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High-AR
In vitro diagnostiliseks kasutamiseks.
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1 SAADAOLEVAD TOOTEFORMAADID
High-AR tarnitakse puhverdatud Tris-EDTA lahusena, Ph 9.00.

VITRO, S.A. Ref. BIOCARE viide Esitlus
MAD-004075VSBC NPRI110003L2T2250 1 x 2000 ml
Tabel 1. Viited ja esitlus.

2 MOELDUD KASUTAMISEKS

In vitro diagnostiliseks kasutamiseks. Kasutusvalmis High-AR -i lahust kasutatakse formaliiniga
fikseeritud parafiiniga manustatud (FFPE) koeldikude kuumusest indutseeritud antigeeni eemaldamisel
automatiseeritud immunohistokeemia (IHC) protokollide tditmise osana. See on mdeldud kasutamiseks
immunohistokeemia tehnikate alal koolitatud kvalifitseeritud spetsialistidele. Mis tahes varvimise voi
selle puudumise Kkliinilist tdlgendamist tuleks tdiendada morfoloogiliste uuringutega, kasutades
nduetekohaseid kontrolle, ning kvalifitseeritud patoloog peaks seda hindama patsiendi Kkliinilise
anamneesi ja muude diagnostiliste testide kontekstis.

See toode on mdeldud igas vanuses inimestele, kes vajavad antigeenide tuvastamise anallsi
immunohistokeemiliste meetodite abil.

3 KOKKUVOTE JA SELGITUS

Formaliiniga fikseeritud, parafiiniga manustatud koelGike proovide fikseerimise protsess voib viia
valkude ristsidumiseni, mis varjab antigeene ja piirab antigeeni-antikehade seondumist. Antigeeni
valjavotmine vOimaldab antikehal padseda ligi koes olevale sihtantigeenile, kuna maskeeritud epitoope
saab katte kuumusest pdhjustatud antigeeni valjavotmise (HIER) meetodite abil. Need meetodid on
oluliselt parandanud immunohistokeemiliste antigeenide varvimist tavaparases kirurgilises patoloogias.
Nende meetodite kasutamine on kdige kasulikum tuumaantigeenide puhul, kus on tdheldatud
immunohistokeemilise signaali intensiivsuse markimisvadrset suurenemist. Mdnede antikehade puhul
on leitud, et puhverdatud lahuste kasutamine HIER-i jaoks parandab immunovdrvimise intensiivsust.

Kasutusvalmis High-AR lahus on puhverdatud lahus, mille 16plik pH on 9,00 ja mida kasutatakse
NeoPATH Pro automatiseeritud varvija IHC varvimisprotseduuri osana kuumusest indutseeritud
antigeeni eemaldamiseks.

4 MENETLUSE POHIMOTE

Uldiselt vdimaldavad immunohistokeemilised (IHC) virvimistehnikad antigeene visualiseerida,
rakendades antigeenile jarjestikku spetsiifilist antikeha (primaarne antikeha), sekundaarset antikeha
primaarsele antikehale (lingi antikeha), enstiiimikompleksi ja kromogeenset substraati, mille vahele on
paigutatud pesemisastmed. Kromogeeni ensiimaatiline aktiveerimine annab antigeeni kohas nahtava
reaktsiooniprodukti. Seejdrel voib proovi varvida ja kattega katta. Tulemusi tblgendatakse
valgusmikroskoobi abil ja need aitavad diferentsiaaldiagnostikas patofisioloogilisi protsesse, mis voivad,
kuid ei pruugi olla seotud konkreetse antigeeniga.

5 LAHUSTAMINE, SEGAMINE, LAHIJENDAMINE

See toode on kasutusvalmis. Seda ei ole vaja manustamiskdlblikuks muuta, segada ega lahjendada.
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6 TARNITAKSE KUJUL
Puhverdatud leeliseline lahus, mis sisaldab mitteioonseid pindaktiivseid aineid, stabilisaatoreid ja

sdilitusaineid.

