 7,462,689.

Procedurprincip:

Detta mikropolymerdetektionskit kan anvandas vid immunhistokemitestning
av formalinfixerade, paraffininbdddade vavnadssnitt. I allmanhet
immunhistokemiska (IHC) fargningstekniker mgjliggér visualisering av
antigener via sekventiell applicering av en specifik antikropp mot antigenet
(primér antikropp), en sekundar antikropp mot den primdra antikroppen
(valfri lankantikropp/sond), ett enzymkomplex och ett kromogent substrat
med mellanliggande tvéttsteg. Den enzymatiska aktiveringen av kromogenen
resulterar i en synlig reaktionsprodukt vid antigenstallet. Provet kan sedan
motfargas och locket glider. Resultaten tolkas med hjélp av ett ljus mikroskop
och hjalp vid differentialdiagnostik av patofysiologiska processer, som kan
eller kanske inte &r associerad med ett visst antigen.

Material och metoder:
Reagens som medfdljer:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x 100 mL
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1x20mL

beredning, blandning, spadning, titrering:
Mikropolymerdetektionsreagenserna ar optimerade och redo att anvéndas
med Biocare-antikroppar och hjdlpreagenser. Ingen beredning, blandning,
spadning eller titrering kréavs.

Kénda tillampningar:
Immunhistokemi (formalinfixerade paraffininbdddade vavnader)

Arter Reaktivitet:
Mus och kanin IgG tunga och latta kedjor

Levereras som:

MACH 4 Universal AP-sond — UP536

Bufferad koksaltlésning, pH 7,2-7,4, inneh8llande en proteinbarare och
mindre @n 0,1 % natriumazidkonserveringsmedel. Se sékerhetsdatabladet
for ytterligare information.

MACH 4 Universal AP Polymer — MRAP536

Bufferad koksaltlésning, pH 7,6-7,8, innehéllande en proteinbarare och
mindre &n 0,01 % ProClin 300 och/eller mindre &n 0,5 % ProClin 950 som
konserveringsmedel. Se sakerhetsdatabladet for ytterligare information.

Material och reagens som behdvs men medféljer inte:
Objektglas, positivt laddade

Positiva och negativa vavnadskontroller

Desert Chamber* eller liknande Torkugn (tillval)

Xylen eller xylenersattning

Etanol eller reagens alkohol

Decloaking Chamber* eller liknande tryckkokare (tillval)
Avjoniserat eller destillerat vatten

*

Forbehandlingsreagens* (valfritt)
Enzymnedbrytning* (valfritt)
Peroxidasblock* (valfritt)
Proteinblock* (valfritt)
Primar antikropp*

Negativa kontrollreagens*
Kromogener*

Hematoxylin* (motfdrgning)
Bl&ningsreagens*
Monteringsmedium*
Ljusmikroskop

tackglas (40-400X forstoring)

* Biocare Medical Products: Se Biocare Medicals webbplats pd
http://biocare.net for ytterligare information om katalognummer och
bestélining. Vissa reagenser listade ovan &r baserade pd specifik tillampning
och detektionssystem som anvands.

Forvaring och stabilitet:

Forvaras vid 2°C till 8°C. Produkten &r stabil till det utgdngsdatum som &r
tryckt pad injektionsflaskans etikett nér den férvaras under dessa forhéllanden.
Anvénd inte efter utgdngsdatum. Forvaring under alla andra férhdllanden &n
de angivna maste verifieras. Kit-reagenserna &r fardiga att anvanda och ska
inte spadas ut. Stabiliteten for anvandarens utspadda reagens har inte
faststallts av Biocare.
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Positiva och negativa kontroller bor kdras samtidigt med alla patientprover.
Om ovantad fargning observeras som inte kan férklaras av variationer i
laboratorieprocedurer och ett problem med antikroppen misstanks, kontakta
Biocares tekniska support pd 1-800-542-2002 eller via den tekniska
supportinformationen pa biocare.net.

Provberedning:

Vavnader fixerade i formalin &r lampliga for anvandning fore
paraffininbaddning. Ossds vavnad bor avkalkas fore vavnadsbearbetning for
att underlatta vavnadsskarning och forhindra skador pd mikrotombladen.:-

Korrekt fixerade och inbaddade vavnader som uttrycker det specificerade
antigenmélet bor forvaras pad en sval plats. Clinical Laboratory Improvement
Act (CLIA) fr&n 1988 kraver i 42 CFR §493.1259(b) att "Laboratoriet maste
behélla férgade objektglas minst tio &r frdn datumet for underscka och
behélla provblocken minst tva ar fran datumet fér undersékningen.":

Behandling av vavnader fére fargning:
Utfor varmeinducerad epitopdtervinning (HIER) enligt rekommenderat

protokoll nedan. Rutinmdssig anvandning av HIER fére IHC har visat sig
minimera inkonsekvens och standardisera fargning.

Varning och forsiktighetsatgarder:

1. Kit-reagens(er) innehdller mindre an 0,1 % natriumazid. Koncentrationer
mindre dan 0,1 % &r inte rapporterbara farliga material enligt US 29 CFR
1910.1200, OSHA Hazard Communication och EG-direktiv 91/155/EC.
Natriumazid (NaN;) som anvénds som konserveringsmedel &r giftigt vid
fortaring. Natriumazid kan reagera med bly- och kopparror for att bilda
hogexplosiva metallazider. Vid kassering, spola med stora volymer vatten fér
att forhindra aziduppbyggnad i rorledningar. (Center for Disease Control,
1976, National Institute of Occupational Safety and Health, 1976):

2. Kitreagenser innehéller mindre &n 0,05 % ProClin 300 och/eller mindre &n
1 % ProClin 950. Béar handskar och skyddskldder och vidta rimliga
forsiktighetsdtgarder vid hantering eftersom ProClin &r klassificerat som
irriterande och kan orsaka hudkontaktsensibilisering. Undvik kontakt med
6gon, hud och slemhinnor.

3. Hantera material av manskligt eller animaliskt ursprung som potentiellt
biologiskt ~ farligt och kassera s8dant material med lampliga
forsiktighetstgarder. I héndelse av exponering, folj hélsodirektiven frén de
ansvariga myndigheterna dér det anvands.s

4. Prover, fore och efter fixering, och allt material som exponeras for dem
ska hanteras som om de kan Overféra infektion och kasseras med ldampliga
forsiktighetstgarder. Pipettera aldrig reagens genom munnen och undvik att
komma i kontakt med huden och slemhinnorna med reagenser och prover.
Om reagenser eller prover kommer i kontakt med kénsliga omréden, tvatta
med rikliga mangder vatten.

5. Mikrobiell kontaminering av reagenser kan resultera i en 6kning av
ospecifik fargning.

6. Andra inkubationstider eller temperaturer an de angivna kan ge felaktiga
resultat. Anvéndaren mdste validera alla s&dana &éndringar.

7. Anvand inte reagens efter det utgdngsdatum som &r tryckt pd flaskan.

8. Mikropolymerdetektionsreagenserna ar optimerade och redo att anvandas
med Biocare-antikroppar och hjdlpreagenser. Se den primdra antikroppen
och andra hjdlpreagensanvisningar for anvandning for rekommenderade
protokoll och villkor fér anvéndning.

9. Folj lokala och/eller statliga myndigheters krav for avfallshantering.

10. Sdkerhetsdatabladet &r tillgéngligt pd begdran och finns pd
http://biocare.net.

11. Rapportera alla allvarliga incidenter relaterade till denna enhet genom att
kontakta den lokala Biocare-representanten och tilldmplig behdrig myndighet
i den medlemsstat eller det land dar anvandaren befinner sig.
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Detta mikropolymerdetektionskit innehéller komponenter som klassificeras
enligt tabellen nedan i enlighet med férordning (EG) nr 1272/2008.

Fara Code Faroangivelse
H317 Kan orsaka en allergisk hudreaktion.
Skadligt for vattenlevande
N/A H402 organismer.
H412 Skadligt for vattenlevande organismer
med I3ngvariga effekter.

Anvandningsinstruktioner:

Mikropolymerdetektionsreagenserna ar optimerade och redo att anvandas
med Biocare-antikroppar och hjdlpreagenser. Se den primdra antikroppen
och andra hjdlpreagensanvisningar fér anvandning for rekommenderade
protokoll och villkor for anvandning. Inkubationstider och temperaturer
kommer att variera beroende p& det specifika antikroppsprotokoll som foljs.

Nar du anvander ett automatiserat fargningsinstrument, se den specifika
instrumentets anvandarmanual och bruksanvisningar for driftsparametrar.

Allmanna procedursteg for att utféra IHC:

1. Avparaffinering: Avparaffinera objektglasen i Slide Brite eller xylen.
Hydrera objektglasen i en serie graderade alkoholer till vatten.

2. Peroxidblock (valfritt): Blockera i 5 minuter med Peroxidazed 1.

3. Forbehandlingslosning/-protokoll: Se respektive datablad foér primdra
antikroppar fér rekommenderad forbehandlingslésning och protokoll.

4. Proteinblock (valfritt): Inkubera i 5-10 minuter vid rumstemperatur (RT)
med Background Punisher.

5. Primar antikropp: Se respektive datablad for primar antikropp for
inkubationstid.

6. Sond (endast musantikroppar): Inkubera i 5-15 minuter vid RT med MACH
4 Universal AP-prob.

7. Polymer: Inkubera i 10-20 minuter fér musantikroppar eller 30 minuter for
kaninantikroppar vid RT med MACH 4 MR AP-polymer.

8. Kromogen: Inkubera i 5 minuter vid RT med Warp Red.

9. Motfargning: Motfargning med hematoxylin. Skélj med avjoniserat vatten.
Applicera Tacha's Blueing Solution i 1 minut. Skdlj med avjoniserat vatten.

Tekniska anmarkningar:

1. Anvand endast TBS for tvattsteg. PBS tvattbuffertar kommer att hdamma
alkalisk fosfatasfargning.

2. Anvénd inte getserum som proteinblock. Anvand inte Background Eraser
eller Background Terminator.

Kvalitetskontroll:

Se CLSI kvalitetsstandarder for design och implementering av
immunhistokemianalyser; Godkand guideline-andra upplagan (I/LA28-A2)
CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011

Positiv véavnadskontroll:

Externt positivt kontrollmaterial bor vara farska prover fixerade, bearbetade
och inbdddade sd snart som mdjligt pd samma satt som patientproverna.
Positiva vavnadskontroller tyder p& korrekt preparerade vdvnader och
korrekta fargningstekniker. En positiv extern vdvnadskontroll for varje
uppsattning testbetingelser bor inkluderas i varje fargningskdrning.

De vdvnader som anvdnds fér de externa positiva kontrolimaterialen bér
véljas fran patientprover med vélkarakteriserade 13ga nivéer av den positiva
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malaktiviteten som ger svag positiv fargning. Den 13ga nivan av positivitet
for externa positiva kontroller ar utformad for att sdkerstdlla upptackt av
subtila féréndringar i den priméra antikroppens kanslighet frén instabilitet
eller problem med IHC-metoden. Kommersiellt  tillgangliga
vavnadskontrollobjektglas eller prover som bearbetats annorlunda &an
patientproven/patienterna validerar endast reagensprestanda och verifierar
inte vavnadsberedning.

Kénda positiva vavnadskontroller bér endast anvandas for att dvervaka
korrekt prestanda hos bearbetade vavnader och testreagens, snarare &n som
ett hjdlpmedel for att formulera en specifik diagnos av patientprover. Om de
positiva vavnadskontrollerna inte visar positiv fargning, bor resultaten med
testproverna anses ogiltiga.

Negativ vévnadskontroll:

Anvand en negativ vavnadskontroll fixerad, bearbetad och inbaddad pa ett
satt som ar identiskt med patientproverna med varje fargningskorning for att
verifiera specificiteten hos den priméra IHC-antikroppen for demonstration
av mdlantigenet och for att ge en indikation pd specifik bakgrundsférgning
(falsk positiv fargning). Det kan ocksd méngfalden av olika celltyper som
finns i de flesta vavnadssnitt anvéndas av laboratoriet som interna negativa
kontrollplatser for att verifiera IHC:s prestanda specifikationer. Typer och
kallor for prover som kan anvandas fér negativ vdavnad kontrollerna listas i
avsnittet Prestandaegenskaper.

Om specifik fargning (falsk positiv fargning) intraffar i den negativa
vavnadskontrollen, bor resultaten med patientproverna anses ogiltiga.

Ospecifik negativ reagenskontroll:

Anvand en ospecifik negativ reagenskontroll i stdllet for den primara
antikroppen med en sektion av varje patientprov for att utvdrdera ospecifik
fargning och

mojliggéra béttre tolkning av specifik fargning pd antigenstallet. Helst
innehdller en negativ reagenskontroll en antikropp som producerats och
preparerats (dvs spadd till samma koncentration med samma
spadningsmedel) for anvandning pd samma sitt som den primara
antikroppen men uppvisar ingen specifik reaktivitet med manskliga véavnader
i samma matris/lésning som Biocare-antikroppen . Enbart utspadningsmedel
kan anvandas som ett mindre 6nskvart alternativ till de tidigare beskrivha
negativa reagenskontrollerna. Inkubationstiden for den negativa
reagenskontrollen bér motsvara den for den primdra antikroppen.

N&r paneler med flera antikroppar anvands pa seriella snitt, kan de negativt
fargande omrddena pd ett objektglas fungera som en negativ/ickespecifik
bindningsbakgrundskontroll for andra antikroppar. For att differentiera
endogen enzymaktivitet eller ospecifik bindning av enzymer frén specifik
immunreaktivitet, kan ytterligare patientvdvnader fargas uteslutande med
substrat-kromogen eller enzymkomplex (PAP, avidin-biotin, streptavidin)
respektive substrat-kromogen.

