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1 TILLGANGLIGA PRODUKTFORMAT
High-AR levereras som en buffrad Tris-EDTA-I6sning, Ph 9.00.

VITRO, S.A. Ref. BIOCARE Ref Presentation
MAD-004075VSBC NPRI110003L2T2250 1 x 2000 ml
Tabell 1. Referenser och presentation.

2 AVSEDD ANVANDNING

For in vitro-diagnostik. Den fardiga High-AR -l6sningen anvands vid varmeinducerad antigenhdmtning av
formalinfixerade paraffininbdddade (FFPE) vdvnadssnitt som en del av utférandet av automatiserade
immunhistokemiprotokoll (IHC). Den &r designad for anvandning av kvalificerade yrkespersoner som &r
utbildade i immunhistokemiska tekniker. Den kliniska tolkningen av eventuell fargning eller dess
franvaro bor kompletteras med morfologiska studier med hjalp av lampliga kontroller och bor
utvarderas inom ramen for patientens kliniska historia och andra diagnostiska tester av en kvalificerad
patolog.

Denna produkt &r avsedd foér personer i alla aldrar som behdver analys av detektion av antigener med
immunhistokemiska tekniker.

3 SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Processen for fixering av formalinfixerade, paraffininbdddade vavnadssnittprover kan leda till
tvarbindning av proteiner, vilket maskerar antigener och begransar bindningen av antigen-antikroppar.
Antigenhamtning gor det moijligt for en antikropp att komma at malantigenet i vdvnaden eftersom de
maskerade epitoperna kan hdmtas med hjalp av vdarmeinducerade antigenhdmtningsmetoder (HIER).
Dessa metoder har avsevart forbattrat immunhistokemisk antigenfargning vid konventionell kirurgisk
patologi. Anvdandningen av dessa tekniker ar mest fordelaktig for nukledra antigener, dar en markant
O0kning av immunhistokemisk signalintensitet har observerats. FOr vissa antikroppar har anvandning av
buffrade 16sningar for HIER visat sig forbattra immunfargningsintensiteten.

Den bruksfardiga High-AR-16sningen ar en buffrad I6sning med ett slutligt pH pa 9,00 som anvands for
varmeinducerad antigenhdmtning som en del av en IHC-fargningsprocedur i den automatiserade
infargningsmetoden NeoPATH Pro.

4 PRINCIP FOR FORFARANDET

| allmdnhet mojliggdér immunhistokemiska (IHC) fargningstekniker visualisering av antigener genom
sekventiell applicering av en specifik antikropp mot antigenet (primar antikropp), en sekundar antikropp
mot den primdra antikroppen (ldnkantikropp), ett enzymkomplex och ett kromogent substrat med
mellanliggande tvattsteg. Den enzymatiska aktiveringen av kromogen resulterar i en synlig
reaktionsprodukt vid antigenstéllet. Provet kan da vara motfargat och téckglas. Resultaten tolkas med
hjalp av ett ljusmikroskop och hjalper till vid differentialdiagnos av patofysiologiska processer, som kan
eller inte kan vara associerade med ett visst antigen.

5 BEREDNING, BLANDNING, SPADNING

Denna produkt tillhandahalls i ett format som &r fardigt att anvdnda. Det ar inte noédvandigt att
rekonstituera, blanda eller spada ut den.
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6 LEVERERAS SOM

Buffrad alkalisk 16sning innehallande nonjoniska ytaktiva @mnen, stabilisatorer och konserveringsmedel.

7 YTTERLIGARE NODVANDIGT MATERIAL MEDFOLJER INTE

7.1 Reagenser och material

- Primar antikropp

- 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 Utrustning

- NeoPATH Pro
- Optiskt mikroskop och/eller digital skanner av histologiska objektglas

8 LAGRINGS- OCH STABILITETSFORHALLANDEN

Komponent: Villkor for anvandning

Forvara i rumstemperatur (15°-25°C) och hall dig borta fran kallor till intensiv

Forvaringsforhallanden varme/kyla fram till produktens utgangsdatum.

Stabilitet vid Nar den har 6ppnats, férvara i rumstemperatur (15°-25°C) och hall den borta
anvandning fran kallor till intensiv varme/kyla fram till produktens utgangsdatum.
Leveransvillkor Leveransen bér utféras i rumstemperatur (15-25°C).