7 TAIENDAVAT VAJALIKKU MATERJALI El TARNITA
7.1 Reaktiivid ja materjalid

- Primaarne antikeha

- Cover, Ref. MAD-003983VS

- Dewax Solution, Ref. MAD-004080VS

- DAB Enhancer, Ref. MAD-001560QV

- Contrast Hematoxylin HDH3, Ref. MAD-HDH3-100VS
- TBS Tween 20 Buffer 10X, Ref. MAD-004077R-10

- Cleaning Solution 10X, Ref. MAD-003931CSVS

- Probe Cleaning Kit, Ref. MAD-PCLK

- Master Polymer Plus Detection System, Ref. MAD-000237QKVS
- IHC Treated Slides, Ref. MAD-15-188-55/100

- Mixing Tubes, Ref. MAD-60732-100VS

7.2 Varustus

- NeoPATH Pro
- Histoloogiliste objektiklaaside optiline mikroskoop ja/voi digitaalskanner

8 LADUSTAMIS- JA STABIILSUSTINGIMUSED

Komponent: | Kasutustingimused
Sailitamise Hoida toatemperatuuril (15°-25°C) ja hoida eemal tugeva kuumuse/kilma
tingimused allikatest kuni toote kolblikkusaja 18puni.

Parast avamist hoida toatemperatuuril (15°-25°C) ja hoida eemal tugeva
kuumuse/kilma allikatest kuni toote kélblikkusaja 16 puni.
Tarnetingimused Saatmine peaks toimuma toatemperatuuril (15-25 °C).

Stabiilsus kasutusel

Tabel 2. Ladustamis- ja stabiilsustingimused.

Toode on stabiilne etiketile trikitud aegumiskuupdevani, kui seda hoitakse temperatuuril 15°-25°C.
Arge kasutage parast k&lblikkusaega.

9 PROOVI ETTEVALMISTAMINE

Parafiini sektsioonid: Formaliinis fikseeritud koed sobivad kasutamiseks enne parafiini kinnistamist.
Luukudedest tuleb enne kudede tootlemist katlakivi eemaldada, et hdlbustada kudede |Gikamist ja
valtida mikrotoomi terade kahjustamist.

10 HOIATUSED JA ETTEVAATUSABINOUD

e Enne selle toote kasutamist lugege kasutusjuhendit. Ebatiupiliste vGi ootamatute tulemuste korral
vOtke Ghendust oma volitatud tarnija/edasimiijaga.
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e Professionaalne kasutamine. See toode on ette ndhtud ainult professionaalseks laboratoorseks
otstarbeks ja see ei ole ette ndhtud farmakoloogiliseks, koduseks ega muuks kasutamiseks. Kui
toodet kasutatakse diagnoosimise abivahendina, tohivad seda kasitseda ainult koolitatud kasutajad
ja volitatud laborites.

. Arsti madratud test. See toode on mdeldud professionaalseks kasutamiseks ainult arsti voi
muu tervishoiutdotaja retsepti alusel.

e Enne ja parast fikseerimist proove ning kéiki nendega kokkupuutuvaid materjale tuleks kasitleda nii,
nagu need oleksid vdimelised nakkust edasi kandma, ja havitada nduetekohaste ettevaatusabindude
kohaselt. Arge kunagi pipeteerige reaktiive suu kaudu ja viltige kokkupuudet naha ja limaskestadega
reaktiivide ja proovidega.

Kui reaktiivid voi proovid puutuvad kokku tundlike piirkondadega, peske rohke veega.

e Reaktiivide mikroobne saastumine vdib p&hjustada mittespetsiifiliste varvimiste suurenemist ja/voi
ekslikke tulemusi.

e Inkubatsiooniajad vdi temperatuurid, mis ei ole ette ndhtud, vdivad anda ekslikke tulemusi. Kasutaja
peab koik sellised muudatused kinnitama.

o Arge kasutage reaktiivi parast etiketile triikitud k&lblikkusaega.