Analysverifiering:

Innan en antikropp eller fargningssystem anvénds i ett diagnostiskt
forfarande bor anvdndaren verifiera antikroppens specificitet genom att testa
den pd8 en serie interna vdvnader med kdnda immunhistokemiska
prestandaegenskaper som representerar kanda positiva och negativa
vavnader. Se de kvalitetskontrollprocedurer som tidigare beskrivits i detta
avsnitt av produktbilagan och till kvalitetskontrollrekommendationerna i CAP
Certification Program: for Immunohistochemistry och/eller NCCLS IHC-
riktlinje=. Dessa kvalitetskontrollprocedurer bér upprepas for varje nytt
antikroppsparti, eller narhelst det sker en forandring i analysparametrarna.
Vavnader listade i avsnittet Prestandaegenskaper ar ldmpliga for
analysverifiering.
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Felsokning:

Folj de antikroppsspecifika protokollrekommendationerna enligt databladet
som tillhandahalls. Om atypiska resultat uppstdr, kontakta Biocares tekniska
support p& 1-800-542-2002.

Tolkning av fargning:

MACH 4 Universal AP Polymer Kit producerar en rod fargreaktion vid
antigenstéllena lokaliserade av den primdra antikroppen. Fore tolkning av
patientresultat maste fargningen av kontroller utvarderas av en kvalificerad
patolog. Negativa kontroller utvarderas och jamfors med fargade objektglas
for att sakerstélla att eventuell observerad fargning inte &r ett resultat av
ospecifika interaktioner.

Positiv védvnadskontroll:

Den positiva vavnadskontrollen fargad med indikerad antikropp bor
undersokas forst for att sakerstédlla att alla reagenser fungerar korrekt.
Lamplig fargning av malceller (som indikerat ovan) indikerar positiv
reaktivitet. Om de positiva vavnadskontrollerna inte visar positiv fargning,
bor alla resultat med testproverna anses ogiltiga.

Fargen pd reaktionsprodukten kan variera beroende pd anvanda
substratkromogener. Se  substratets bipacksedel for forvantade
fargreaktioner. Vidare kan metakromasi observeras i variationer av
fargningsmetoden.s

N&r en motfargning anvands, beroende p& inkubationsldngden och styrkan
hos den anvanda motférgningen, kommer motfargning att resultera i en
fargning av cellkdrnorna. Overdriven eller ofullstindig motfargning kan
aventyra korrekt tolkning av resultaten. Se protokoll fér rekommenderad
motfargning.

Negativ vévnadskontroll:

Den negativa vavnadskontrollen bor undersbkas efter den positiva
vavnadskontrollen foér att verifiera specificiteten fér markningen av
mélantigenet med den primara antikroppen. Frénvaron av specifik fargning i
den negativa vavnadskontrollen bekraftar avsaknaden av
antikroppskorsreaktivitet mot celler/celluldra komponenter. Om specifik
fargning (falsk positiv fargning) intraffar i den negativa externa
vavnadskontrollen, bor resultaten med patientprovet anses ogiltiga.

Ospecifik fargning, om sddan finns, har vanligtvis ett diffust utseende.
Sporadisk fargning av bindvav kan ocksd observeras i snitt fr&n alltfor
formalinfixerade vavnader. Anvand intakta celler for tolkning av
fargningsresultat. Nekrotiska eller degenererade celler fargas ofta ospecifikt.

Patientvévnad:

Undersok patientprover fargade med indikerad antikropp sista. Positiv
fargningsintensitet bor bedémas inom ramen for eventuell ospecifik
bakgrundsfargning av den negativa reagenskontrollen. Som med alla
immunhistokemiska tester betyder ett negativt resultat att antigenet inte
upptacktes, inte att antigenet saknades i cellerna/védvnaden som
analyserades. Anvand vid behov en panel av antikroppar for att identifiera
falsknegativa reaktioner.

Se Sammanfattning och forklaring, begransningar och prestandaegenskaper
for specifik information om indikerad antikroppsimmunreaktivitet.

Begransningar:

Allmdnna begrdnsningar:
1. For in vitro- diagnostik (IVD)
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2. Denna produkt &r endast avsedd for professionellt bruk:
Immunhistokemi dr en diagnostisk process i flera steg som bestar av
specialiserad utbildning i val av lampliga reagenser; vdvnadsval, fixering
och bearbetning; forberedelse av IHC-objektglaset; och tolkning av
fargningsresultaten.

3. Endast for anvdndning av ldkares recept. (Endast Rx)

4. Vavnadsfargning ar beroende av hantering och bearbetning av
vavnaden fore fargning. Felaktig fixering, frysning, upptining, tvattning,
torkning, uppvarmning, sektionering eller kontaminering med andra
vavnader eller vatskor kan ge artefakter, antikroppsfdngning eller falskt
negativa resultat. Inkonsekventa resultat kan bero pd variationer i
fixerings- och  inbaddningsmetoder, eller pd inneboende
oregelbundenheter i vavnaden.=

5. Overdriven eller ofullstindig motfargning kan ventyra korrekt tolkning
av resultaten.

6. Den kliniska tolkningen av positiv eller negativ fargning bér utvarderas
mot bakgrund av klinisk presentation, morfologi och andra
histopatologiska kriterier. Den kliniska tolkningen av positiv eller negativ
fargning bér kompletteras med morfologiska studier med korrekta
positiva och negativa interna och externa kontroller samt andra
diagnostiska tester. Det ar en kvalificerad patolog som ar bekant med
korrekt anvandning av IHC-antikroppar, reagens och metoder som
ansvarar for att tolka alla steg som anvénds for att forbereda och tolka
det slutliga IHC-preparatet.

7. De optimala protokollen for en specifik applikation kan variera. Dessa
inkluderar, men ar inte begransade till fixering,
varmedtervinningsmetod, inkubationstider,  antikroppsspadning,
vavnadssnitttjocklek och detektionskit som anvands. Se den priméra
antikroppen och andra hjélpreagensanvisningar fér anvandning for
rekommenderade protokoll och villkor foér anvandning. Databladets
rekommendationer och protokoll &r baserade pd exklusiv anvandning
av Biocare-produkter. Ytterst ar det utredarens ansvar att faststdlla
optimala forhallanden.

8. Denna produkt &r inte avsedd for anvandning i flédescytometri.
Prestandaegenskaper har inte faststéllts for flodescytometri.

9. Véavnader fran personer infekterade med hepatit B-virus och som
innehdller hepatit B-ytantigen (HBsAg) kan uppvisa ospecifik fargning
med pepparrotsperoxidas.:

10. Reagenser kan uppvisa ovantade reaktioner i tidigare oprovade
vavnader. Mojligheten for ovantade reaktioner &ven i testade
vavnadsgrupper kan inte helt elimineras pd grund av biologisk variation
av antigenuttryck i neoplasmer eller andra patologiska vadvnader.s
Kontakta Biocares tekniska support pd 1-800-542-2002, eller via den
tekniska supportinformationen p& biocare.net, med dokumenterade
ovantade reaktioner.

11. Normala/icke-immuna sera frdn samma djurkélla som sekundara
antisera som anvands i blockeringssteg kan orsaka falsknegativa eller
falskt positiva resultat pd grund av autoantikroppar eller naturliga
antikroppar.

12. Falskt positiva resultat kan ses pd grund av icke-immunologisk bindning
av proteiner eller substratreaktionsprodukter. De kan ocksd orsakas av
pseudoperoxidasaktivitet (erytrocyter), endogen peroxidasaktivitet
(cytokrom C) eller endogent biotin (t.ex. lever, brést, hjarna, njure)
beroende pé vilken typ av immunférgning som anvands.

13. Ett negativt resultat betyder att antigenet inte upptdcktes, inte att
antigenet saknades i de undersokta cellerna eller vavnaden.

Produktspecifika begransningar:
Inga ytterligare produktspecifika begrdnsningar.

Prestandaegenskaper:

Fargning utfordes med hjalp av protokoll som finns i de antikroppsspecifika
bruksanvisningarna eller enligt specifikation. Fargningens kanslighet och
specificitet utvarderades 6ver en rad normala och neoplastiska vdvnadstyper
som utvarderades under utveckling av priméra antikroppar.
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Biocares detektionssystem och systemreagens verifieras genom en

matning av mellanprecision dar olika reagenslots testades under en léngre
tidsperiod med hjdlp av olika operatorer, analytiker, reagenslots,
vavnadsprover och utrustning. Fargningen som erhdlls for varje
detektionsreagens som utvarderades var konsekvent och utférdes som
forvantat.

Felsokning:

1.

Ingen fargning av négra objektglas — Kontrollera att lamplig positiv
kontrollvavnad, antikroppar och detektionsprodukter har anvénts.
Kontrollera om det finns ofullstéandig eller felaktig borttagning eller
forbehandling av vax.

Svag fargning av alla objektglas — Kontrollera att lamplig positiv
kontrollvévnad, antikroppar och detektionsprodukter har anvants.
Overdriven bakgrund av alla objektglas — Det kan finnas hdga nivaer av
endogent biotin (om du anvander biotinbaserade detektionsprodukter),
endogen HRP-aktivitet som omvandlar kromogen till fargad slutprodukt
(anvand  peroxidasblock) eller  Overskott av  icke-specifik
proteininteraktion (anvand ett protein block, s&som serum- eller
kaseinbaserad blockeringslésning).

Vavnadssektioner tvattar bort objektglasen under inkubationen -
Kontrollera objektglasen for att sdkerstdlla att de ar positivt laddade.
Specifik fargning fér mork — Kontrollera protokollet for att avgéra om
korrekt antikroppstiter applicerades pd objektglaset, samt korrekta
inkubationstider for alla reagenser. Se dessutom till att protokollet har
tillrackligt med tvattsteg for att ta bort éverflodigt reagens efter att
inkubationsstegen har slutforts.
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Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Kullanim Amaci:
Igin In vitro Tani Amagh Kullanim

MACH 4 Universal AP Polimer Kiti, bir alkalin fosfataz (AP) polimer tek veya
iki adimh uygulama yontemi kullanan manuel veya otomatik
Immiinohistokimya (IHC) boyama protokollerinde kullanimak {izere
tasarlanmigtir. Bu mikro polimer saptama kiti, IHC boyama islemi sirasinda
formalinle sabitlenmis, parafine gdmilmis (FFPE) dokulardaki hedef
antijenlere baglanan fare IgG ve IgM ve/veya tavsan IgG birincil antikorlarinin
saptanmasi igin tasarlanmigtir. Herhangi bir lekelenmenin veya yoklugunun
klinik yorumu, morfolojik galismalar ve uygun kontroller ile tamamlanmali ve
hastanin klinik dykisu ve diger teshis testleri baglaminda kalifiye bir patolog
tarafindan degerlendirilmelidir.

Ozet ve Aciklama:

MACH 4 Evrensel AP Polimer Kiti, bir antikor-enzim kompleksi olusturmak
lizere fare ve/veya tavsan birincil antikorlarini saptamak igin tek adimh veya
iki adimh bir yontem kullanilarak tasarlanmistir. Bu kompleks daha sonra
uygun bir substrat/kromojen kullanilarak gorsellestirilir. Tek adimli yontemde,
mikro-polimere dogrudan bagl bir ikincil antikor uygulanirken, iki adimh
yontemde ikincil antikor etiketsizdir ve ilave bir enzime bagh polimer etiketli
reaktif sirayla uygulanir. iki adimli yéntem, diisiik eksprese edici antijenlerin
oldugu durumlarda saptamay: gtiglendirmek icin tasarlanmistir. Asagidaki US
Pat. No. 6,686,461; 6,800,728; 7,102,024; 7,173,125; 7.462.689.

Prosediir Prensibi:

Bu mikro polimer saptama kiti, formalinle sabitlenmis, parafine gémulmis
doku bolumlerinin imminohistokimya testinde kullanilabilir. Genel olarak
imminohistokimyasal (IHC) boyama teknikleri, antijenlerin sirali uygulanmasi
yoluyla gorsellestiriimesine izin verir. antijene spesifik antikor (birincil antikor),
birincil antikora ikincil bir antikor (istege bagli baglanti antikoru/prob), bir
enzim kompleksi ve araya giren yikama adimlari olan bir kromojenik substrat.
Kromojenin enzimatik aktivasyonu, antijen bolgesinde goriindir bir reaksiyon
Uruin ile sonuglanir. Numune daha sonra zit boyanabilir ve lamel kaydirilabilir.
Sonuglar bir 1gik kullanilarak yorumlanir mikroskop ve patofizyolojik stireglerin
ayiricl tanisinda yardimai olabilir veya belirli bir antijen ile iliskili olmayabilir.

Malzemeler ve Yontemler:
Sadlanan Reaktifler:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x 100 mL
M4U536G20 UP536G20 glrgg: 4 Universal AP | 1x20mL
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M E D I C A L
Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1 x20 mL

Sulandirma, Karistirma, Seyreltme, Titrasyon:

Mikro polimer saptama kiti reaktif(ler)i optimize edilmistir ve Biocare
antikorlari ve yardimc reaktiflerle kullanima hazirdir. Sulandirma, karistirma,
seyreltme veya titrasyon gerekmez.

Bilinen Uygulamalar:
Imminohistokimya (formalinle fikse edilmis parafine gdmiilmiis dokular)

Tiir Reaktivite:
Fare ve Tavsan IgG adir ve hafif zincirleri

Temin

MACH 4 Universal AP Probu — UP536

Bir protein tastyici ve %0,1'den az sodyum azid koruyucu igeren, pH 7,2-7,4
olan tamponlu salin soliisyonu. Ek ayrintilar igin Guivenlik Veri Sayfasina
bakin.

MACH 4 Universal AP Polimeri — MRAP536

Bir protein tasiyici ve koruyucu olarak %0,01'den az ProClin 300 ve/veya
%0,5'ten az ProClin 950 igeren tamponlu salin sollisyonu, pH 7,6-7,8. Ek
ayrintilar igin Glivenlik Veri Sayfasina bakin.

