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1 FORMATS DE PRODUITS DISPONIBLES

High-AR est fourni sous forme de solution tamponnée Tris-EDTA, Ph 9,00.

VITRO, SA Réf. BIOCARE Réf. Présentation
MAD-004075VSBC NPRI10003L2T2250 1 x 2000 mL
Tableau 1. Références et présentation.

2 UTILISATION PREVUE

Pour diagnostic in vitro. La solution High-AR préte a I'emploi est utilisée pour la récupération d'antigénes
par thermo-induction sur coupes de tissus fixées au formol et incluses en paraffine (FFPE) dans le cadre
de protocoles d'immunohistochimie automatisée (IHC). Elle est destinée a étre utilisée par des
professionnels qualifiés et formés aux techniques d'immunohistochimie. L'interprétation clinique de
toute coloration ou de son absence doit étre complétée par des études morphologiques utilisant des
controles appropriés et évaluée par un pathologiste qualifié, en tenant compte des antécédents
cliniques du patient et des autres tests diagnostiques.

Ce produit est destiné aux personnes de tous ages qui nécessitent une analyse de détection d'antigenes
par des techniques immunohistochimiques.

3 RESUME ET EXPLICATION

La fixation de coupes de tissus fixées au formol et incluses en paraffine peut entrainer une réticulation
protéique, masquant ainsi les antigénes et limitant la liaison antigéne-anticorps. La récupération
d'antigénes permet a un anticorps d'accéder a l'antigene cible dans le tissu, car les épitopes masqués
peuvent étre récupérés par des méthodes de récupération d'antigenes induite par la chaleur (HIER). Ces
méthodes ont considérablement amélioré la coloration immunohistochimique des antigénes en
pathologie chirurgicale conventionnelle. L'utilisation de ces techniques est particulierement
avantageuse pour les antigénes nucléaires, ol une augmentation marquée de l'intensité du signal
immunohistochimique a été observée. Pour certains anticorps, l'utilisation de solutions tamponnées
pour la récupération d'antigenes induite par la chaleur s'est avérée améliorer lintensité de
I'immunocoloration.

La solution High-AR préte a I'emploi est une solution tamponnée avec un pH final de 9,00 qui est utilisée
pour la récupération d'antigénes induite par la chaleur dans le cadre d'une procédure de coloration IHC
dans le colorateur automatisé NeoPATH Pro.

4 PRINCIPE DE PROCEDURE

En général, les techniques de coloration immunohistochimique (IHC) permettent la visualisation des
antigénes par l'application séquentielle d'un anticorps spécifique dirigé contre l'antigéne (anticorps
primaire), d'un anticorps secondaire dirigé contre l|'anticorps primaire (anticorps de liaison), d'un
complexe enzymatique et d'un substrat chromogéne, avec lavages intercalaires. L'activation
enzymatique du chromogéne produit un produit de réaction visible au site antigénique. L'échantillon
peut ensuite étre contre-coloré et recouvert d'une lamelle. Les résultats sont interprétés au microscope
optique et facilitent le diagnostic différentiel des processus physiopathologiques, associés ou non a un
antigéne particulier.

5 RECONSTITUTION, MELANGE, DILUTION
Ce produit est prét a I'emploi. Il n'est pas nécessaire de le reconstituer, de le mélanger ou de le diluer.
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6 FOURNI COMME
Solution alcaline tamponnée contenant des tensioactifs non ioniques, des stabilisants et des

conservateurs.

7 MATERIEL SUPPLEMENTAIRE REQUIS NON FOURNI
7.1 Réactifs et matériaux

- anticorps primaire

- 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 Equipement

- NeoPATH Pro
- Microscope optique et/ou scanner numérique de lames histologiques

8 CONDITIONS DE STOCKAGE ET DE STABILITE

Composant: Conditions d'utilisation
Conditions de Conserver a température ambiante (15°-25°C) et a Il'abri des sources de
stockage chaleur/froid intense jusqu'a la date de péremption du produit.
Stabilité en Une fois ouvert, conserver a température ambiante (15°-25°C) et tenir a |'écart
utilisation des sources de chaleur/froid intense jusqu'a la date de péremption du produit.
Conditions L'expédition doit étre effectuée a température ambiante (15-25°C).
d'expédition

Tableau 2. Conditions de stockage et de stabilité.

