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1. INTENDED USE
The SurePath® with ProEx™ C Immunocytochemical Test is intended for the qualitative
evaluation of aberrant S-Phase induction in cervical cytology specimens collected in
SurePath® Preservative Fluid. The test results provide adjunctive information for cervical
cytology diagnosis.

2. SUMMARY AND EXPLANATION

Minichromosome maintenance (MCM) proteins play an essential role in eukaryotic DNA
replication. Each of the MCM proteins has DNA-dependent ATPase motifs in their highly
conserved central domain. Levels of MCM proteins generally increase in a variable manner
as normal cells progress from GO into the G1/S phase of the cell cycle. Topoisomerase Il
alpha (TOP2A) is an essential nuclear enzyme involved in DNA replication and is a target
for many anti-cancer drugs used for cancer therapy. Decreased expression of TOP2A is a
predominant mechanism of resistance to several chemotherapeutic agents. A significant
variation in the range of expression of this protein has been noted in many different tumors.
TOP2A is predominant in proliferating cells and is modified in M phase by phosphorylation
at specific sites, which is critical for mitotic chromosome condensation and segregation.

ProEx™ C Antibody Cocktail contains mouse monoclonal anti-MCM2 and anti-TOP2A
purified from tissue culture supernatant and diluted in buffered saline solution containing
protein stabilizers and 0.09% sodium azide.

3. PRINCIPLES OF PROCEDURE

The SurePath® with ProEx™ C Immunocytochemical Test kit contains an antibody cocktail,
detection and counterstain reagents necessary to complete a three-step manual or
automated immunocytochemical staining procedure for routinely prepared thinlayer cervical
specimens. Following incubation of the sample with a proprietary, mouse antibody cocktail,
selective monoclonal antibody binding, indicative of a positive test, is visualized using a
unique, ready-to-use, enzyme-linked antibody chromogen system. The enzyme reagent is a
secondary goat anti-mouse, horseradish peroxidase conjugate linked to a dextran polymer
backbone. Addition of a specific chromogen results in formation of a visible chromogenic
product localized at the antigen-antibody binding sites. The specimen is then
counterstained with hematoxylin, a bluing agent is applied and the slide is coverslipped.
Results are interpreted using a light microscope. A positive result, indicative of high-grade
cervical disease, is achieved when the nucleus in cells of interest stain brown.

A reference gallery of potentially positive slides may be created using automated imaging
equipment. The gallery then can be reviewed to determine a positive result or negative
result.

The SurePath® with ProEx™ C Immunocytochemical Test is applicable for both manual and
automated staining.

4. REAGENTS PROVIDED
The following materials are included, which are, sufficient for 75 thinlayer preparations:

Vial No. Description Jl/

Peroxidase-Blocking Reagent: Buffered
1a hydrogen peroxide plus stabilizer and 2-8°C
proprietary components

Protein Blocking Reagent: Purified
casein plus proprietary combination of 2.8°C
proteins in modified PBS with
preservative and surfactant

C Antibody Cocktail: Ready-to-use
monoclonal antibody cocktail supplied in
2 TRIS buffered solution with Tween 20, pH 2-8°C
7.4. Contains stabilizing proteins and
anti-microbial agent.

Mouse Probe Reagent: Binds to mouse
monoclonal antibodies

Polymer Reagent: Polymer conjugated
3b with horseradish peroxidase that binds to 2-8°C
Mouse Probe Reagent

DAB Substrate Buffer: Substrate buffer
4a used in the preparation of the DAB 2-8°C
chromogen

DAB Chromogen: 3,3’-diaminobenzidine

3a 2-8°C

4b ) 2-8°C
chromogen solution

5 Hematoxylln' Countersta!n: Aqueous 15-30°C
based Mayer’s Hematoxylin

6 Bluing Agent: Tris buffered saline, pH 15-30°C

7.4 with Tween 20 and 0.09% NaN3

5. MATERIALS AND REAGENTS REQUIRED BUT NOT SUPPLIED
. Absorbent Wipes

. SureDetect™ SiHa Cell Line — REF 005-11012-10 (TriPath Imaging, Inc.)

. Deionized or Distilled Water

Ethanol (95% and 100%)

Glass Coverslips

Gloves

Humid Chamber

Light Microscope (10x, 20x (optional), 40x objectives)

Mounting Media

Pipettes and Pipette Tips (capable of delivering 20ul, 200ul and 1000ul volumes)

SureDetect™ Slide Preparation Buffer 10X — REF 090-11008-10 (TriPath Imaging,
Inc.) — Pretreatment Buffer

Staining Jars or Baths

Timer (capable of 1-60 minute intervals)
Tris Buffered Saline (TBS)

Tween 20

Universal Mouse IgG Negative Control
Vortexer

Xylene or Xylene Substitutes

Steamer/ waterbath

PRECAUTIONS

6.1.

6.2

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.10.

6.11.

6.13.

6.14.

6.15.

For In vitro Diagnostic Use.

Prepared SurePath® slides must be placed into the pretreatment buffer as soon as
they are prepared. The slides must remain in the pretreatment buffer for at least
1 hour, but not longer than 72 hours prior to immunocytochemistry.

Do not allow the slides to dry out at any time during the procedure. Slides that have
been allowed to dry out during the procedure may increase background.

3,3-Diaminobenzidine (DAB) is classified as a suspected carcinogen with the
potential risk of producing irreversible effects. Avoid physical contact and prolonged
or repeated exposure. A chemical fume hood is highly recommended. Do not get
in eyes, on skin or on clothing. Wash hands thoroughly after handling. DAB working
solution should be prepared according to the package insert.

Some reagents in this kit contain sodium azide (NaN3), a highly toxic chemical in
pure form. Sodium azide may be fatal if swallowed or absorbed through skin.
These reagents are harmful if inhaled. These reagents are hazardous solids.
Causes irritation to skin, eyes and respiratory tract. Affects central nervous system,
kidneys and cardiovascular system. Although not classified as hazardous at
product concentrations, build-ups of 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.

Hematoxylin and Bluing agent: These regents are harmful if swallowed.
Hematoxylin and Bluing agents are eye, skin and respiratory irritants.

Specimens and all materials exposed to specimens 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 come in contact with sensitive areas, wash
with copious amounts of water.

Minimize microbial contamination of reagents to avoid nonspecific staining.

Incubation times, temperatures or methods other than those specified may give
erroneous results.

Reagents have been diluted for optimal performance. Further dilution may result in
loss of antigen staining.

Kit components are lot specific. Do not substitute kit components with different
manufactured lot numbers. Lot numbers appear on packaging labels.

Do not use the SurePath® with ProEx™ C Test kit after the expiration date stamped
on the package. The user must validate conditions if reagents are stored under any
conditions other than those specified in the package insert.

There are no obvious signs to indicate degradation of this product. Therefore,
positive and negative controls should be run simultaneously with patient specimens.
If unexpected staining is observed, which cannot be explained by variations in
laboratory procedures or a problem with the SurePath® with ProEx™ C Test kit is
suspected, contact TriPath Imaging® technical support.

Wear appropriate Personal Protective Equipment to avoid reagent contact with eyes
and skin. Refer to the Material Safety Data Sheet (MSDS) for additional
information.

The SurePath® with ProEx™ C Test is intended for use with cervical cytology
specimens collected in SurePath® Preservative Fluid. Compatibility with
conventional and monolayer preparations other than SurePath® has not been
evaluated.
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7. INSTRUCTIONS FOR USE
Specimen Preparation

71.

7.2

741,

71.2.

7.1.3.

7.1.4.

Consult the Operator Manual for the SurePath® PrepStain System™ for
instructions regarding the preparation of slides from residual SurePath®
cervical cytology specimens.

Add 8mL of SurePath® Preservative Fluid to the residual sample in the
SurePath® vial (approx. 2 mLs). The diluted sample should be processed
on the PrepMate™ using the standard technique and on the PrepStain™
using the GYN version 1.1, Slide Preparation.

Prepared SurePath® slides must be placed into the SureDetect™ Slide
Preparation Buffer as soon as they are prepared (Refer to the SureDetect™
Slide Preparation Buffer 10X for directions on preparation of a working slide
solution). The slides must remain in the buffer for at least 1 hour, but not
longer than 72 hours prior to immunocytochemistry.

An epitope retrieval procedure must be used for optimal kit performance.
This procedure involves soaking prepared slides in a working solution of
SureDetect™ Slide Preparation Buffer for a minimum of 1 hour at room
temperature followed by heating slides in the pretreatment buffer to 95°C.
Slides are held at 95°C for 15 minutes and are allowed to cool at room
temperature for 20 minutes. The use of a calibrated waterbath or vegetable
steamer capable of maintaining the required temperature is recommended.
Laboratories located at higher elevations should determine the best method
of maintaining the required temperature. The staining procedure should be
initiated immediately following epitope retrieval and cool down. Deviations
from the described procedure may adversely affect results.

Reagent Preparation

7.2.1.

7.22.

7.23.

Prepare the following reagents prior to staining.
Tris Buffered Saline with 0.05% Tween 20 (TBST)
7.2.2.1. Prepare TBS according to manufacturer’s specifications.

7.2.2.2. If not already present in TBS, add Tween 20 to a final
concentration of 0.05%.

Substrate-Chromogen Solution (DAB) (volume sufficient for 5 slides)
7.2.3.1. Transfer 1mL of DAB Substrate Buffer (vial 4a) to a test tube.

7.2.3.2. Add one drop (20 — 30pL) of DAB Chromogen (vial 4b). Mix
thoroughly and apply to slides with a pipette.

7.2.3.3. Prepare Substrate-Chromogen solution fresh daily.

7.2.3.4. Staining quality is not affected by precipitate that may develop in
the solution.

8. STAINING PROTOCOL (Performed at Room Temperature, 20-25°C)
Staining Procedural notes

8.1.

8.2

8.3.

8.1.1.

8.1.2.

8.1.3.

8.1.4.

Read all these instructions carefully and become familiar with all
components prior to use (see Precautions).

All reagents should be equilibrated to room temperature (20-25°C) prior to
immunostaining.

All incubations should be performed at room temperature unless noted.

Do not allow slides to dry out during the staining procedure. Dried cellular
preparations may display increased non-specific staining. Protect slides
that may be exposed to drafts. Slides should be placed in a humid
chamber for prolonged incubations.

Epitope Retrieval

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

Place prepared slides in a coplin jar containing a working solution of
SureDetect™ Slide Preparation buffer for a minimum of 1 hour up to a
maximum of 72 hours.

Incubate in a waterbath or steamer for 15 minutes at 95°C.

Remove the entire coplin jar with slides from the waterbath or steamer and
allow slides to cool in the buffer for 20 minutes.

Rinse the slides with deionized H,O and transfer to a clean coplin jar
containing TBST.

Blocking Reagent

8.3.1.

8.3.2.

8.3.3.

8.3.4.

8.3.5.

Tap off excess buffer.

Load slides into a prepared humidity chamber (filled with water moistened
paper towels or gauze).

Apply 200uL Peroxidase Block reagent (vial 1a) to cover the cell deposition
area.

Incubate 5 minutes (+1 minute).

Rinse slides in TBST, 3 changes, 2 minutes each.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

8.8.

Protein Block

8.4.1.

8.4.2.

8.4.3.

8.4.4.

8.4.5.

Tap off excess buffer.

Load the slides into the prepared humidity chamber (filled with water
moistened paper towels or gauze).

Apply 200uL of Protein Block (vial 1b) to completely cover cell deposition
area.

Incubate 5 minutes (+1 minute).

DO NOT RINSE.

Primary Antibody Cocktail

8.5.1.

8.5.2.

8.5.3.

8.5.4.

8.5.5.

8.5.6.

Tap off excess Protein Block.

Load the slides into the prepared humidity chamber (filled with water
moistened paper towels or gauze).

Apply 200uL ProEx™ C Ab Cocktail (vial 2) to completely cover cell
deposition area.

Incubate 30 minutes at room temperature.

Rinse each slide individually with TBST using a wash bottle (do not focus
the flow directly on the cell deposition area). Load slides into a slide rack.

Rinse slides in TBST, 3 changes, 2 minutes each.

Detection Chemistry

8.6.1.

8.6.2.

8.6.3.

8.6.4.

8.6.5.

8.6.6.

8.6.7.

8.6.8.
8.6.9.

8.6.10.
8.6.11.

8.6.12.

8.6.13.

8.6.14.

8.6.15.

Tap off excess buffer.

Load slides into prepared humidity chamber (filled with water moistened
paper towels or gauze).

Apply 200uL Mouse Probe Reagent (vial 3a) to completely cover cell
deposition area.

Incubate 20 minutes (+1 minute).
Rinse slides in TBST, 3 changes, 2 minutes each.
Tap off excess buffer.

Load slides into prepared humidity chamber (filled with water moistened
paper towels or gauze).

Apply 200 pL of Polymer Reagent (vial 3b) to cover cell deposition area.
Incubate for 20 minutes (+1 minute).

Rinse slides in TBST bath, 3 changes, 2 minutes each.

Tap off excess buffer.

Load the slides into the prepared humidity chamber (filled with water
moistened paper towels or gauze).

Apply 200uL of Substrate-Chromogen solution (DAB) completely cover cell
deposition area.

Incubate for 5 minutes (+1 minute).

Rinse slides for 5 minutes in deionized H,0.

Counterstain

8.7.1.  Rinse slides in TBST, 1 change for 2 minutes.

8.7.2.  Load slides into prepared humidity chamber (filled with water moistened
paper towels or gauze).

8.7.3.  Apply 200uL of Hematoxylin counterstain (vial 5) to completely cover cell
deposition area.

8.7.4.  Incubate for 1 minute (+10 seconds).

8.7.5.  Rinse slides for 3 minutes in running H,O.

8.7.6. Load slides into prepared humidity chamber (filled with water moistened
paper towels or gauze).

8.7.7. Blue slides by applying 200uL Bluing Agent (vial 6) for 1 minute
(+10 seconds).

8.7.8.  Repeat running water rinse for 1 minute.

Mounting

8.8.1.  Immerse slides in 95% ethanol, 1 minute or 25 dips.

8.8.2.  Immerse slides in absolute alcohol, 4 changes, 1 minute each or 25 dips.

8.8.3.  Clear with xylene, 3 changes, 1 minute each or 25 dips.

8.8.4.  Coverslip slides with non-aqueous, permanent mounting media using glass

coverslips.
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10.

1.

12

STABILITY
9.1. When stored at recommended temperatures, unopened reagent vials are stabile
until the expiration date indicated on the vial.

9.2, Once opened, reagents are stabile for thirty days when stored at recommended
temperatures.

QUALITY CONTROL

10.1.  Variability in results is often derived from differences in specimen handling which
deviates from recommended test procedures. Consult the proposed quality control
guidelines of the Clinical and Laboratory Standards Institute, Quality Assurance for
Immunocytochemistry for additional information.

10.2. SureDetect™ SiHa Cell Control is available as a positive control from TriPath
Imaging®, Inc. Each vial contains a cervical cancer cell line, which is processed in a
similar manner as the clinical specimens. A universal mouse IgG negative control
can be used as a negative control. A positive and negative control slide should be
included in each staining procedure. The staining results should be used as an
indication of the validity of the staining run.

INTERPRETATION OF STAINING

11.1. Patient and Control Specimens: A cytotechnologist or pathologist should evaluate
the stained slides using a light microscope. Cells can be reviewed manually or
stored in an electronic image gallery derived from a light microscope.

11.2.  Control Slides: The positive and negative control slides should be examined prior to
the review of patient specimens to ascertain that all reagents functioned properly.
The presence of a brown reaction product (3,3-diaminobenzidine
tetrahydrochloride, DAB) in the nuclei of the SiHa Cell Control slide stained with the
SurePath® with ProEx™ C Test is indicative of positive reactivity. The universal
mouse IgG negative control slide stained with the SurePath® with ProEx™ C Test
should have no brown staining nuclei and should show staining only from the
hematoxylin counterstain.

11.3. Scoring of slides is a 4-step process.

Step 1: Is the specimen adequate?

The Bethesda System (TBS) for Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.) states, “An
adequate liquid-based preparation should have an estimated minimum of at least
5000 well-visualized/well-preserved squamous cells.” The same criteria should be
applied to SurePath® with ProEx™ C slides. However, as with a routine Pap
preparation, any specimen with abnormal cells, which is exhibiting a positive
molecular reaction, is, by definition, satisfactory for evaluation. If the answer at this
step is “yes”, proceed to the next step, if the answer is “no” the result is
Ui isfactory for Evaluatic

n

Step 2: Is there moderate to intense brown nuclear staining in epithelial cells?
To answer “yes” to this step look for brown staining that is easily visualized. If just a
faint amount, or “blush”, of brown is seen this is not enough to warrant a rendering
of positive. If no brown nuclear stain is seen, the result is reported as Negative. If
adequate brown stain is visualized, proceed to the next step.

Step 3: Is the cell with nuclear brown staining a squamous or glandular cell?
If the answer is yes, proceed to the next step. If the answer is no, this is a Negative
test result.

Step 4: Is the cell 2 ASC (atypical squamous cell) or AGC (atypical glandular
cell)?

Use the same morphological criteria outlined in The Bethesda System for Reporting
Cervical Cytology (2nd Ed.) to determine if the squamous cell containing the brown
nucleus is =2 ASC (atypical squamous cells). If the cell is considered 2ASC (or
2AGC) then this is a Positive test result. This includes ASC-US, ASC-H, LSIL,
HSIL, and cancer. If the cell is glandular in appearance the TBS criteria for
determining if a cell is 2 AGC (atypical glandular cells) applies. This includes
endocervical AGC, endometrial AGC, AlS, and adenocarcinoma. If the cell in
question is consistent with NILM (negative for intraepithelial lesion or malignancy)
this is a Negative test result.
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13. GLOSSARY OF SYMBOLS
REF Catalog number

- For in vitro diagnostic use

[jz Consult instructions for use

Contains 75 tests

Storage Temperature Limitations

Batch Code

A Caution, consult accompanying document

Use by YYYY-MM-DD or YYYY-MM
“ Manufacturer

TECHNICALSUPPORT

USA

Telephone: 1-877-822-7771

Fax: 1-336-290-8333

E-mail: tripathtechsupport@bd.com

Europe
Telephone: +32 (0)53 720 673
Fax: +32(0)53 720 678

TriPath Imaging, Inc.
780 Plantation Drive
Burlington, NC 27215 USA

[EC[REP]

Benex Limited
Rineanna House
Shannon Free Zone
Shannon, County Clare
Ireland

]

Developed with technology from Millennium Pharmaceuticals, Inc.

JNVN MILLENNIUM®

JNVA and MILLENNIUM'" are trademarks of Millennium Pharmaceuticals, Inc.

Millennium Pharmaceuticals, Inc.
40 Landsdowne Street
Cambridge, MA 02139 USA
www.millennium.com

Detection Reagents supplied by
P25
!! g

BioCare Medical
2940 Camino Diablo, Suite 300
Walnut Creek, CA 94596

Blog

SurePath® is a product and registered trademark of TriPath Imaging, Inc.
ProEx, SureDetect, PrepStain, PrepMate are products and trademarks of TriPath Imaging, Inc.
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BEOOGD GEBRUIK

De SurePath® met ProEx™ C immunocytochemische test is bedoeld voor de kwalitatieve
evaluatie van afwijkende S-fase-inductie in cervicale cytologiemonsters verzameld in
SurePath® Preservative Fluid. De testresultaten leveren aanvullende informatie voor
cervicale cytologiediagnose.

SAMENVATTING EN UITLEG

Minichromosome maintenance (MCM)-proteinen spelen een essentiéle rol in replicatie van
eukaryotisch DNA. Elke MCM-proteine heeft DNA-afhankelijke ATP-ase motieven in zijn
zeer goed geconserveerde centrale domein. Het MCM-proteinegehalte neemt gewoonlijk op
variabele wijze toe, omdat normale cellen zich ontwikkelen van GO tot de G1/S-fase van de
celcyclus. Topo-isomerase Il alfa (TOP2A) is een essentieel nucleair enzym dat betrokken
is bij DNA-replicatie en het doel is voor talrijke antikanker-geneesmiddelen die worden
gebruikt bij de behandeling van kanker. Verminderde expressie van TOP2A is een
belangrijk mechanisme van resistentie tegen diverse chemotherapeutische agentia. Een
significante variatie in het expressiebereik van deze proteine wordt waargenomen bij vele
verschillende tumoren. TOP2A is predominant in prolifererende cellen en wordt gewijzigd in
M-fase door fosforylatie op specifieke locaties, hetgeen cruciaal is voor mitotische
chromosoomcondensatie en -segregatie.