e Tosine intsident. Igast selle toote kasutamisega seotud t&sisest juhtumist, mis hdlmab vdi voib
hélmata patsiendi, kasutaja v6i muu isiku tervisliku seisundi tdsist ajutist voi plsivat halvenemist voi
isegi surma vGi tGsist ohtu rahvatervisele, tuleb vdimalikult kiiresti teatada tootjale e-posti aadressil
regulatory@vitro.bio ja selle ELi liikkmesriigi padevale tervishoiuasutusele, kus kasutaja vGi patsient
on asutatud. Kui kasutaja asub USA-s, teatage selle seadmega seotud tdsistest juhtumitest, vottes
Uhendust kohaliku edasimiiijaga (teave on margitud toote etiketil) ja liikmesriigi vastava padeva
asutusega. Juhtumite eest, mis on pohjustatud toote vaarkasutamisest vdi toote kasutamisest kauem
kui selle margistusel margitud kasulik eluiga, vastutab kasutaja.

e Ohutus- ja kdrvaldamisabindud on kirjeldatud selle toote ohutuskaardil. Selle toote ohutuskaardi
(SDS) praeguse versiooni saab alla laadida veebilehelt www.vitro.bio vGi taotletud aadressil
regulatory@vitro.bio.

e Jadtmete korvaldamine: Vitro S.A. poolt turustatavate toodete kasutamisel tekkivate jaatmete
kditlemine peab toimuma vastavalt riigis kehtivatele seadustele, kus neid tooteid kasutatakse.
Jargmises tabelis on naidatud selle komplekti tekitatud jadatmete klassifikatsioon vastavalt Euroopa
seadusele, tdpsemalt vastavalt Euroopa Komisjoni 18. detsembri 2014. aasta otsusele, millega
muudetakse otsust 2000/532/EU jadtmenimistu kohta vastavalt Euroopa Parlamendi ja ndukogu
direktiivile 2008/98/EU:
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VOIMALIKUD JAATIMED JAATMETE LIIK VASTAVALT ELW*

PARAST SELLE TOOTE KASUTAMIST

Kasutatavate reaktiivide konteiner, mis on
klassifitseeritud ohtlikuks (vastavalt 150110
ohutuskaardile).

"Jaatmeid sisaldavad vGi ohtlike ainetega
saastunud konteinerid"

"Automaatsete IHC/HIS-instrumentide
Ohtlikke aineid (mitte lahusteid) sisaldavad 161001 kasutamisel tekkivad vedelikud:
vedelad vesijaatmed. - Immunovarvijate jaatmete ladestamine.

- kasutatud PT-mooduli puhvreid"

Kulumaterjalid (torud, otsikud jne). "Jadtmed, mille kogumisele ja kdrvaldamisele

Koik elem'endld, mis on kokku puutunud 180103 kehtivad nakatumise valtimiseks erinduded"
koeproovidega.

Vedelikud, mis sisaldavad lahusteid (ksilool, "Laborikemikaalid, mis koosnevad ohtlikest
hematoksdliin, alkohol, eosiin), mis on saadud 160506 ainetest voi sisaldavad neid, sealhulgas
immunovarvimistehnikate abil. laborikemikaalide segud".

Tabel 3. Selle komplekti kasutamisel tekkivate jadgtmete klassifikatsioon vastavalt Euroopa Gigusaktidele. *ELW:
Euroopa jédtmealased Gigusaktid.

*Markus: See klassifikatsioon on lisatud uldise tegevusjuhisena, mis on kasutaja 16pliku vastutuse all
koigi seda tiilipi materjalide korvaldamist kasitlevate kohalike, piirkondlike ja riiklike eeskirjade
taitmise eest.

11 KASUTUSJUHEND

Lisage kasutusvalmis High-AR -i lahus NeoPATH Pro High-AR kolbi 4 enne immunovarvimisprotsessi
alustamist instrumendis. Jargige primaarsete antikehade soovitatud protokolle ja

kasutustingimused. Inkubatsiooniajad ja temperatuurid varieeruvad séltuvalt konkreetsest jargitavast
antikehade protokollist.