Le produit est stable jusqu'a la date de péremption indiquée sur I'étiquette lorsqu'il est conservé entre
15 et 25°C. Ne pas utiliser apres cette date.

9 PREPARATION DES ECHANTILLONS

Coupes en paraffine : les tissus fixés dans le formol peuvent étre utilisés avant l'inclusion en 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.

10 MISES EN GARDE ET PRECAUTIONS

e Lire la notice d'utilisation avant d'utiliser ce produit. En cas de résultats atypiques ou inattendus,
veuillez contacter votre fournisseur/distributeur agréé.
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Usage professionnel. Ce produit est destiné uniquement a un usage professionnel en laboratoire et
non a un usage pharmacologique, domestique ou autre. Utilisé comme aide au diagnostic, il doit étre
manipulé uniquement par des utilisateurs formés et dans des laboratoires agréés.

* [Ronly|Test prescrit par un médecin. Ce produit est réservé a un usage professionnel, sur prescription

i

d'un médecin ou d'un autre professionnel de santé.

Les échantillons, avant et aprés fixation, ainsi que tout matériel qui y a été exposé, doivent étre
manipulés comme s'ils pouvaient transmettre une infection et éliminés avec les précautions
appropriées. Ne jamais pipeter les réactifs par voie orale et éviter tout contact de la peau et des
muqueuses avec les réactifs et les échantillons.

Si les réactifs ou les échantillons entrent en contact avec des zones sensibles, laver abondamment a
I'eau.

La contamination microbienne des réactifs peut entrainer une augmentation de la coloration non
spécifique et/ou des résultats erronés.

Des durées ou températures d'incubation différentes de celles indiquées peuvent donner des
résultats erronés. L'utilisateur doit valider toute modification.

Ne pas utiliser le réactif aprés la date de péremption imprimée sur I'étiquette.

Incident grave. Tout incident grave lié a I'utilisation de ce produit entrainant ou pouvant entrainer
une détérioration grave, temporaire ou permanente, de |'état de santé d'un patient, d'un utilisateur
ou d'une autre personne, voire le déces, ou une menace grave pour la santé publique, doit étre
signalé dans les meilleurs délais au fabricant par courriel a I'adresse regulatory@vitro.bio et a
I'autorité sanitaire compétente de I'Etat membre de I'UE ou I'utilisateur ou le patient est établi. Si
I'utilisateur est situé aux Etats-Unis, signalez tout incident grave lié¢ & ce dispositif en contactant le
distributeur local (informations figurant sur I'étiquetage du produit) et l'autorité compétente de
I'Etat membre concerné. Les incidents causés par une mauvaise utilisation du produit ou par une
utilisation au-dela de la durée de vie utile indiquée sur son étiquetage relévent de la responsabilité
de l'utilisateur.

Les précautions de sécurité et d'élimination sont décrites dans la fiche de données de sécurité
(FDS) de ce produit. La version actuelle de la fiche de données de sécurité (FDS) peut étre
téléchargée sur le site web www.vitro.bio ou demandée a regulatory@vitro.bio .