Tabell 2. Lagrings- och stabilitetsférhallanden.

Produkten &r stabil till utgangsdatumet som ar tryckt pa etiketten nadr den férvaras vid 15°-25°C.
Anvand inte efter utgangsdatum.

9 FORBEREDELSE AV PROV

Paraffinsektioner: Vavnader fixerade i formalin ar lampliga for anvandning fore paraffininbaddning.
Benvavnader bor avkalkas fore vavnadsbearbetning for att underlatta vavnadsskarning och férhindra
skador pa mikrotombladen.

10 VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

e L3s bruksanvisningen innan du anvander denna produkt. Vid atypiska eller ovantade resultat,
kontakta din auktoriserade leverantor/distributor.

e Professionell anvdandning. Denna produkt ar endast avsedd for professionella laboratorieandamal,
och den ar inte avsedd for farmakologisk, hushalls- eller ndgon annan typ av anvidndning. Nar
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produkten anvdnds som ett hjdlpmedel for diagnos bor den endast hanteras av utbildade anvandare
och i auktoriserade laboratorier.

. Lakarordinerat test. Denna produkt &r endast avsedd for professionellt bruk pa recept av en
ldkare eller annan sjukvardspersonal.

e Prover, fore och efter fixering, och allt material som utsatts for dem, bor hanteras som om de kan
overfora infektion och kasseras med lampliga forsiktighetsatgarder. Pipettera aldrig reagenser
genom munnen och undvik att komma i kontakt med hud och slemhinnor med reagenser och prover.
Om reagenser eller prover kommer i kontakt med kédnsliga omraden, tvatta med rikliga mangder
vatten.

e Mikrobiell kontaminering av reagenser kan resultera i en 6kning av ospecifik fargning och/eller
felaktiga resultat.

e Inkubationstider eller andra temperaturer dn de som anges kan ge felaktiga resultat. Anvdandaren
maste validera alla sddana dndringar.

e Anvand inte reagens efter utgangsdatumet som &r tryckt pa etiketten.

e Allvarligt tillbud. Alla allvarliga incidenter relaterade till anvandningen av denna produkt som
innebér eller kan innebara en allvarlig forsamring, tillféllig eller permanent, av hélsotillstdndet for en
patient, anvdndare eller annan person, eller till och med dodsfall, eller ett allvarligt hot mot
folkhalsan, maste rapporteras sa snart som mojligt till tillverkaren via e-post pa regulatory@vitro.bio
och till den behdériga hdlsomyndigheten i det EU-land dar anvdandaren eller patienten ar etablerad.
Om anvandaren befinner sig i USA, rapportera alla allvarliga incidenter relaterade till denna enhet
genom att kontakta den lokala distributoren (information identifierad pa produktmarkningen) och
tillamplig behoérig myndighet i medlemsstaten. Incidenter som orsakas av felaktig anvdandning av
produkten eller av anvandning av produkten utéver den livslangd som faststallts pa dess markning
kommer att vara anvdandarens ansvar.

e Sakerhets- och avfallshanteringsforeskrifterna beskrivs i sakerhetsdatabladet for denna produkt.
Den aktuella versionen av sikerhetsdatabladet (SDS) for denna produkt kan laddas ner pa web sida
Las mer pa www.vitro.bio eller begars pa regulatory@vitro.bio.

e Avfallshantering: Hanteringen av avfall som genereras vid anvandning av de produkter som salufors
av Vitro S.A. maste utforas i enlighet med tillamplig lag i det land dar dessa produkter anvinds. Som
referens anger féljande tabell klassificeringen av avfall som genereras av detta kit enligt europeisk
lag, sarskilt enligt Europeiska kommissionens beslut av den 18 december 2014 om andring av beslut
2000/532/EG om forteckningen over avfall enligt Europaparlamentets och radets direktiv
2008/98/EG:
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POTENTIELLT GENERERAT SLOSERI TYP AV AVEALL ENLIGT ELW*

EFTER ANVANDNING AV DENNA PRODUKT

Behallare for reagenser som anvands
klassificerade som farliga (enligt 150110
sakerhetsdatabladet).