Gerekli Ancak Saglanmayan Malzemeler ve Reaktifler:
lamlari, pozitif yukla

ve negatif doku kontrolleri

Desert Chamber*

Pozitif

Mikroskop

benzeri

veya

Yikama tamponu*

On tedavi reaktifleri* (istege bagh)
Enzim sindirimi* (istege baglr)
Peroksidaz blogu* (istege bagh)
Protein blogu* (istege bagl)
Birincil antikor*

Negatif kontrol reaktifleri*
Kromojenler*

Hematoksilen* (karsi boyama)
Bluing reaktifi*

Montaj ortami*

Lamel

Isik Mikroskobu (40-400X biiyiitme)

* Biocare Medikal Uriinleri: Katalog numaralari ve siparis ile ilgili daha fazla
bilgi igin http://biocare.net adresinde bulunan Biocare Medical web sitesine
bakin. Yukarida listelenen belirli reaktifler, kullanilan 6zel uygulamaya ve
algilama sistemine dayalidir.

Saklama ve Stabilite:

20C ila 8°C'de saklayin. Uriin, bu kosullar altinda saklandiginda flakon
etiketinde yazili olan son kullanma tarihine kadar stabildir. Son kullanma
tarihinden sonra kullanmayiniz. Belirtilenler disindaki herhangi bir kosulda
depolama dogrulanmalidir.  Kit reaktif(ler)i kullanima hazirdir ve
seyreltiimemelidir. Kullanici tarafindan seyreltilmis reaktifin stabilitesi Biocare
tarafindan belirlenmemistir.

Pozitif ve negatif kontroller, tim hasta numuneleriyle ayni anda yapiimaldir.
Laboratuvar prosediirlerindeki dedisikliklerle agiklanamayan beklenmedik bir
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lekelenme gdzlemlenirse ve antikorla ilgili bir sorundan siipheleniliyorsa, 1-
800-542-2002 numaral telefondan veya biocare.net'te saglanan teknik
destek bilgileri aracilifiyla Biocare'in Teknik Destedi ile iletisime gegin.
Numune Hazirlama:

Formalin iginde fikse edilmis dokular, parafine gdmmeden 6nce kullanima
uygundur. Doku kesimini kolaylastirmak ve mikrotom bigaklarinin zarar
gormesini 6nlemek icin doku islemeden Once kemikli dokularin kireci
giderilmelidir.:»

Belirtilen antijen hedefini ifade eden uygun sekilde sabitlenmis ve gomili
dokular serin bir yerde saklanmaldir. 1988 tarihli Klinik Laboratuvar
Tyilestirme Yasasi (CLIA), 42 CFR §493.1259(b)'de "Laboratuvar, lekeli lamlari,
onay tarihinden itibaren en az on yil saklamalidir. inceleyin ve numune
bloklarini inceleme tarihinden itibaren en az iki yil saklayin.”

Boyamadan Once Dokularin Tedavisi:

Asadida Onerilen protokole gore Isi Kaynakl Epitop Toplama (HIER)
gerceklestirin. IHC'den once HIER'in rutin kullaniminin tutarsizligi en aza
indirdigi ve boyamayi standartlagtirdigi gosterilmistir. «s

Uyani ve Onlemler:

1. Kit reaktif(ler)i %0,1'den az sodyum azit igerir. %0,1'in altindaki
konsantrasyonlar US 29 CFR 1910.1200, OSHA Tehlike iletisimi ve EC Direktifi
91/155/EC'ye gore bildirilebilir tehlikeli maddeler degildir.sodyum azit
(NaN:Koruyucu olarak kullanilanSodyum azit kursun ve bakir tesisatla
reaksiyona girerek yliksek oranda patlayici metal azidler olusturabilir. Imha
edildikten sonra, tesisatta azit birikmesini dnlemek igin bol miktarda su ile
yikayin. (Center for Disease Control, 1976, National Institute of Occupational
Safety and Health, 1976):

2. Kit reaktifleri %0,05'ten az ProClin 300 ve/veya %1'den az ProClin 950
icerir. ProClin tahris edici olarak siniflandiriidigindan ve cilt temasinda
hassasiyete neden olabileceginden eldiven ve koruyucu kiyafet giyin ve
kullanirken makul énlemler alin. Goz, cilt ve mukoza zarlariyla temasindan
kaginin.

3. Insan veya hayvan kaynakli malzemeleri potansiyel olarak biyolojik olarak
tehlikeli olarak kullanin ve bu tiir malzemeleri uygun énlemlerle atin. Maruz
kalma durumunda, kullanildigi yerde sorumlu makamlarin saglik direktiflerine
uyun.s

4. Fiksasyondan ©once ve sonra numuneler ve bunlara maruz kalan tim
materyaller enfeksiyon bulastirabilecekmis gibi ele alinmali ve uygun 6nlemler
alinarak imha edilmelidir. Reaktifleri asla agiz yoluyla pipetlemeyin ve
reaktifler ve orneklerle cilt ve mukoza zarlarina temas etmekten kaginin.
Reaktifler veya numuneler hassas alanlarla temas ederse bol miktarda su ile
yikayin.s

5. Reaktiflerin mikrobiyal kontaminasyonu spesifik olmayan boyamada artisa
neden olabilir.

6. Belirtilenlerin disindaki inkiibasyon siireleri veya sicakliklari hatali sonuglar
verebilir. Kullanici bu tiir degisiklikleri dogrulamalidir.

7. Reaktifi flakonun Uzerinde yazili olan son kullanma tarihinden sonra
kullanmayin.

8. Mikro polimer saptama kiti reaktif(ler)i optimize edilmistir ve Biocare
antikorlari ve yardimei reaktiflerle kullanima hazirdir. Onerilen protokoller ve
kullanim kosullari igin birincil antikor ve didger yardimci reaktif kullanim
talimatlarina bakin.

9. Bertaraf etme yontemi igin yerel ve/veya eyalet makamlarinin
gerekliliklerine uyun.

10. SDS istek lizerine mevcuttur ve http://biocare.net adresinde.

11. Bu cihazla ilgili herhangi bir ciddi olayi, yerel Biocare temsilcisi ve Uye
Devlet veya kullanicinin bulundugu (lkenin gegerli yetkili makami ile iletisime
gegerek bildirin.
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Bu mikro polimer algilama kiti, 1272/2008 Sayili Yonetmelige (EC) gore
asagidaki tabloda belirtilen sekilde siniflandirilan bilesenler igerir.

tehlike Code Tehlike Bildirimi

H317 Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.

Su yasami igin zararldir.
Uzun streli etkileri ile sudaki yasam
icin zararldir.

H402

N/A H412

Kullanim Talimatlar:

Mikro polimer saptama kiti reaktif(ler)i optimize edilmistir ve Biocare
antikorlari ve yardimei reaktiflerle kullanima hazirdir. Onerilen protokoller ve
kullanim kosullari igin birincil antikor ve diger yardimc reaktif kullanim
talimatlarina bakin. Kulugka sireleri ve sicakliklari, izlenen spesifik antikor
protokoliine bagl olarak degisecektir.

Otomatik bir boyama aleti kullanirken, ilgili aletin kullanim kilavuzuna ve
calisma parametreleri icin kullanim talimatlarina bakin.

IHC gergeklestirmek icin genel prosediir adimlart:

1. Parafinden arindirma: Slaytlar Slide Brite veya ksilen iginde parafinden
arindirin. Slaytlar bir dizi dereceli alkolde suya hidratlayin.

2. Peroksit Blogu (Istege Bagl): Peroxidazed 1 ile 5 dakika bloke edin.

3. On Muamele Soliisyonu/Protokolii: Onerilen 6n muamele soliisyonu ve
protokolii igin litfen ilgili birincil antikor veri sayfasina bakin.

4, Protein Blogu (istege Bagl): Background Punisher ile oda sicakliginda (RT)
5-10 dakika inkiibe edin.

5. Birincil Antikor: Kulugka sresi igin Ittfen ilgili birincil antikor veri sayfasina
bakin.

6. Prob (yalnizca fare antikorlari): MACH 4 Universal AP Probe ile oda
sicakliginda 5-15 dakika inkiibe edin.

7. Polimer: Oda sicakliginda MACH 4 MR AP Polimer ile fare antikorlari igin
10-20 dakika veya tavsan antikorlari igin 30 dakika inkiibe edin.

8. Kromojen: Cozgli Kirmizisi ile oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edin.

9. Karsi boyama: Hematoksilen ile karsi boyama. Deiyonize su ile durulayin.
Tacha'nin Bluing Sollisyonunu 1 dakika siireyle uygulayin. Deiyonize su ile
durulayin.

Teknik Notlar:

1. TBS'yi yalnizca yikama adimlari igin kullanin. PBS ykama tamponlari,
alkalin fosfataz lekelenmesini 6nleyecektir.

2. Protein blogu olarak kegi serumu kullanmayin. Background Eraser veya
Background Terminator kullanmayin.

Kalite Kontrol:

Immiinohistokimya Testlerinin Tasarimi ve Uygulanmasi icin CLSI Kalite
Standartlarina bakin; Onayli Kilavuz-ikinci baski (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA
ABD (www.clsi.org). 2011w

Pozitif Doku Kontrolii:

Harici Pozitif kontrol malzemeleri, hasta numune(ler)iyle ayni sekilde en kisa
siirede sabitlenmis, islenmis ve gémiilmiis taze numuneler olmalidir. Pozitif
doku kontrolleri, dogru hazirlanmis dokularin ve uygun boyama tekniklerinin
gostergesidir. Her test kosulu seti igin bir pozitif harici doku kontrolii, her
boyama islemine dahil edilmelidir.

Harici pozitif kontrol materyalleri igin kullanilan dokular, zayif pozitif boyama
veren pozitif hedef aktivitenin iyi karakterize edilmis duslik seviyelerine sahip
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hasta numunelerinden segilmelidir. Harici pozitif kontroller igin diisiik pozitiflik
diizeyi, IHC metodolojisindeki istikrarsizlik veya sorunlardan kaynaklanan
birincil antikor duyarliigindaki ince degisikliklerin saptanmasini saglayacak
sekilde tasarlanmistir. Ticari olarak temin edilebilen doku kontrol slaytlar
veya hasta numunelerinden farkli sekilde islenmis numuneler, yalnizca reaktif
performansini dogrular ve doku hazirligini dogrulamaz.

Bilinen pozitif doku kontrolleri, hasta numunelerinin belirli bir teghisini
formiile etmeye yardimci olmaktan ziyade, yalnizca islenmis dokularin ve test
reaktiflerinin dogru performansini izlemek icin kullaniimalidir. Pozitif doku
kontrolleri pozitif boyanmayi gdsteremezse, test drnekleriyle alinan sonuglar
gegersiz kabul edilmelidir.

Negatif Doku Kontrolii:

IHC birincil antikorunun &zgllliginid dogrulamak igin her boyama
calismasinda hasta numune(ler)iyle ayni sekilde sabitlenmis, islenmis ve
gomull bir negatif doku kontrolli kullanin. hedef antijenin gosteriimesi ve
spesifik arka plan boyamasinin bir gdstergesinin saglanmasi (yanlis pozitif
boyama). Ayrica, gogu doku kesitinde bulunan farkli hiicre tiplerinin gesitliligi,
laboratuvar tarafindan IHC'nin performansini dogrulamak icin dahili negatif
kontrol alanlar olarak kullanilabilir &zellikler. Negatif doku igin kullanilabilecek
érnek tirleri ve kaynaklar kontroller, Performans Ozellikleri bdliiminde
listelenmistir.

Negatif doku kontroliinde spesifik boyama (yanlis pozitif boyama) meydana
gelirse, hasta numuneleriyle alinan sonuglar gegersiz kabul edilmelidir.

Spesifik Olmayan Negatif Reaktif Kontrolli: Spesifik

igin her hasta 6rneginin bir boliimii ile birincil antikor yerine spesifik olmayan
bir negatif reaktif kontroll kullanin

ve antijen bolgesindeki spesifik boyamanin daha iyi yorumlanmasini
saglamakideal olarak, bir negatif reaktif kontrolii, birincil antikorla ayni
sekilde kullaniimak Uzere Uretilmis ve hazirlanmis (yani ayni seyreltici
kullanilarak ayni konsantrasyona seyreltilmis) bir antikor igerir, ancak Biocare
antikoru ile ayni matris/gozelti iginde insan dokulariyla spesifik bir reaktivite
sergilemez. . Tek basina seyreltici, daha Once agiklanan negatif reaktif
kontrollerine gore daha az tercih edilen bir alternatif olarak kullanilabilir.
Negatif reaktif kontrolii igin inkiibasyon siiresi, birincil antikorunkine karsilik
gelmelidir.

Seri kesitlerde birkag antikordan olusan paneller kullanildidinda, bir slaydin
negatif boyanan alanlari, diger antikorlar icin negatif/spesifik olmayan
baglanma arka plan kontrolii gérevi gérebilir. Endojen enzim aktivitesini veya
enzimlerin spesifik olmayan baglanmasini spesifik immiinoreaktiviteden ayirt
etmek igin ilave hasta dokular, sirasiyla substrat-kromojen veya enzim
kompleksleri (PAP, avidin-biotin, streptavidin) ve substrat-kromojen ile 6zel
olarak boyanabilir.

Tahlil Dogrulamasi:

Tanisal bir prosediirde bir antikor veya boyama sisteminin ilk kullanimindan
once kullanici, antikorun 6zglligind, bilinen pozitif ve negatif dokulari temsil
eden bilinen immiinohistokimyasal performans ozelliklerine sahip bir dizi
kurum ici doku lizerinde test ederek dogrulamalidir. Uriin prospektiisiiniin bu
bélimiinde daha ©nce Ozetlenen kalite kontrol prosediirlerine ve
Immiinohistokimya icin CAP Sertifikasyon Programi: ve/veya NCCLS IHC
kilavuzu=n. Bu kalite kontrol prosediirleri, her yeni antikor lotu igin veya tahlil
parametrelerinde bir degisiklik oldugunda tekrarlanmalidir. Performans
Ozellikleri béliimiinde listelenen dokular test dogrulamasi igin uygundur.