Elimination des déchets: La gestion des déchets générés par [Iutilisation des produits
commercialisés par Vitro SA doit étre effectuée conformément a la législation en vigueur dans le
pays d’utilisation. A titre indicatif, le tableau suivant indique la classification des déchets générés par
ce kit selon la législation européenne, et plus précisément selon la décision de la Commission
européenne du 18 décembre 2014 modifiant la décision 2000/532/CE relative a la liste des déchets
conformément a la directive 2008/98/CE du Parlement européen et du Conseil.
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DECHETS POTENTIELS GENERES CODE . .
APRES AVOIR UTILISE CE PRODUIT ‘ ELW* ‘ TYPE DE DECHEIS SELON ELW
Récipient pour réactifs utilisés classés comme « Conteneurs contenant des déchets ou
dangereux (selon la Fiche de Données de 150110 | contaminés par des substances
Sécurité). dangereuses »
« Liquides générés par I'utilisation
Déchet liquide aqueux contenant des 161001 d'instruments IHC/HIS automatiques :
substances dangereuses (hors solvants). - Dépot de déchets d'immunocolorants.
- tampons PT-Module utilisés”
Consommables (tubes, embouts, etc.). « Déchets dont la collecte et I'élimination
Tout élément ayant été en contact avec des 180103 | sont soumises a des exigences particulieres
échantillons de tissus. afin de prévenir l'infection »
o « Produits chimiques de laboratoire
Liquides contenant des solvants (xylol, o,
. . . NI . constitués ou contenant des substances
hématoxyline, alcool, éosine), générés a partir 160506 . ,
. - . dangereuses, y compris les mélanges de
de techniques d'immunocoloration. . o .
produits chimiques de laboratoire ».

Tableau 3. Classification des déchets générés par |'utilisation de ce kit selon la législation européenne. *ELW :
Législation européenne des déchets.

*Remarque : Cette classification est incluse comme ligne directrice générale d'action, étant sous la
responsabilité finale de ['utilisateur l'accomplissement de toutes les réglementations locales,
régionales et nationales sur I'élimination de ce type de matériaux .

11 MODE D'EMPLOI

Ajoutez la solution High-AR préte a I'emploi au flacon NeoPATH Pro High-AR 4 avant de démarrer
I'immunomarquage dans l'instrument. Suivez les protocoles recommandés pour les anticorps primaires
et

Conditions d'utilisation. Les temps et températures d'incubation varient en fonction du protocole
d'anticorps spécifique suivi.

12 CONTROLE DE QUALITE

Les différences dans le traitement des tissus et les procédures techniques dans le laboratoire de
I'utilisateur peuvent produire une variabilité significative des résultats, nécessitant la réalisation
réguliére de contrdles internes en plus des

procédures suivantes. Consultez les directives de contréle qualité du Normes de qualité pour la
conception et la mise en ceuvre des tests d'immunohistochimie ; Ligne directrice approuvée - Deuxieme
édition (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011 .

Contrdle positif des tissus : Les contrbles positifs externes doivent étre des échantillons frais d'autopsie,
de biopsie ou chirurgicaux, fixés, traités et inclus des que possible, de la méme maniére que les
échantillons du patient. Les contréles positifs des tissus témoignent de tissus correctement préparés et
de techniques de coloration appropriées. Un contrbéle positif externe des tissus pour chaque série de
conditions de test doit étre inclus dans chaque série de coloration.

Les tissus utilisés pour les contrdles positifs externes doivent étre sélectionnés parmi des échantillons de
patients présentant de faibles niveaux bien caractérisés d'activité de la cible positive, donnant lieu a une
faible coloration positive. Ce faible niveau de positivité des contrdles positifs externes vise a garantir la
détection de variations subtiles de la sensibilité de I'anticorps primaire, dues a une instabilité ou a des

I VITRO, S.A.
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problémes liés a la méthodologie IHC. Les lames ou échantillons de tissus disponibles dans le commerce,
traités différemment des échantillons de patients, valident uniquement les performances du réactif et
ne vérifient pas la préparation des tissus.

Les contrbles tissulaires positifs connus ne doivent étre utilisés que pour surveiller le bon
fonctionnement des tissus traités et des réactifs de test, et non pour aider a formuler un diagnostic
précis des échantillons de patients. Si les contréles tissulaires positifs ne présentent pas de coloration
positive, les résultats des échantillons de test doivent étre considérés comme invalides.

Controle tissulaire négatif : Utiliser un controle tissulaire négatif fixé, traité et inclus de maniére
identiqgue a I'échantillon du patient a chaque coloration afin de vérifier la spécificité de I'anticorps
primaire IHC pour la mise en évidence de I'antigene cible et d'indiquer une coloration de fond spécifique
(faux positif). De plus, la diversité des types cellulaires présents dans la plupart des coupes de tissus peut
étre utilisée par le laborantin comme site de contrdle négatif interne pour vérifier les performances de
I'HC.