"Behallare som innehaller avfall eller som ar
fororenade av farliga @mnen"

"Vatskor som genereras vid anvandning av
automatiska IHC/HIS-instrument:

161001 | - Avfallsdeponering av
immunfargningsmedel.

- anvdande PT-Module buffertar"

Vattenhaltigt flytande avfall som innehaller
farliga @mnen (ej l6sningsmedel).

Forbrukningsvaror (ror, spetsar, etc.). "Avfall vars insamling och bortskaffande
Alla element som har varit i kontakt med 180103 omfattas av sarskilda krav for att forhindra
vavnadsprover. smitta"

Véatskor som innehaller 16sningsmedel (xylol, "Laboratoriekemikalier som bestar av eller
hematoxylin, alkohol, eosin) som framstills 160506 innehaller farliga @mnen, inklusive

genom immunfargningstekniker. blandningar av laboratoriekemikalier".

Tabell 3. Klassificering av avfall som genereras vid anvandning av detta kit enligt europeisk lagstiftning. *ELW:
Europeisk lagstiftning om avfall.

*Notera: Denna klassificering ingdr som en allmdn riktlinje, eftersom det dr under anvidndarens
slutliga ansvar att alla lokala, regionala och nationella bestimmelser om kassering av denna typ av
material genomfors.

11 INSTRUKTIONER FOR ANVANDNING

Tillsatt den  fardiga  High-AR-l6sningen  till NeoPATH Pro  High-AR-kolven 4 innan
immunfargningsprocessen i instrumentet pabodrjas. Folj de rekommenderade protokollen for primara
antikroppar och

Villkor fér anvandning. Inkubationstider och temperaturer kommer att variera beroende pa det specifika
antikroppsprotokoll som foljs.

12 KVALITETSKONTROLL

Skillnader i vavnadsbearbetning och tekniska férfaranden i anvandarens laboratorium kan ge upphov till
betydande variationer i resultaten, vilket gor det noédvandigt att regelbundet utféra egenkontroller
utover de kontroller som kravs for att utféra dem pa ratt satt.

foljande procedurer. Konsultera riktlinjerna for kvalitetskontroll i kvalitetsstandarderna for design och
implementering av immunhistokemiska analyser; Godkédnd riktlinje - Andra upplagan (I/LA28-A2) CLSI
Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011.

Positiv vavnadskontroll: Externa positiva kontrollmaterial bor vara farska obduktions-/biopsi-/kirurgiska
prover som fixeras, bearbetas och baddas in sa snart som mojligt pa samma satt som patientproverna.
Positiva vavnadskontroller &r en indikation pa korrekt férberedda vavnader och korrekta
fargningstekniker. En positiv extern vavnadskontroll for varje uppsattning testbetingelser bor inga i varje
fargningsomgang.

De vavnader som anvands for de externa positiva kontrollmaterialen bor valjas fran patientprover med
val karakteriserade laga nivaer av den positiva malaktiviteten som ger svag positiv fargning. Den laga
nivan av positivitet for externa positiva kontroller ar utformad for att sdkerstdlla upptackt av subtila
forandringar i den primara antikroppskansligheten pa grund av instabilitet eller problem med IHC-
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metodiken. Kommersiellt tillgdngliga vdvnadsglas eller prover som bearbetats pa ett annat sitt an
patientproverna validerar endast reagensens prestanda och verifierar inte vavnadspreparation.

Kénda positiva vavnadskontroller bor endast anvandas for att 6vervaka att bearbetade vavnader och
testreagenser fungerar korrekt, snarare an som ett hjalpmedel vid formulering av en specifik diagnos av
patientprover. Om de positiva vavnadskontrollerna inte kan pavisa positiv infargning bor resultaten med
testproverna betraktas som ogiltiga.

Negativ vavnadskontroll: Anviand en negativ vavnadskontroll som faststalls, bearbetas och baddas in pa
ett satt som ar identiskt med patientprovet/patientproverna vid varje fargningsomgang for att verifiera
specificiteten hos den primdra IHC-antikroppen for pavisande av malantigenet och foér att ge en
indikation pa specifik bakgrundsfargning (falsk positiv fargning). Dessutom kan de olika celltyper som
finns i de flesta vavnadssnitt anvandas av laboratoriet som interna negativa kontrollstdllen for att
verifiera IHC:s prestandaspecifikationer.