ProEx™ C-antilichaamcocktail bevat muis-monoklonale anti-MCM2 en anti-TOP2A,
gezuiverd uit weefselcultuursupernatans en verdund in gebufferde zoutoplossing met
proteinestabilisatoren en 0,09 % natriumazide.

PRINCIPES VAN DE PROCEDURE

De SurePath® met ProEx™ C immunocytochemische testkit bevat een antilichaamcocktail,
detectie- en achtergrondkleuringreagentia die vereist zijn voor het voltooien van een driestaps
handmatige of geautomatiseerde immunocytochemische kleuringsprocedure voor op
gebruikelijke wijze bereide dunne laag cervicaal materiaal. Na incubatie van het monster met
een muisantilichaamcocktail met beschermde merknaam, wordt een selectieve monoklonale
antilichaambinding, duidend op een positieve test, gevisualiseerd met behulp van een
uniek, gebruiksklaar, enzym-gekoppeld antilichaam-chromogeensysteem. Het enzymreagens is
een secundair geit-anti-muis horseradish peroxidaseconjugaat gekoppeld aan een
dextraanpolymeer backbone. Toevoeging van een specifiek chromogeen resulteert in de
vorming van een zichtbaar chromogeen-product in de antigeen-antilichaam bindende gebieden.
Op het monster wordt vervolgens achtergrondkleuring toegepast met hematoxyline, er wordt
een blauwkleurend agens gebruikt en op het objectglaasje wordt een dekglaasje geplaatst. De
resultaten worden geinterpreteerd met behulp van een lichtmicroscoop. Een positief resultaat
duidt op een hoge graad cervicale aandoening en wordt bereikt wanneer de nucleus in
belangrijke cellen bruin kleurt.

Een referentiegalerij van potentieel positieve objectglaasjes kan worden aangemaakt met
behulp van geautomatiseerde beeldvormingsapparatuur. De galerij kan vervolgens worden
bekeken om een positief of negatief resultaat vast te stellen.

De SurePath® met ProEx™ C immunocytochemische test kan zowel worden gebruikt voor
handmatige als voor geautomatiseerde kleuring.

GELEVERDE REAGENTIA
Het volgende materiaal wordt geleverd en is voldoende voor 75 dunne laag preparaten:

E:acon- Beschrijving J}

Peroxidase blokkeerreagens:
1a gebufferde hydrogeenperoxide plus 2-8°C
stabilisator en merkcomponenten
Proteine blokkeerreagens: gezuiverde
caseine plus merkcombinatie van
proteinen in gemodificeerd PBS met
conserveringsmiddel en surfactans
ProEx™ C-antilichaamcocktail:
gebruiksklare monoklonale

2 antilichaamcocktail geleverd in Tris-
gebufferde oplossing met Tween 20,

pH 7,4. Bevat stabiliserende proteinen
en antimicrobieel agens.
Muisprobe-reagens: bindt aan muis-
monoklonale antilichamen

Polymeer reagens: polymeer
geconjugeerd met horseradish
peroxidase dat bindt aan muisprobe-
reagens

DAB-substraatbuffer: substraatbuffer
4a gebruikt bij de bereiding van het 2-8°C
DAB-chromogeen

DAB-chromogeen: 3,3’-diaminobenzidine
chromogeenoplossing

Hematoxyline achtergrondkleuring:
Mayer’s hematoxyline op waterbasis
Blauwkleurend agens: tris-gebufferde

6 zoutoplossing, pH 7,4 met Tween 20

en 0,09 % NaN;

2-8°C

2-8°C

3a 2-8°C

3b 2-8°C

4b 2-8°C

15-30 °C

15-30 °C

VEREISTE MAAR NIET BIJGELEVERDE MATERIALEN EN REAGENTIA

Absorberende doekjes

SureDetect™ SiHa Cell Line — REF 005-11012-10 (TriPath Imaging®, Inc.)
Gemineraliseerd of gedistilleerd water

Ethanol (95 % en 100 %)

Glazen dekglaasjes

Handschoenen

Bevochtigingskamer

Lichtmicroscoop (10x, 20x (optioneel), 40x objectieven)

Preparatiemedia

Pipetten en pipettips (voor volumeafgifte van 20 uL, 200 uL en 1000 pL)

SureDetect™-preparaatvoorbereidingsbuffer 10X — REF 090-11008-10 (TriPath
Imaging, Inc.) — voorbehandelingbuffer

Kleuringflessen of -baden

Timer (met mogelijkheid voor intervallen van 1-60 minuten)
Tris-gebufferde zoutoplossing (TBS)

Tween 20

Universele muis-IlgG negatieve controle

Vortexer

Xyleen of xyleenvervangers

Stomer/waterbad

VOORZORGSMAATREGELEN

6.1.

6.2

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.10.

6.11.

6.12.

Voor in-vitrodiagnostiek.

Voorbereide SurePath®objectglaasjes moeten na voorbereiding direct in de
voorbehandelingsbuffer worden geplaatst. De objectglaasjes moeten ten minste
1 uur, maar niet langer dan 72 uur voorafgaand aan immunocytochemie in de
voorbehandelingsbuffer blijven.

Laat de objectglaasjes tijdens de procedure niet uitdrogen. Objectglaasjes die
tijdens de procedure hebben kunnen uitdrogen, kunnen meer achtergrondkleuring
vertonen.

3,3-diaminobenzidine (DAB) is geclassificeerd als een verdacht carcinogeen met
het potentiéle risico dat onomkeerbare effecten worden geproduceerd. Vermijd
lichamelijk contact en langdurige of herhaalde blootstelling. Een beschermkap
tegen chemische gassen wordt ten zeerste aanbevolen. Laat het niet in de ogen, op
de huid of op kleding komen. Handen grondig wassen na hanteren van de
materialen. DAB-werkoplossing dient te worden bereid volgens de bijsluiter in de
verpakking.

Sommige reagentia in deze kit bevatten natriumazide (NaN;), een chemische stof
die in zuivere vorm uiterst giftig is. Natriumazide kan dodelijk zijn als het wordt
ingeslikt of geabsorbeerd via de huid. Deze reagentia zijn schadelijk bij inademing.
Deze reagentia zijn gevaarlijke vaste stoffen. Veroorzaakt irritatie aan huid, ogen en
luchtwegen. Tast het centrale zenuwstelsel, nieren en cardiovasculaire systeem
aan. Hoewel natriumazide in productconcentraties niet wordt geclassificeerd als
gevaarlijk, kan het toch reageren met loden en koperen leidingen, waarbij uiterst
explosieve metaalaziden worden gevormd. Bij het afvoeren naspoelen met ruime
hoeveelheden water om ophoping van aziden in de leidingen te voorkomen.

Hematoxyline en blauwkleurend agens: deze reagentia zijn schadelik als ze
worden ingeslikt. Hematoxyline en blauwkleurend agens zijn irriterend voor ogen,
huid en luchtwegen.

Monsters en alle aan monsters blootgestelde materialen dienen te worden
behandeld als potentiéle overdragers van infecties en met inachtneming van de
juiste voorzorgsmaatregelen te worden verwijderd. Reagentia nooit met de mond
pipetteren en contact van reagentia en monsters met de huid en slijmvliezen
vermijden. Indien reagentia in contact komen met gevoelige plekken, dient u deze
met een ruime hoeveelheid water te wassen.

Beperk microbiéle verontreiniging van reagentia tot een minimum om niet-specifieke
kleuring te vermijden.

Andere incubatietijden, -temperaturen of —methoden dan vermeld kunnen leiden tot
onjuiste resultaten.

Reagentia zijn verdund voor een optimale werking. Verdere verdunning kan
resulteren in verminderde antigeenkleuring.

Kitonderdelen zijn specifiek voor de partij. Vervang geen kitonderdelen door
onderdelen met andere partjnummers. Partijinummers staan op de
verpakkingsetiketten vermeld.

Gebruik de SurePath® met ProEx™ C-testkit niet na de uiterste gebruiksdatum op
de verpakking. Als reagentia bewaard worden onder andere omstandigheden dan
vermeld in de productbijsluiter, moeten de omstandigheden door de gebruiker
worden gecontroleerd.
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Er zijn geen duidelijke aanwijzingen voor degradatie van dit product. U dient
daarom tegelijk met de patiéntmonsters positieve en negatieve controles uit te
voeren. Als er onverwachte kleuring wordt vastgesteld die niet verklaard kan
worden door variaties in de laboratoriumprocedures of als er een probleem met de
SurePath® met ProEx™ C-testkit wordt vermoed, neemt u contact op met de
technische ondersteuning van TriPath Imaging®.

Draag de juiste beschermende uitrusting om contact van reagentia met ogen en
huid te vermijden. Zie het veiligheidsinformatieblad voor verdere informatie.

De SurePath® met ProEx™ C-test is bedoeld voor gebruik met cervicale
cytologiemonsters verzameld in SurePath® Preservative Fluid. Compatibiliteit met
andere conventionele en monolayer-preparaten dan SurePath® is niet vastgesteld.

7. INSTRUCTIES VOOR GEBRUIK

7.1.

7.2

Voorbereiding van het monster

7.1.1. Raadpleeg de Bedieningshandleiding voor het SurePath® PrepStain
System™ voor instructies met betrekking tot de voorbereiding van
objectglaasjes van residuale SurePath® cervicale cytologiemonsters.

7.1.2.  Voeg 8 mL SurePath® Preservative Fluid toe aan het residuale monster in
de SurePath®-flacon (ongeveer 2 mL). Het verdunde monster dient op de
PrepMate™ te worden verwerkt met gebruik van de standaardtechniek en
op de PrepStain™ met gebruik van de GYN-versie 1.1, Voorbereiding
objectglaasjes.

7.1.3.  Voorbereide SurePath®-objectglaasjes dienen direct na voorbereiding in de
SureDetect™-preparaatvoorbereidingsbuffer te worden geplaatst (zie de
SureDetect™-preparaatvoorbereidingsbuffer 10x voor richtlijnen voor de
voorbereiding van een werkoplossing voor objectglaasjes). De
objectglaasjes moeten ten minste 1 uur, maar niet langer dan 72 uur
voorafgaand aan immunocytochemie in de buffer blijven.

7.1.4. Er dient een epitoopversterkingsprocedure te worden gebruikt voor een
optimale werking van de kit. Deze procedure bestaat uit het onderdompelen
van voorbereide objectglaasjes in een werkoplossing van SureDetect™-
preparaatvoorbereidingsbuffer gedurende minimaal 1 uur bij
kamertemperatuur, gevolgd door verhitting van de objectglaasjes in de
voorbehandelingbuffer tot 95 °C. De objectglaasjes worden gedurende
15 minuten op 95°C gehouden en dienen vervolgens gedurende
20 minuten af te koelen bij kamertemperatuur. Het gebruik van een
gekalibreerd waterbad of groentestomer wordt aanbevolen om de vereiste
temperatuur te behouden. Laboratoria die zich op grotere hoogten
bevinden, dienen de beste methode vast te stellen voor het behouden van
de vereiste temperatuur. De kleuringsprocedure dient onmiddellik na de
epitoopversterking en de afkoeling te worden opgestart. Afwijking van de
omschreven procedure kan de resultaten nadelig beinvioeden.

Reagensvoorbereiding
7.2.1.  Bereid de volgende reagentia voor voorafgaand aan de kleuring.

7.2.2.  Tris-gebufferde zoutoplossing met Tween 0,05 % (TBST)

7.2.21. Bereid de TBS voor overeenkomstig de specificaties van de
fabrikant.

7.2.2.2. Voeg Tween 20 toe, indien nog niet aanwezig in de TBS, tot een
eindconcentratie van 0,05 %.

7.2.3.  Substraat-chromogeenoplossing  (DAB) (volume voldoende  voor
5 objectglaasjes)

7.2.3.1. Doe 1 mL DAB-substraatbuffer (flacon 4a) in een testbuisje.

7.2.3.2. Voeg één druppel (20-30 pL) DAB-chromogeen (flacon 4b) toe.
Meng zorgvuldig en breng aan op de objectglaasjes met behulp
van een pipet.

7.2.3.3. Bereid dagelijks vers substraat-chromogeen.

7.2.3.4. De kleuringkwaliteit wordt niet beinvloed door precipitaat dat zich
in de oplossing kan ontwikkelen.

8. KLEURINGSPROTOCOL (uitgevoerd bij kamertemperatuur, 20-25 °C)

8.1.

8.2

Opmerkingen kleuringsprocedure
8.1.1.  Lees deze instructies zorgvuldig door en stel uzelf voorafgaand aan gebruik
op de hoogte van alle bestanddelen (zie Voorzorgsmaatregelen).

8.1.2. Alle reagentia dienen voorafgaand aan immunokleuring op kamertemperatuur
(20-25 °C) te worden gebracht.

8.1.3.  Alle incubaties moeten bij kamertemperatuur worden uitgevoerd, tenzij
anders vermeld.

8.1.4. Laat de objectglaasjes tijdens de kleuringsprocedure niet uitdrogen.
Uitgedroogde celpreparaten kunnen een verhoogde niet-specifieke kleuring
vertonen. Bescherm de objectglaasjes tegen tocht. Objectglaasjes dienen
in een bevochtigingskamer te worden geplaatst voor langdurige incubaties.

Epitoopversterkingl
8.2.1. Plaats de voorbereide objectglaasjes in een Coplin jar met een
werkoplossing van SureDetect™-preparaatvoorbereidingsbuffer gedurende
minimaal 1 uur en maximaal 72 uur.

8.2.2.  Incubeer in een waterbad of stomer gedurende 15 minuten bij 95 °C.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

8.2.3.  Haal de gehele Coplin jar met de objectglaasjes uit het waterbad of stomer
en laat de objectglaasjes gedurende 20 minuten afkoelen in de buffer.

8.2.4.  Spoel de objectglaasjes af met gedemineraliseerd H,O en breng ze over
naar een schone Coplin jar met TBST.

Blokkeerreagens
8.3.1.  Tik overmatige buffer af.

8.3.2.  Laad de objectglaasjes in een voorbereide bevochtigingskamer (gevuld met
met water bevochtigde keukenrol of gaas).

8.3.3.  Gebruik 200 pul peroxidase blokkeerreagens (flacon 1a) om het
celafzettingsgebied te bedekken.

8.3.4.  Incubeer gedurende 5 minuten (+_1 minuut).

8.3.5.  Spoel de objectglaasjes in TBST, in 3 wisselbeurten van elk 2 minuten.
Proteineblok

8.4.1.  Tik overmatige buffer af.

8.4.2. Laad de objectglaasjes in de voorbereide bevochtigingskamer (gevuld met
met water bevochtigde keukenrol of gaas).

8.4.3.  Gebruik 200 puL proteineblok (flacon 1b) om het celafzettingsgebied volledig
te bedekken.

8.4.4.  Incubeer gedurende 5 minuten (+ 1 minuut).
8.4.5. NIET SPOELEN.

Primaire antilichaamcocktail
8.5.1.  Tik overmatig proteineblok af.

8.5.2.  Laad de objectglaasjes in de voorbereide bevochtigingskamer (gevuld met
met water bevochtigde keukenrol of gaas).

8.5.3. Gebruik 200 uL ProEx™ C-antilichaamcocktail (flacon2) om het
celafzettingsgebied volledig te bedekken.

8.5.4.  Incubeer gedurende 30 minuten bij kamertemperatuur.

8.5.5.  Spoel elke objectglaasje afzonderlijk af met TBST met behulp van een
wasfles (richt de stroom niet rechtstreeks op het celafzettingsgebied). Laad
de objectgl in een objectglaasjesrek.

8.5.6.  Spoel de objectglaasjes in TBST, in 3 wisselbeurten van elk 2 minuten.

Detectiechemie
8.6.1.  Tik overmatige buffer af.

8.6.2.  Laad de objectglaasjes in een voorbereide bevochtigingskamer (gevuld met
met water bevochtigde keukenrol of gaas).

8.6.3.  Gebruik 200 uL muisprobe-reagens (flacon 3a) om het celafzettingsgebied
volledig te bedekken.

8.6.4.  Incubeer 20 minuten (+ 1 minuut).
8.6.5.  Spoel de objectglaasjes in TBST, in 3 wisselbeurten van elk 2 minuten.
8.6.6.  Tik overmatige buffer af.

8.6.7.  Laad de objectglaasjes in een voorbereide bevochtigingskamer (gevuld met
met water bevochtigde keukenrol of gaas).

8.6.8.  Gebruik 200 uL polymeerreagens (flacon 3b) om het celafzettingsgebied te
bedekken.

8.6.9.  Incubeer gedurende 20 minuten (+ 1 minuut).
8.6.10. Spoel de objectglaasjes in TBST, in 3 wisselbeurten van elk 2 minuten.
8.6.11. Tik overmatige buffer af.

8.6.12. Laad de objectglaasjes in de voorbereide bevochtigingskamer (gevuld met
met water bevochtigde keukenrol of gaas).

8.6.13. Gebruik 200 uL  substraat-chromogeenoplossing (DAB) om  het
celafzettingsgebied volledig te bedekken.

8.6.14. Incubeer gedurende 5 minuten (+ 1 minuut).

8.6.15. Spoel de objectglaasjes gedurende 5 minuten af in gedemineraliseerd H,O.
Achtergrondkleuring

8.7.1.  Spoel de objectglaasjes in TBST, in 1 wisselbeurt van 2 minuten.

8.7.2.  Laad de objectglaasjes in een voorbereide bevochtigingskamer (gevuld met
met water bevochtigde keukenrol of gaas).

8.7.3.  Gebruik 200 uL hematoxyline achtergrondkleuring (flacon5) om het
celafzettingsgebied volledig te bedekken.

8.7.4.  Incubeer gedurende 1 minuut (+ 10 seconden).

8.7.5.  Spoel de objectglaasjes gedurende 3 minuten af in stromend H,O.

8.7.6.  Laad de objectglaasjes in een voorbereide bevochtigingskamer (gevuld met
met water bevochtigde keukenrol of gaas).

8.7.7.  Kleur de objectglaasjes blauw met behulp van 200 uL blauwkleurend agens
(flacon 6) gedurende 1 minuut (+ 10 seconden).

8.7.8.  Herhaal het spoelen onder stromend water gedurende 1 minuut.
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8.8.

Preparatie
8.8.1.  Dompel de objectglaasjes onder in 95 % ethanol, gedurende 1 minuut of
25 onderdompelingen.

8.8.2.  Dompel de objectglaasjes onder in absolute alcohol, in 4 wisselbeurten van
elk 1 minuut of 25 onderdompelingen.

8.8.3.  Reinig met xyleen, in 3 wisselbeurten van elk 1 minuut of
25 onderdompelingen.

8.8.4. Bedek de objectglaasjes met glazen dekglaasjes met een niet-waterig,
permanent preparatiemedium.

STABILITEIT

9.1.

Ongeopende reagentiaflacons zijn stabiel tot de op de flacon vermelde uiterste
gebruiksdatum, mits bewaard bij de aanbevolen temperaturen.

9.2 Na opening zijn de reagentia stabiel gedurende dertig dagen, mits bewaard bij de
aanbevolen temperaturen.

KWALITEITSCONTROLE

10.1. \Variabiliteit in de resultaten is vaak te wijten aan verschillen in monsterbehandeling,
die afwijkt van de aanbevolen testprocedures. Raadpleeg de door het Clinical and
Laboratory Standards Institute voorgestelde richtlijnen voor kwaliteitscontrole,
Quality Assurance for Inmunocytochemistry, voor aanvullende informatie.

10.2. SureDetect™ SiHa-celcontrole is bij TriPath Imaging®, Inc. beschikbaar als positieve

controle. Elke flacon bevat een baarmoederhalskankerlijn, die op dezelfde wijze
wordt verwerkt als de klinische monsters. Een universele muis-lgG negatieve
controle kan als negatieve controle worden gebruikt. Een objectglaasje voor
positieve en negatieve controle dient in elke kleuringsprocedure te worden
opgenomen. De kleuringsresultaten dienen te worden gebruikt als een indicatie
voor de geldigheid van de kleuringsrun.

INTERPRETATIE VAN DE KLEURING

1.1,

1.2,

11.3.