Si une coloration spécifique (coloration faussement positive) se produit dans le contréle tissulaire
négatif, les résultats obtenus avec les échantillons du patient doivent étre considérés comme non
valides.

Controle réactif négatif non spécifique : Utiliser un controle réactif négatif non spécifique a la place de
I'anticorps primaire avec une section de chaque échantillon de patient afin d'évaluer la coloration non
spécifiqgue et de permettre une meilleure interprétation de la coloration spécifique au site antigénique.
Idéalement, un contréle réactif négatif contient un anticorps produit a partir du surnageant de culture
tissulaire de la méme maniere que l'anticorps primaire, mais ne présente aucune réactivité spécifique
avec les tissus humains dans la méme matrice/solution que I'anticorps primaire. Anticorps. Le diluant
seul peut étre utilisé comme alternative moins souhaitable aux témoins négatifs décrits précédemment.
La période d'incubation du témoin négatif doit correspondre a celle de I'anticorps primaire.

Lorsque des panels de plusieurs anticorps sont utilisés sur des coupes en série, les zones de coloration
négative d'une lame peuvent servir de controle de fond de liaison négatif/non spécifique pour d'autres

anticorps.

Pour différencier l'activité enzymatique endogéne ou la liaison non spécifique des enzymes de
l'immunoréactivité spécifique, des tissus supplémentaires du patient peuvent étre colorés
exclusivement avec un substrat-chromogéne ou des complexes enzymatiques (PAP, avidine-biotine,
streptavidine) et un substrat-chromogene, respectivement.

13 VERIFICATION DES ANALYSES

Avant la premiere utilisation d'un anticorps ou d'un systeme de coloration dans une procédure
diagnostique, l'utilisateur doit vérifier la spécificité de I'anticorps en le testant sur une série de tissus
internes présentant des caractéristiques immunohistochimiques connues, représentant des tissus
positifs et négatifs connus. Se référer aux procédures de controle qualité décrites précédemment dans
cette section de la notice d'emballage et aux recommandations de contr6le qualité du programme de
certification CAP. pour l'immunohistochimie et/ou la directive IHC du NCCLS). Ces procédures de
controle qualité doivent étre répétées pour chaque nouveau lot d'anticorps, ou chaque fois que

il y a un changement dans les parameétres d'analyse.
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14 DEPANNAGE

Iy

Suivre les recommandations du protocole spécifique a l'anticorps, conformément a la fiche technique
fournie. En cas de résultats atypiques, contacter le service réglementaire de Vitro a l'adresse suivante :
regulatory@vitro.bio. Si I'utilisateur est situé aux Etats-Unis, veuillez contacter le distributeur local
(informations figurant sur I'étiquette du produit) .

15 INTERPRETATION DES RESULTATS

L'interprétation des résultats doit étre effectuée par un pathologiste qualifié. Une coloration avec
I'anticorps primaire et les réactifs auxiliaires doit étre réalisée sur les tissus du patient et sur les témoins
positifs et négatifs.

Contréle tissulaire positif : Le controle tissulaire positif coloré avec L'anticorps primaire doit étre
examiné en premier afin de vérifier le bon fonctionnement de tous les réactifs. La présence d'un produit
de réaction brun rougeatre (tétrachlorure de 3,3'-diaminobenzidine, DAB) avec la cellule cible
(localisation dans la cellule) indique une réactivité positive. Si les contrdles tissulaires positifs ne
présentent pas de coloration positive, les résultats des échantillons testés doivent étre considérés
comme invalides.

Controle tissulaire négatif : Le contréle tissulaire négatif doit étre examiné apres le contrdle tissulaire
positif afin de vérifier la spécificité du marquage de I'antigéne cible par I'anticorps primaire. L’absence
de coloration spécifique dans le contréle tissulaire négatif confirme I'absence de réactivité croisée des
anticorps avec les cellules/composants cellulaires . Si une coloration spécifique (faux positif) apparait
dans le contréle tissulaire externe négatif, les résultats de I’échantillon du patient doivent étre
considérés comme invalides.