Sorun Giderme:

Sadlanan veri sayfasina gore antikora 6zgl protokol Onerilerini izleyin.
Alisiimadik sonuglar ortaya gikarsa, 1-800-542-2002 numaral telefondan
Biocare'in Teknik Destegi ile iletisime gegin.
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Boyamanin Yorumlanmasi:

MACH 4 Universal AP Polimer Kiti, birincil antikor tarafindan lokalize edilen
antijen bolgelerinde kirmizi renk reaksiyonu Uretir. Hasta sonuglarinin
yorumlanmasindan ©nce, kontrollerin boyanmasi kalifiye bir patolog
tarafindan degerlendirilmelidir. Negatif kontroller degerlendirilir ve gdzlenen
herhangi bir lekelenmenin spesifik olmayan etkilesimlerin bir sonucu
olmadigindan emin olmak igin lekeli slaytlarla karsilastirilir.

Pozitif Doku Kontroli:

Belirtilen antikorla boyanmis pozitif doku kontrold, tiim reaktiflerin diizglin
calistigindan emin olmak igin 6nce incelenmelidir. Hedef hiicrelerin uygun
sekilde boyanmasi (yukarida Dbelirtildigi gibi), pozitif reaktivitenin
gostergesidir. Pozitif doku kontrolleri pozitif boyanmayi gdsteremezse, test
numuneleri ile elde edilen tiim sonuglar gegersiz kabul edilmelidir.

Reaksiyon Griinlintin rengi, kullanilan substrat kromojenlerine bagl olarak
degisebilir. Beklenen renk reaksiyonlari igin alt tabaka prospektislerine bakin.
Ayrica, boyama ydnteminin varyasyonlarinda metakromazi gériilebilir.»

Bir karsi boyama kullanildidinda, kullanilan karsi boyamanin inkiibasyon
uzunluguna ve gliciine bagh olarak, karsi boyama hiicre cekirdeklerinin
renklenmesine neden olur. Agir veya eksik zit boyama, sonuglarin dogru
yorumlanmasini tehlikeye atabilir. Onerilen karsi boyama igin protokol(ler)e
bakin.

Negatif Doku Kontrolii:

Primer antikor tarafindan hedef antijenin etiketlenmesinin 6zgulligina
dogrulamak icin pozitif doku kontroliinden sonra negatif doku kontrolii
incelenmelidir. Negatif doku kontroliinde spesifik lekelenmenin olmamasi,
hiicrelere/hiicresel bilesenlere karsi antikor gapraz reaktivitesinin olmadigini
dogrular. Negatif dis doku kontroliinde spesifik boyama (yanlis pozitif boyama)
meydana gelirse, hasta 6rneginden alinan sonuglar gecersiz kabul edilmelidir.

Spesifik olmayan boyama varsa, genellikle daginik bir gériinime sahiptir.
Asir formalinle sabitlenmis dokulardan alinan kesitlerde bag dokusunun
sporadik boyanmasi da gdzlenebilir. Boyama sonuglarinin yorumlanmasi igin
bozulmamis hiicreleri kullanin. Nekrotik veya dejenere hiicreler genellikle
spesifik olmayan sekilde boyanir.

Hasta Dokusu:

Belirtilen antikorla boyanmis hasta érneklerini inceleyin gegen. Pozitif boyama
yogunlugu, negatif reaktif kontroliiniin herhangi bir spesifik olmayan arka
plan  boyamasi  badlaminda  degerlendiriimelidir.  Herhangi  bir
imminohistokimyasal testte oldugu gibi, negatif bir sonug, antijenin test
edilen hiicrelerde/dokuda bulunmadigi anlamina gelmez, antijenin
saptanmadigi anlamina gelir. Gerekirse, yanlis negatif reaksiyonlari
belirlemek igin bir antikor paneli kullanin.

Belirtilen antikor immdinoreaktivitesine iliskin 6zel bilgiler igin Ozet ve
Agiklama, Sinirlamalar ve Performans Ozelliklerine bakin.

Kisitlamalar:

Genel Kisitlamalar:

1. In vitro diagnostik (IVD) Kullanim

2. igindir Bu {iriin yalnizca profesyonel kullanim igindir: immiinohistokimya,
uygun reaktiflerin segiminde 6zel egitim igeren gok adimli bir teshis
siirecidir; doku segimi, sabitleme ve isleme; IHC slaytinin hazirlanmasi;
ve boyama sonuglarinin yorumlanmasi.

3. Sadece doktor regetesi ile kullanim igindir. (Yalnizca Rx)

4.  Doku boyama, boyamadan 6nce dokunun kullanilimasina ve islenmesine
bagdlidir. Uygun olmayan fiksasyon, dondurma, ¢ézme, yikama, kurutma,
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10.

11.

12.

13.

isitma, kesit alma veya diger dokular veya sivilarla kontaminasyon
artefaktlara, antikor yakalamaya veya yanlis negatif sonuglara neden
olabilir. Tutarsiz sonuglar, fiksasyon ve gomme yodntemlerindeki
farklliklardan  veya doku igindeki dodgal dizensizliklerden
kaynaklanabilir.:

Asiri veya eksik zit boyama, sonuglarin dogru yorumlanmasini tehlikeye
atabilir.

Herhangi bir pozitif veya negatif boyamanin klinik yorumu, klinik sunum,
morfoloji ve dider histopatolojik  kriterler baglaminda
degerlendirilmelidir. Herhangi bir pozitif veya negatif boyamanin klinik
yorumu, uygun pozitif ve negatif i¢ ve dis kontrollerin yani sira diger
teshis testlerinin kullanildigi morfolojik galismalarla tamamlanmalidir.
Nihai IHC hazirhgini hazirlamak ve yorumlamak icin kullanilan tiim
adimlar yorumlamak, IHC antikorlarinin, reaktiflerinin ve yéntemlerinin
dogdru kullanimina asina olan kalifiye bir patologun sorumlulugundadir.

Belirli bir uygulama igin optimum protokoller dedisebilir. Bunlar arasinda,
bunlarla sinirli olmamak (izere, fiksasyon, Isi geri alma yontemi,
inklibasyon sireleri, antikor diliisyonu, doku kesit kalinligi ve kullanilan
tespit kiti yer alir. Onerilen protokoller ve kullanim kosullar igin birincil
antikor ve diger yardma reaktif kullanim talimatlarina bakin. Veri
sayfasi Onerileri ve protokolleri, Biocare Urlnlerinin &zel kullanimina
dayanmaktadir. Nihayetinde, optimal kosullari belirlemek arastirmacinin
sorumlulugundadir.

Bu Urilin, akis sitometrisinde kullanilmak Uzere tasarlanmamistir. Akis
sitometrisi igin performans 6zellikleri belirlenmemistir.

Hepatit B viriisii ile enfekte olmug ve hepatit B yiizey antijeni (HBsAQ)
iceren kisilerden alinan dokular, yaban turpu peroksidazi ile spesifik
olmayan lekelenme sergileyebilir.:

Reaktifler, 6nceden test edilmemis dokularda beklenmeyen reaksiyonlar
gosterebilir. Neoplazmalarda veya diger patolojik dokularda antijen
ekspresyonunun biyolojik degiskenligi nedeniyle, test edilen doku
gruplarinda bile beklenmeyen reaksiyon olasiligi tamamen ortadan
kaldirlamaz. Biocare'in Teknik Destedi ile 1-800-542-2002 numarali
telefondan veya biocare.net'te saglanan teknik destek bilgileri
araciliiyla, belgelenmis beklenmeyen reaksiyon(lar) ile iletisime gegin.

Bloke etme adimlarinda kullanilan sekonder antiserumlarla ayni hayvan
kaynagindan alinan normal/immiin olmayan serumlar, otoantikorlar
veya dodal antikorlar nedeniyle yanlis negatif veya yanlis pozitif
sonuglara neden olabilir.

Proteinlerin veya substrat reaksiyon Uriinlerinin imminolojik olmayan
baglanmasi nedeniyle yanlis pozitif sonuglar gorilebilir. Ayrica kullanilan
immin boyanin tipine baglh olarak psddo peroksidaz aktivitesi
(eritrositler), endojen peroksidaz aktivitesi (sitokrom C) veya endojen
biotin (6rn. karaciger, meme, beyin, bébrek) neden olabilir.:

Negatif sonug, antijenin incelenen hiicrelerde veya dokuda bulunmadid
anlamina gelmez, antijenin tespit edilmedigi anlamina gelir.

Uriine Ozgii Sinirlamalar:

Uriine 6zgli ek sinirlamalar yoktur.

Performans Ozellikleri:

Boyama,

antikora 6zgl kullanim talimatlarinda saglanan protokoller

kullanilarak veya belirtildigi sekilde gergeklestirildi. Boyamanin duyarlihg ve
6zgillugu, birincil antikorlarin gelisimi sirasinda degerlendirilen bir dizi normal
ve neoplastik doku tipinde degerlendirildi.

Tekrar

Uretilebilirlik: Biocare'in saptama sistemlerinin ve sistem reaktiflerinin tekrar
Uretilebilirligi, cesitli operatorler, analistler, reaktif lotlari, doku numuneleri ve
ekipman kullanilarak uzun bir siire boyunca gesitli reaktif lotlarinin test
edildigi bir ara kesinlik 6lgiimiyle dogrulanir. Degerlendirilen her tespit
reaktifi icin elde edilen boyama tutarliydi ve beklendigi gibi yapildi.
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Sorun Giderme:

1.

Herhangi bir slaytta boyanma yok — Uygun pozitif kontrol dokusu,
antikor ve algilama urlnlerinin kullanildigini belirlemek igin kontrol edin.
Eksik veya yanlis mum gikarma veya 6n islem olup olmadigini kontrol
edin.

Tum slaytlarin zayif boyanmasi — Uygun pozitif kontrol dokusu, antikor
ve algilama Urinlerinin kullanildigini belirlemek igin kontrol edin.

Tum slaytlarda asin arka plan — Yiiksek seviyelerde endojen biyotin
(biyotin bazli tespit Uriinleri kullaniliyorsa), kromojeni renkli son Uriine
donistiren endojen HRP aktivitesi (peroksidaz blogu kullanin) veya
agin spesifik olmayan protein etkilesimi (bir protein kullanin) olabilir
serum veya kazein bazl bloke edici soliisyon gibi).

Inkiibasyon sirasinda lamlari doku béliimleri yikayarak asindirir — Pozitif
yuklG olduklarindan emin olmak igin lamlari kontrol edin.

Spesifik boyama gok koyu — Slayta uygun antikor titresinin uygulanip
uygulanmadigini ve ayrica tim reaktifler icin uygun inkiibasyon
surelerini belirlemek igin protokolli kontrol edin. Ek olarak, inkiibasyon
adimlari tamamlandiktan sonra protokoliin fazla reaktifleri gikarmak igin
yeterli ylkama adimina sahip oldugundan emin olun.

Referanslar:

1.

2.

ou .k

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
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Available Product Formats
Catalog Number Volume
M4U536G 6.0mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL

Utilisation prévue :
Pour /n vitro usage diagnostique

Le kit MACH 4 Universal AP Polymer est destiné a étre utilisé dans les
protocoles de coloration immunohistochimique (IHC) manuels ou
automatisés utilisant une méthode d'application en une ou deux étapes du
polymere de phosphatase alcaline (AP). Ce kit de détection en micropolymere
est congu pour la détection des anticorps primaires IgG et IgM de souris
et/ou IgG de lapin liés aux antigénes cibles dans les tissus fixés au formol et
inclus en paraffine (FFPE) pendant le processus de coloration IHC.
L'interprétation clinique de toute coloration ou de son absence doit étre
complétée par des études morphologiques et des controles appropriés et doit
étre évaluée dans le contexte des antécédents cliniques du patient et d'autres
tests de diagnostic par un pathologiste qualifié.

Résumé et explication :

Le kit MACH 4 Universal AP Polymer est concu a I'aide d'une méthode en une
ou deux étapes pour détecter les anticorps primaires de souris et/ou de lapin
afin de former un complexe anticorps-enzyme. Ce complexe est ensuite
visualisé a l'aide d'un substrat/chromogéne approprié. Dans la méthode en
une étape, un anticorps secondaire directement lié au micropolymeére est
appliqué tandis que dans la méthode en deux étapes, I'anticorps secondaire
n'est pas marqué, et un réactif supplémentaire marqué par un polymére lié
a une enzyme est appliqué séquentiellement. La méthode en deux étapes est
congue pour amplifier la détection dans les cas d'antigénes a faible
expression. Couvert par un ou plusieurs des brevets américains suivants. n°
6 686 461; 6 800 728; 7 102 024; 7 173 125; 7 462 689.

Principe de la procédure :

Ce kit de détection de micropolyméres peut étre utilisé dans les tests
immunohistochimiques de coupes de tissus fixés au formol et inclus en
paraffine. En général, immunohistochimie (IHC) les techniques de coloration
permettent la visualisation des antigénes via I'application séquentielle d'un
un anticorps spécifique de l'antigéne (anticorps primaire), un anticorps
secondaire de l'anticorps primaire (lien éventuel anticorps/sonde), un
complexe enzymatique et un substrat chromogénique avec étapes de lavage
interposées. L'activation enzymatique du chromogéne se traduit par un
produit de réaction visible au site de I'antigéne. L'échantillon peut ensuite
étre contre-coloré et recouvert. Les résultats sont interprétés a l'aide d'une
lumiére microscope et aide au diagnostic différentiel des processus
physiopathologiques, qui peuvent ou peut ne pas étre associé a un antigéne
particulier.