Om specifik fargning (falsk positiv fargning) intraffar i den negativa vavnadskontrollen, bor resultaten
med patientproverna betraktas som ogiltiga.

Icke-specifik negativ reagenskontroll: Anvand en ospecifik negativ reagenskontroll i stillet for den
primara antikroppen med en sektion av varje patientprov for att utvardera ospecifik infargning och
mojliggéra battre tolkning av specifik fargning vid antigenplatsen. | idealfallet innehaller en negativ
reagenskontroll en antikropp som producerats fran vavnadsodlingssupernatant pa samma satt som den
primdra antikroppen, men som inte uppvisar nagon specifik reaktivitet med manskliga vavnader i
samma matris/lésning som den primédra antikroppen. Enbart spddningsvatska kan anvdndas som ett
mindre o6nskvart alternativ till de tidigare beskrivna negativa reagenskontrollerna. Inkubationstiden for
den negativa reagenskontrollen bdr motsvara den for den primara antikroppen.

Nar paneler med flera antikroppar anvands pa seriella snitt kan de negativt fargande omradena pa ett
objektglas fungera som en negativ/ospecifik bindningsbakgrundskontroll fér andra antikroppar.

For att skilla endogen enzymaktivitet eller icke-specifik bindning av enzymer fran specifik
immunreaktivitet kan ytterligare patientvavnader fargas uteslutande med substrat-kromogen eller
enzymkomplex (PAP, avidin-biotin, streptavidin) respektive substrat-kromogen.

13 VERIFIERING AV ANALYSEN

Innan en antikropp eller ett infargningssystem anvands for férsta gadngen i en diagnostisk procedur bor
anvandaren kontrollera antikroppens specificitet genom att testa den pa en serie interna viavnader med
kdnda immunhistokemiska prestandaegenskaper som representerar kdnda positiva och negativa
vavnader. Se de kvalitetskontrollprocedurer som tidigare beskrivits i detta avsnitt av bipacksedeln och
rekommendationerna for kvalitetskontroll i CAP Certification Program for Immunohistochemistry
och/eller NCCLS IHC-riktlinjerna). Dessa forfaranden for kvalitetskontroll bor upprepas for varje nytt
antikroppsparti, eller ndr som helst

Det finns en férandring i analysparametrarna.

14 FELSOKNING

Folj rekommendationerna for det antikroppsspecifika protokollet enligt det medféljande databladet. Om
atypiska resultat uppstar, kontakta Vitros regulatoriska avdelning pa regulatory@vitro.bio. Om
anvandaren befinner sig i USA, kontakta den lokala distributéren (information identifierad pa
produktmarkningen).
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15 TOLKNING AV RESULTAT

Tolkning av resultaten bor goéras av en kvalificerad patolog. Fargning med den primara antikroppen
tillsammans med tillhérande reagenser bor utféras pa patientvdvnader och pa positiva och negativa
kontroller.

Positiv vavnadskontroll: Den positiva vdavnadskontrollen som fargats med den primara antikroppen bor
undersokas forst for att sakerstdlla att alla reagenser fungerar korrekt. Narvaron av en rédbrun (3,3'
diaminobenzidintetraklorid, DAB) reaktionsprodukt med malcellens (plats i cellen) &r en indikation pa
positiv reaktivitet. Om de positiva vavnadskontrollerna inte kan pavisa positiv infargning bor alla
resultat med testproverna betraktas som ogiltiga.

Negativ vdvnadskontroll: Den negativa vdvnadskontrollen boér undersokas efter den positiva
vavnadskontrollen for att kontrollera specificiteten i den primdra antikroppens markning av
malantigenet. Franvaron av specifik fargning i den negativa vdavnadskontrollen bekraftar franvaron av
korsreaktivitet mellan antikroppar och celler/celluldra komponenter. Om specifik fargning (falsk positiv
fargning) intraffar i den negativa externa vavnadskontrollen, bor resultaten med patientprovet betraktas
som ogiltiga.