Patiént- en controlemonsters: De gekleurde objectglaasjes dienen door een
cytotechnoloog of patholoog te worden beoordeeld met behulp van een
lichtmicroscoop. Cellen kunnen handmatig worden bekeken of opgeslagen in een
elektronische beeldgalerij, verkregen met een lichtmicroscoop.

Controlegl De objectgl voor de positieve en negatieve controle moeten
voorafgaand aan het bekijken van de patiéntmonsters worden onderzocht om er
zeker van te zijn dat alle reagentia correct hebben gefunctioneerd. De
aanwezigheid van een bruin reactieproduct (3,3’-diaminobenzidine
tetrahydrochloride, DAB) in de nucleus van het SiHa-celcontroleglaasje gekleurd
met de SurePath® met ProEx™ C-test duidt op een positieve reactiviteit. Het
objectglaasje voor negatieve controle met universele muis-IlgG gekleurd met de
SurePath® met ProEx™ C-test mag geen bruin gekleurde nucleus hebben en alleen
kleuring uit de hematoxyline-achtergrondkleuring vertonen.

Het bepalen van de score van de objectglaasjes is een proces in 4 stappen.
Stap 1: Is het monster adequaat?

'The Bethesda System (TBS) for Reporting Cervical Cytology' (2de uitgave)
vermeldt: "Een adequaat preparaat op vloeistofbasis dient een geschat minimum
van ten minste 5000 goed gevisualiseerde/goed geconserveerde plaveiselcellen
bevatten." Dezelfde criteria dienen te worden toegepast op de SurePath® met
ProEx™ C-objectglaasjes. Echter, net als bij elke gebruikelijke Pap-bereiding, is elk
monster met abnormale cellen dat een positieve moleculaire reactie vertoont per
definitie geschikt voor evaluatie. Indien het antwoord op deze stap 'Ja' is, gaat u
naar de volgende stap; indien het antwoord 'Nee' is, dan is het resultaat
Ong hikt voor evaluatit

Stap 2: Is er matige tot intense bruine nucleaire kleuring in de epitheelcellen?
Om deze stap met 'Ja' te kunnen beantwoorden, kijkt u naar bruine kleuring die
gemakkelijk gevisualiseerd wordt. Als er slechts een kleine hoeveelheid of 'glimpje'
bruin te zien is, dan is dit niet voldoende om een positieve uitslag te garanderen.
Als er geen bruine nucleaire kleuring is te zien, is het resultaat Negatief. Als er
duidelijke bruine kleuring wordt gevisualiseerd, gaat u verder naar de volgende
stap.

Stap 3: Is de cel met nucleaire bruine kleuring een plaveiselcel of glandulaire cel?
Als het antwoord 'Ja' is, gaat u verder naar de volgende stap. Als het antwoord
‘Nee'is, is het testresultaat Negatief.

Stap 4: Is de cel een 2 ASC (atypische plaveiselcel) of AGC (atypische
glandulaire cel)?

Gebruik dezelfde morfologische criteria als omschreven in 'The Bethesda System
for Reporting Cervical Cytology' (2de uitgave) om te bepalen of de plaveiselcel met
de bruine nucleus een =ASC (atypische plaveiselcel) is. Als de cel wordt
beschouwd als 2 ASC (of 2 AGC), dan is het testresultaat Positief. Dit is met
inbegrip van ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL en kanker. Als de cel een glandulaire cel
is, zijn de TBS-criteria voor de bepaling of een cel 2 AGC (atypische glandulaire cel)
is, van toepassing. Dit is met inbegrip van endocervicale AGC, endometrium-AGC,
AIS en adenocarcinoom. Als de cel in kwestie consistent is met NILM (negatief voor
intra-epitheliale laesie of maligniteit), is het testresultaat Negatief.
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DOMAINE D’UTILISATION

Le test immunocytochimique SurePath® avec ProEx™C est destiné a I'évaluation
qualitative de linduction aberrante de la phase S dans les échantillons cytologiques
cervicaux recueillis dans le liquide conservateur SurePath®. Les résultats du test apportent
des informations complémentaires aux diagnostics de cytologie cervicale.

RESUME ET EXPLICATION

Les protéines MCM (mini chromosome maintenance) jouent un rdle essentiel dans la
réplication de '’ADN eucaryote. Toutes les protéines MCM possédent des motifs ATPase
ADN-dépendants dans leurs domaines centraux hautement conservés. Les concentrations
des protéines MCM augmentent en général de fagon variable tandis que les cellules
normales passent de la phase GO a la phase G1/S du cycle cellulaire. La topoisomérase Il
alpha (TOP2A) est une enzyme nucléaire essentielle impliquée dans la réplication de I’'ADN
et elle constitue la cible de nombreux médicaments anticancéreux utilisés dans le cadre des
thérapeutiques anticancéreuses. Une expression diminuée de la TOP2A constitue un
mécanisme prédominant de la résistance de plusieurs agents chimiothérapeutiques. Une
variation significative de la gamme d’expression de cette protéine a été remarquée au
niveau de nombreuses tumeurs. Le TOP2A est prédominante dans les cellules en cours de
prolifération et elle est modifiée au cours de la phase M par phosphorylation au niveau de
sites spécifiques, qui jouent un réle critique dans la condensation et la ségrégation des
chromosomes mitotiques.

Le mélange d’anticorps ProEx™ C contient des anticorps monoclonaux de souris anti-
MCM2 et anti-TOP2A purifiés & partir d’'un surnageant de culture tissulaire et dilués dans
une solution saline tamponnée contenant des agents de stabilisation protéiques et de
I'azide de sodium a 0,09 %.

PRINCIPES DE LA PROCEDURE

Le kit de test immunocytochimique SurePath® avec ProEx™ contient un mélange
d’anticorps, les réactifs de détection et de coloration de contraste, nécessaires a la
réalisation d’une procédure de coloration immunocytochimique manuelle ou automatique
d'échantillons cervicaux sur couche mince préparés en routine. Aprés incubation de
I’échantillon avec un mélange propriétaire d’anticorps de souris, une liaison sélective avec
un anticorps monoclonal, indicative d’un test positif, est visualisée a I'aide d'un systéme
chromogéne d’anticorps prét a I'emploi lié @ une enzyme. Le réactif enzymatique est
constitué d’un anticorps de chévre anti-souris secondaire, conjugué a la peroxydase de
raifort, fixé sur un squelette en polymére de dextran. L’addition d’'un chromogéne spécifique
se traduit par la formation d’un produit chromogéne visible localisé au niveau des sites de
liaison antigéne-anticorps. L'échantillon fait alors I'objet d’'une coloration de contraste par
I’'hnématoxyline, un agent bleuissant est appliqué sur la lame puis une lamelle est mise en
place. Les résultats sont interprétés a I'aide d’un microscope optique. Un résultat positif,
indicatif d’'une lésion cervicale de grade élevé, est mis en évidence par la coloration en
marron du noyau des cellules considérées.

Une galerie de référence comportant des lames potentiellement positives peut étre créée a
l'aide d'un appareil d'imagerie automatique. La galerie peut étre examinée afin de
déterminer si un résultat est positif ou négatif.

Le test immunocytochimique SurePath® avec ProEx™ C est utilisable avec les appareils de
coloration manuels et automatiques.

REACTIFS FOURNIS
Les matériels suivants sont inclus dans le kit et permettent de réaliser 75 préparations sur
couche mince.

Flacon n° Description %

Réactif de blocage de la peroxydase :
Peroxyde d’hydrogéne tamponné plus des o

1a o A 2-8°C
agents de stabilisation et des composés
propriétaires
Réactif de blocage des protéines : Caséine

1b purifiée plus une combinaison propriétaire de 2-8°C

protéines dans du PBS modifié avec agent de
conservation et surfactant

Mélange d’anticorps ProEx™ C : Mélange
d’anticorps monoclonaux prét a I'emploi dans

2 une solution tamponnée de TRIS avec du 2-8°C
Tween 20, a 7,4 de pH. Contient des protéines
stabilisantes et un agent antimicrobien.
Réactif sonde de souris : Se lie a des o
3a - : 2-8°C
anticorps monoclonaux de souris

Réactif Polymeére : Polymére conjugué avec
3b de la peroxydase de raifort qui se lie au 2-8°C
Réactif sonde de souris

Tampon substrat DAB : Tampon substrat
4a utilisé au cours de la préparation du 2-8°C
chromogéne DAB

Chromogeéne DAB : solution chromogéne

4b de 3,3'-diaminobenzidine 2-8°C
5 Colorant de contraste, hématoxyline : 15-30 °C
Hématoxyline de Mayer aqueuse
Agent bleuissant : Solution saline de Tris,
6 a 7,4 de pH avec du Tween 20 et du 15-30 °C

NaN3 0,09 %

MATERIELS ET REACTIFS REQUIS MAIS NON FOURNIS

Tampons absorbants

Lignée cellulaire SureDetect™ SiHa — REF 005-11012-10 (TriPath Imaging®, Inc.)
Eau désionisée ou distillée

Ethanol (95 % et 100 %)

Lamelles de verre

Gants

Chambre humide

Microscope optique (objectifs 10x, 20x (en option), 40x)

Milieu de montage

Pipettes et embouts de pipettes (capables de délivrer des volumes de 20 pl, 200 pl
et 1000 pl)

Tampon de préparation pour lame porte-objet SureDetect™ 10X — REF 090-11008-
10 (TriPath Imaging, Inc.) — Tampon de prétraitement

Bains ou cuves de coloration

Horloge (capable de mesurer des durées de 1 a 60 minutes)
Solution saline tamponnée de Tris (TBS)

Tween 20

Contréle universel anti-lgG de souris

Agitateur vortex

Xyléne ou substituts du xyléne

Etuve/bain-marie

PRECAUTIONS

6.1.

6.2

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.10.

6.11.

6.12.

Utilisation diagnostique in vitro.

Les lames SurePath® préparées doivent étre placées dans le tampon de
prétraitement dés qu’elles ont été préparées. Les lames doivent demeurer dans le
tampon de prétraitement pendant au moins 1 heure, mais pas plus de 72 heures
avant la procédure immunocytochimique.

Ne laisser les lames sécher & aucun moment au cours de la procédure. Les lames
qui ont pu sécher pendant la procédure sont susceptibles de faire augmenter le
bruit de fond.

La 3,3-diaminobenzidine (DAB) est classée parmi les produits suspectés d’étre
cancérigenes qui présentent le danger potentiel de provoquer des effets
irréversibles. Eviter tout contact physique ou exposition prolongée ou répétée.
L’emploi d’une hotte aspirante est fortement recommandé. Ne pas projeter dans les
yeux, sur la peau ou sur les vétements. Se laver les mains soigneusement apres
manipulation. La solution de DAB de travail doit étre préparée conformément aux
indications de sa notice.

Certains réactifs de ce kit contiennent de I'azide de sodium (NaNj), un produit
chimique extrémement toxique a I'état pur. L'azide de sodium peut étre mortel en
cas d’ingestion ou d’absorption a travers la peau. Ces réactifs sont nocifs en cas
d’inhalation. Ces réactifs sont des solides présentant des dangers. Ils provoquent
des irritations de la peau, des yeux et de l'appareil respiratoire. lls affectent le
systéme nerveux central, les reins et le systéeme cardiovasculaire. Bien que non
rangé parmi les composés présentant un danger aux concentrations du produit, les
accumulations d’azide de sodium sont susceptibles de réagir avec le cuivre et le
plomb des canalisations pour donner des azides métalliques hautement explosifs.
Lors de [Iélimination, rincer avec de grandes quantités d'eau pour éviter
I'accumulation d’azides dans les canalisations.

Hématoxyline et agent bleuissant: Ces réactifs sont nocifs en cas d’ingestion.
L’hématoxyline et les agents bleuissants sont des irritants des yeux, de la peau et
des voies respiratoires.

Les échantillons et tous les matériels exposés aux échantillons doivent étre
manipulés comme s’ils pouvaient transmettre des infections et éliminés
conformément aux précautions en vigueur. Ne jamais pipeter les réactifs avec la
bouche et éviter de mettre en contact les réactifs et les échantillons avec la peau et
les muqueuses. Laver a grande eau en cas de contact des réactifs avec des
régions sensibles.

Minimiser la contamination microbienne de réactifs pour éviter les colorations non
spécifiques.

Des durées d'incubation, des températures ou des méthodes autres que celles qui
sont spécifiées peuvent conduire a des résultats erronés.

Les réactifs ont été dilués pour donner des performances optimales. Une dilution
supplémentaire est susceptible de se traduire par une perte de coloration des
antigénes.

Les éléments du kit sont spécifiques d’'un lot. Ne pas remplacer les éléments d’'un
kit par d’autres provenant de lots dont les numéros sont différents. Les numéros de
lot figurent sur les étiquettes du conditionnement.

Ne pas utiliser le test SurePath® avec ProEx™ C aprés la date de péremption
figurant sur le conditionnement. L'utilisateur doit valider les conditions si les réactifs
sont conservés dans des conditions autres que celles qui sont spécifiées dans la
notice.
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6.13. |l n’existe aucun signe évident susceptible de signaler une dégradation de ce
produit. Par conséquent, des controles négatif et positif doivent étre traités de fagcon
simultanée avec les échantillons de patient. Si une coloration inattendue est
observée, qui ne peut pas s’expliquer par des variations dans les procédures du
laboratoire ou si un probleme avec le test SurePath® avec ProEx™ C Test est
suspecté, contacter I'assistance technique TriPath Imaging®A

6.14. Porter des vétements de protection appropriés pour éviter le contact avec les
yeux et la peau Pour plus d'informations, se référer aux Fiches de données de
sécurité (MSDS).

6.15. Le test SurePath® avec ProEx™ C est destiné a étre utilisé avec des échantillons
cytologiques cervicaux recueilis dans du liquide conservateur SurePath®. La
compatibilité avec les préparations conventionnelles et monocouches autre que le
SurePath® n’a pas été évaluée.

7. MODE D’EMPLOI
7.1. Préparation des échantillons
7.1.1.  Consulter le Manuel de I'opérateur du SurePath® PrepStain System™ pour
obtenir des instructions relatives a la préparation des lames a partir des
échantillons cytologiques cervicaux SurePath® résiduels.

7.1.2.  Ajouter 8 ml de liquide conservateur SurePath® a I'échantillon résiduel dans
le flacon SurePath® (environ 2 ml). L’échantillon dilué doit étre traité sur le
PrepMate™ a I'aide de la technique standard et sur le PrepStain™ a I'aide
de GYN version 1.1, Préparation des lames.

7.1.3. Les lames SurePath® préparées doivent étre placées dans le tampon de
préparation pour lame porte-objet SureDetect™ des qu'elles ont été
préparées (se référer a la notice du tampon de préparation des lames
porte-objet SureDetect™ 10X pour obtenir des indications sur le préparation
d’'une solution de travail). Les lames doivent demeurer dans le tampon
pendant au moins 1 heure, mais pas plus de 72 heures avant la procédure
immunocytochimique.

7.1.4. Une procédure de restauration de I'épitope doit étre utilisée pour obtenir
des performances optimales du kit. Cette procédure comporte le trempage
des lames préparées dans une solution de travail de tampon de préparation
des lames porte-objet SureDetect™ pendant un minimum de 1 heure
a température ambiante suivi d’un chauffage des lames dans le tampon de
prétraitement jusqu’'a 95 °C. Les lames sont laissées a 95 °C pendant
15 minutes puis elles refroidissent a température ambiante pendant
20 minutes. L’'emploi d’un bain-marie calibré ou d’'une étuveuse a légumes
capables de maintenir la température nécessaire est recommandé. Les
laboratoires situés en altitude doivent déterminer la meilleure méthode
permettant de maintenir la température nécessaire. La procédure de
coloration doit étre lancée immédiatement aprés la restauration de I'épitope
et le refroidissement. Les déviations par rapport a la procédure décrite sont
susceptibles d’affecter défavorablement les résultats.

7.2. Préparation des réactifs
7.21.  Préparer les réactifs suivants avant la coloration.

7.2.2.  Solution saline tamponnée de Tris avec du Tween 20 a 0,05 % (TBST)
7.2.2.1. Préparer le TBS conformément aux spécifications du fabricant.

7.2.2.2. S'il n'est pas déja présent dans le TBS, ajouter du Tween 20 pour
obtenir une concentration finale de 0,05 %.

7.2.3.  Solution substrat-chromogéne (DAB) (volume suffisant pour cing lames)

7.2.3.1. Transférer 1 ml de tampon substrat DAB (flacon 4a) dans un tube
a analyse.

7.2.3.2. Ajouter une goutte (20-30 pl) de chromogene DAB (flacon 4b).
Mélanger soigneusement et appliquer sur les lames avec une
pipette.

7.2.3.3. Préparer la solution substrat-chromogéne quotidiennement.

7.2.3.4. La qualité de la coloration n'est pas affectée par le précipité qui
est susceptible de se développer dans la solution.

8. PROTOCOLE DE COLORATION (réalisé a température ambiante, 20-25 °C)
8.1. Remarques concernant la procédure de coloration
8.1.1.  Lire soigneusement toutes les instructions et se familiariser avec tous les
éléments avant emploi (voir Précautions).

8.1.2.  Tous les réactifs doivent s’équilibrer a température ambiante (20-25 °C)
avant immunocoloration.

8.1.3.  Toutes les incubations doivent se dérouler a température ambiante sauf
mention contraire.

8.1.4. Ne pas laisser sécher les lames au cours de la procédure de coloration.
Les préparations cellulaires desséchées peuvent présenter une coloration
non spécifique accrue. Protéger les lames susceptibles d’étre exposées
aux courants d’air. Les lames doivent étre placées dans une chambre
humide pour des incubations prolongées.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

Restauration de I'épitope

8.2.1.  Placer les lames préparées dans une cuve de Coplin contenant la solution
de travail de tampon de préparation des lames porte-objet SureDetect™
pendant un minimum de 1 heure jusqu’a un maximum de 72 heures.

8.2.2.  Incuber au bain-marie ou a I'étuve pendant 15 minutes a 95 °C.

8.2.3.  Retirer la cuve de Coplin avec les lames du bain-marie ou de I'étuve et
laisser les lames refroidir dans le tampon pendant 20 minutes.

8.2.4. Rincer les lames avec de I'H,O désionisée et les transférer dans une cuve
de Coplin propre contenant du TBST.

Réactif de blocage
8.3.1.  Tapoter pour éliminer le tampon en exces.

8.3.2. Charger les lames dans une chambre humide préparée (remplie de
serviettes en papier ou de tampons de gaze imprégnés d’eau).

8.3.3.  Appliquer 200 pl de réactif de blocage de la peroxydase (flacon 1a) pour
couvrir la zone de dépét des cellules.

8.3.4.  Incuber pendant 5 minutes (+1 minute).
8.3.5.  Rincer les lames dans du TBST, a 3 reprises de 2 minutes chacune.

Blocage des protéines
8.4.1.  Tapoter pour éliminer le tampon en excés.

8.4.2.  Charger les lames dans la chambre humide préparée (remplie de serviettes
en papier ou de tampons de gaze imprégnés d’eau).

8.4.3.  Appliquer 200 pl de réactif de blocage des protéines (flacon 1b) pour
couvrir la zone de dépot des cellules.

8.4.4.  Incuber pendant 5 minutes (+ 1minute).

8.4.5. NEPASRINCER.

Mélange d’anticorps primaires

8.5.1.  Tapoter pour éliminer le réactif de blocage des protéines en exces.

8.5.2.  Charger les lames dans la chambre humide préparée (remplie de serviettes
en papier ou de tampons de gaze imprégnés d’eau).

8.5.3.  Appliquer 200 pl de mélange d’anticorps ProEx™ C (flacon 2) pour couvrir
la zone de dépdt des cellules.

8.5.4.  Incuber pendant 30 minutes a température ambiante.

8.5.5.  Rincer chaque lame individuellement dans le TBST a l'aide d'un flacon
pissette (ne pas diriger le jet directement sur la zone de dépot des cellules).
Charger les lames sur un portoir de lames.

8.5.6.  Rincer les lames dans du TBST, a 3 reprises de 2 minutes chacune.

Chimie de détection
8.6.1.  Tapoter pour éliminer le tampon en exces.

8.6.2. Charger les lames dans une chambre humide préparée (remplie de
serviettes en papier ou de tampons de gaze imprégnés d’eau).

8.6.3.  Appliquer 200 pl de réactif Sonde de souris (flacon 3a) pour couvrir la zone
de dépot des cellules.

8.6.4.  Incuber pendant 20 minutes (+ 1 minute).
8.6.5. Rincer les lames dans du TBST, a 3 reprises de 2 minutes chacune.
8.6.6.  Tapoter pour éliminer le tampon en exces.