Matériels et méthodes :
Réactifs fournis :

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
M4U536G Probe
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
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Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL

M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1x100 mL
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL

M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1 x20 mL

Reconstitution, Mélange, Dilution, Titrage :

Le ou les réactifs du kit de détection de micro-polymeres sont optimisés et
préts a l'emploi avec les anticorps et réactifs auxiliaires Biocare. Aucune
reconstitution, mélange, dilution ou titrage n'est nécessaire.

Applications connues :
Immunohistochimie (tissus fixés au formol et inclus en paraffine)

Réactivité des espeéces :
Chaines lourdes et légéres d'IgG de souris et de lapin

Fourni comme :

Sonde AP universelle MACH 4 — UP536

Solution saline tamponnée, pH 7,2-7,4, contenant un vecteur protéique et
moins de 0,1 % d'azoture de sodium comme conservateur. Voir la fiche de
données de sécurité pour plus de détails.

Polymére AP universel MACH 4 — MRAP536

Solution saline tamponnée, pH 7,6-7,8, contenant un vecteur protéique et
moins de 0,01 % de ProClin 300 et/ou moins de 0,5 % de ProClin 950
comme conservateur. Voir la fiche de données de sécurité pour plus de
détails.

Mateériel et réactifs nécessaires mais non fournis :

Lames de microscope, chargées

positivement Témoins de tissus positifs et négatifs

Chambre du désert* ou similaire Etuve de séchage (facultatif)
Xylene ou substitut de xyléne

Ethanol ou alcool réactif

Chambre de désoccultation* ou autocuiseur similaire (facultatif)
Eau déminéralisée ou distillée

Tampon de lavage*

Réactifs de prétraitement* (facultatif)

Digestion enzymatique* (facultatif)

Bloc de peroxydase* (facultatif)

Bloc de protéines* (facultatif)

Anticorps primaire*

Réactifs de controle négatif

*

* (contre-

Réactif

*

Hématoxyline
Microscope(grossissement 40-400X)

* Produits médicaux Biocare : consultez le site Web de Biocare Medical a
l'adresse http://biocare.net pour plus d'informations sur les numéros de
catalogue et les commandes. Certains réactifs énumérés ci-dessus sont basés
sur l'application spécifique et le systéme de détection utilisé.

Stockage et stabilité :
Conserver entre 2 °C et 8 °C. Le produit est stable jusqu'a la date de

péremption imprimée sur I'étiquette du flacon, lorsqu'il est conservé dans ces
conditions. Ne pas utiliser aprés la date de péremption. Le stockage dans des
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conditions autres que celles spécifiées doit étre vérifié. Les réactifs du kit
sont préts a I'emploi et ne doivent pas étre dilués. La stabilité du réactif dilué
par |'utilisateur n'a pas été établie par Biocare.

Les contréles positifs et négatifs doivent étre exécutés simultanément avec
tous les échantillons de patients. Si une coloration inattendue est observée
qui ne peut pas étre expliquée par des variations dans les procédures de
laboratoire et qu'un probléme avec l'anticorps est suspecté, contactez le
support technique de Biocare au 1-800-542-2002 ou via les informations de
support technique fournies sur biocare.net.

Préparation des échantillons : Les

tissus fixés dans le formol conviennent a une utilisation avant l'inclusion de
paraffine. Les tissus osseux doivent étre décalcifiés avant le traitement des
tissus pour faciliter la coupe des tissus et éviter d'endommager les lames du
microtome.:2

Les tissus correctement fixés et intégrés exprimant la cible antigénique
spécifiée doivent étre conservés dans un endroit frais. Le Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA) de 1988 exige dans 42 CFR 8493.1259(b) que « Le
laboratoire doit conserver les lames colorées au moins dix ans a compter de
la date de I'examen et conserver les blocs d'échantillons au moins deux ans
a compter de la date de I'examen.:

Traitement des tissus avant la coloration :

Effectuez une récupération d'épitope induite par la chaleur (HIER) selon le
protocole recommandé ci-dessous. Il a été démontré que I'utilisation
systématique de HIER avant I'THC minimise les incohérences et normalise la
coloration. +s

Avertissements et précautions:

1. Les réactifs du kit contiennent moins de 0,1 % d'azoture de sodium. Les
concentrations inférieures a 0,1 % ne sont pas des matieres dangereuses a
signaler selon US 29 CFR 1910.1200, OSHA Hazard communication et EC
Directive 91/155/EC. L'azide de sodium (NaN.) utilisé comme agent de
conservation est toxique en cas d'ingestion. L'azoture de sodium peut réagir
avec la plomberie en plomb et en cuivre pour former des azotures métalliques
hautement explosifs. Lors de I'élimination, rincer a grande eau pour éviter
I'accumulation d'azide dans la plomberie. (Center for Disease Control, 1976,
National Institute of Occupational Safety and Health, 1976)s

2. Les réactifs du kit contiennent moins de 0,05 % de ProClin 300 et/ou moins
de 1 % de ProClin 950. Portez des gants et des vétements de protection et
prenez des précautions raisonnables lors de la manipulation car ProClin est
classé comme irritant et peut provoquer une sensibilisation par contact
cutané. Eviter le contact avec les yeux, la peau et les mugueuses.

3. Manipulez les matériaux d'origine humaine ou animale comme
potentiellement dangereux pour la biologie et éliminez ces matériaux avec
les précautions appropriées. En cas d'exposition, suivre les directives
sanitaires des autorités responsables du lieu d'utilisation.»

4. Les échantillons, avant et aprés fixation, et tous les matériaux qui y sont
exposés doivent étre manipulés comme s'ils pouvaient transmettre une
infection et éliminés avec les précautions appropriées. Ne jamais pipeter les
réactifs a la bouche et éviter tout contact de la peau et des muqueuses avec
les réactifs et les échantillons. Si des réactifs ou des échantillons entrent en
contact avec des zones sensibles, laver abondamment a I'eau..

5. La contamination microbienne des réactifs peut entrainer une
augmentation de la coloration non spécifique.

6. Des durées d'incubation ou des températures autres que celles spécifiées
peuvent donner des résultats erronés. L'utilisateur doit valider un tel
changement.

7. Ne pas utiliser de réactif aprés la date de péremption imprimée sur le
flacon.

8. Le ou les réactifs du kit de détection des micropolymeres sont optimisés
et préts a I'emploi avec les anticorps et réactifs auxiliaires Biocare. Reportez-
vous aux instructions d'utilisation de I'anticorps primaire et des autres réactifs
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auxiliaires pour connaitre les protocoles et les conditions d'utilisation
recommandés.

9. Suivez les exigences des autorités locales et/ou nationales pour la méthode
d'élimination.

10. La FDS est disponible sur demande et se trouve sur http://biocare.net.
11. Signalez tout incident grave lié a cet appareil en contactant le
représentant local de Biocare et l'autorité compétente applicable de I'Etat
membre ou du pays ou se trouve |'utilisateur.

Ce kit de détection de micro-polyméres contient des composants classés
comme indiqué dans le tableau ci-dessous conformément au réglement (CE)
n° 1272/2008.

Danger Code Mention de danger
Peut provoquer une  réaction
H317 . )
allergique cutanée.
H402 Nocif pour la vie aquatique.
N/A Nocif pour la vie aquatique avec des
H412
effets durables.

Mode d'empiloi :

Le(s) réactif(s) du kit de détection de micro-polyméres sont optimisés et
préts a I'emploi avec les anticorps et réactifs auxiliaires Biocare. Reportez-
vous aux instructions d'utilisation de I'anticorps primaire et des autres réactifs
auxiliaires pour connaitre les protocoles et les conditions d'utilisation
recommandés. Les temps et les températures d'incubation varient en
fonction du protocole d'anticorps spécifique suivi.

Lors de l'utilisation d'un instrument de coloration automatisé, consulter le
manuel d'utilisation de l'instrument spécifique et les instructions d'utilisation
pour les paramétres de fonctionnement.

Etapes procédurales générales pour effectuer I'THC :

1. Déparaffinage : déparaffiner les lames dans du Slide Brite ou du xyléne.
Hydratez les lames dans une série d'alcools gradués a I'eau.

2. Bloc peroxyde (facultatif) : Bloquer pendant 5 minutes avec Peroxidazed

3. Solution/protocole de prétraitement : Veuillez vous reporter a la fiche
technique respective de l'anticorps primaire pour connaitre la solution et le
protocole de prétraitement recommandés.

4. Bloc protéique (facultatif) : Incuber pendant 5 a 10 minutes a température
ambiante (RT) avec Background Punisher.

5. Anticorps primaire : Veuillez vous référer a la fiche technique respective
de I'anticorps primaire pour le temps d'incubation.

6. Sonde (anticorps de souris uniquement) : Incuber pendant 5 a 15 minutes
a température ambiante avec la sonde AP universelle MACH 4.

7. Polymere : Incuber pendant 10 a 20 minutes pour les anticorps de souris
ou 30 minutes pour les anticorps de lapin a température ambiante avec le
polymére MACH 4 MR AP.

8. Chromogene : incuber pendant 5 minutes a température ambiante avec
Warp Red.

9. Contre-coloration : Contre-coloration a I'nématoxyline. Rincer a l'eau
déminéralisée. Appliquez la solution de bleuissement de Tacha pendant 1
minute. Rincer a I'eau déminéralisée.

Notes techniques :

1. Utilisez le TBS uniquement pour les étapes de lavage. Les tampons de
lavage PBS inhiberont la coloration a la phosphatase alcaline.

2. Ne pas utiliser de sérum de chévre comme bloc protéique. N'utilisez pas
Background Eraser ou Background Terminator.

EMERGO EUROPE
Westervoortsedijk 60

6827 AT Arnhem

The Netherlands

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080


http://biocare.net/

MACH 4™ Universal AP Polymer Kit

Micro-polymer detection
901-M4U536-080123
French ‘

Controle de la qualité :

se référer aux normes de qualité du CLSI pour la conception et la mise en
ceuvre des tests d'immunohistochimie ; Approved Guideline-Second edition
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011

Controle tissulaire positif :

Les matériaux de controle positif externe doivent étre des échantillons frais
fixés, traités et enrobés dés que possible de la méme maniére que les
échantillons de patients. Les controles tissulaires positifs indiquent des tissus
correctement préparés et des techniques de coloration appropriées. Un
controle tissulaire externe positif pour chaque ensemble de conditions de test
doit étre inclus dans chaque cycle de coloration.

Les tissus utilisés pour les matériaux de controle positif externe doivent étre
sélectionnés a partir d'échantillons de patients présentant de faibles niveaux
bien caractérisés de I'activité cible positive qui donne une faible coloration
positive. Le faible niveau de positivité des controles positifs externes est
congu pour assurer la détection de changements subtils dans la sensibilité
des anticorps primaires dus a une instabilité ou a des problémes avec la
méthodologie IHC. Les lames de contréle des tissus disponibles dans le
commerce ou les échantillons traités différemment des échantillons du
patient valident uniquement les performances des réactifs et ne vérifient pas
la préparation des tissus.

Les contréles tissulaires positifs connus ne doivent étre utilisés que pour
surveiller les performances correctes des tissus traités et des réactifs de test,
plutét que comme une aide a la formulation d'un diagnostic spécifique
d'échantillons de patients. Si les contrdles de tissus positifs ne présentent pas
de coloration positive, les résultats avec les échantillons de test doivent étre
considérés comme non valides.

Controle tissulaire négatif :

utilisez un contréle tissulaire négatif fixé, traité et enrobé de maniére
identique a I'échantillon ou aux échantillons de patient avec chaque cycle de
coloration pour vérifier la spécificité de l'anticorps primaire IHC pour
démonstration de I'antigéne cible, et pour fournir une indication de coloration
de fond spécifique (coloration faussement positive). En outre, la variété des
différents types de cellules présentes dans la plupart des coupes de tissus
peut étre utilisé par le laboratoire comme site de contréle négatif interne
pour vérifier la performance de I'HC Caractéristiques. Les types et les
sources d'échantillons qui peuvent étre utilisés pour les tissus négatifs Les
commandes sont répertoriées dans la section Caractéristiques de
performance.

Si une coloration spécifique (coloration faussement positive) se produit dans
le tissu de contréle négatif, les résultats avec les échantillons de patients
doivent étre considérés comme non valides.

Contrdle de réactif négatif non spécifique :

Utilisez un contrdle de réactif négatif non spécifique a la place de I'anticorps
primaire avec une section de chaque échantillon de patient pour évaluer la
coloration non spécifique et

permettre une meilleure interprétation de la coloration spécifique au site de
I'antigéne. Idéalement, un contrdle de réactif négatif contient un anticorps
produit et préparé (c'est-a-dire dilué a la méme concentration en utilisant le
méme diluant) pour une utilisation de la méme maniére que l'anticorps
primaire mais ne présente aucune réactivité spécifique avec les tissus
humains dans la méme matrice/solution que I'anticorps Biocare . Le diluant
seul peut étre utilisé comme une alternative moins souhaitable aux contrdles
réactifs négatifs décrits précédemment. La période d'incubation du contrdle
de réactif négatif doit correspondre a celle de I'anticorps primaire.
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Lorsque des panels de plusieurs anticorps sont utilisés sur des coupes en
série, les zones de coloration négative d'une lame peuvent servir de contrble
de fond de liaison négatif/non spécifique pour d'autres anticorps. Pour
différencier I'activité enzymatique endogene ou la liaison non spécifique des
enzymes de limmunoréactivité spécifique, des tissus supplémentaires du
patient peuvent étre colorés exclusivement avec des complexes substrat-
chromogene ou enzymatique (PAP, avidine-biotine, streptavidine) et
substrat-chromogéne, respectivement.

Vérification du test :

avant |'utilisation initiale d'un anticorps ou d'un systéme de coloration dans
une procédure de diagnostic, l'utilisateur doit vérifier la spécificité de
l'anticorps en le testant sur une série de tissus internes avec des
caractéristiques de performance  immunohistochimiques  connues
représentant des tissus positifs et négatifs connus. Reportez-vous aux
procédures de contrle de la qualité décrites précédemment dans cette
section de la notice du produit et aux recommandations de contréle de la
qualité du programme de certification CAP+ pour I'immunohistochimie et/ou
de la directive NCCLS IHC=. Ces procédures de contréle de la qualité doivent
étre répétées pour chaque nouveau lot d'anticorps ou chaque fois qu'il y a
un changement dans les paramétres du test. Les tissus répertoriés dans la
section Caractéristiques de performance conviennent a la vérification du
dosage.