La coloration non spécifique, si elle est présente, est généralement diffuse. Une coloration sporadique
du tissu conjonctif peut également étre observée sur des coupes de tissus fixés excessivement au
formol. Utiliser des cellules intactes pour l'interprétation des résultats de coloration. Les cellules
nécrotiques ou dégénérées présentent souvent une coloration non spécifique.

Tissus du patient : Examiner les échantillons de patients colorés en dernier avec I'anticorps primaire.
L’intensité de la coloration positive doit étre évaluée en tenant compte de toute coloration de fond non
spécifique du témoin négatif. Comme pour tout test immunohistochimique, un résultat négatif signifie
que I'antigéne n’a pas été détecté, et non qu’il était absent des cellules/tissus analysés. Si nécessaire,
utiliser un panel d’anticorps pour identifier les réactions faussement négatives.

Consultez les instructions d’utilisation de I’anticorps primaire pour obtenir des informations sur
I'immunoréactivité de I'anticorps.

16 LIMITES

- Les résultats du test doivent étre évalués par un professionnel de la santé dans le contexte des
antécédents médicaux, des symptomes cliniques et d’autres tests diagnostiques.

- La bonne réalisation du test dépend de la qualité de I’échantillon.

- NeoPATH Pro et ses réactifs auxiliaires doivent étre utilisés avec des coupes de tissus fixées au formol
et incluses en paraffine . L'utilisation de tout autre type d'échantillon peut générer des résultats
erronés ; ses performances doivent étre vérifiées au préalable.

- L'immunohistochimie est un processus de diagnostic en plusieurs étapes qui consiste en une
formation spécialisée dans la sélection des réactifs appropriés ; la sélection, la fixation et le
traitement des tissus ; la préparation de la lame IHC ; et l'interprétation des résultats de coloration.

- La coloration des tissus dépend de leur manipulation et de leur traitement préalables. Une fixation,
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une congélation, une décongélation, un lavage, un séchage, un chauffage, une coupe inappropriés ou
une contamination par d'autres tissus ou liquides peuvent produire des artéfacts, 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'inclusion, ou a des irrégularités inhérentes au tissu.

Une contre-coloration excessive ou incomplete peut compromettre I'interprétation correcte des
résultats.

L'interprétation clinique de toute coloration positive ou négative doit étre évaluée en fonction de la
présentation clinique, de la morphologie et d'autres criteres histopathologiques. Elle doit étre
complétée par des études morphologiques utilisant des contrbles internes et externes positifs et
négatifs appropriés, ainsi que d'autres tests diagnostiques. Il incombe a un pathologiste qualifié,
familiarisé avec l'utilisation des anticorps, des réactifs et des méthodes d'IHC, d'interpréter toutes les
étapes de préparation et d'interpréter la préparation IHC finale.

Le fabricant fournit ce réactif pour une utilisation conforme aux instructions d'IHC sur coupes de
tissus préparées. Tout écart par rapport aux procédures de test recommandées peut invalider les
résultats attendus déclarés ; des contrbles appropriés doivent étre mis en ceuvre et documentés. Les
utilisateurs qui s'écartent des procédures de test recommandées assument la responsabilité de
I'interprétation des résultats des patients dans ces circonstances.

Les tissus provenant de personnes infectées par le virus de I’hépatite B et contenant I'antigene de
surface de I'hépatite B (HBsAg) peuvent présenter une coloration non spécifique avec la peroxydase
de raifort.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE

reproductibilité intra-série des performances du réactif High-AR a été déterminée par la coloration de
lames contenant le méme tissu. Le méme résultat a été obtenu pour toutes les lames. La

reproductibilité inter-série a été déterminée par la coloration de lames contenant le méme tissu sur 42
lames, avec deux équipements différents, deux opérateurs et a des jours différents. La coloration a été
réalisée selon les protocoles Ki67 et CD3 comme anticorps primaires. Des études complémentaires ont
été menées pour tester une large gamme d'anticorps a différentes concentrations et sur différents
tissus, a différents jours, par différents opérateurs et différents équipements, sur une longue période.

18
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