12 KVALITEEDIKONTROLL

Erinevused kudede tootlemises ja tehnilistes protseduurides kasutaja laboris véivad p&hjustada
tulemuste markimisvaarset varieeruvust, mistéttu on vaja lisaks

jargides menetlusi. Tutvuge immunohistokeemia analliiside kavandamise ja rakendamise
kvaliteedistandardite kvaliteedikontrolli juhistega; Heakskiidetud suunis-teine valjaanne (I/LA28-A2) CLSI
Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011.

Positiivne  koekontroll:  Vilised  positiivsed  kontrollmaterjalid  peaksid olema  varsked
lahkamise/biopsia/kirurgilised proovid, mis on fikseeritud, to6deldud ja manustatud niipea kui vdimalik
samal viisil kui patsiendi proov(id). Positiivsed koekontrollid naitavad Gigesti ettevalmistatud kudesid ja
Oigeid varvimistehnikaid. lgasse varvimistsiklisse tuleks lisada (ks positiivne valine koekontroll iga
katsetingimuste komplekti kohta.

Viliste positiivsete kontrollmaterjalide jaoks kasutatavad koed tuleks valida patsiendiproovide hulgast,
millel on hasti iseloomustatud madal positiivne sihtaktiivsus, mis annab nérga positiivse varvumise.
Madal positiivsuse tase valiste positiivsete kontrollide puhul on kavandatud nii, et tagada primaarsete
antikehade tundlikkuse peente muutuste tuvastamine ebastabiilsusest vdi IHC metoodikaga seotud
probleemidest. Miiligil olevad koeklaasid vdi proovid, mida to0deldakse patsiendiproovi(de)st erinevalt,
kinnitavad ainult reaktiivi toimivust ega kontrolli koe ettevalmistamist.
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Teadaolevalt positiivseid koekontrolle tuleks kasutada ainult t66deldud kudede ja uuritavate reaktiivide
Oige toimivuse jalgimiseks, mitte abivahendina patsiendiproovide konkreetse diagnoosi koostamisel. Kui
positiivsed koekontrollid ei ndita positiivset varvumist, tuleks anallilisitavate proovide tulemused lugeda
kehtetuks.

Negatiivne koekontroll: Kasutage negatiivset koekontrolli, mis on fikseeritud, t66deldud ja manustatud
patsiendi prooviga identsel viisil iga varvimistsikli puhul, et kontrollida IHC primaarse antikeha
spetsiifilisust  sihtantigeeni demonstreerimiseks ja anda marku spetsiifilisest taustvarvimisest
(valepositiivne varvimine). Samuti saab laboratoorium kasutada enamikus koeldikudes leiduvaid
erinevaid rakutliipe sisemiste negatiivsete kontrollikohtadena, et kontrollida [HC joudluse
spetsifikatsioone.

Kui negatiivses koekontrollis ilmneb spetsiifiline varvimine (valepositiivne varvimine), tuleb patsiendi
proovidega saadud tulemusi lugeda kehtetuks.

Mittespetsiifiline negatiivne reaktiivkontroll: Kasutage primaarse antikeha asemel mittespetsiifilist
negatiivset reaktiivi kontrolli, millel on iga patsiendi proovi osa, et hinnata mittespetsiifilist varvimist ja
vOimaldada antigeeni kohas spetsiifilise varvimise paremat tdlgendamist. Ideaalis sisaldab negatiivne
reaktiivkontroll koekultuuri supernatandist toodetud antikeha samamoodi nagu primaarne antikeha,
kuid sellel ei ole spetsiifilist reaktsiooni inimkudedega samas maatriksis/lahuses kui primaarsel
antikehal. Ainult lahjendusvedelikku vdib kasutada vdahem soovitava alternatiivina eelnevalt kirjeldatud
negatiivsete reaktiivide kontrollidele. Negatiivse reaktiivi kontrolli inkubatsiooniperiood peaks vastama
primaarse antikeha inkubatsiooniperioodile.

Kui jadaldikudel kasutatakse mitme antikeha paneele, voivad lihe objektiklaasi negatiivselt varvivad alad
olla teiste antikehade negatiivseks/mittespetsiifiliseks seonduvaks taustakontrolliks.