8.6.7. Charger les lames dans une chambre humide préparée (remplie de
serviettes en papier ou de tampons de gaze imprégnés d’eau).

8.6.8.  Appliquer 200 pl de réactif Polymére (flacon 3b) pour couvrir la zone de
dépot des cellules.
8.6.9.  Incuber pendant 20 minutes (+ 1 minute).

8.6.10. Rincer les lames dans un bain de TBST, a 3 reprises de 2 minutes
chacune.

8.6.11. Tapoter pour éliminer le tampon en excés.

8.6.12. Charger les lames dans la chambre humide préparée (remplie de serviettes
en papier ou de tampons de gaze imprégnés d’eau).

8.6.13. Appliquer 200 pl de solution substrat-chromogéne (DAB) pour couvrir
complétement la zone de dépét des cellules.

8.6.14. Incuber pendant 5 minutes (+ 1 minute).

8.6.15. Rincer les lames pendant 5 minutes dans I'H,O désionisée.

Coloration de contraste
8.7.1. Rincer les lames dans du TBST, pendant 2 minutes.

8.7.2. Charger les lames dans une chambre humide préparée (remplie de
serviettes en papier ou de tampons de gaze imprégnés d’eau).

8.7.3.  Appliquer 200 pl d’hématoxyline, le colorant de contraste (flacon 5) pour
couvrir complétement la zone de dépét des cellules.

8.7.4.  Incuber pendant 1 minute (+ 10 secondes).
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10.

1.

8.7.5.  Rincer les lames pendant 3 minutes sous I'H,O courante.

8.7.6. Charger les lames dans une chambre humide préparée (remplie de
serviettes en papier ou de tampons de gaze imprégnés d’eau).

8.7.7.  Bleuir les lames en appliquant 200 ul d’agent bleuissant (flacon 6) pendant
1 minute (+ 10 secondes).

8.7.8.  Répéter le ringage a I'eau courante pendant 1 minute.

8.8. Montage
8.8.1. Immerger les lames dans de I'éthanol 95 % pendant 1 minute, ou
a 25 reprises.

8.8.2. Immerger les lames dans I'alcool absolu a 4 reprises de 1 minute, ou
25 fois, chacune.

8.8.3.  Nettoyer avec du xyléne, a 3 reprises de 1 minute, ou 25 fois, chacune.

8.8.4.  Recouvrir les lames d’une lamelle avec un milieu de montage non aqueux.

STABILITE
9.1. Quand ils sont conservés a la température recommandée, les flacons de réactifs
non ouverts sont stables jusqu’a la date de péremption indiquée sur le flacon.

9.2, Une fois ouverts, les réactifs sont stables pendant trente jours s'’ils sont conservés
a la température recommandée.

CONTROLE QUALITE

10.1. La variabilit¢ des résultats provient souvent de différences de manipulations des
échantillons qui s’écartent des procédures de test recommandées. Pour plus
d’informations, consulter les directives de controle qualit¢ du Clinical and
Laboratory Standards Institute, Quality Assurance for Inmunocytochemistry.

10.2. Les cellules de contréle SureDetect™ SiHa sont disponibles en tant que contréle
positif auprés de TriPath Imaging®, Inc. Chaque flacon contient une lignée cellulaire
de cancer cervical, qui est traité de la méme maniére que les échantillons cliniques.
Un contréle négatif universel constitué d’lgG de souris peut étre utilisé en tant que
contrdle négatif. Une lame de contréle positive et négative doit étre incluse dans
toutes les procédures de coloration. Les résultats de la coloration doivent étre
utilisés en tant qu’indication de la validité de la procédure de coloration.

INTERPRETATION DE LA COLORATION

11.1. Echantillons de patient et de contrdle : Un cytologiste ou un pathologiste doit
évaluer les lames colorées a I'aide d’un microscope optique. Les cellules peuvent
étre examinées manuellement ou conservées dans une galerie dimages
électroniques provenant d’'un microscope optique.

11.2. Lames de contréle: Les lames de contréle positive et négative doivent étre
examinées avant les échantillons de patient pour s'assurer que tous les réactifs ont
fonctionné correctement. La présence d'un produit de réaction marron
(tétrahydrochlorure de 3,3'-diaminobenzidine, DAB) dans les noyaux des lames de
cellules de contrdle SiHa colorées avec le test SurePath® avec ProEx™ C est
indicative d’'une réactivité positive. La lame de contrle négatif universel constitué
d'lgG de souris colorée avec le test SurePath® avec ProEx™ C ne doit pas
présenter de noyaux colorés en marron et ne doit présenter comme coloration que
celle provenant de la coloration de contraste par 'hématoxyline.

11.3. Score des lames a I'aide d’un processus en 4 étapes.

Etape 1 : L’échantillon est-il adéquat ?

Le Systéme Bethesda (TBS) de rapport cytologique cervical (2nd Ed.) précise,

« Une préparation liquide adéquate doit présenter un minimum d'au moins

5000 cellules épithéliales pavimenteuses bien visualisées/bien conservées. » Le

méme critere doit s’appliquer aux lames SurePath® avec ProEx™ C. Cependant,

comme dans le cas des préparations Pap de routine, tout échantillon présentant

des cellules anormales, c’est-a-dire qui montre une réaction moléculaire positive,

est par définition satisfaisant pour I'évaluation. Si la réponse lors de cette étape est

«oui », passer a I'étape suivante, si la réponse est « non », le résultat est Non
fai: pour I’é

Etape 2: Est-ce qu’il existe une coloration nucléaire marron modérée
a intense dans les cellules épithéliales.

Pour répondre « oui » a cette étape, rechercher une coloration marron facilement
observée. Si la coloration marron n’est présente qu’a I'état de trace ou « d’ombre »,
cela n'est pas suffisant pour rendre un résultat positif. Si aucune coloration
nucléaire marron n’est observée, le résultat du test est Négatif. Si une coloration
marron adéquate est observée, passer a |'étape suivante.

Etape 3 : Est-ce que la cellule qui présente une coloration nucléaire marron
est une cellule épithéliale pavimenteuse ou une cellule glandulaire ?

Si la réponse est « oui », passer a I'étape suivante. Si la réponse est « non », le
résultat du test est Négatif.

Etape 4: Est-ce que la cellule =ASC (cellule épithéliale pavimenteuse
atypique) ou AGC (cellule glandulaire atypique) ?

Utiliser les mémes critéres morphologiques que ceux du Systeme Bethesda (TBS)
de rapport cytologique cervical (2nd Ed.) pour déterminer si la cellule épithéliale
pavimenteuse contenant le noyau marron est 2ASC (cellule épithéliale
pavimenteuse atypique). Si la cellule est considérée comme = ASC (ou = AGC), le
résultat du test est alors Positif. Ceci inclut les cellules ASC-US, ASC-H, LSIL,
HSIL, et les cas de cancer. Si la cellule est d’apparence glandulaire, les critéres du
TBS permettant de déterminer qu'une cellule est 2 AGC (cellule glandulaire
atypique) s’appliquent. Ceci inclut les cellules AGC endocervicales, AGC
endométriales, AIS et les adénocarcinomes. Si la cellule en question est cohérente
avec le NILM (négative pour les Iésions intra-épithéliales ou les atteintes malignes)
le résultat du test est Négatif.

12.

13.
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USO PREVISTO

La prueba inmunocitoquimica SurePath® con ProEx™ C esta indicada para la evaluacion
cualitativa de las inducciones aberrantes de la fase S en las muestras citoldgicas cervicales
recogidas en el liquido conservante SurePath®. Los resultados de la prueba proporcionan
informacion complementaria para el diagndstico citolégico cervical.

RESUMEN Y EXPLICACION

Las proteinas de mantenimiento de minicromosomas (MCM) desempefian un papel
esencial en la replicacion del ADN eucariético. Cada una de las proteinas MCM tiene
secuencias de ATPasa dependientes del ADN en su dominio central altamente conservado.
Los niveles de proteinas MCM aumentan generalmente de una forma variable a medida
que las células normales progresan de la fase GO a la fase G1/S del ciclo celular. La
topoisomerasa |l alfa (TOP2A) es una enzima nuclear esencial utilizada en la replicacion
del ADN y es un objetivo para muchos medicamentos que se utilizan en la terapia contra el
cancer. La expresion disminuida de TOP2A es un mecanismo predominante de resistencia
a varios agentes quimioterapéuticos. Se ha observado una variaciéon significativa en el
intervalo de expresiéon de esta proteina en muchos tumores diferentes. La TOP2A es
predominante en células en proliferacién y se modifica en la fase M por fosforilacion en
puntos especificos, lo que es de vital importancia para la condensacion y segregacion de
cromosomas mitéticos.

El coctel de anticuerpos ProEx™ C contiene anticuerpos monoclonales de ratéon anti-MCM2
y anti-TOP2A purificados a partir de sobrenadante de cultivo tisular y diluidos en una
solucién salina tamponada que contiene estabilizadores proteicos y azida de sodio al
0,09%.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El kit de pruebas inmunocitoquimicas SurePath® con ProEx™ C contiene un coctel de
anticuerpos, los reactivos de deteccién y contratinciéon necesarios para la realizacion de un
procedimiento de tincién inmunocitoquimica automatico o manual de tres pasos de
muestras del cuello uterino de capa fina preparadas de forma rutinaria. Después de la
incubacioén de la muestra con un céctel de anticuerpos de ratén propio, se visualiza la unién
a anticuerpos monoclonales selectivos, indicativa de una prueba positiva, mediante un
sistema cromogénico de anticuerpos unidos a enzimas Unico listo para su uso. El reactivo
enzimatico es un anticuerpo de chivo anti-ratén secundario, conjugado con peroxidasa de
rabano, unido a una espina dorsal de polimero de dextrano. La adicién de un cromégeno
especifico produce la formacién de un producto cromogénico visible localizado en los
puntos de unién de antigenos y anticuerpos. A continuacién, se realiza la contratincién de
la muestra con hematoxilina, se aplica un agente de coloracién azul y se cubre el
portaobjetos. Los resultados se interpretan mediante un microscopio 6ptico. Se consigue un
resultado positivo, indicativo de un alto grado de enfermedad cervical, cuando el nicleo de
las células de interés se tifie de marron.

Se puede crear una galeria de referencia de portaobjetos potencialmente positivos
utilizando un equipo de formacién de imagenes automatico. A continuacién, se puede
analizar la galeria para determinar si el resultado es positivo o negativo.

La prueba inmunocitoquimica SurePath® con ProEx™ C se puede utilizar tanto con tincién
manual como automatica.

REACTIVOS PROPORCIONADOS
Se incluyen los siguientes materiales, que son suficientes para 75 preparaciones de
capa fina:

Ne° de s J}
. Descripcion
vial

Reactivo inhibidor de peroxidasa:

1a Perdxido de hidrégeno tamponado mas
estabilizador y componentes propios
Reactivo inhibidor de proteina:
Caseina purificada mas combinacién
propia de proteinas en solucién PBS
modificada con conservante y surfactante
Coctel de anticuerpos C: Cdctel de
anticuerpos monoclonales listo para usar
suministrado en solucién tamponada de
TRIS con Tween 20, pH 7,4. Contiene
proteinas estabilizantes y un agente
antimicrobiano.

Reactivo sonda de raton: Se une a los
anticuerpos monoclonales de ratén
Reactivo polimérico: Polimero

3b conjugado con peroxidasa de rabano

que se une al reactivo sonda de ratén
Tampoén sustrato DAB: Tampén

4a sustrato utilizado en la preparacion del
cromégeno DAB

Cromégeno DAB: Solucién cromogénica
de 3,3'-diaminobencidina

5 Colorant_e_ de contraste hematoxilina: 15230 °C
Hematoxilina de Mayer acuosa
Agente de coloracién azul: Solucién
6 salina tamponada de Tris, pH 7,4 con
Tween 20 y NaNj3 al 0,09%

2a8°C

2a8°C

2a8°C

3a 2a8°C

2a8°C

2a8°C

4b 2a8°C

15a30°C

MATERIALES Y REACTIVOS NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

Toallitas absorbentes

Linea celular SiHa SureDetect™ — REF 005-11012-10 (TriPath Imaging, Inc.)
Agua desionizada o destilada

Etanol (95% y 100%)

Tapas de vidrio

Guantes

Camara humeda

Microscopio dptico (objetivos 10x, 20x (opcional), 40x)

Medios de montaje

Pipetas y puntas de pipetas (capaces de suministrar volimenes de 20ulL, 200uL
y 1000uL)

Tampon de preparacion de portaobjetos SureDetect™ 10X — REF 090-11008-10
(TriPath Imaging®, Inc.) — Tampon de tratamiento previo

Jarras o bafios de tincion

Reloj (con capacidad para intervalos de 1-60 minutos)
Solucién salina tamponada de Tris (TBS)

Tween 20

Control negativo universal de IgG de ratén

Agitador vortex

Xileno o sustitutos de xileno

Vaporera/bafio de agua

PRECAUCIONES

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.10.

6.11.

6.12.

Para uso diagnéstico in vitro.

Los portaobjetos SurePath® preparados se deben colocar en el tampén de
tratamiento previo tan pronto como estén preparados. Los portaobjetos deben
permanecer en el tampon de tratamiento previo durante al menos 1 hora, pero no
mas de 72 horas antes de la inmunocitoquimica.

No deje que los portaobjetos se sequen durante ningin momento del
procedimiento. Los portaobjetos que se hayan secado durante el procedimiento
podrian hacer aumentar el ruido de fondo.

La 3,3'-diaminobencidina (DAB) esta clasificada como una sustancia sospechada
de ser cancerigena con el posible riesgo de producir efectos irreversibles. Evite el
contacto fisico y la exposicion prolongada o repetida a esta sustancia. Se
recomienda utilizar una campana extractora quimica. Evitar el contacto con los
ojos, la piel o la ropa. Lavese bien las manos tras la manipulacion. La solucion de
trabajo DAB se debe preparar de acuerdo con el folleto de la caja.

Algunos reactivos en este kit contienen azida de sodio (NaNj3), un producto quimico
altamente toxico en estado puro. La azida de sodio puede ser mortal si se ingiere o
es absorbida a través de la piel. Estos reactivos son nocivos si se inhalan. Estos
reactivos son solidos peligrosos. Causa irritacion en la piel, ojos y las vias
respiratorias. Afecta al sistema nervioso central, a los rifiones y al sistema
cardiovascular. Aunque no estén clasificados como peligrosos a las
concentraciones del producto, las acumulaciones de azida de sodio pueden
reaccionar con las tuberias de plomo y cobre y formar azidas de metal altamente
explosivas. Después de desecharla, lave con grandes volumenes de agua para
evitar la acumulacion de azida en las tuberias.

Hematoxilina y agente de coloracién azul: Estos reactivos son nocivos si se
ingieren. La hematoxilina y los agentes de coloracién azul causan irritaciéon en los
0jos, la piel y las vias respiratorias.

Las muestras y todos los materiales que se expongan a ellas se deben tratar como si
tuvieran la capacidad de transmitir infecciones y se deben desechar con las
precauciones adecuadas. Nunca abra las pipetas de los reactivos con la boca y evite
el contacto de los reactivos y muestras con la piel y las membranas mucosas. Si los
reactivos entran en contacto con zonas sensibles, lavelas con abundante agua.

Reduzca al minimo la contaminaciéon microbiana de los reactivos para evitar
tinciones no especificas.

Cualquier tiempo, temperatura o método de incubacién que no sean los
especificados puede producir resultados erréneos.

Los reactivos se han diluido para un rendimiento 6ptimo. Una mayor dilucién podria
resultar en la pérdida de la tincién del antigeno.

Los componentes del kit son especificos a cada lote. No sustituya los componentes
del kit con componentes pertenecientes a otros lotes de fabricacion. Los numeros
de lote aparecen en las etiquetas del envase.

No utilice el kit de pruebas SurePath® con ProEx™ C después de la fecha de
caducidad impresa en la caja. El usuario debe revisar las condiciones de
almacenamiento de los reactivos si éstas no son las que se especifican en el folleto
de la caja.

©2011 TriPath Imaging, Inc. All rights reserved.
779-05848-10 Rev E



6.15.

No hay signos obvios que indiquen la degradacién de este producto. Por lo tanto,
se deben llevar a cabo controles negativos y positivos de forma simultanea con las
muestras de las pacientes. Si se observa una tincién inesperada, que no se puede
explicar por variaciones en los procedimientos de laboratorio o se sospecha de un
problema con el kit de pruebas SurePath® con ProEx™ C, pdéngase en contacto con
el servicio de asistencia técnica de TriPath Imaging®.

Lleve el equipo de proteccion personal adecuado para evitar el contacto de los
reactivos con los ojos y la piel. Consulte las hojas de datos de seguridad de
materiales (MSDS) para obtener informacién adicional.

La prueba SurePath® con ProEx™ C esta indicada para su uso con muestras de
citologia cervical recogidas en liquido conservante SurePath®. La compatibilidad
con preparaciones de monocapa y convencionales distintas SurePath® no se han
evaluado.

7. INSTRUCCIONES DE USO

71.

7.2

Preparacion de la muestra
7.1.1.  Consulte en el Manual del operario de SurePath® PrepStain System™ las
instrucciones para la preparacion de portaobjetos a partir de muestras
citolégicas cervicales SurePath® residuales.

7.1.2.  Afada 8 mL de liquido conservante SurePath® a la muestra residual en el
vial SurePath® (2 mL aproximadamente). La muestra diluida se debe
procesar en PrepMate™ mediante la técnica estandar y en PrepStain™
utilizando la preparacion para portaobjetos GYN version 1.1.

7.1.3.  Los portaobjetos SurePath® preparados se deben colocar en un tampén de
preparacién de portaobjetos SureDetect’™ tan pronto como estén
preparados (consulte en el Tampoén de preparacion de portaobjetos
SureDetect™ 10X las indicaciones para la preparacion de una solucion de
portaobjetos de trabajo). Los portaobjetos deben permanecer en el tampén
durante al menos 1 hora, pero no mas de 72 horas antes de la
inmunocitoquimica.

7.1.4. Se debe utilizar un procedimiento de recuperacion de epitopos para un
rendimiento 6ptimo del kit. Este procedimiento implica poner en remojo los
portaobjetos preparados en una solucién de trabajo de tampén de
preparacién de portaobjetos SureDetect™ durante un minimo de 1 hora a
temperatura ambiente seguido del calentamiento de los portaobjetos en el
tampon de tratamiento previo a 95 °C. Los portaobjetos deben mantenerse
a 95 °C durante 15 minutos y dejarse enfriar a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Se recomienda el uso de un bafio de agua calibrado o
de una vaporera de verduras que pueda mantener la temperatura
necesaria. Los laboratorios ubicados en alturas superiores deben
determinar el mejor método para mantener la temperatura necesaria. El
procedimiento de tincién se debe iniciar inmediatamente después de la
recuperacion de epitopos y del enfriamiento. Las desviaciones del
procedimiento descrito podrian afectar de forma adversa a los resultados.

Preparacion del reactivo
7.21. Prepare los siguientes reactivos antes de la tincion.

7.2.2.  Solucién salina tamponada de Tris con Tween 20 al 0,05% (TBST)

7.2.2.1. Prepare la solucién TBS de acuerdo con las especificaciones del
fabricante.

7.2.2.2. Si aun no esta presente en la solucion TBS, afiada Tween 20 a
una concentracion final de 0,05%.

7.2.3. Solucién sustrato-cromégeno (DAB) (volumen suficiente para 5
portaobjetos)

7.2.3.1. Transfiera 1 mL de tampdn sustrato DAB (vial 4a) a un tubo de
ensayo.

7.2.3.2. Afada una gota (de 20 a 30uL) de cromégeno DAB (vial 4b).
Mézclelo bien y apliquelo a los portaobjetos con una pipeta.

7.2.3.3. Prepare la solucién sustrato-cromégeno a diario.

7.2.3.4. La calidad de la tincién no se ve afectada por el precipitado que
se puede producir en la solucién.

8. PROTOCOLO DE TINCION (realizado a temperatura ambiente, de 20 a 25 °C)

8.1.

8.2.

Notas acerca del procedimiento de tincion
8.1.1. Lea todas las instrucciones atentamente y familiaricese con todos los
componentes antes de utilizarlos (consulte la seccién Precauciones).