Dépannage :

Suivez les recommandations de protocole spécifiques aux anticorps
conformément a la fiche technique fournie. Si des résultats atypiques se
produisent, contactez le support technique de Biocare au 1-800-542-2002.

Interprétation de la coloration :

Le kit MACH 4 Universal AP Polymer produit une réaction de couleur rouge
au niveau des sites antigéniques localisés par l'anticorps primaire. Avant
l'interprétation des résultats des patients, la coloration des contrdles doit étre
évaluée par un pathologiste qualifié. Les controles négatifs sont évalués et
comparés aux lames colorées pour s'assurer que toute coloration observée
n'est pas le résultat d'interactions non spécifiques.

Controle tissulaire positif :

Le controOle tissulaire positif coloré avec I'anticorps indiqué doit d'abord étre
examiné pour s'assurer que tous les réactifs fonctionnent correctement. La
coloration appropriée des cellules cibles (comme indiqué ci-dessus) indique
une réactivité positive. Si les contréles de tissus positifs ne présentent pas
de coloration positive, tous les résultats avec les échantillons de test doivent
étre considérés comme non valides.

La couleur du produit de réaction peut varier en fonction des substrats
chromogenes utilisés. Reportez-vous aux notices d'emballage du substrat
pour les réactions de couleur attendues. De plus, une métachromasie peut
étre observée dans des variantes de la méthode de coloration.»

Lorsqu'un contre-colorant est utilisé, selon la durée d'incubation et la
puissance du contre-colorant utilisé, la contre-coloration entrainera une
coloration des noyaux cellulaires. Une contre-coloration excessive ou
incompléete peut compromettre la bonne interprétation des résultats.
Reportez-vous au(x) protocole(s) pour la contre-coloration recommandée.

Tissu de controle:

Le tissu de contrdle négatif doit étre examiné apres le tissu de controle positif
pour vérifier la spécificité du marquage de I'antigéne cible par I'anticorps
primaire. L'absence de coloration spécifique dans le tissu de contréle négatif
confirme I'absence de réactivité croisée des anticorps vis-a-vis des
cellules/composants cellulaires. Si une coloration spécifique (coloration
faussement positive) se produit dans le contréle de tissu externe négatif, les
résultats avec I'échantillon du patient doivent étre considérés comme non
valides.
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La coloration non spécifique, si elle est présente, a généralement un aspect
diffus. Une coloration sporadique du tissu conjonctif peut également étre
observée dans les coupes de tissus excessivement fixés au formol. Utiliser
des cellules intactes pour l'interprétation des résultats de coloration. Les
cellules nécrotiques ou dégénérées se colorent souvent de maniere non
spécifique.

Tissu patient :

Examiner les échantillons de patients colorés avec I'anticorps indiqué derniére.

L'intensité de la coloration positive doit &tre évaluée dans le contexte de toute
coloration de fond non spécifique du contréle réactif négatif. Comme pour
tout test immunohistochimique, un résultat négatif signifie que I'antigéne n'a
pas été détecté, et non que I'antigene était absent des cellules/tissus testés.
Si nécessaire, utilisez un panel d'anticorps pour identifier les réactions
faussement négatives.

Reportez-vous a Résumé et explication, Limites et Caractéristiques de
performance  pour des informations  spécifiques  concernant
I'immunoréactivité des anticorps indiquée.

Limitations : Limitations

générales :

1. Pour /n vitro (IVD)

2. Ce produit est destiné a un usage professionnel uniquement :
L'immunohistochimie est un processus de diagnostic en plusieurs
étapes qui consiste en une formation spécialisée dans la sélection des
réactifs appropriés ; sélection, fixation et traitement des tissus ;
préparation de la lame IHC; et linterprétation des résultats de
coloration.

3. A utiliser uniquement sur prescription médicale. (Rx uniquement)

4.  La coloration des tissus dépend de la manipulation et du traitement du
tissu avant la coloration. Une fixation, une congélation, une
décongélation, un lavage, un séchage, un chauffage, une coupe ou une
contamination inappropriés avec d'autres tissus ou fluides peuvent
produire des artefacts, un piégeage d'anticorps ou des résultats
faussement négatifs. Des résultats incohérents peuvent étre dus a des
variations dans les méthodes de fixation et d'enrobage, ou a des
irrégularités inhérentes au tissu.=

5. Une contre-coloration excessive ou incompléte peut compromettre la
bonne interprétation des résultats.

6. Llinterprétation clinique de toute coloration positive ou négative doit
étre évaluée dans le contexte de la présentation clinique, de la
morphologie et d'autres critéres histopathologiques. L'interprétation
clinique de toute coloration positive ou négative doit étre complétée par
des études morphologiques utilisant des contréles internes et externes
positifs et négatifs appropriés ainsi que d'autres tests de diagnostic. Il
est de la responsabilité d'un pathologiste qualifié qui est familiarisé avec
I'utilisation appropriée des anticorps, des réactifs et des méthodes IHC
d'interpréter toutes les étapes utilisées pour préparer et interpréter la
préparation IHC finale.

7.  Les protocoles optimaux pour une application spécifique peuvent varier.
Ceux-ci incluent, mais sans s'y limiter, la fixation, la méthode de
récupération de la chaleur, les temps d'incubation, la dilution des
anticorps, I'épaisseur de la coupe de tissu et le kit de détection utilisé.
Reportez-vous aux instructions d'utilisation de I'anticorps primaire et
des autres réactifs auxiliaires pour connaitre les protocoles et les
conditions d'utilisation recommandés. Les recommandations et
protocoles de la fiche technique sont basés sur |'utilisation exclusive des
produits Biocare. En fin de compte, il incombe a linvestigateur de
déterminer les conditions optimales.
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8. Ce produit n'est pas destiné a étre utilisé en cytométrie en flux. Les
caractéristiques de performance n'ont pas été déterminées pour la
cytométrie en flux.

9. Les tissus provenant de personnes infectées par le virus de I'hépatite B

et contenant l'antigéne de surface de I'népatite B (HBsAg) peuvent

présenter une coloration non spécifique a la peroxydase de raifort.:

Les réactifs peuvent présenter des réactions inattendues dans des

tissus non testés auparavant. La possibilité de réactions inattendues

méme dans les groupes de tissus testés ne peut pas étre complétement
éliminée en raison de la variabilité biologique de I'expression de
l'antigéne dans les néoplasmes ou d'autres tissus pathologiques.:

Contactez I'assistance technique de Biocare au 1-800-542-2002, ou via

les informations d'assistance technique fournies sur biocare.net, avec

les réactions inattendues documentées.

Les sérums normaux/non immuns provenant de la méme source

animale que les antisérums secondaires utilisés dans les étapes de

blocage peuvent entrainer des résultats faussement négatifs ou
faussement positifs en raison d'auto-anticorps ou d'anticorps naturels.

Des résultats faussement positifs peuvent étre observés en raison de la

liaison non immunologique des protéines ou des produits de réaction

du substrat. IIs peuvent également étre causés par une pseudo-activité
peroxydase (érythrocytes), une activité endogéne de peroxydase

(cytochrome C) ou une biotine endogéne (p. ex., foie, sein, cerveau,

rein) selon le type d'immunocolorant utilisé.

Un résultat négatif signifie que I'antigéne n'a pas été détecté, et non

que l'antigéne était absent des cellules ou des tissus examinés.

10.

11.

12.

13.

Limitations spécifiques au produit :
aucune limitation supplémentaire spécifique au produit.

Caractéristiques de performance :
La coloration a été effectuée en utilisant les protocoles fournis dans les
instructions d'utilisation spécifiques a l'anticorps ou comme spécifié. La
sensibilité et la spécificité de la coloration ont été évaluées sur une gamme
de types de tissus normaux et néoplasiques évalués au cours du
développement d'anticorps primaires.

Reproductibilité :

La reproductibilité des systémes de détection et des réactifs du systéme de
Biocare est vérifiée par une mesure de précision intermédiaire dans laquelle
divers lots de réactifs ont été testés sur une longue période de temps en
utilisant divers opérateurs, analystes, lots de réactifs, échantillons de tissus
et équipements. La coloration obtenue pour chaque réactif de détection
évalué était cohérente et réalisée comme prévu.

Dépannage :

1. Aucune coloration des lames — Vérifiez pour déterminer si des tissus de
contrdle positif, des anticorps et des produits de détection appropriés
ont été utilisés. Vérifiez I'élimination ou le prétraitement de la cire
incomplets ou inappropriés.

2. Faible coloration de toutes les lames — Vérifier pour déterminer si des
tissus de contrdle positif, des anticorps et des produits de détection
appropriés ont été utilisés.

3. Fond excessif de toutes les lames - Il peut y avoir des niveaux élevés
de biotine endogéne (si vous utilisez des produits de détection a base
de biotine), une activité HRP endogéne convertissant le chromogene en
produit final coloré (utilisez un bloc de peroxydase) ou un exces
d'interaction protéique non spécifique (utilisez une protéine bloc,
comme une solution de blocage a base de sérum ou de caséine).

4. Les coupes de tissus lavent les lames pendant l'incubation — Vérifier les
lames pour s'assurer qu'elles sont chargées positivement.

5. Coloration spécifique trop sombre — Vérifiez le protocole pour
déterminer si le titre d'anticorps approprié a été appliqué a la lame,
ainsi que les temps d'incubation appropriés pour tous les réactifs. De
plus, assurez-vous que le protocole comporte suffisamment d'étapes de
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lavage pour éliminer les réactifs en excés une fois les étapes
d'incubation terminées.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
M4U536G 6.0 mL
M4U536H 25 mL
M4U536L 100 mL
M4U536G20 20 mL
Verwendungszweck:

Zur In-vitro Diagnostik

Das MACH 4 Universal AP Polymer Kit ist fir die Verwendung in manuellen
oder automatisierten Immunhistochemie (IHC)-Farbeprotokollen unter
Verwendung einer ein- oder zweistufigen Applikationsmethode fiir ein
alkalisches Phosphatase (AP)-Polymer vorgesehen. Dieses Mikropolymer-
Nachweiskit dient zum Nachweis von Maus-IgG und -IgM und/oder
Kaninchen-IgG-Primdrantikdrpern, die wahrend des IHC-Farbeverfahrens an
Zielantigene in Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten (FFPE) Geweben
gebunden sind. Die klinische Interpretation einer Verfarbung oder ihres
Fehlens sollte durch morphologische Studien und geeignete Kontrollen
erganzt und im Zusammenhang mit der Krankengeschichte des Patienten
und anderen diagnostischen Tests durch einen qualifizierten Pathologen
bewertet werden.

Zusammenfassung und Erlauterung:

Das MACH 4 Universal AP Polymer Kit wurde unter Verwendung einer
einstufigen oder zweistufigen Methode zum Nachweis von Maus- und/oder
Kaninchen-Primarantikdrpern entwickelt, um einen Antikdrper-Enzym-
Komplex zu bilden. Dieser Komplex wird dann unter Verwendung eines
geeigneten Substrats/Chromogens sichtbar gemacht. Bei dem Ein-Schritt-
Verfahren wird ein direkt an das Mikropolymer gebundener sekundarer
Antikdrper aufgetragen, wahrend beim Zwei-Schritt-Verfahren der sekundare
Antikérper unmarkiert ist und ein zusatzliches, mit einem Enzym verbundenes,
polymermarkiertes Reagenz nacheinander aufgetragen wird. Die zweistufige
Methode wurde entwickelt, um den Nachweis in Fallen von schwach
exprimierenden Antigenen zu verstdrken. Von einem oder mehreren der
folgenden US-Patente abgedeckt. Nr. 6,686,461; 6.800.728; 7.102.024;
7.173.125; 7.462.689.

Verfahrensprinzip:

Dieses Mikropolymer-Nachweiskit kann fiir immunhistochemische Tests von
formalinfixierten, paraffineingebetteten Gewebeschnitten verwendet werden.
Im Allgemeinen immunhistochemisch (IHC) Farbetechniken ermdglichen die
Visualisierung von Antigenen durch die sequentielle Anwendung von a
spezifischer Antikérper gegen das Antigen (primdrer Antikdrper), ein
sekunddrer Antikdrper gegen den primdren Antikdrper (optionale
Verknilipfung Antikdrper/Sonde), ein Enzymkomplex und ein chromogenes
Substrat mit zwischengeschalteten Waschschritten. Die enzymatische
Aktivierung des Chromogens fiihrt zu einem sichtbaren Reaktionsprodukt an
der Antigenstelle. Die Probe kann dann gegengefarbt und abgedeckt werden.
Die Ergebnisse werden mit einem Licht interpretiert Mikroskop und Hilfe bei
der Differentialdiagnose von pathophysiologischen Prozessen, die kdnnen
oder mdglicherweise nicht mit einem bestimmten Antigen assoziiert.

Materialien und Methoden

Mitgelieferte Reagenzien:

Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description x Volume
M4U536G UP536G MACH 4 Universal AP 1x6mL
Probe
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M E D I C A L
Kit Catalog Component Component Quantity
No. Catalog No. Description X Volume
MRAP536G MACH 4 MR AP Polymer 1x6mL
UP536H MACH 4 Universal AP | 1x25mL
M4U536H Probe
MRAP536H MACH 4 MR AP Polymer 1x25mL
UP536L MACH 4 Universal AP | 1x100mL
M4U536L Probe
MRAP536L MACH 4 MR AP Polymer 1 x100 mL
UP536G20 MACH 4 Universal AP | 1x20mL
M4U536G20 Probe
MRAP536G20 MACH 4 MR AP Polymer 1 x20 mL

Rekonstitution, Mischen, Verdiinnen, Titration:

Die Reagenzien des Mikropolymer-Nachweiskits sind optimiert und
gebrauchsfertig mit Biocare-Antikdrpern und Hilfsreagenzien. Es ist keine
Rekonstitution, Mischung, Verdiinnung oder Titration erforderlich.