Endogeense enslilimi aktiivsuse voi ensiimide mittespetsiifilise seondumise eristamiseks spetsiifilisest
immunoreaktiivsusest voib patsiendi tdiendavaid kudesid varvida ainult substraadi-kromogeen- vGi
enstiimikompleksidega (vastavalt PAP, avidiin-biotiin, streptavidiin) ja substraat-kromogeeniga.

13 ANALUUSI KONTROLLIMINE

Enne antikeha voi varvimissiisteemi esmakordset kasutamist diagnostilises protseduuris peaks kasutaja
kontrollima antikeha spetsiifilisust, testides seda mitmel ettevottesisesel koel, millel on teadaolevad
immunohistokeemilised omadused, mis esindavad teadaolevaid positiivseid ja negatiivseid kudesid.
Vaadake tootekirjelduse selles jaotises eelnevalt kirjeldatud kvaliteedikontrolli protseduure ja UPP
immunohistokeemia sertifitseerimisprogrammi kvaliteedikontrolli soovitusi ja/vdi NCCLS IHC juhendit).
K&nealuseid kvaliteedikontrolli menetlusi tuleks korrata iga uue antikehapartii puhul voiiga kord, kui
analldsi parameetrid on muutunud.

14 TORKEOTSING

Jargige antikehaspetsiifilise protokolli soovitusi vastavalt kaasasolevale andmelehele. Ebatlipiliste
tulemuste ilmnemisel votke (hendust Vitro regulatiivosakonnaga aadressil regulatory@vitro.bio. Kui
kasutaja asub USA-s, vGtke Ghendust kohaliku edasimiilijaga (teave on margitud toote margistusel).

15 TULEMUSTE TOLGENDAMINE

Tulemusi peaks tdlgendama kvalifitseeritud patoloog. Varvimine primaarse antikehaga koos
lisareaktiividega tuleks labi viia patsiendi kudedes ning positiivsetes ja negatiivsetes kontrollides.
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Positiivne koekontroll: Esmalt tuleks uurida primaarse antikehaga varvitud positiivset koekontrolli, et
teha kindlaks, kas koik reaktiivid toimivad korralikult. Punakaspruuni (3,3"' diaminobensidiintetrakloriid,
DAB) reaktsioonisaaduse olemasolu sihtraku (asukoht rakus) on mark positiivsest reaktiivsusest. Kui
positiivsed koekontrollid ei naita positiivset varvumist, loetakse kdik anallilisitavate proovidega saadud
tulemused kehtetuks.

Negatiivne koekontroll: Negatiivset koekontrolli tuleks uurida pdrast positiivset koekontrolli, et
kontrollida sihtantigeeni margistamise spetsiifilisust primaarse antikeha poolt. Spetsiifilise varvimise
puudumine negatiivses koekontrollis kinnitab antikehade ristreaktiivsuse puudumist
rakkude/rakukomponentide suhtes. Kui negatiivses vilises koekontrollis tekib spetsiifiline varvimine
(valepositiivne varvimine), tuleb patsiendi prooviga saadud tulemusi lugeda kehtetuks.

Mittespetsiifiline varvimine, kui see on olemas, on tavaliselt hajusa vilimusega. Sidekoe juhuslikku
varvimist vOib tdheldada ka liiga formaliiniga fikseeritud kudede I6ikudes. Varvimistulemuste
tolgendamiseks kasutage terveid rakke. Nekrootilised vdi degenereerunud rakud varvivad sageli
mittespetsiifiliselt.

Patsiendi kude: Uurige esmase antikehaga varvitud patsiendiproove viimasena. Positiivse varvimise
intensiivsust tuleks hinnata negatiivse reaktiivi kontrolli mittespetsiifilise taustvarvimise kontekstis. Nagu
iga immunohistokeemilise testi puhul, tahendab negatiivne tulemus, et antigeeni ei tuvastatud, mitte
seda, et antigeen puudus anallisitud rakkudes/kudedes. Vajadusel kasutage valenegatiivsete
reaktsioonide tuvastamiseks antikehade paneeli.