8.1.2.  Hay que equilibrar todos los reactivos a la temperatura ambiente (20-25 °C)
antes de la inmunotincion.

8.1.3.  Todas las incubaciones se deben realizar a temperatura ambiente a menos
que se indique lo contrario.

8.1.4. No deje que los portaobjetos se sequen durante el procedimiento de
tincién. Las preparaciones celulares secas pueden producir un aumento de
la tincién no especifica. Proteja los portaobjetos que puedan estar
expuestos a corrientes de aire. Hay que colocar los portaobjetos en una
camara himeda durante incubaciones prolongadas.

Recuperacion de epitopos
8.2.1.  Coloque los portaobjetos preparados en una jarra de Coplin que contenga
una solucién de trabajo de tampon de preparacion de portaobjetos
SureDetect™ durante un minimo de 1 hora hasta un méximo de 72 horas.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

8.2.2.  Incubelos en un bafio de agua o una vaporera durante 15 minutos a 95 °C.

8.2.3.  Retire toda la jarra de Coplin con los portaobjetos del bafio de agua o la
vaporera y deje que se enfrien en el tampén durante 20 minutos.

8.2.4.  Enjuague los portaobjetos con H,O desionizada y transfiéralos a una jarra
de Coplin limpia que contenga TBST.

Reactivo inhibidor
8.3.1.  Golpee suavemente varias veces para eliminar el tampén sobrante.

8.3.2.  Cargue los portaobjetos en una camara de humedad preparada (llena de
toallas de papel o gasas humedecidas en agua).

8.3.3.  Aplique 200 pL de reactivo inhibidor de peroxidasa (vial 1a) para cubrir el
area de deposicion del pocillo.

8.3.4.  Incubelo durante 5 minutos (+1 minuto).

8.3.5. Enjuague los portaobjetos en TBST, con 3 cambios, de 2 minutos cada uno.

Inhibidor de proteinas
8.4.1.  Golpee suavemente varias veces para eliminar el tampén sobrante.

8.4.2.  Cargue los portaobjetos en una camara de humedad preparada (llena de
toallas de papel o gasas humedecidas en agua).

8.4.3. Aplique 200 pL de inhibidor de proteinas (vial 1a) para cubrir
completamente el area de deposicion del pocillo.

8.4.4.  Incubelo durante 5 minutos (+1 minuto).
8.4.5. NOLO ENJUAGUE.

Coctel de anticuerpos principales
8.5.1.  Golpee suavemente varias veces para eliminar el inhibidor de proteinas
sobrante.

8.5.2.  Cargue los portaobjetos en una camara de humedad preparada (llena de
toallas de papel o gasas humedecidas en agua).

8.5.3.  Aplique 200 pL de coctel de anticuerpos C ProEx™ (vial 2) para cubrir
completamente el area de deposicion del pocillo.

8.5.4.  Incubelos durante 30 minutos a temperatura ambiente.

8.5.5.  Enjuague cada portaobjetos de forma individual con TBST utilizando una
botella de lavado (no dirija el flujo directamente al area de deposicion del
pocillo). Cargue los portaobjetos en una gradilla.

8.5.6. Enjuague los portaobjetos en TBST, con 3 cambios, de 2 minutos cada
uno.

Quimica de deteccion
8.6.1.  Golpee suavemente varias veces para eliminar el tampén sobrante.

8.6.2.  Cargue los portaobjetos en una camara de humedad preparada (llena de
toallas de papel o gasas humedecidas en agua).

8.6.3. Aplique 200 pL de reactivo sonda de raton (vial 3a) para cubrir
completamente el area de deposicion del pocillo.

8.6.4.  Incubelo durante 20 minutos (+1 minuto).

8.6.5.  Enjuague los portaobjetos en TBST, con 3 cambios, de 2 minutos cada
uno.

8.6.6.  Golpee suavemente varias veces para eliminar el tampén sobrante.

8.6.7.  Cargue los portaobjetos en una camara de humedad preparada (llena de
toallas de papel o gasas humedecidas en agua).

8.6.8.  Aplique 200 pL de reactivo polimérico (vial 3b) para cubrir el area de
deposicion del pocillo.

8.6.9.  Incubelo durante 20 minutos (+1 minuto).

8.6.10. Enjuague los portaobjetos en un bafio de TBST, con 3 cambios, de
2 minutos cada uno.

8.6.11. Golpee suavemente varias veces para eliminar el tampén sobrante.

8.6.12. Cargue los portaobjetos en una camara de humedad preparada (llena de
toallas de papel o gasas humedecidas en agua).

8.6.13. Aplique 200 pL de solucién sustrato-cromégeno (DAB) para cubrir
completamente el area de deposicion del pocillo.

8.6.14. Incubelo durante 5 minutos (+1 minuto).
8.6.15. Enjuague los portaobjetos durante 5 minutos en H,O desionizada.

Contratincion
8.7.1.  Enjuague los portaobjetos en TBST, con 1 cambio, de 2 minutos cada uno.

8.7.2.  Cargue los portaobjetos en una camara de humedad preparada (llena de
toallas de papel o gasas humedecidas en agua).

8.7.3.  Aplique 200 pL de colorante de contraste hematoxilina (vial 5) para cubrir
completamente el area de deposicion del pocillo.

8.7.4.  Incubelo durante 1 minuto (+10 segundos).
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1.

8.7.5.  Enjuague los portaobjetos durante 3 minutos en H,O corriente.

8.7.6.  Cargue los portaobjetos en una camara de humedad preparada (llena de
toallas de papel o gasas humedecidas en agua).

8.7.7.  Tiha los portaobjetos de azul mediante la aplicaciéon de 200 uL de agente
de coloracion azul (vial 6) durante un minuto (+10 segundos).

8.7.8.  Repita el enjuague con agua corriente durante 1 minuto.

8.8. Montaje

8.8.1.  Sumerja los portaobjetos en 95% de etanol durante 1 minuto o realice
25 inmersiones.

8.8.2.  Sumerja los portaobjetos en alcohol absoluto, con 4 cambios, durante
1 minuto cada uno, o realice 25 inmersiones.

8.8.3. Limpie con xileno, con 3 cambios, durante 1 minuto cada uno o realice
25 inmersiones.

8.8.4. Cubra los portaobjetos con medios de montaje permanentes no acuosos
utilizando tapas de vidrio.

ESTABILIDAD

9.1. Si se almacenan a las temperaturas recomendadas, los viales de los reactivos no
abiertos son estables hasta la fecha de caducidad que se indica en el vial.

9.2, Una vez abiertos, los reactivos son estables durante treinta dias si se almacenan a
las temperaturas recomendadas.

CONTROL DE CALIDAD

10.1. Las variaciones en los resultados se suelen deber a diferencias en el tratamiento
de las muestras con respecto a los procedimientos de prueba recomendados. Para
obtener informacion adicional, consulte las directrices de control de calidad Quality
Assurance for Imnmunocytochemistry del Clinical and Laboratory Standards Institute
(Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio).

10.2. El control celular SureDetect™ esta disponible como control positivo a través de
TriPath Imaging®, Inc. Cada vial contiene una linea celular de cancer cervical que
se procesa de forma similar a las muestras clinicas. Se puede utilizar un control
negativo universal de IgG de ratén como control negativo. Se debe incluir un
portaobjetos de control negativo y positivo en cada procedimiento de tincién. Los
resultados de tincion se deben utilizar como una indicacién de la validez del
proceso de la tincion.

INTERPRETACION DE LA TINCION

11.1.  Muestras de control y de la paciente: Los portaobjetos con tincién deberan ser
evaluados por un citotécnico o un patélogo con un microscopio éptico. Las células
se pueden analizar de forma manual o se pueden almacenar en una galeria de
imagenes electrénica procedente del microscopio dptico.

11.2. Portaobjetos de control: Los portaobjetos de control negativo y positivo se deben
examinar antes de revisar las muestras de la paciente para determinar que todos
los reactivos han funcionado correctamente. La presencia de un producto de
reaccion marrén (3,3-diaminobencidina tetraclorhidrato, DAB) en los nucleos del
portaobjetos de control de células SiHa tefiido con la prueba SurePath® con
ProEx™ C es indicativo de una reactividad positiva. El control negativo universal de
IgG de ratén tefiido con la prueba SurePath® con ProEx™ C no debe tener nicleos
de tinciéon marrones y debe mostrar tincién sélo a partir del colorante de contraste
hematoxilina.

11.3. La puntuacion de los portaobjetos es un proceso de 4 pasos.
Paso 1: ; Es adecuada la muestra?
El Sistema Bethesda (TBS) de informaciéon de citologia cervical (2.2 edicién)
establece lo siguiente: “Una preparaciéon adecuada basada en liquidos debe tener
un minimo estimado de al menos 5000 células escamosas debidamente
conservadas y visualizadas”. Los mismos criterios se deben aplicar a los
portaobjetos SurePath® con ProEx™ C. Sin embargo, al igual que con la
preparacién de Papanicolaou rutinaria, cualquier muestra con células anémalas
que presentan una reacciéon molecular positiva, es, por definicion, satisfactoria para
su evaluacion. Si la respuesta a este paso es “si”, continde con el siguiente paso;
si la respuesta es “no”, el resultado es No io para la I

PrIr )

ion.

Paso 2: iExiste tincion marréon de intensa a moderada en las células
epiteliales?

Para contestar "si" a este paso, busque tincion marrén que se vea facilimente. Si
so6lo se ve una cantidad apenas perceptible o de tono rosaceo, no es suficiente
para garantizar una interpretacion positiva. Si no se ve ninguna tincién nuclear
marron, el resultado se notifica como Negativo. Si se visualiza una tinciéon marrén
adecuada, contintie con el siguiente paso.

Paso 3: ¢ Es la célula con tincion marrén nuclear una célula glandular o
escamosa? Si la respuesta es si, continte con el siguiente paso. Si la respuesta
es no, el resultado de la prueba es Negativo.

Paso 4: ¢ Es la célula 2 ASC (célula escamosa atipica) o AGC (célula glandular
atipica)?

Utilice los mismos criterios morfoldgicos descritos en el Sistema Bethesda de
informacion de citologia cervical (2.2 edicién) para determinar si la célula escamosa
que contiene el nicleo marrén es = ASC (células escamosas atipicas). Si la célula se
considera 2ASC (o 2AGC), el resultado de la prueba es Positivo. Esto incluye ASC-
US, ASC-H, LSIL, HSIL y cancer. Si la célula tiene un aspecto glandular, se aplican los
criterios TBS para determinar si una célula es 2 AGC (células glandulares atipicas).
Esto incluye AGC endocervicales, AGC endometriales, AlIS y adenocarcinoma. Si la
célula en cuestion concuerda con NILM (negativo para lesion intraepitelial o tumor
maligno), el resultado de la prueba es Negativo.
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1. USO PREVISTO
Il test immunocitochimico SurePath® con ProEx™ C & previsto per la valutazione qualitativa
dell'induzione della fase S aberrante in campioni citologici cervicali raccolti nel conservante
SurePath®. | risultati del test forniscono informazioni addizionali per la diagnosi citologica
cervicale.

2. RIEPILOGO E INFORMAZIONI DI BASE

Le proteine di mantenimento del minicromosoma (MCM) rivestono un ruolo importante nella
replicazione del DNA eucariotico. Ciascuna proteina MCM presenta, nel proprio dominio
centrale altamente conservativo, sequenze di ATPasi DNA dipendente. | livelli di proteine
MCM generalmente aumentano in modo variabile quando le cellule normali progrediscono
dalla fase GO alla fase G1/S del ciclo cellulare. La topoisomerasi Il alpha (TOP2A) & un
enzima nucleare strutturale coinvolto nella replicazione del DNA e rappresenta il bersaglio
di numerosi farmaci utilizzati nelle terapie anti-cancro. La diminuzione di espressione di
TOP2A indica I'induzione di un meccanismo di resistenza a numerosi agenti chemioterapici.
Una variazione significativa nella gamma di espressione di questa proteina & stata
osservata in diversi tumori. La TOP2A & espressa essenzialmente nelle cellule proliferanti e
viene modificata nella fase M tramite fosforilazione di siti specifici, importante per la
condensazione e la segregazione dei cromosomi mitotici.

Il cocktail di anticorpi ProEx™ C contiene anti-MCM2 e anti-TOP2A monoclonali di topo
purificati da sovranatante di coltura tissutale e diluiti in soluzione salina tamponata
contenente stabilizzanti delle proteine e sodio azide allo 0,09 %.

3. PRINCIPI DELLA PROCEDURA

Il kit per test immunocitochimico SurePath® con ProEx™ C contiene un cocktail di anticorpi,
reagenti di rilevazione e colorazione di contrasto necessari per l'esecuzione di una
procedura di colorazione immunocitochimica a tre fasi, manuale o automatica, di campioni
cervicali di routine allestiti con la tecnica dello strato sottile. Dopo l'incubazione del
campione con un cocktail proprietario di anticorpi di topo, il legame specifico dell'anticorpo
monoclonale, che indica un test positivo, viene visualizzato tramite un sistema di anticorpi
coniugati ad un enzima ed un cromogeno, pronto all'uso. Il reagente enzimatico & un
anticorpo secondario, anti-topo da capra, coniugato con perossidasi estratta da radice di
rafano, legato ad una catena primaria di destrano. L'aggiunta di uno specifico cromogeno
provoca la formazione di un precipitato colorato visibile, localizzato in corrispondenza dei siti
di legame antigene-anticorpo. Il campione viene sottoposto a colorazione di contrasto con
ematossilina, viene applicato un agente di colorazione blu e su di esso viene montato il
vetrino coprioggetti. | risultati vengono interpretati tramite microscopio ottico. Il risultato
positivo, indice di patologia cervicale di alto grado, si ottiene quando il nucleo delle cellule in
questione si colora di marrone.

E possibile creare una galleria di riferimento di vetrini potenzialmente positivi utilizzando
apparecchiature di imaging automatiche. E quindi possibile consultare la galleria per
determinare un risultato positivo o negativo.

Il test immunocitochimico SurePath® con ProEx™ C & applicabile a procedure di colorazione
sia manuali che automatiche.

4. REAGENTI FORNITI
Vengono forniti i seguenti materiali, sufficienti per 75 preparazioni a strato sottile:

Fiala nr. Descrizione ,?

Reagente bloccante la perossidasi:
1° perossido di idrogeno tamponato, pit 2-8°C
stabilizzatore e componenti proprietari
Reagente bloccante delle proteina: caseina
purificata pit una combinazione proprietaria di 2.8°C
proteine in PBS modificato con conservante e
tensioattivo
Cocktail di anticorpi ProEx™ C: cocktail di
anticorpi monoclonali pronto all'uso fornito in
2 soluzione tamponata di Tris con Tween 20, 2-8°C
pH 7,4. Contiene proteine stabilizzanti e
agente anti-microbico.
Reagente probe di topo: si lega agli anticorpi
monoclonali di topo
Reagente polimerizzato: polimero coniugato
3b con perossidasi di rafano che si lega al 2-8°C
reagente probe di topo
Tampone substrato DAB: tampone substrato
per la preparazione del cromogeno DAB
Cromogeno DAB: soluzione cromogeno 3,3’-
diaminobenzidina
Colorazione di contrasto con ematossilina: o
5 E P - 15-30 °C
matossilina di Mayer acquosa
Agente di colorazione blu: soluzione
6 tamponata di Tris, pH 7,4 con Tween 20 e 15-30 °C
NaNjallo 0,09 %

3° 2-8°C

2-8°C

4b 2-8°C

5. MATERIALI E REAGENTI NECESSARI MA NON FORNITI
. Carta assorbente

SureDetect™ SiHa Cell Control — RIF 005-11012-10 (TriPath Imaging®, Inc.) — Linea
cellulare di controllo

Acqua deionizzata o distillata

Etanolo (95 % e 100 %)

Vetrini coprioggetti

Guanti

Camera umida

Microscopio ottico [obiettivi 10x, 20x (opzionale), 40x]

Mezzo di montaggio

Pipette e puntali (in grado di erogare volumi da 20pl, 200ul e 1000ul)

SureDetect™ Slide Preparation Buffer 10X — REF 090-11008-10 (TriPath Imaging,
Inc.) — Tampone di pretrattamento

Vaschette o bagni di colorazione

Timer (con intervalli di 1-60 minuti)
Soluzione tamponata di Tris (TBS)

Tween 20

Controllo negativo universale per IgG di topo
Vortexer

Xilene o sostitutivi dello xilene

Pentola elettrica per cottura a vapore delle verdure/bagnomaria

PRECAUZIONI

6.1.

6.2

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.10.

6.11.

6.12.

6.13.

6.14.

Per uso diagnostico in vitro.

Appena pronti, i vetrini SurePath® devono essere posti nel tampone di
pretrattamento, dove dovranno rimanere per almeno 1 ora, ma non piu di 72 ore,
prima del test immunocitochimico.

Evitare I'essiccazione dei vetrini in qualunque fase della procedura. | vetrini che
abbiano subito essiccazione durante la preparazione possono presentare un
aumento nella colorazione di fondo.

La 3,3-Diaminobenzidina (DAB) & classificata come sostanza a sospetta azione
cancerogena, in grado di indurre potenziali effetti irreversibili. Evitare il contatto
fisico ed esposizioni prolungate o ripetute. E vivamente consigliato I'uso del
reagente all'interno di una cappa chimica. Evitare il contatto con occhi, cute o
indumenti. Lavarsi le mani con cura dopo la manipolazione. La soluzione di lavoro
DAB deve essere preparata conformemente a quanto indicato sul foglietto
illustrativo.

Alcuni reagenti del kit contengono sodio azide (NaNj), una sostanza chimica
fortemente tossica in forma pura. Tale sostanza pud avere effetti letali se ingerita o
assorbita attraverso la cute. Questi reagenti sono nocivi se inalati. Essi sono
pericolosi allo stato solido. Provocano irritazioni alla cute, agli occhi e al tratto
respiratorio. Colpiscono il sistema nervoso centrale, i reni ed il sistema
cardiovascolare. Sebbene questi reagenti, alle concentrazioni impiegate nel kit, non
siano classificati come prodotti pericolosi, il contenuto di sodio azide alle
concentrazioni indicate puo reagire con il rame o il piombo delle tubature formando
azidi metalliche altamente esplosive. Durante lo smaltimento, sciacquare con
abbondante acqua in modo di prevenire I'eventuale formazione ed accumulo di
azidi nelle tubature.

Ematossilina e agente di colorazione blu: questi reagenti sono dannosi se ingeriti.
L'ematossilina e gli agenti di colorazione blu sono irritanti per occhi, cute e tratto
respiratorio.

| campioni e tutti i materiali che entrano in contatto con essi devono essere trattati
come materiali potenzialmente infetti e pertanto devono essere smaltiti assumendo
tutte le precauzioni necessarie. Non pipettare mai i reagenti con la bocca ed evitare
che reagenti e campioni entrino in contatto con la pelle e le mucose. In caso di contatto
dei reagenti con zone sensibili, lavare la zona con abbondante acqua.

Evitare la contaminazione batterica dei reagenti, altrimenti potrebbe verificarsi una
colorazione aspecifica.

Tempi, temperature e modalita di incubazione diversi da quelli specificati possono
generare risultati erronei.

| reagenti sono stati diluiti per assicurare una prestazione ottimale. Ulteriori diluizioni
potrebbero causare la perdita di colorazione antigenica.

| componenti del kit sono lotto specifici. Non scambiare i componenti del kit con
reagenti aventi altri numeri di lotto. | numeri di lotto appaiono sulle etichette della
confezione.

Non utilizzare il kit SurePath® con ProEx™ C dopo la data di scadenza indicata sulla
confezione. Nel caso in cui i reagenti vengano conservati in condizioni diverse da
quelle specificate nel foglietto illustrativo, I'utente dovra convalidarne lo stato.

Non esistono segni univoci che possano indicare il degrado del prodotto. Pertanto, i
controlli positivi e negativi devono essere eseguiti contemporaneamente ai
campioni del paziente. Se si osserva una colorazione imprevista, non derivante da
variazioni nelle procedure di laboratorio, o si sospetta un problema nel kit per il test
SurePath® con ProEx™ C, contattare I'assistenza tecnica TriPath Imaging®A

Indossare idonei presidi di protezione personale, atti ad evitare il contatto dei
reagenti con occhi e cute. Per ulteriori informazioni, consultare la scheda di
sicurezza del materiale (MSDS).

©2011 TriPath Imaging, Inc. All rights reserved.
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6.15.