Bekannte Anwendungen:
Immunhistochemie (Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete Gewebe)

Speziesreaktivitat:
Schwere und leichte IgG-Ketten von Maus und Kaninchen

Geliefert als:

MACH 4 Universal AP-Sonde — UP536

Gepufferte Kochsalzlésung, pH 7,2-7,4, enthdlt einen Proteintréger und
weniger als 0,1 % Natriumazid-Konservierungsmittel. Weitere Einzelheiten
finden Sie im Sicherheitsdatenblatt.

MACH 4 Universal AP Polymer — MRAP536

Gepufferte Kochsalzlésung, pH 7,6-7,8, enthdlt einen Proteintréger und
weniger als 0,01 % ProClin 300 und/oder weniger als 0,5 % ProClin 950 als
Konservierungsmittel. Weitere Einzelheiten finden Sie im
Sicherheitsdatenblatt.

Benétigte, aber nicht mitgelieferte Materialien und Reagenzien:
Objekttrager, positiv geladen

Positive und negative Gewebekontrollen

Wistenkammer* oder dhnliches Trockenofen (optional)

Xylol oder

Ethanol oder

Reagenzalkohol Enthillungskammer* oder ahnlicher Schnellkochtopf
(optional)

Deionisiertes oder destilliertes Wasser

Waschpuffer*

Vorbehandlungsreagenzien* (optional)
Enzymverdau* (optional)
Peroxidaseblock* (optional)
Proteinblock* (optional)

Primarer Antikdrper*
Negativkontrollreagenzien*
Chromogene*

Hamatoxylin* (Gegenfarbung)
Blduungsreagenz

*

Eindeckmedium
Lichtmikroskop (40-400-fache VergréBerung)

* Produkte von Biocare Medical: Weitere Informationen zu Katalognummern
und Bestellungen finden Sie auf der Website von Biocare Medical unter
http://biocare.net. Bestimmte oben aufgefiihrte Reagenzien basieren auf der
spezifischen Anwendung und dem verwendeten Nachweissystem.
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Lagerung und Stabilitat:
Bei 2 °C bis 8 °C lagern. Das Produkt ist bei Lagerung unter diesen
Bedingungen bis zum auf dem Flaschchenetikett aufgedruckten

Verfallsdatum haltbar. Nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

Die Lagerung unter anderen als den angegebenen Bedingungen muss
Uberpriift werden. Die Kit-Reagenzien sind gebrauchsfertig und sollten nicht
verdinnt werden. Die Stabilitdt des vom Benutzer verdiinnten Reagenz
wurde von Biocare nicht nachgewiesen.

Positiv- und Negativkontrollen sollten gleichzeitig mit allen Patientenproben
durchgefiihrt werden. Wenn eine unerwartete Farbung beobachtet wird, die
nicht durch Variationen in den Laborverfahren erklart werden kann, und ein
Problem mit dem Antikérper vermutet wird, wenden Sie sich an den
technischen Support von Biocare unter 1-800-542-2002 oder Uber die
Informationen zum technischen Support auf biocare.net.

Probenvorbereitung:

Formalinfixierte Gewebe sind zur Verwendung vor der Paraffineinbettung
geeignet. Knochengewebe sollte vor der Gewebeverarbeitung entkalkt
werden, um das Schneiden des Gewebes zu erleichtern und eine
Beschadigung der Mikrotomklingen zu vermeiden.:»

Korrekt fixierte und eingebettete Gewebe, die das angegebene Zielantigen
exprimieren, sollten an einem kiihlen Ort gelagert werden. Das Clinical
Laboratory Improvement Act (CLIA) von 1988 fordert in 42 CFR
§493.1259(b), dass ,das Labor gefdrbte Objekttrdger mindestens zehn Jahre
ab dem Datum aufbewahren muss Priifung und Probenblécke mindestens
zwei Jahre ab Priifungsdatum aufzubewahren.™

vor dem Farben:

Fiihren Sie eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung (HIER) gemdB dem
unten empfohlenen Protokoll durch. Es hat sich gezeigt, dass die
routinemaBige Verwendung von HIER vor IHC Inkonsistenzen minimiert und
die Férbung standardisiert. «

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen:
1. Kit-Reagenzien enthalten weniger als 0,1 % Natriumazid. Konzentrationen

unter 0,1 % sind keine meldepflichtigen Gefahrstoffe gema US 29 CFR
1910.1200, OSHA  Hazard  Communication  und EG-Richtlinie
91/155/EC.Natriumazid (NaN.) ist bei Einnahme giftig. Natriumazid kann mit
Blei- und Kupferleitungen reagieren und hochexplosive Metallazide bilden.
Nach der Entsorgung mit groBen Wassermengen spiilen, um eine Azidbildung
in den Rohrleitungen zu verhindern. (Center for Disease Control, 1976,
National Institute of Occupational Safety and Health, 1976):

2. Kit-Reagenzien enthalten weniger als 0,05 % ProClin 300 und/oder
weniger als 1 % ProClin 950. Tragen Sie Handschuhe und Schutzkleidung
und treffen Sie bei der Handhabung angemessene VorsichtsmaBnahmen, da
ProClin als reizend eingestuft ist und eine Sensibilisierung bei Hautkontakt
verursachen kann. Kontakt mit Augen, Haut und Schleimhduten vermeiden.
3. Behandeln Sie Materialien menschlichen oder tierischen Ursprungs als
potenziell biologisch gefahrlich und entsorgen Sie solche Materialien mit den
entsprechenden VorsichtsmaBnahmen. Befolgen Sie im Falle einer Exposition
die Gesundheitsvorschriften der zustédndigen Behorden, sofern verwendet. s
4. Proben vor und nach der Fixierung sowie alle ihnen ausgesetzten
Materialien sollten so behandelt werden, als ob sie Infektionen (ibertragen
konnten, und mit angemessenen VorsichtsmaBnahmen entsorgt werden.
Reagenzien niemals mit dem Mund pipettieren und Haut- und
Schleimhautkontakt mit Reagenzien und Proben vermeiden. Wenn
Reagenzien oder Proben mit empfindlichen Bereichen in Kontakt kommen,
mit reichlich Wasser waschen.s

5. Eine mikrobielle Kontamination von Reagenzien kann zu einer Zunahme
unspezifischer Farbungen fiihren.
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6. Andere als die angegebenen Inkubationszeiten oder -temperaturen
kénnen zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren. Der Benutzer muss jede solche
Anderung bestatigen.

7. Reagenz nach Ablauf des auf dem Flaschchen aufgedruckten
Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

8. Die Reagenzien des Mikropolymer-Nachweiskits sind optimiert und
gebrauchsfertig mit  Biocare-Antikdrpern und Hilfsreagenzien. Die
empfohlenen Protokolle und Anwendungsbedingungen finden Sie in den
Gebrauchsanweisungen fiir den primdren Antikérper und andere
Hilfsreagenzien.

9. Befolgen Sie die Vorschriften der 6rtlichen und/oder staatlichen Behdrden
firr die Entsorgungsmethode.

10. Das Sicherheitsdatenblatt ist auf Anfrage erhéltlich und befindet sich
unter http://biocare.net.

11. Melden Sie alle schwerwiegenden Vorfélle im Zusammenhang mit diesem
Gerat, indem Sie sich an den ortlichen Biocare-Vertreter und die zustandige
Behorde des Mitgliedstaats oder Landes wenden, in dem sich der Benutzer
befindet.

Dieses Mikropolymer-Nachweiskit enthdlt Komponenten, die gemaB der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 wie in der folgenden Tabelle aufgefiihrt
klassifiziert sind.

Gefahr Code Gefahrenhinweis
Kann eine allergische Hautreaktion
H317
hervorrufen.
H402 Schadlich fiir Wasserlebewesen.
N/A Schédlich fiir Wasserorganismen mit
H412 - .
langfristiger Wirkung.

Gebrauchsanweisung:

Die Reagenzien des Mikropolymer-Nachweiskits sind optimiert und
gebrauchsfertig mit  Biocare-Antikdrpern und Hilfsreagenzien. Die
empfohlenen Protokolle und Anwendungsbedingungen finden Sie in den
Gebrauchsanweisungen fiir den primaren Antikérper und andere
Hilfsreagenzien. Die Inkubationszeiten und -temperaturen variieren je nach
spezifischem Antikorperprotokoll, das befolgt wird.

Wenn Sie ein automatisches Farbeinstrument verwenden, konsultieren Sie
die Bedienungsanleitung und die Gebrauchsanweisung des jeweiligen
Instruments fiir die Betriebsparameter.

Allgemeine Verfahrensschritte zur Durchfiihrung von IHC:

1. Entparaffinierung: Objekttrager in Slide Brite oder Xylol entparaffinieren.
Objekttrager in einer Reihe von abgestuften Alkoholen zu Wasser
hydratisieren.

2. Peroxid-Blockierung (optional): 5 Minuten lang mit Peroxidazed 1
blockieren.

3. Vorbehandlungslésung/Protokoll: Die empfohlene Vorbehandlungslésung
und das empfohlene Protokoll entnehmen Sie bitte dem Datenblatt des
jeweiligen primaren Antikorpers.

4. Proteinblock (optional): 5-10 Minuten bei Raumtemperatur (RT) mit
Background Punisher inkubieren.

5. Primérantikorper: Die Inkubationszeit entnehmen Sie bitte dem Datenblatt
des jeweiligen Primdrantikdrpers.

6. Sonde (nur Maus-Antikorper): 5-15 Minuten bei RT mit der MACH 4
Universal AP-Sonde inkubieren.

7. Polymer: 10-20 Minuten fiir Maus-Antikdrper oder 30 Minuten fiir
Kaninchen-Antikorper bei RT mit MACH 4 MR AP Polymer inkubieren.

8. Chromogen: 5 Minuten bei RT mit Warp Red inkubieren.
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9. Gegenfarbung: Gegenfarbung mit Hamatoxylin. Mit deionisiertem Wasser
spllen. Tragen Sie Tacha's Blduungslésung 1 Minute lang auf. Mit
deionisiertem Wasser spiilen.

Technische Hinweise:

1. Verwenden Sie TBS nur fiir Waschschritte. PBS-Waschpuffer hemmen die
Farbung durch alkalische Phosphatase.

2. Verwenden Sie kein Ziegenserum als Proteinblock. Verwenden Sie nicht
Background Eraser oder Background Terminator.

Qualitatskontrolle:

Siehe CLSI Quality Standards for Design and Implementation of
Immunhistochemistry Assays; Genehmigte Richtlinie — Zweite Ausgabe
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011w

Positive Gewebekontrolle:

Externe Positivkontrolimaterialien sollten frische Proben sein, die so schnell
wie moglich auf die gleiche Weise wie die Patientenprobe(n) fixiert,
verarbeitet und eingebettet werden. Positive Gewebekontrollen weisen auf
korrekt vorbereitete Gewebe und geeignete Farbetechniken hin. Eine positive
externe Gewebekontrolle fiir jeden Satz von Testbedingungen sollte in jedem
Farbedurchgang enthalten sein.

Die fiir die externen positiven Kontrollmaterialien verwendeten Gewebe
soliten aus Patientenproben mit gut charakterisierten niedrigen
Konzentrationen der positiven Zielaktivitat ausgewahlt werden, die eine
schwach positive Farbung ergibt. Die geringe Positivitat fiir externe
Positivkontrollen ist so konzipiert, dass der Nachweis geringfiigiger
Anderungen der Empfindlichkeit des primaren Antikérpers aufgrund von
Instabilitdt oder Problemen mit der IHC-Methodik gewahrleistet ist.
Kommerziell erhdltliche Objekttrager zur Gewebekontrolle oder Proben, die
anders als die Patientenprobe(n) verarbeitet wurden, validieren nur die
Leistung der Reagenzien und verifizieren nicht die Gewebevorbereitung.

Bekannte positive Gewebekontrollen sollten nur zur Uberwachung der
korrekten Leistung von verarbeiteten Geweben und Testreagenzien
verwendet werden und nicht als Hilfe bei der Formulierung einer spezifischen
Diagnose von Patientenproben. Wenn die positiven Gewebekontrollen keine
positive Farbung zeigen, sollten die Ergebnisse mit den Testproben als
ungliltig betrachtet werden.

Negative Gewebekontrolle:

Verwenden Sie bei jedem Farbedurchgang eine negative Gewebekontrolle,
die in identischer Weise wie die Patientenprobe(n) fixiert, verarbeitet und
eingebettet wurde, um die Spezifitdt des primaren IHC-Antikérpers fiir zu
Uberpriifen Demonstration des Zielantigens und um einen Hinweis auf eine
spezifische Hintergrundfarbung zu liefern (Falsch-Positiv-Farbung). Auch die
Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen, die in den meisten Gewebeschnitten
vorhanden sind, kann vom Laboratorium als interne negative Kontrollstellen
verwendet werden, um die Leistung des IHC zu Uberpriifen Spezifikationen.
Die Arten und Quellen von Proben, die fiir negatives Gewebe verwendet
werden kénnen Steuerelemente sind im Abschnitt
JLeistungsmerkmale" aufgefiihrt.

Wenn in der negativen Gewebekontrolle eine spezifische Farbung (falsch
positive Farbung) auftritt, sollten die Ergebnisse mit den Patientenproben als
ungliltig betrachtet werden.