Ospecifik fargning, om den férekommer, har vanligtvis ett diffust utseende. Sporadisk fargning av
bindvav kan ocksa observeras i snitt fran vavnader som ar fixerade i alltfor hog grad av formalin. Anvand
intakta celler for tolkning av infargningsresultat. Nekrotiska eller degenererade celler fargar ofta
ospecifikt.

Patientvavnad: Undersok patientprover som fargats med den primdra antikroppen sist. Positiv
infargningsintensitet bor beddémas i samband med eventuell ospecifik bakgrundsfargning av den
negativa reagenskontrollen. Som med alla immunhistokemiska tester betyder ett negativt resultat att
antigenet inte detekterades, inte att antigenet saknades i de analyserade cellerna/vavnaden. Anvand vid
behov en panel av antikroppar for att identifiera falskt negativa reaktioner.

Se bruksanvisningen for den primara antikroppen for information om antikroppens immunreaktivitet.

16 BEGRANSNINGAR

- Resultaten av testet maste utvarderas av en sjukvardspersonal i samband med medicinsk historia,
kliniska symtom och andra diagnostiska tester.

- Korrekt utférande av testet beror pa kvaliteten pa provet.

- NeoPATH Pro och tillhérande reagenser ska anvandas med formalinfixerade paraffininbdddade
vavnadssnitt. Anvandning av nagon annan typ av prov kan ge felaktiga resultat och dess prestanda
maste verifieras i forvag.

- Immunhistokemi &r en diagnostisk process i flera steg som bestar av specialiserad utbildning i valet
av lampliga reagenser, vavnadsval, fixering och bearbetning, forberedelse av IHC-glaset och tolkning
av fargningsresultaten.

- Vavnadsfargning ar beroende av hantering och bearbetning av vavnaden fore fargning. Felaktig
fixering, frysning, upptining, tvattning, torkning, uppvarmning, snittning eller kontaminering med
andra vavnader eller vatskor kan orsaka artefakter, antikroppsfallor eller falskt negativa resultat.
Inkonsekventa resultat kan bero pa variationer i fixerings- och inbaddningsmetoder eller pa
inneboende oregelbundenheter i viavnaden.

- Overdriven eller ofullstindig motfirgning kan dventyra korrekt tolkning av resultaten.

- Den kliniska tolkningen av positiv eller negativ infargning bor utvarderas inom ramen for klinisk
presentation, morfologi och andra histopatologiska kriterier. Den kliniska tolkningen av positiv eller
negativ infargning bor kompletteras med morfologiska studier med anvandning av lampliga positiva
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och negativa interna och externa kontroller samt andra diagnostiska tester. Det ar en kvalificerad
patolog som ar bekant med korrekt anvandning av IHC-antikroppar, reagenser och metoder som
ansvarar for att tolka alla steg som anvdnds for att forbereda och tolka den slutliga IHC-
preparationen.

- Tillverkaren tillhandahaller detta reagens fér anvidndning enligt de medféljande instruktionerna for
IHC pa preparerade vavnadssnitt. Varje avvikelse fran rekommenderade testférfaranden kan leda till
att de foérvantade resultaten blir ogiltiga. Lampliga kontroller maste genomféras och dokumenteras.
Anvidndare som avviker fran rekommenderade testprocedurer maste ta ansvar foér tolkning av
patientresultat under dessa omstandigheter.

- Vavnader fran personer som &r infekterade med hepatit B-virus och som innehaller hepatit B-
ytantigen (HBsAg) kan uppvisa ospecifik fargning med pepparrotsperoxidas.

17 PRESTANDA KATASTROFISTIK

Reproducerbarheten av High-AR-reagens i kdrningen bestamdes genom fargning av 42 objektglas som
inneh6ll samma vavnad. Samma resultat erhélls mellan alla bilder. Reproducerbarheten mellan
korningarna bestamdes genom infargning av objektglas som innehéll samma vavnad pa 42 objektglas i
tva olika utrustningar, tva operatérer och olika dagar. Fargning utfordes med hjilp av protokollen Ki67
och CD3 som primara antikroppar. Ytterligare studier genomférdes for att testa ett brett spektrum av
antikroppar i olika koncentrationer och olika viavnader pa olika dagar, av olika operatorer och olika
utrustning under en lang tidsperiod.
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