Il test SurePath® con ProEx™ C & stato sviluppato per I'impiego su campioni
citologici cervicali raccolti in conservante SurePath®. Non & stata valutata la
compatibilita con strisci tradizionali e preparazioni a strato sottile diverse dalle
SurePath®.

7. ISTRUZIONI PER L'USO
Preparazione dei campioni

7.1.

7.2.

711,

71.2.

71.3.

7.14.

Consultare il Manuale per I'operatore del SurePath® PrepStain System™
per istruzioni inerenti alla preparazione dei vetrini da campioni citologici
cervicali residui SurePath®.

Aggiungere 8 mL di conservante SurePath® al campione residuo nel
contenitore SurePath® (circa 2mL). Il campione diluito deve essere
elaborato su PrepMate™ secondo la tecnica standard e su PrepStain™
utilizzando la preparazione per vetrini GYN versione 1.1.

Appena allestiti, i vetrini SurePath® devono essere posti nel tampone di
preparazione SureDetect™ (fare riferimento a Tampone di preparazione dei
vetrini 10X SureDetect™ per istruzioni sulla preparazione della soluzione di
lavoro). | vetrini devono rimanere nel tampone per almeno 1 ora, ma non
piu di 72 ore, prima del test immunocitochimico.

Per ottenere prestazioni ottimali dal kit, eseguire la procedura di
smascheramento degli epitopi. Questa procedura prevede limmersione dei
vetrini allestiti nella soluzione tamponata SureDetect™ per almeno 1ora a
temperatura ambiente, e successivo riscaldamento dei vetrini nel tampone di
pretrattamento a 95 °C. | vetrini vengono mantenuti a 95 °C per 15 minuti e
lasciati raffreddare a temperatura ambiente per 20 minuti. E consigliato I'uso di
un bagnomaria adeguatamente calibrato o di una pentola elettrica per cottura
a vapore delle verdure in grado di mantenere la temperatura richiesta. |
laboratori situati ad altitudini particolarmente elevate devono determinare il
metodo migliore per il mantenimento della temperatura richiesta. La procedura
di colorazione deve essere avviata immediatamente dopo la procedura di
smascheramento degli epitopi e il raffreddamento. La mancata osservanza
della procedura descritta pud influenzare negativamente i risultati.

Preparazione dei reagenti

7.2.1.

7.2.2.

7.23.

Preparare i seguenti reagenti prima della colorazione.
Soluzione tamponata di Tris con 0,05 % Tween 20 (TBST)

7.221. Preparare la soluzione di TBS secondo le specifiche del
produttore.

7.222. Se non ancora presente nel TBS, aggiungere Tween 20 fino ad
una concentrazione finale dello 0,05 %.

Soluzione substrato-cromogeno (DAB) (volume sufficiente per 5 vetrini)

7.231. Trasferire 1 mL di tampone substrato DAB (flacone 4a) in una
provetta.

7.23.2. Aggiungere una goccia (20-30 uL) di cromogeno DAB
(flacone 4b). Miscelare bene ed applicare sui vetrini tramite una
pipetta.

7.23.3. Preparare quotidianamente la soluzione substrato-cromogeno.

7.2.34. La qualita di colorazione non viene condizionata dal precipitato

che puo svilupparsi nella soluzione.

8. PROTOCOLLO DI COLORAZIONE (eseguito a temperatura ambiente, 20-25 °C)
Note sulla procedura di colorazione

8.1.

8.2

8.1.1.

8.1.2.

8.1.3.

8.1.4.

Leggere attentamente queste istruzioni ed acquisire familiarita con tutti
i componenti prima dell'uso (vedere Precauzioni).

Tutti i reagenti devono essere equilibrati a temperatura ambiente (20-25 °C)
prima dell'immunocolorazione.

Tutte le incubazioni devono essere eseguite a temperatura ambiente, se
non diversamente specificato.

Evitare I'essiccamento dei vetrini durante la procedura di colorazione.
Preparazioni cellulari essiccate possono presentare una maggiore colorazione
aspecifica. Proteggere i vetrini che possano essere esposti a correnti d'aria.
Per incubazioni prolungate, porre i vetrini in una camera umida.

Smascheramento degli epitopi

8.2.1.

8.2.3.

Porre i vetrini allestiti in una coplin jar contenente una soluzione di tampone
per preparazione vetrini SureDetect™ diluita per almeno 1 ora, fino ad un
massimo di 72 ore.

Incubare in un bagnomaria o in una pentola per cottura a vapore delle
verdure per 15 minuti a 95 °C.

Rimuovere la coplin jar contenente i vetrini dal bagnomaria o dalla pentola
e lasciare raffreddare i vetrini nel tampone per 20 minuti.

Sciacquare i vetrini con acqua deionizzata e trasferire in una coplin jar
pulita contenente TBST.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

Reagente bloccante

8.3.1.
8.3.2.

8.3.3.

8.3.4.
8.3.5.

Scuotere il vetrino per eliminare il tampone in eccesso.

Porre i vetrini in una camera umida precedentemente preparata (riempita
con salviette o garze inumidite con acqua).

Applicare 200 uL di reagente bloccante la perossidasi (flacone 1a)
coprendo l|'area di deposito delle cellule.

Incubare per 5 minuti (+1 minuto).

Sciacquare i vetrini in TBST, 3 cambi, 2 minuti ciascuno.

Blocco proteico

8.4.1.
8.4.2.

8.4.3.

8.4.4.
8.4.5.

Scuotere il vetrino per eliminare il tampone in eccesso.

Porre i vetrini in una camera umida precedentemente preparata (riempita
con salviette o garze inumidite con acqua).

Applicare 200 uL di bloccante proteico
completamente I'area di deposito delle cellule.

(flacone 1b) coprendo

Incubare per 5 minuti (+1 minuto).

NON SCIACQUARE.

Cocktail di anticorpi primarii

8.5.1.
8.5.2.

8.5.3.

8.5.4.

8.5.5.

8.5.6.

Scuotere il vetrino per eliminare il bloccante delle proteine in eccesso.

Porre i vetrini in una camera umida precedentemente preparata (riempita
con salviette o garze inumidite con acqua).

Applicare 200 uL  di  Cocktail Ab ProEx™ C (flacone 2)
completamente I'area di deposito delle cellule.

coprendo

Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente.

Sciacquare ciascun vetrino singolarmente con TBST usando una
spruzzetta (non indirizzare il flusso direttamente sull'area di deposito delle
cellule). Caricare i vetrini in un rack porta-vetrini.

Sciacquare i vetrini in TBST, 3 cambi, 2 minuti ciascuno.

Soluzioni di rilevamento

8.6.1.

8.6.2.

8.6.3.

8.6.4.

8.6.5.

8.6.6.

8.6.8.

8.6.9.

8.6.10.
8.6.11.

8.6.12.

8.6.13.

8.6.14.

8.6.15.

Scuotere il vetrino per eliminare il tampone in eccesso.

Porre i vetrini in una camera umida precedentemente preparata (riempita
con salviette o garze inumidite con acqua).

Applicare 200 uL di reagente probe di topo (flacone 3a) coprendo
completamente I'area di deposito delle cellule.

Incubare per 20 minuti (+1 minuto).
Sciacquare i vetrini in TBST, 3 cambi, 2 minuti ciascuno.
Scuotere il vetrino per eliminare il tampone in eccesso.

Porre i vetrini in una camera umida precedentemente preparata (riempita
con salviette o garze inumidite con acqua).

Applicare 200 uL di reagente polimero (flacone 3b) coprendo l'area di
deposito delle cellule.

Incubare per 20 minuti (+1 minuto).
Sciacquare i vetrini in bagno TBST, 3 cambi, 2 minuti ciascuno.
Scuotere il vetrino per eliminare il tampone in eccesso.

Porre i vetrini in una camera umida precedentemente preparata (riempita
con salviette o garze inumidite con acqua).

Applicare 200 uL di soluzione substrato-cromogeno (DAB) coprendo
completamente I'area di deposito delle cellule.

Incubare per 5 minuti (+1 minuto).

Sciacquare per 5 minuti in acqua deionizzata.

Colorazione di contrasto

8.7.1.

8.7.2.

8.7.3.

8.7.4.
8.7.5.

8.7.6.

8.7.7.

Sciacquare i vetrini in TBST, 1 cambio per 2 minuti.

Porre i vetrini in una camera umida precedentemente preparata (riempita
con salviette o garze inumidite con acqua).

Applicare 200 pL di colorazione di contrasto a base di ematossilina
(flacone 5) coprendo completamente I'area di deposito delle cellule.

Incubare per 1 minuto (+10 secondi).
Sciacquare i vetrini per 3 minuti in acqua corrente.

Porre i vetrini in una camera umida precedentemente preparata (riempita
con salviette o garze inumidite con acqua).

Colorare di blu i vetrini applicando 200 uL di agente di colorazione
(flacone 6) per 1 minuto (+10 secondi).

Ripetere il risciacquo in acqua corrente per 1 minuto.

©2011 TriPath Imaging, Inc. All rights reserved.
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10.

1.

8.8. Montaggio
8.8.1. Immergere i vetrini in etanolo 95 %, 1 minuto o 25 immersioni.

8.8.2. Immergere i vetrini in alcol assoluto, 4 cambi, 1 minuto ciascuno o
25 immersioni.

8.8.3.  Chiarificare con xilene, 3 cambi, 1 minuto ciascuno o 25 immersioni.

8.8.4.  Applicare il coprioggetti in vetro impiegando un mezzo di montaggio
permanente non acquoso.
STABILITA
9.1. Se conservati alle temperature consigliate, i flaconi di reagente chiusi rimangono

stabili fino alla data di scadenza indicata sul contenitore.

9.2, Una volta aperti, i reagenti sono stabili per trenta giorni se conservati alle
temperature consigliate.

CONTROLLO DI QUALITA

10.1. La variabilita dei risultati dipende spesso da una procedura di preparazione dei
campioni diversa da quella descritta nelle procedure di test. Per ulteriori
informazioni, consultare le linee guida di controllo di qualita proposte dal Clinical
and Laboratory Standards Institute, Quality Assurance for Inmunocytochemistry.

10.2. Il SureDetect™ SiHa Cell Control & disponibile come controllo positivo presso
TriPath Imaging®, Inc. Ciascun flacone contiene una linea cellulare di cancro
cervicale, che viene impiegata in modo simile ai campioni clinici. Come controllo
negativo € possibile utilizzare un controllo negativo universale di IgG di topo.
A ciascuna procedura di colorazione € allegato un vetrino per il controllo positivo
e negativo. | risultati di colorazione devono essere usati come indicazione della
validita della fase di colorazione.

INTERPRETAZIONE DELLA COLORAZIONE

11.1.  Campioni di paziente e di controllo: il citologo o il patologo dovranno valutare i
vetrini colorati tramite microscopio oftico. Le cellule possono essere visionate
manualmente o conservate in una galleria di immagini elettroniche ottenute tramite
il microscopio ottico.

11.2.  Vetrini di controllo: i vetrini di controllo positivo e negativo devono essere esaminati
prima della valutazione dei campioni dei pazienti per verificare che tutti i reagenti
abbiano funzionato correttamente. La presenza di un prodotto di reazione marrone
(3,3’-diaminobenzidina tetraidrocloruro, DAB) nei nuclei del vetrino di controllo
cellulare SiHa colorato con test SurePath® con ProEx™ C Test indica una reattivita
positiva. Il vetrino di controllo negativo di IgG di topo universale colorato con
SurePath® con ProEx™ C Test non deve mostrare alcun nucleo colorato di marrone
e deve mostrare colorazione solo per ematossilina.

11.3. La valutazione dei vetrini & una procedura a 4 fasi.

Fase 1: Il campione & adeguato?

Il Bethesda System (TBS) per la Refertazione della Citologia Cervicale (seconda
edizione) dichiara che "An adequate liquid-based preparation should have an
estimated minimum of at least 5000 well-visualized/well-preserved squamous cells"
(una corretta preparazione a base liquida deve contenere un minimo previsto di
5000 cellule squamose ben visualizzabili e ben conservate). Lo stesso criterio deve
essere applicato ai vetrini SurePath® con ProEx™ C. Tuttavia, analogamente ad
una preparazione Pap convenzionale, qualunque campione con cellule anomale
che mostri una reazione molecolare positiva, viene automaticamente considerato
soddisfacente per la valutazione. Se a questo punto la risposta & "si", passare alla
fase successiva; se invece la risposta € "no" il risultato & Non soddisfacente per la
valutazione.

Fase 2: Appare una colorazione nucleare da moderata a intensa nelle cellule
epiteliali?

Per rispondere "si" a questa domanda, cercare una colorazione marrone ben
definita. Una colorazione marrone debole o sfumata non & sufficiente a garantire un
risultato positivo. Se non appare alcuna colorazione nucleare marrone, il risultato
viene considerato Negativo. Se appare una corretta colorazione marrone,
procedere alla fase successiva.

Fase 3: La cellula con colorazione nucleare marrone & una cellula squamosa
o ghiandolare?

Se la risposta & affermativa, procedere alla fase successiva. Se la risposta &
negativa, si tratta di un risultato Negativo.

Fase 4: La cellula & 2ASC (cellula squamosa atipica) o AGC (cellula
ghiandolare atipica)?

Adottare lo stesso criterio morfologico indicato nel Bethesda System for Reporting
Cervical Cytology (seconda edizione) per determinare se la cellula squamosa
contenente il nucleo marrone &€ = ASC (cellula squamosa atipica). Se la cellula
considerata 2 ASC (o 2 AGC), si sara ottenuto un risultato Positivo. Cio comprende
ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL e cancro. Se la cellula ha un aspetto ghiandolare,
viene applicato il criterio del TBS per determinare se la cellula & 2 AGC (cellula
ghiandolare atipica). Questo comprende AGC endocervicale, AGC endometriale,
AIS, e adenocarcinoma. Se la cellula in questione € morfologicamente definibile
NILM (negativa per lesioni intraepiteliali o patologie maligne), il risultato del test &
Negativo.
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13. GLOSSARIO DEI SIMBOLI

Codice

Per uso diagnostico in vitro

Consultare le istruzioni per I'uso

Contiene 75 test

Attenzione, consultare la documentazione allegata
Limiti delle temperature di conservazione

Codice lotto
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VERWENDUNGSZWECK

Der SurePath® mit ProEx™ C immunzytochemische Test ist fiir den qualitativen Nachweis
einer abweichenden S-Phasen-Induktion in zervikalen, in SurePath® Konservierungslésung
gesammelten Zytologieproben zu verwenden. Die Testergebnisse liefern begleitende Daten
fiir die zytologische Zervixdiagnostik.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Bei der eukaryoten DNA-Replikation spielen die MCM-Proteine (,minichromosome
maintenance proteins“) eine wichtige Rolle. Jedes MCM-Protein weist in seiner hoch
konservierten zentralen Doméane DNA-abhdngige ATPase-Motive auf. Normalerweise
steigen die Konzentrationen des MCM-Proteins beim Ubergang normaler Zellen aus der
GO- in die G1/S-Phase des Zellzyklus unterschiedlich stark an. Topoisomerase |l alpha
(TOP2A) ist ein wichtiges, an der DNA-Replikation beteiligtes nukledres Enzym und das
Zielprotein  vieler gangiger Krebstherapeutika. Bei Resistenz gegen diverse
chemotherapeutische Wirkstoffe ist die Expression von TOP2A zumeist vermindert.
Signifikante Unterschiede in der Expression dieses Proteins wurden bei vielen
verschiedenen Tumoren beobachtet. TOP2A ist in proliferativen Zellen vorherrschend und
in der M-Phase durch Phosphorylierung an bestimmten Stellen modifiziert; diese
Modifikationen sind wesentlich fiir die mitotische Chromosomenkondensation und -
segregation.

Der ProEx™ C Antikorper-Cocktail enthalt gereinigtes, mit gepufferter Kochsalzlésung
verdlinntes monoklonales Anti-MCM2 und Anti-TOP2A (Maus) aus Gewebekulturiiberstand
sowie Proteinstabilisatoren und 0,09 % Natriumazid.

VERFAHRENSPRINZIP

Der SurePath® mit ProEx™ C immunzytochemische Testkit enthalt neben einem Antikdrper-
Cocktail alle fiir manuelle oder automatische immunzytochemische Drei-Schritt-
Farbeverfahren an routinemafig verarbeiteten Diinnschicht-Zervixproben erforderlichen
Nachweis- und Gegenfarbungsreagenzien. Nach Inkubation der Probe mit einem
proprietdren Antikérper-Cocktail (Maus) wird die ein positives Testergebnis anzeigende
selektive Bindung an den monoklonalen Antikérper durch ein einzigartiges,
gebrauchsfertiges enzymgebundenes Antikérper-Chromogen-System dargestellt. Bei dem
Enzymreagenz handelt es sich um ein sekundéares, an einen Dextranpolymer-Backbone
gekoppeltes  Anti-Maus-Meerrettichperoxidase-Konjugat (Ziege). Der Zusatz eines
spezifischen Chromogens fiihrt zur Bildung eines sichtbaren chromogenen
Reaktionsprodukts an den Antigen-Antikérper-Bindungsstellen. AnschlieRend wird die
Probe mit Hamatoxylin gegengefarbt, ein Blauungsmittel zugesetzt und der Objekttrager mit
einem Deckglas versehen. Die Ergebnisse werden mit einem Lichtmikroskop ausgewertet.
Ein positives Ergebnis liegt bei einer Braunfarbung des Kerns der ausgewaehlten Zellen vor
und zeigt eine hochgradige Zervixerkrankung an.

Mittels automatischer bildgebender Geréate kann eine Katalog mit Referenzbildern potenziell
positiver Objekttrager erstellt werden. Dieser Katalog kann bei der Entscheidung, ob ein
positives oder negatives Ergebnis vorliegt, herangezogen werden.

Der SurePath® mit ProEx™ C immunzytochemische Test eignet sich fiir manuelle und
automatische Farbeverfahren.

MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Im Lieferumfang enthalten sind folgende, fiir 75 Diinnschicht-Praparate ausreichende
Materialien:

GefaB Nr. Beschreibung %

Peroxidase-Blockierungsreagenz:
1a Gepuffertes Wasserstoffperoxid, plus einen 2-8°C
Stabilisator und proprietédre Komponenten
Protein-Blockierungsreagenz:
Gereinigtes Kasein plus eine proprietare

1b Proteinkombination in modifizierter PBS mit 2-8°C
Konservierungsmittel und oberflachenaktiver
Substanz

ProEx™ C Antikorper-Cocktail:
Gebrauchsfertiger Cocktail aus monoklonalen
2 Antikérpern in Tris-gepufferter Losung mit

Tween 20, pH 7,4. Enthalt 2-8°C
Stabilisierungsproteine und einen
antimikrobiellen Wirkstoff.

3a Sondenreagenz (Maus): Bindet sich an 2-8°C

monoklonale Mausantikérper
Polymerreagenz: Mit Meerrettichperoxidase
3b konjugiertes Polymer, bindet sich an 2-8°C
Sondenreagenz (Maus)

DAB Substratpuffer: Substratpuffer zum

4a Ansetzen des DAB-Chromogens 2-8°C

4b DAB Chrom?gen: 3,3-Diaminobenzidin- 2-8°C
Chromogenldsung

5 Hamatoxylin-Gegenfarbung: Hamatoxylin 15-30 °C

nach Mayer auf wassriger Basis
Blauungsmittel: Tris-gepufferte
6 Kochsalzldsung, pH 7,4, mit Tween 20 und 15-30 °C
0,09 % NaN;

ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE REAGENZIEN UND MATERIALIEN
. Absorbierende Tiicher

. SureDetect™ SiHa Zelllinie — Ref. Nr. 005-11012-10 (TriPath Imaging®, Inc.)
. Entionisiertes oder destilliertes Wasser

. Ethanol (95 % und 100 %)

. Deckgléaser

. Handschuhe

. Feuchtigkeitskammer

. Lichtmikroskop (Objektive mit 10facher, 20facher (optional) und 40facher
Vergroéferung)

. Eindeckmittel

. Pipetten und Pipettenspitzen (geeignet fiir die Abgabe von Volumina von 20 pL,
200 pL und 1000 pL)

. SureDetect™ Puffer zur Objekttragerpraparation 10X — Ref.Nr. 090-11008-10
(TriPath Imaging, Inc.) — Vorbehandlungspuffer

. Farbeschalen oder -wannen
. Zeitmesser (muss Intervalle von 1-60 Minuten anzeigen kénnen)

. Tris-gepufferte Kochsalzlésung (TBS, Tris Buffered Saline)

. Tween 20

. Universelle Maus-IgG Negativkontrolle
. Vortexer

. Xylol oder Xylolersatz

. Dampfkocher/Wasserbad

VORSICHTSMASSNAHMEN
6.1. Zur In-vitro-Diagnostik

6.2. Praparierte  SurePath®Objekttrager sofort nach dem Préparieren in den
Vorbehandlungspuffer einlegen. Die Objekttrager vor immunzytochemischen
Farbungen mindestens eine Stunde, aber hdchstens 72 Stunden im
Vorbehandlungspuffer belassen.