Unspezifische Negativreagenzkontrolle:
Verwenden Sie eine unspezifische Negativreagenzkontrolle anstelle des
primdren Antikdrpers mit einem Schnitt jeder Patientenprobe, um die
unspezifische Farbung zu bewerten und
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eine bessere Interpretation der spezifischen Farbung an der Antigenstelle zu
ermdglichen. Idealerweise enthdlt eine negative Reagenzkontrolle einen
Antikorper, der auf die gleiche Weise wie der primare Antikdrper hergestellt
und hergestellt (dh auf die gleiche Konzentration mit dem gleichen
Verdiinnungsmittel verdiinnt) wurde, aber keine spezifische Reaktivitat mit
menschlichen Geweben in der gleichen Matrix/Ldsung wie der Biocare-

Antikdrper  zeigt Verdlinnungsmittel allein  kann als weniger
wiinschenswerte Alternative zu den zuvor beschriebenen negativen
Reagenzkontrollen  verwendet werden. Die Inkubationszeit der

Negativkontrolle sollte der des Primarantikorpers entsprechen.

Wenn Panels mit mehreren Antikérpern auf seriellen Schnitten verwendet
werden, konnen die negativ geférbten Bereiche eines Objekttragers als
negative/unspezifische Bindungshintergrundkontrolle fiir andere Antikdrper
dienen. Um endogene Enzymaktivitdt oder unspezifische Bindung von
Enzymen von spezifischer Immunreaktivitdt zu unterscheiden, k&nnen
weitere Patientengewebe ausschlieBlich mit Substrat-Chromogen oder
Enzymkomplexen (PAP, Avidin-Biotin, Streptavidin) bzw. Substrat-
Chromogen gefarbt werden.
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Assay-Verifizierung:

Vor der erstmaligen Verwendung eines AntikOrpers oder Farbesystems in
einem diagnostischen Verfahren sollte der Benutzer die Spezifitdt des
Antikdrpers Uberpriifen, indem er ihn an einer Reihe von hausinternen
Geweben mit bekannten immunhistochemischen Leistungsmerkmalen testet,
die bekannte positive und negative Gewebe darstellen. Beachten Sie die
zuvor in diesem Abschnitt der Produktbeilage beschriebenen
Qualitatskontrollverfahren und die Qualitatskontrollempfehlungen des CAP-
Zertifizierungsprogramms fiir Immunhistochemie und/oder der NCCLS-IHC-
Richtlinie=. Diese Qualitatskontrollverfahren sollten fiir jede neue
Antikorpercharge oder bei jeder Anderung der Testparameter wiederholt
werden. Die im Abschnitt ,Leistungsmerkmale™ aufgefiihrten Gewebe sind
fiir die Assay-Verifizierung geeignet.

Fehlerbehebung:

Befolgen Sie die antikdrperspezifischen Protokollempfehlungen geméaB dem
bereitgestellten Datenblatt. Wenn atypische Ergebnisse auftreten, wenden
Sie sich unter 1-800-542-2002 an den technischen Support von Biocare.

Interpretation der Farbung:
Das MACH 4 Universal AP Polymer Kit erzeugt eine rote Farbreaktion an den

vom primédren Antikorper lokalisierten Antigenstellen. Vor der Interpretation
der Patientenergebnisse muss die Farbung der Kontrollen von einem
qualifizierten Pathologen bewertet werden. Negativkontrollen werden
bewertet und mit gefarbten Objekttragern verglichen, um sicherzustellen,
dass beobachtete Farbungen nicht auf unspezifische Wechselwirkungen
zurtickzufiihren sind.

Positive Gewebekontrolle:

Die mit dem angegebenen Antikdrper gefarbte positive Gewebekontrolle
sollte zuerst untersucht werden, um sicherzustellen, dass alle Reagenzien
ordnungsgemdB funktionieren. Die entsprechende Farbung der Zielzellen
(wie oben angegeben) weist auf eine positive Reaktivitat hin. Wenn die
positiven Gewebekontrollen keine positive Farbung zeigen, sollten alle
Ergebnisse mit den Testproben als ungiiltig betrachtet werden.

Die Farbe des Reaktionsprodukts kann je nach verwendeten
Substratchromogenen variieren. Siehe Packungsbeilagen des Substrats fiir
erwartete Farbreaktionen. Dariiber hinaus kann Metachromasie bei
Variationen der Farbemethode beobachtet werden.»

Wenn eine Gegenfarbung verwendet wird, fiihrt die Gegenfarbung je nach
Inkubationsdauer und Potenz der verwendeten Gegenfarbung zu einer
Farbung der Zellkerne. UberméaBige oder unvollsténdige Gegenfarbung kann
die korrekte Interpretation der Ergebnisse beeintrachtigen. Siehe Protokoll(e)
fir empfohlene Gegenfarbung.

Negative:

Die negative Gewebekontrolle sollte nach der positiven Gewebekontrolle
untersucht werden, um die Spezifitdt der Markierung des Zielantigens durch
den primdren Antikorper zu verifizieren. Das Fehlen einer spezifischen
Farbung in der negativen Gewebekontrolle bestdtigt das Fehlen einer
Antikdrper-Kreuzreaktivitdt mit Zellen/Zellkomponenten. Wenn eine
spezifische Farbung (falsch positive Férbung) in der negativen externen
Gewebekontrolle auftritt, sollten die Ergebnisse mit der Patientenprobe als
ungliltig betrachtet werden.

Unspezifische Farbungen, falls vorhanden, haben normalerweise ein diffuses
Erscheinungsbild. Sporadische Farbungen des Bindegewebes kénnen auch in
Schnitten von UbermaBig formalinfixiertem Gewebe beobachtet werden.
Verwenden Sie zur Interpretation der Farbeergebnisse intakte Zellen.
Nekrotische oder degenerierte Zellen farben sich oft unspezifisch.
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Patientengewebe:

Mit dem angegebenen Antikorper gefdrbte Patientenproben untersuchen
letzte. Die Intensitdt der positiven Farbung sollte im Zusammenhang mit
einer unspezifischen Hintergrundfarbung der negativen Reagenzkontrolle
beurteilt werden. Wie bei jedem immunhistochemischen Test bedeutet ein
negatives Ergebnis, dass das Antigen nicht nachgewiesen wurde, nicht, dass
das Antigen in den getesteten Zellen/Geweben nicht vorhanden war.
Verwenden Sie bei Bedarf ein Panel von Antikdrpern, um falsch-negative
Reaktionen zu identifizieren.

Spezifische Informationen zur angegebenen Antikdrper-Immunreaktivitat
finden Sie unter Zusammenfassung und Erlduterung, Einschrankungen und
Leistungsmerkmale.

Einschréankungen:

Allgemeine Einschrénkungen:

1. Zur in der In-vitro Diagnostik (IVD)

2. Dieses Produkt ist nur fiir den professionellen Gebrauch bestimmt: Die
Immunhistochemie ist ein mehrstufiges diagnostisches Verfahren, das
aus einer speziellen Ausbildung in der Auswahl der geeigneten
Reagenzien besteht; Gewebeauswahl, -fixierung und -verarbeitung;
Vorbereitung der IHC-Folie; und Interpretation der Farbeergebnisse.

3. Nur zur Verwendung auf drztliche Verschreibung. (Nur Rx)

4. Die Gewebefdrbung hangt von der Handhabung und Verarbeitung des
Gewebes vor der Farbung ab. UnsachgemaBes Fixieren, Einfrieren,
Auftauen, Waschen, Trocknen, Erhitzen, Schneiden oder Kontamination
mit anderen Geweben oder Flissigkeiten kann zu Artefakten,
Antikérpereinschliissen oder falsch negativen Ergebnissen fiihren.
Inkonsistente Ergebnisse kdnnen auf Abweichungen bei den Fixierungs-
und Einbettungsmethoden oder auf inhdrente UnregelmaBigkeiten
innerhalb des Gewebes zuriickzufiihren sein.«

5. UbermaBige oder unvollstdndige Gegenfarbung kann die korrekte
Interpretation der Ergebnisse beeintrachtigen.

6. Die klinische Interpretation einer positiven oder negativen Farbung
sollte im Zusammenhang mit dem klinischen Erscheinungsbild, der
Morphologie und anderen histopathologischen Kriterien bewertet
werden. Die klinische Interpretation einer positiven oder negativen
Farbung sollte durch morphologische Studien unter Verwendung
geeigneter positiver und negativer interner und externer Kontrollen
sowie anderer diagnostischer Tests erganzt werden. Es liegt in der
Verantwortung eines qualifizierten Pathologen, der mit der
ordnungsgeméBen Verwendung von IHC-Antikdrpern, Reagenzien und
Methoden vertraut ist, alle zur Vorbereitung und Interpretation der
endgliltigen IHC-Praparation verwendeten Schritte zu interpretieren.

7. Die optimalen Protokolle fiir eine bestimmte Anwendung kdnnen

variieren. Dazu gehdren unter anderem Fixierung,
Warmerlickgewinnungsverfahren, Inkubationszeiten,
Antikdrperverdiinnung,  Gewebeschnittdicke und  verwendeter
Nachweiskit. Die empfohlenen Protokolle und

Anwendungsbedingungen finden Sie in den Gebrauchsanweisungen fiir
den primdren Antikérper und andere Hilfsreagenzien. Die
Empfehlungen und Protokolle des Datenblatts basieren auf der
ausschlieBlichen Verwendung von Biocare-Produkten. Letztendlich liegt
es in der Verantwortung des Ermittlers, optimale Bedingungen zu

bestimmen.
8.  Dieses Produkt ist nicht fiir die Verwendung in der Durchflusszytometrie
vorgesehen.  Fir die  Durchflusszytometrie ~ wurden  keine

Leistungsmerkmale ermittelt.
9. Gewebe von Personen, die mit dem Hepatitis-B-Virus infiziert sind und
das Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAg) enthalten, kdnnen eine
unspezifische Farbung mit Meerrettichperoxidase aufweisen.:
Reagenzien kénnen unerwartete Reaktionen in zuvor nicht getesteten
Geweben zeigen. Die Moglichkeit unerwarteter Reaktionen selbst in
getesteten Gewebegruppen kann aufgrund der biologischen Variabilitdt

10.
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der Antigenexpression in Neoplasmen oder anderen pathologischen
Geweben nicht vollstdndig ausgeschlossen werden.s Wenden Sie sich
mit dokumentierten unerwarteten Reaktionen unter 1-800-542-2002
oder Uiber die technischen Supportinformationen auf biocare.net an den
technischen Support von Biocare.

Normale/Nicht-Immunseren aus derselben tierischen Quelle wie
sekundare Antiseren, die in Blockierungsschritten verwendet werden,
kénnen aufgrund von Autoantikdrpern oder natiirlichen Antikérpern
falsch-negative oder falsch-positive Ergebnisse verursachen.
Falsch-positive ~ Ergebnisse ~ kdnnen  aufgrund einer  nicht-
immunologischen Bindung von Proteinen oder
Substratreaktionsprodukten auftreten. Sie konnen auch durch
Pseudoperoxidase-Aktivitdt (Erythrozyten), endogene Peroxidase-
Aktivitat (Cytochrom C) oder endogenes Biotin (z. B. Leber, Brust,
Gehirn, Niere) verursacht werden, je nach Art des verwendeten
Immunfarbstoffs.=

Ein negatives Ergebnis bedeutet, dass das Antigen nicht nachgewiesen
wurde, nicht, dass das Antigen in den untersuchten Zellen oder
Geweben fehlte.

11.

12

13.

Produktsperzifische Einschrénkungen:
Keine zusétzlichen produktspezifischen Einschrankungen.

Leistungsmerkmale:

Die Farbung wurde unter Verwendung von Protokollen durchgefiihrt, die in
den antikorperspezifischen Gebrauchsanweisungen oder wie angegeben
angegeben sind. Sensitivitat und Spezifitdt der Farbung wurden fiir eine
Reihe von normalen und neoplastischen Gewebetypen bewertet, die wahrend
der Entwicklung von Primérantikérpern bewertet wurden.

Reproduzierbarkeit:

Die Reproduzierbarkeit der Nachweissysteme und Systemreagenzien von
Biocare wird durch eine Messung der Zwischenprazision verifiziert, bei der
verschiedene Reagenzienchargen (ber einen langeren Zeitraum mit
verschiedenen Bedienern, Analytikern, Reagenzienchargen, Gewebeproben
und Gerdten getestet wurden. Die fiir jedes bewertete Nachweisreagenz
erhaltene Farbung war konsistent und verlief wie erwartet.

Fehlerbehebung:

1.  Keine Firbung der Objekttrdger — Uberpriifen Sie, ob geeignetes
Positivkontrollgewebe, Antikérper und Nachweisprodukte verwendet
wurden. Auf unvollstandige oder unsachgemé&Be Wachsentfernung oder
Vorbehandlung priifen.

2. Schwache Farbung aller Objekttrager — Uberpriifen Sie, ob geeignetes
Positivkontrollgewebe, Antikdrper und Nachweisprodukte verwendet
wurden.

3.  UbermaBiger Hintergrund aller Objekttrdger — Es kdnnen hohe
Konzentrationen an endogenem Biotin (bei Verwendung biotinbasierter
Nachweisprodukte), endogene HRP-Aktivitdat, die Chromogen in
farbiges Endprodukt umwandelt (Peroxidase-Blockierung verwenden),
oder libermaBige unspezifische Proteininteraktion (Verwendung eines
Proteins) vorliegen Blockierung wie Blockierungslésung auf Serum-
oder Kaseinbasis).

4. Gewebeschnitte werden wdhrend der Inkubation von
Objekttragern abgewaschen Objekttrager Uberpriifen,
sicherzustellen, dass sie positiv geladen sind.

5.  Spezifische Farbung zu dunkel — Uberpriifen Sie das Protokoll, um
festzustellen, ob der richtige Antikdrpertiter auf den Objekttrager
aufgetragen wurde, sowie die richtigen Inkubationszeiten fiir alle
Reagenzien. Stellen Sie auBerdem sicher, dass das Protokoll geniigend
Waschschritte enthdlt, um (berschiissige Reagenzien zu entfernen,
nachdem die Inkubationsschritte abgeschlossen sind.
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