Vaadake primaarse antikeha kasutusjuhendit, et saada teavet antikeha immunoreaktiivsuse kohta.

16 PIIRANGUD

- Testi tulemusi peab hindama tervishoiutootaja haigusloo, Kkliiniliste simptomite ja muude
diagnostiliste testide kontekstis.

- Testi 0ige tegemine sdltub proovi kvaliteedist.

- NeoPATH Pro-d ja lisareaktiive tuleb kasutada koos formaliiniga fikseeritud parafiiniga manustatud
koeldikudega. Mis tahes muud tilpi proovide kasutamine vdib anda ekslikke tulemusi ja selle
toimivust tuleb eelnevalt kontrollida.

- Immunohistokeemia on mitmeastmeline diagnostiline protsess, mis koosneb spetsiaalsest koolitusest
sobivate reaktiivide valimisel, kudede valikul, fikseerimisel ja tootlemisel, IHC objektiklaasi
ettevalmistamisel ja varvimistulemuste télgendamisel.

- Kudede varvimine soltub koe kaitlemisest ja tootlemisest enne varvimist. Ebadige fikseerimine,
kiilmutamine, sulatamine, pesemine, kuivatamine, kuumutamine, |8ikamine vdi saastumine teiste
kudede voi vedelikega vdib pdhjustada artefakte, antikehade pliidmist voi valenegatiivseid tulemusi.
Ebajarjekindlad tulemused vdivad olla tingitud fikseerimis- ja kinnistamismeetodite erinevustest voi
koe loomupdrastest ebakorraparasustest.

- Liigne voi mittetaielik varvimine vGib kahjustada tulemuste diget tdlgendamist.

- Mis tahes positiivse voi negatiivse varvimise Kkliinilist tdlgendust tuleb hinnata kliinilise esituse,
morfoloogia ja muude histopatoloogiliste kriteeriumide kontekstis. Positiivse voi negatiivse varvimise
kliinilist tolgendamist peaksid tdiendama morfoloogilised uuringud, kasutades nduetekohaseid
positiivseid ja negatiivseid sisemisi ja véliseid kontrolle ning muid diagnostilisi teste. Kvalifitseeritud
patoloog, kes tunneb IHC antikehade, reaktiivide ja meetodite diget kasutamist, vastutab koigi IGpliku
IHC preparaadi ettevalmistamiseks ja télgendamiseks kasutatavate etappide tdlgendamise eest.

- Tootja pakub seda reaktiivi kasutamiseks vastavalt ettevalmistatud koelGikude IHC juhistele.
Igasugune korvalekalle soovitatud katsemenetlusest vGib deklareeritud oodatavad tulemused
kehtetuks muuta; tuleb rakendada ja dokumenteerida asjakohaseid kontrolle. Kasutajad, kes
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kalduvad korvale soovitatud testimisprotseduuridest, peavad sellistes tingimustes votma vastutuse
patsiendi tulemuste tdlgendamise eest.

- B-hepatiidi viirusega nakatunud ja B-hepatiidi pinnaantigeeni (HBsAg) sisaldavate inimeste kudedes
vOib esineda madardika peroksidaasiga mittespetsiifilist varvimist.

17 ETENDUSE ISELOOMUSTIK

High-AR -reaktiivi joudluse seeriasisene reprodutseeritavus maarati 42 sama kude sisaldava objektiklaasi
varvimisega. Koigi slaidide vahel saadi sama tulemus. Jooksude reprodutseeritavus maarati sama kude
sisaldavate objektiklaaside varvimisega 42 objektiklaasil kahes erinevas seadmes, kahel operaatoril ja
erinevatel padevadel. Varvimisel kasutati primaarsete antikehadena protokolle Ki67 ja CD3. Taiendavad
uuringud viidi 1abi laia valiku antikehade testimiseks erinevates kontsentratsioonides ja erinevates
kudedes erinevatel paevadel, erinevate operaatorite ja erinevate seadmete poolt pika aja jooksul.
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