6.3. Objekttrager wahrend der Verarbeitung nicht austrocknen lassen. Bei
Objekttragern, die wahrend des Verfahrens ausgetrocknet sind, kann eine erhéhte
Hintergrundfarbung auftreten.

6.4. 3,3-Diaminobenzidin (DAB) wurde als potenziell karzinogen mit Risiko irreversibler
Schaden eingestuft. Beriihrung und langer andauernde oder wiederholte Exposition
vermeiden. Ein chemischer Dunstabzug wird dringend empfohlen. Beriihrung mit
Augen, Haut und Kleidung vermeiden. Nach Verwendung die Hande griindlich
waschen. Die DAB Arbeitslésung gemal den Angaben in der Packungsbeilage
ansetzen.

6.5. Einige Reagenzien dieses Kits enthalten Natriumazid (NaNj3), eine in reiner Form
auBerst giftige Chemikalie. Das Verschlucken von Natriumazid oder die Aufnahme
durch die Haut kann zum Tode fiihren. Das Einatmen dieser Reagenzien ist
gesundheitsschadlich. Es handelt sich dabei um gesundheitsschadliche Feststoffe.
Sie reizen Haut, Augen und Atmungsorgane. Schadigen das zentrale
Nervensystem, die Nieren und das Herz-Kreislauf-System. Auch in den nicht als
gefahrlich eingestuften Konzentrationen in diesem Produkt kann Natriumazid mit
Blei- oder Kupferrohren reagieren und hochexplosive Metallazide bilden. Beim
Entsorgen stets mit viel Wasser nachspiilen, um Ansammlungen von Aziden in den
Leitungsrohren zu verhindern.

6.6. Hamatoxylin und Blauungsmittel: Das Verschlucken dieser Reagenzien ist
gesundheitsschadlich. Hamatoxylin und Blauungsmittel reizen Augen, Haut und
Atmungsorgane.

6.7. Mit Proben und allen Materialien, die damit in Beriihrung gekommen sind, ist so

umzugehen, als kénnten sie Krankheiten Ubertragen. Bei der Entsorgung sind
angemessene VorsichtsmaBnahmen zu beachten. Reagenzien niemals mit dem
Mund pipettieren und Kontakt der Reagenzien und Proben mit Haut und
Schleimhaut vermeiden. Falls es zu einem Kontakt der Reagenzien mit
empfindlichen Bereichen gekommen ist, mit reichlich Wasser absplilen.

6.8. Die mikrobielle Kontamination der Reagenzien muss so gering wie moglich
gehalten werden, um unspezifische Farbungen zu verhindern.

6.9. Andere als die angegebenen Inkubationszeiten, -temperaturen bzw. -verfahren
kénnen zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren.

6.10. Die Reagenzien wurden fir eine optimale Leistung verdiinnt. Eine weitere
Verdinnung kann den Verlust der Antigenfarbung zur Folge haben.

6.11.  Kitkomponenten sind chargenspezifisch und dirfen nicht durch Kitkomponenten mit
anderen Herstellungschargennummern ausgetauscht werden. Die Chargen-
nummern befinden sich auf den Verpackungsetiketten.

6.12. Das SurePath® mit ProEx™ C Testkit nach Ablauf des auf der Verpackung
aufgedruckten Verfalldatums nicht mehr verwenden. Werden die Reagenzien unter
anderen als den in der Packungsbeilage angegebenen Bedingungen aufbewahrt,
sind diese Bedingungen vom Anwender zu validieren.
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6.15.

Es gibt keine sichtbaren Anzeichen fiir eine eventuelle Produktinstabilitat. Daher
sollten parallel zu den Patientenproben jeweils Positiv- und Negativkontrollen
getestet werden. Falls es zu einer unerwarteten Farbung kommt, die sich nicht
durch Unterschiede bei Laborverfahren erklaren lasst und auf ein Problem mit dem
SurePath® mit ProEx™ C Testkit hindeutet, ist der technische Kundendienst von
TriPath Imaging® zu verstandigen.

Entsprechende Schutzkleidung tragen, um Augen- und Hautkontakt zu vermeiden.
Zusatzliche Informationen dem Material-Sicherheitsdatenblatt (MSDS) entnehmen.

Der SurePath® mit ProEx™ C Test sollte mit zervikalen Zytologieproben verwendet
werden, die in SurePath® Konservierungsldsung aufbewahrt wurden. Die
Kompatibilitat mit anderen konventionellen oder Einschicht-Praparaten wurde nicht
untersucht.

7. GEBRAUCHSANLEITUNG

71.

7.2

Vorbereitung der Probe
7.1.1. Anweisungen zum Praparieren von Objekttragern mit verbliebenem
SurePath® Zervix-Zytologieprobenmaterial dem Benutzerhandbuch fiir das
SurePath® PrepStain System™ entnehmen.

7.1.2.  Zu derim SurePath® GefaR verbliebenen Probe (etwa 2 ml) 8 ml SurePath®
Konservierungslésung geben. Die verdiinnte Probe mit der Standardtechnik
auf dem PrepMate™ sowie auf dem PrepStain™ mit GYN Version 1.1, Slide
Preparation, verarbeiten.

7.1.3.  Préparierte SurePath® Objekttrager unmittelbar nach dem Préparieren in
den SureDetect™ Puffer zur Objekttragerpraparation einlegen (Hinweise
zum Ansetzen einer Objekttrager-Arbeitsldsung der Packungsbeilage des
SureDetect™ Puffers zur Objekttragerpraparation 10X entnehmen). Vor
immunzytochemischen Verfahren miissen die Objekttrager mindestens eine
Stunde, aber hochstens 72 Stunden im Puffer verbleiben.

7.1.4. Fur eine optimale Kitleistung ist eine Epitopdemaskierung zwingend
erforderlich. Dieses Verfahren umfasst das mindestens 1stiindige
Eintauchen der praparierten Objekttrager in eine Arbeitsldsung aus
SureDetect™ Puffer zur Objekttragerpréparation bei Raumtemperatur,
gefolgt von einer Erhitzung der Objekttrager in Vorbehandlungspuffer auf
95°C. Die Temperatur der Objekitrager wird 15 Minuten auf 95°C
gehalten, dann folgt eine 20miniitige Abklhlung bei Raumtemperatur.
Empfohlen wird die Verwendung eines kalibrierten Wasserbads oder
Dampfkochers, um die geforderte Temperatur beizubehalten. Labors in
groReren Hohenlagen sollten die beste Methode, die geforderte Temperatur
beizubehalten, selbst ermitteln. Das Farbeverfahren sollte unmittelbar im
Anschluss an die Demaskierung und Abkihlung erfolgen. Abweichungen
vom beschriebenen Vorgehen kénnen die Ergebnisse beeintrachtigen.

Ansetzen der Reagenzien
7.21. Folgende Reagenzien vor der Farbung ansetzen.

7.2.2.  Tris-gepufferte Kochsalzlésung mit 0,05 % Tween 20 (TBST)
7.2.2.1. TBS gemaR den Anweisungen des Herstellers ansetzen.

7.2.2.2. Falls im TBS noch nicht vorhanden, Tween 20 bis zu einer
Endkonzentration von 0,05 % zusetzen.

7.2.3.  Substratchromogenlésung (DAB) (Volumen ausreichend fiir 5 Objekttrager)
7.2.3.1. 1 ml DAB Substratpuffer (GefaR 4a) in ein Testrohrchen geben.

7.2.3.2. Einen Tropfen (20-30 ul) DAB Chromogen (GefaR 4b) zugeben.
Griundlich mischen und mit einer Pipette auf die Objekttrager
aufbringen.

7.2.3.3. Substratchromogenlésung taglich frisch ansetzen.

7.2.3.4. Ein in der Losung eventuell auftretendes Prazipitat beeintrachtigt
die Farbung nicht.

8. FARBEPROTOKOLL (bei Raumtemperatur durchfiihren, 20-25 °C)

8.1.

8.2.

Verfahrenshinweise zu Farbung
8.1.1.  Vor der Verwendung diese Anweisungen sorgféltig lesen und sich mit allen
Komponenten vertraut machen (siehe Vorsichtsmafnahmen).

8.1.2. Alle Reagenzien vor der Immunfarbung Raumtemperatur (20-25 °C)
annehmen lassen.

8.1.3. Sofern nicht anders angegeben, alle Inkubationen ebenfalls bei
Raumtemperatur durchfiihren.

8.1.4.  Die Objekttrager wahrend des Farbeverfahrens nicht austrocknen lassen.
Eingetrocknete Zellpraparate kénnen eine erhéhte unspezifische Farbung
aufweisen. Objekttrager vor Zugluft schitzen. Bei langeren Inkubationen
die Objekttrager in eine Feuchtigkeitskammer stellen.

Epitopdemaskierung
8.2.1.  Die praparierten Objekttrager fir mindestens eine Stunde, aber héchstens
72 Stunden in eine Coplin-Kivette stellen, die eine Arbeitslosung aus
SureDetect™ Puffer zur Objekttragerpraparation enthalt.

8.2.2.  In einem Wasserbad oder Dampfkocher mindestens 15 Minuten bei 95 °C
inkubieren.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

8.2.3. Die Coplin-Kiivette mit den Objekttrdgern aus dem Wasserbad bzw.
Dampfkocher nehmen und Objekttréager 20 Minuten in Puffer abkihlen lassen.

8.2.4.  Objekttrager mit entionisiertem H,O splilen und in eine saubere Coplin-
Kivette mit TBST geben.

Blockierungsreagenz
8.3.1.  Uberschiissigen Puffer abklopfen.

8.3.2.  Objekttrager in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit
Wasser angefeuchtete Papiertiicher oder Gaze enthalt.

8.3.3. 200 ul Peroxidase Blockierungsreagenz (GefaR 1a) zugeben, um den
Zellablagerungsbereich zu bedecken.

8.3.4. 5 Minuten (+1 Minute) inkubieren.

8.3.5.  Objekttrager viermal jeweils 2 Minuten in frischem TBST spdilen.

Proteinhemmer
8.4.1.  Uberschiissigen Puffer abklopfen.

8.4.2.  Objekttrager in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit
Wasser angefeuchtete Papiertlicher oder Gaze enthalt.

8.4.3. 200 uL Protein-Blockierungsreagenz (Gefal 1b) zugeben, um den
Zellablagerungsbereich vollstandig zu bedecken.

8.4.4. 5 Minuten (+1 Minute) inkubieren.
8.4.5. NICHT SPULEN.

Primar-Antikorper-Cocktail
8.5.1.  Uberschiissigen Proteinhemmer abklopfen.

8.5.2.  Objekttrager in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit
Wasser angefeuchtete Papiertlicher oder Gaze enthalt.

8.5.3. 200 ul ProEx™C Antikorper-Cocktail (GefaR 2) zugeben, um den
Zellablagerungsbereich vollstandig zu bedecken.

8.5.4. 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

8.5.5.  Jeden Objekttrager einzeln mit TBST aus einer Waschflasche spiilen (den
Strahl nicht direkt auf den Zellablagerungsbereich richten). Objekttrager auf
ein Objekttragergestell stellen.

8.5.6.  Objekttrager viermal 2 Minuten in jeweils frischem TBST spdilen.

Chemischer Nachweis
8.6.1.  Uberschiissigen Puffer abklopfen.

8.6.2.  Objekttrager in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit
Wasser angefeuchtete Papiertlicher oder Gaze enthalt.

8.6.3. 200l Maus-Sondenreagenz ~ (GefaR 3a)  zugeben, um  den
Zellablagerungsbereich vollstandig zu bedecken.

8.6.4. 20 Minuten (+1 Minute) inkubieren.
8.6.5.  Objekttrager viermal 2 Minuten in jeweils frischem TBST spiilen.
8.6.6. Uberschiissigen Puffer abklopfen.

8.6.7.  Objekttrager in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit
Wasser angefeuchtete Papiertlicher oder Gaze enthalt.

8.6.8. 200l Polymerreagenz (GefaR 3b)
Zellablagerungsbereich zu bedecken.

zugeben, um den

8.6.9. 20 Minuten (+1 Minute) inkubieren.
8.6.10. Objekttrager viermal 2 Minuten in einem jeweils frischen TBST-Bad spulen.

8.6.11. Uberschiissigen Puffer abklopfen.

8.6.12. Objekttrager in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit
Wasser angefeuchtete Papiertlicher oder Gaze enthalt.

8.6.13. 200 pl Substratchromogenlésung zugeben, um den Zellablagerungsbereich
vollstandig zu bedecken.

8.6.14. 5 Minuten (1 Minute) inkubieren.
8.6.15. Objekttrager 5 Minuten in entionisiertem H,O spiilen.

Gegenfarbung
8.7.1.  Objekttrager zweimal 2 Minuten in jeweils frischem TBST spilen.

8.7.2.  Objekttrager in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit
Wasser angefeuchtete Papiertlicher oder Gaze enthalt.

8.7.3. 200 ul Hamatoxylin-Gegenfarbung (Gefa 5) zugeben, um den
Zellablagerungsbereich vollstandig zu bedecken.
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10.

1.

8.7.4. 1 Minute (+10 Sekunden) inkubieren.

8.7.5.  Objekttrager 3 Minuten unter flieBendem Wasser spiilen.

8.7.6.  Objekttrager in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit
Wasser angefeuchtete Papiertlicher oder Gaze enthalt.

8.7.7.  Objekttrager durch Zusatz von 200 ul Blauungsmittel (Gefal 6) 1 Minute
(10 Sekunden) blauen.

8.7.8.  Erneut 1 Minute unter flieBendem Wasser spiilen.
8.8. Fixieren
8.8.1.  Objekttrager 1 Minute oder 25mal in 95 %iges Ethanol eintauchen.

8.8.2.  Objekttrager flinfmal 1 Minute oder 25mal in jeweils frischen absoluten
Alkohol eintauchen.

8.8.3.  Viermal 1 Minute oder 25mal in jeweils frisches Xylol eintauchen.

8.8.4.  Objekttrager mit einem nicht-wassrigen, permanenten Fixiermittel und
Deckglasern bedecken.

STABILITAT
9.1. Ungedffnete ReagenziengefaRe sind bei Raumtemperatur bis zu dem auf dem
GefaR aufgedruckten Verfalldatum stabil.

9.2, Nach dem Offnen sind die Reagenzien fiir die Dauer von 30 Tagen stabil, sofern sie
bei der jeweils empfohlenen Temperatur aufbewahrt werden.

QUALITATSKONTROLLE

10.1.  Abweichende Ergebnisse treten zumeist aufgrund einer Probenbehandlung auf, die
von den empfohlenen Testverfahren abweicht. Weitere Angaben bitte den
Empfehlungen zur Qualitétskontrolle des Clinical and Laboratory Standards Institute,
Quality Assurance for Immunocytochemistry entnehmen.

10.2.  SureDetect™ SiHa Kontrolizelllinien sind als Positivkontrolle tiber TriPath Imaging®,
Inc. erhaltlich. Jedes Gefal enthélt eine Zervixkarzinom-Zelllinie, die analog zu den
klinischen Proben verarbeitet wird. Als Negativkontrolle eignet sich eine universelle
Maus-lgG-Negativkontrolle. Bei jedem Farbeverfahren sollte je ein Objekttrager mit
einer Positiv- und Negativkontrolle mitgefiihrt werden. Die Farbungsergebnisse
sollten benutzt werden um die Qualitaet des Farbedurchlauf anzuzeigen.

AUSWERTUNG DER FARBUNG

11.1. Patienten- und Kontrollproben: Die gefarbten Objekttrager sind durch einen
Zytotechniker oder Pathologen mit einem Lichtmikroskop auszuwerten. Die Zellen
kénnen manuell Uberprift oder in einer mit einem Lichtmikroskop generierten
elektronischen Referenz-Bildkatalog abgespeichert werden.

11.2.  Kontrollobjekttrager: Zur Bestatigung des korrekten Funktionierens aller
Reagenzien die Positiv- bzw. Negativkontrollen vor den Patientenproben
auswerten. Ein braunes Reaktionsendprodukt (3,3-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid, DAB) in den Zellkernen der mit dem SurePath® mit ProEx™ C
Test gefarbten SiHa Kontrollzelllinien zeigt die positive Reaktivitat an. Der mit
SurePath® mit ProEx™ C Test gefarbte Objekttrager mit der universellen Maus-lgG-
Negativkontrolle darf keine Braunfarbung der Zellkerne, sondern nur eine Farbung
durch die Hdmatoxylin-Gegenfarbung aufweisen.

11.3. Die Auswertung der Objekttréger ist ein Prozess in vier Schritten.
Schritt 1: Ist die Probe geeignet?
Laut dem ,The Bethesda System (TBS) for Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.)"
sollte ,ein geeignetes Flissigkeitszytologie-Préaparat mindestens etwa 5000 gut
dargestellte/gut erhaltene Plattenepithelzellen aufweisen.” Dieses Kriterium ist auch
auf die Objekttrager beim SurePath® mit ProEx™ C-Verfahren anzuwenden.
Allerdings eignet sich, wie bei routineméRigen Pap-Abstrichen, fiir die Auswertung
per definitonem jede abnormale Zellen aufweisende Probe, bei der eine positive
molekulare Reaktion auftritt. Kann die Frage bei diesem Schritt mit ,Ja“ beantwortet
werden, mit dem nachsten Schritt fortfahren; bei ,Nein“ ist das Ergebnis nicht fiir
eine Auswertung geeignet.
Schritt 2: Weisen die Epithelzellen eine maBige bis intensive Braunfarbung im
Nukleus auf?
Um diese Frage mit ,Ja“ beantworten zu kénnen, nach einer deutlich sichtbaren
Braunfarbung Ausschau halten. Nur eine leichte Ténung, also ein ,Hauch® von
Braun, reicht nicht aus, um das Ergebnis als positiv zu bewerten. Tritt keine
nukledre Braunfarbung auf, ist das Ergebnis negativ. Falls eine angemessene
Braunfarbung sichtbar ist, mit dem néchsten Schritt fortfahren.
Schritt 3: Handelt es sich bei der Zelle, die die nukledre Braunfirbung
aufweist, um entweder eine Zelle des Plattenepithels oder eine Driisenzelle?
Kann diese Frage bejaht werden, mit dem nachsten Schritt fortfahren. Bei Nein ist
das Testergebnis negativ.
Schritt 4: Handelt es sich bei der Zelle um eine 2 ASC (atypical squamous cell,
atypische Plattenepithelzelle) oder eine AGC (atypical glandular cell,
atypische Driisenzelle)?
Die im ,Bethesda System for Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.)" angegebenen
morphologischen Kriterien zugrundelegen, um zu ermitteln, ob es sich bei der den
einen braunen Zellkern aufweisenden Plattenepithelzellen um 2 ASC (atypische
Plattenepithelzellen) handelt. Kann die Zelle als = ASC (oder = AGC) klassifiziert
werden, ist das Testergebnis positiv. Diese Zelltypen schlieRen ASC-US, ASC-H,
LSIL, HSIL und Krebs ein. Weist die Zelle ein eher glandulares Erscheinungsbild
auf, sind die TBS-Kriterien fiir die Definition von 2 AGC (atypischen Driisenzellen)
anzuwenden. Diese umfassen endozervikales AGC, endometranes AGC, AIS und
Adenokarzinom. Ein negatives Testergebnis liegt auch dann vor, wenn das
Kriterium NILM (negative for intraepithelial lesion or malignancy, keine
intraepitheliale Lasion oder Malignitat) auf die fragliche Zelle zutrifft.
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5.

TILSIGTET ANVENDELSE

SurePath® med ProEx™ C immuncytokemisk test er beregnet til kvalitativ evaluering af
afvigende S-faseinduktion i cervikale cytologiske praeparater, der er opsamlet i SurePath®
Preservative Fluid. Testresultaterne giver supplerende oplysninger til den cervikale
cytologiske diagnose.

RESUME OG FORKLARING

Minikromosomvedligeholdelse (MCM) -proteiner spiller en vigtig rolle ved eukaryotisk DNA-
replikation.  Hvert af MCM-proteinerne har DNA-afhaengige ATPase-motiver i deres
saerdeles velbevarede centrale domaene. Niveauet af MCM-proteiner stiger generelt pa
forskellig made i takt med, at normale celler fortseetter fra GO- til G1/S fasen i cellecyklen.
Topoisomerase |l alpha (TOP2A) er et vigtigt nuklesert enzym, der er involveret i DNA-
replikation og er et mal for mange preeparater, der anvendes til cancerbehandling.
Formindsket udtryk af TOP2A er en dominerende modstandsmekanisme over for adskillige
kemoterapeutiske preeparater. Der er observeret en signifikant variation i udtrykket af dette
protein i mange forskellige tumorer. TOP2A er dominerende i prolifererende celler og
modificeres i M-fase ved phosphorylering pa forskellige steder, hvilket er afgerende for
mitotisk kromosomkondensation og -adskillelse.

ProEx™ C antistofcocktail indeholder monoklonalt anti-MCM2 og anti-TOP2A fra mus, som
er oprenset fra vaevskultursupernatant og fortyndet i en bufferet saltvandsoplgsning, som
indeholder proteinstabilisatorer og 0,09 % natriumazid.

PROCEDUREPRINCIPPER

SurePath® med ProEx™ C immuncytokemisk testkit indeholder en antistofcocktail,
pavisnings- og kontrastfarvningsreagenser, der er ngdvendige for at fuldfgre en tre-trins
manuel eller automatisk immuncytokemisk farvningsprocedure for rutinemaessigt forberedte
tynde lag af cervikale preeparater. Efter inkubation af preeparatet med en navnebeskyttet
muse-antistofcocktail visualiseres selektiv monoklonal antistofbinding, der er tegn pa en
positiv test, med et unikt enzymbundet antistof-kromogensystem, der er klart til brug.
Enzymreagenset er et sekundzert gede-anti-mus, peberrodsperoxidase-konjugat, der er
keaedet til en dextranpolymer-rygrad. Tilseettelsen af et specifikt kromogen resulterer i
dannelsen af et synligt kromogenprodukt, som findes ved antigen-antistoffets
bindingssteder.  Praeparatet kontrastfarves herefter med hzematoxylin; der tilferes et
blafarvningsmiddel, og der seettes daekglas pa objektglasset. Resultaterne fortolkes ved
hjeelp af lysmikroskopi. Et positivt resultat, der er tegn pa high-grade cervikal sygdom, er
opnapet, nar kernerne i de relevante cellerne farves brune.

Der kan oprettes et referencegalleri med potentielle positive objektglas med anvendelse af
automatisk billedbehandlingsudstyr. Galleriet kan derefter gennemgas for at finde et positivt
eller negativt resultat.

SurePath® med ProEx™ C immuncytokemisk test er egnet til bade manuel og automatisk
farvning.

LEVEREDE REAGENSER
Folgende materialer er inkluderet og reekker til 75 preeparater i tynde lag:

Hattegl Beskrivelse J}
as nr.

Peroxidaseblokeringsreagens:
Bufferet hydrogenperoxid samt
stabilisator og navnebeskyttede
komponenter
Proteinblokeringsreagens: Oprenset
casein samt en navnebeskyttet
kombination af proteiner i modificeret
PBS (phosphatbufferet saltvand) med
konserveringsmiddel og overfladeaktivt
stof

C antistofcocktail: Monoklonal
antistofcocktail klar til brug leveret i

2 TRIS-bufferet oplgsning med Tween 20,
pH-veerdi 7,4. Indeholder stabiliserende
proteiner og antimikrobielt middel.
Museprobereagens: Binder til muse-
monoklonale antistoffer
Polymerreagens: Polymer konjugeret
3b med peberrodsperoxidase, der binder il
museprobereagens

DAB substratbuffer: Substratbuffer
4a anvendes ved klargering af DAB-
kromogenet

DAB-kromogen: 3,3’-diaminobenzidin
kromogenoplgsning
Hamatoxylinkontrastfarvning:
Vandbaseret Mayers haematoxylin
Blafarvningsmiddel: Tris-bufferet

6 fysiologisk saltvand, pH-veerdi 7,4 med
Tween 20 og 0,09 % NaN3

1a 2-8°C

2-8°C

2-8°C

3a 2-8°C

2-8°C

2-8°C

4b 2-8°C

15-30 °C

15-30 °C

NZDVENDIGE MATERIALER OG REAGENSER, DER IKKE MEDF@LGER
. Absorberende engangsklude

. SureDetect™ SiHa cellelinje — katalognummer 005-11012-10 (TriPath Imaging®, Inc.)

. Demineraliseret eller destilleret vand

Ethanol (95 % og 100 %)

Daekglas

Handsker

Fugtkammer

Lysmikroskop (10x, 20x (valgfrit), 40x objektiver)
Monteringsmedie

Pipetter og pipettespidser (som kan levere volumenmaengder pa 20ul, 200 ul og
1000 pl)

SureDetect™ buffer til klargering af objektglas 10X — katalognummer 090-11008-10
(TriPath Imaging, Inc.) — forbehandlingsbuffer

Krukker eller baljer til farvning

Minutur (skal kunne indstilles til intervaller pa 1-60 minutter)
Tris-bufferet saltvand (TBS)

Tween 20

Universal muse-IgG negativ kontrol

Omryster

Xylen eller xylenerstatninger

Dampkoger/ vandbad

FORSIGTIGHEDSREGLER

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.10.

6.11.

6.12.

6.15.

Til in vitro diagnostisk brug.

Klargjorte SurePath® objektglas skal placeres i forbehandlingsbufferen, s& snart de
er klargjort. Objektglassene skal blive i forbehandlingsbufferen i mindst 1 time, men
ikke i leengere end 72 timer inden immuncytokemi.

Lad ikke objektglassene terre ud pa noget tidspunkt under proceduren. Objektglas,
der har veeret torret ud under proceduren, kan udvise foraget baggrundsfarvning.

3,3-diaminobenzidin (DAB) er klassificeret som et muligt karcinogent stof med
risiko for frembringelse af irreversible virkninger. Undga fysisk kontakt og
laengerevarende eller gentagen eksponering. Det anbefales kraftigt at anvende et
kemisk aftraeksskab. Ma ikke komme i kontakt med gjne, hud eller tgj. Vask
haenderne grundigt efter handtering. DAB-arbejdsoplgsning skal tilberedes i
henhold til indlsegssedlen.

Nogle reagenser i dette kit indeholder natriumazid (NaN3), et kemikalium, der er
meget giftigt i ren form. Natriumazid kan veere dedbringende, hvis det sluges eller
absorberes gennem huden. Disse reagenser er skadelige ved indanding. Disse
reagenser er farlige faststoffer. Medferer irritation for gjne, hud og luftveje. Pavirker
centralnervesystemet, nyrerne og hjertekarsystemet. Selvom koncentrationen i
produktet ikke er klassificeret som farlig, kan ophobning af natriumazid reagere med
bly og kobber og danne meget eksplosive metalazider. Efter bortskaffelse skylles
med rigelige maengder vand for at hindre ophobning af azid i afleb.

Haematoxylin og blafarvningsmiddel: Disse reagenser er skadelige ved indtagelse.
Heaematoxylin og blafarvningsmidler er irriterende for gjne, hud og luftveje.

Praeparater og alle materialer, der kommer i kontakt med preeparaterne, skal
behandles som potentielt infektigst og bortskaffes med anvendelse af passende
forholdsregler. Afpipetter aldrig reagenser med munden og undgd, at hud og
slimhinder kommer i kontakt med reagenser og praeparater. Hvis reagenser
kommer i kontakt med felsomme omrader, skal disse afvaskes med rigelige
maengder vand.

Forebyg mikrobiel kontaminering af reagenserne for at undga uspecifik farvning.

Andre inkubationstider, -temperaturer eller -metoder end de angivne kan give
fejlagtige resultater.

Reagenserne er fortyndede for at opna optimal ydeevne. Yderligere fortynding kan
resultere i tab af antigenfarvning.

Kitkomponenter er lotspecifikke. ~Kitkomponenter ma ikke erstattes med andre
lotnumre. Lotnumre er angivet pa emballagens maerkning.

Anvend ikke SurePath® med ProEx™ C testkittet efter den udigbsdato, der er trykt
pa emballagen. Brugeren skal validere betingelserne, hvis reagenserne opbevares
under andre betingelser end dem, der er angivet i indlaegssedlen.

Der findes ingen umiddelbare tegn, der viser en eventuel forringelse af dette
produkt. Der ber derfor keres positive og negative kontroller samtidigt med
patientprever. Kontakt TriPath Imaging® teknisk support, hvis der observeres
uventet farvning, som ikke kan forklares med variationer i laboratorieprocedurerne,
eller hvis der opstar mistanke om et problem med SurePath® med ProEx™ C
testkittet.

Brug egnet personligt beskyttelsesudstyr for at undga, at reagenserne kommer i
kontakt med gjne og hud. Se sikkerhedsdatabladet for yderligere oplysninger.

SurePath® med ProEx™ C testen er beregnet til anvendelse med cervikale
cytologiske preeparater, der opsamles i SurePath® konserveringsveeske.
Kompatibilitet med konventionelle og enkeltlagspreeparater af andre typer end
SurePath® er ikke blevet vurderet.
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7. BRUGSANVISNING

71.

7.2

Klargering af praeparater
7.1.1.  Der henvises til brugervejledningen til SurePath® PrepStain System™ for
anvisninger vedrgrende klargering af objektglas fra overskydende
SurePath® cervikale cytologiske praeparater.

®

7.1.2. Tilseet 8 ml SurePath® konserveringsvaeske til den resterende prove i
SurePath® heetteglasset (ca. 2 ml). Den fortyndede prave skal behandles i
PrepMate™ med anvendelse af standardteknikken og i PrepStain™ med
anvendelse af GYN version 1.1, Klargering af objektglas (Slide
Preparation).

7.1.3.  Preeparerede SurePath® objektglas skal vaere placeret i SureDetect™ buffer
til preeparering af objektglas, sa snart de er preepareret (der henvises il
SureDetect™ buffer til preeparering af objektglas 10X for anvisninger til
preeparering af en objektglas-arbejdsopl@sning). Objektglassene skal blive
i bufferen i mindst 1 time, men ikke i laengere end 72 timer inden
immuncytokemi.

7.1.4. En procedure for epitop-retrieval skal anvendes for at opna en optimal
ydeevne for Kkittet. Denne procedure involverer ibledsaetning af
preeparerede objektglas i en arbejdsoplesning med SureDetect™ buffer til
praeparering af objektglas i mindst 1 time ved stuetemperatur efterfulgt
af opvarmning af objektglassene i forbehandlingsbuffer til 95 °C.
Objektglassene holdes ved 95 °C i 15 minutter, hvorefter de keles af ved
stuetemperatur i 20 minutter. Det anbefales at anvende et kalibreret
vandbad eller en dampkoger, der kan fastholde den pakraevede temperatur.
Laboratorier, der er hgjt beliggende over havets overflade, skal fastleegge
den bedste metode til opretholdelse af den pakraevede temperatur.
Farvningsproceduren skal pabegyndes umiddelbart efter epitop-retrieval og
afkeling.  Afvigelser fra den angivne procedure kan have en negativ
indflydelse pa resultaterne.

Klargering af reagenserne
7.2.1.  Klarger felgende reagenser inden farvning.

7.2.2.  Tris-bufferet fysiologisk saltvand med 0,05 % Tween 20 (TBST)

7.221. Klarger TBS i overensstemmelse med producentens
specifikationer.

7.2.2.2. Tilszet Tween 20 til en endelig koncentration pa 0,05 %, hvis det
ikke allerede er i TBS.

7.2.3.  Substrat-kromogenoplesning (DAB) (maengde, der raekker til 5 objektglas)
7.2.3.1. Overfer 1 ml DAB substratbuffer (haetteglas 4a) til et reagensglas.

7.2.3.2. Tilszet én drabe (20-30 ul) DAB-kromogen (hzetteglas 4b). Bland
grundigt og overfer til objektglassene med en pipette.

7.2.3.3. Klarger en ny substrat-kromogenoplgsning dagligt.

7.2.3.4. Farvningskvaliteten pavirkes ikke af bundfald, der kan dannes i
oplgsningen.

8. FARVNINGSPROTOKOL (udferes ved stuetemperatur, 20-25 °C)

8.1.

8.2.

8.3.

Noter om farvningsproceduren
8.1.1.  Laes omhyggeligt alle disse anvisninger og fa kendskab til alle komponenter
inden brug (se Forsigtighedsregler).

8.1.2.  Alle reagenser skal have stuetemperatur (20-25 °C) inden immunfarvning.

8.1.3.  Alle inkubationer skal udfgres ved stuetemperatur, medmindre andet er
angivet.

8.1.4. Lad ikke objektglassene tgrre ud under farvningsproceduren. Udterrede
cellepraeparater kan udvise foraget uspecifik farvning. Beskyt objektglas,
der kan veere udsat for traek. Objektglas skal anbringes i et fugtkammer
ved leengerevarende inkubationer.

Epitop-retrieval
8.2.1.  Anbring preeparerede objektglas i en Coplin-skal, der indeholder en

arbejdsoplgsning bestdende af SureDetect™ buffer til preeparering af
objektglas i mindst 1 time og op til hgjst 72 timer.

8.2.2.  Inkuberi et vandbad eller en dampkoger i 15 minutter ved 95 °C.

8.2.3. Tag hele Coplins-skadlen med objektglassene op af vandbadet eller
dampkogeren og lad objektglassene kgle af i bufferen i 20 minutter.

8.2.4.  Skyl objektglassene med demineraliseret H,O, og lseg dem i en ren Coplin-
skal med TBST.

Blokeringsreagens
8.3.1.  Bank overskydende buffer af.

8.3.2.  Placer objektglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede
papirhandkleeder eller gaze).

8.3.3.  Tilszet 200 pl peroxidaseblokeringsreagens (haetteglas 1a), sa det daekker
celledeponeringsarealet.

8.3.4.  Inkuberi5 minutter (+1 minut).

8.3.5.  Skyl objektglassene i 3 hold TBST; 2 minutter for hvert hold.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

8.8.

Proteinblokering
8.4.1.  Bank overskydende buffer af.

8.4.2.  Placer objektglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede
papirhandkleeder eller gaze).

8.4.3. Tilseet 200 pl proteinblokering (heetteglas 1b), sa& det daekker
celledeponeringsarealet.

8.4.4. Inkuberi5 minutter (+1 minut).
8.4.5. MA IKKE SKYLLES.

Primaer antistofcocktail
8.5.1.  Bank overskydende proteinblokering af.

8.5.2.  Placer objektglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede
papirhandklzeder eller gaze).

8.5.3. Tilseet 200 pl ProEx™ C Ab Cocktail (haetteglas 2), sa det daekker
celledeponeringsarealet.

8.5.4.  Inkuber i 30 minutter ved stuetemperatur.

8.5.5.  Skyl hvert enkelt objektglas med TBST vha. en vaskeflaske (ret ikke flowet
direkte mod celledeponeringsarealet). Szt objektglassene i et
objektglasstativ.

8.5.6.  Skyl objektglassene i 3 hold TBST; 2 minutter for hvert hold.

Pavisningskemi
8.6.1.  Bank overskydende buffer af.

8.6.2.  Placer objektglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede
papirhandklzeder eller gaze).

8.6.3. Tilseet 200 ul museprobereagens (heetteglas 3a), sa det daekker
celledeponeringsarealet helt.

8.6.4.  Inkuber i 20 minutter (+1 minut).
8.6.5.  Skyl objektglassene i 3 hold TBST; 2 minutter for hvert hold.
8.6.6.  Bank overskydende buffer af.

8.6.7.  Placer objektglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede
papirhandklzeder eller gaze).

8.6.8.  Tilszet 200 ul polymerreagens (hzetteglas 3b), sa det deekker
celledeponeringsarealet.

8.6.9.  Inkuberi 20 minutter (+1 minut).
8.6.10. Skyl objektglassene i 3 hold TBST-bad; 2 minutter for hvert hold.
8.6.11. Bank overskydende buffer af.

8.6.12. Placer objektglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede
papirhandklzeder eller gaze).

8.6.13. Tilsset 200 pl substrat-kromogenoplgsning (DAB), sa det daekker
celledeponeringsarealet helt.

8.6.14. Inkuber i 5 minutter (+1 minut).
8.6.15. Skyl objektglassene i 5 minutter i demineraliseret H,0.

Kontrastfarvning
8.7.1.  Skyl objektglassene i 1 hold TBST; 2 minutter for hvert hold.

8.7.2.  Placer objektglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede
papirhandkleeder eller gaze).

8.7.3.  Tilsaet 200 pl hzematoxylinkontrastfarvning (heetteglas 5), sa det daekker
celledeponeringsarealet helt.

8.7.4.  Inkuberi 1 minut (+10 sekunder).
8.7.5.  Skyl objektglassene i 3 minutter i rindende H,0O.

8.7.6.  Placer objektglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede
papirhandklzeder eller gaze).

8.7.7. Foretag blafarvning af objektglassene ved at tilssette 200 pl
blafarvningsmiddel (haetteglas 6) i 1 minut (+10 sekunder).

8.7.8.  Skyl med rindende vand igen i 1 minut.

Montering
8.8.1.  Nedszenk objektglassene i 95 % ethanol i 1 minut eller 25 dyp.

8.8.2.  Nedszenk objektglassene i 4 hold ren alkohol; 1 minut hver eller 25 dyp.
8.8.3.  Rens med 3 hold xylen; 1 minut hver eller 25 dyp.

8.8.4. Da=k objektglassene med ikke-vandholdig, permanent monteringsmedie
ved hjeelp af deekglas.
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10.

1.

12

STABILITET
9.1. Ved opbevaring ved de anbefalede temperaturer er uabnede reagenshzetteglas
stabile indtil den udlgbsdato, der er angivet pa haetteglasset.

9.2, Efter abning er reagenserne stabile i tredive dage, hvis de opbevares ved de
anbefalede temperaturer.

KVALITETSKONTROL

10.1. Varians i resultaterne skyldes ofte forskelle i praeparathandteringen, som afviger fra
de anbefalede testprocedurer. Yderligere oplysninger findes i de foreslaede
retningslinjer for kvalitetskontrol fra Clinical and Laboratory Standards Institute,
Quality Assurance for Inmunocytochemistry.

10.2. SureDetect™ SiHa cellekontrol kan fas som en positiv kontrol fra TriPath Imaging®,
Inc. Hvert heetteglas indeholder en cellelinje med cervikal cancer, som behandles
pa samme made som kliniske praeparater. En universal muse-IgG negativ kontrol
kan anvendes som en negativ kontrol. Et positivt og negativt kontrolobjektglas ber
inkluderes i hver farvningsprocedure. Farvningsresultaterne bgr bruges som en
indikation af validiteten af farvningskerslen.

FORTOLKNING AF FARVNINGEN

11.1. Patient- og kontrolpraver: En cytotekniker eller patolog skal evaluere de farvede
objektglas med et lysmikroskop. Celler kan undersgges manuelt eller opbevares i
et elektronisk billedgalleri, der er oprettet med anvendelse af et lysmikroskop.

11.2.  Kontrolobjektglas: De positive og negative kontrolobjektglas skal undersgges inden
gennemgang af patientpreverne for at sikre, at alle reagenser fungerede korrekt.
Forekomst af et brunt reaktionsprodukt (3,3’-diaminobenzidintetrahydroklorid, DAB)
i kernerne af SiHa cellekontrol-objektglas, der er farvet med SurePath® med
ProEx™ C test, tyder pa positiv reaktivitet. Objektglasset med universal muse-IgG
negativ kontrol, der er farvet med SurePath® med ProEx™ C test, ber ikke have
kerner, der er farvet brune, men ma kun veere farvet af haematoxylinkontrastfarven.

11.3. Bedommelse af objektglas er en 4-trins-proces.

Trin 1: Er praeparatet fyldestgerende?

Bethesda-systemet (TBS) til indberetning af cervikal cytologi (Reporting Cervical
Cytology (2nd Ed.) oplyser: “Et fyldestgerende veeskebaseret praeparat skal have
en anslaet minimumsmaengde pa mindst 5000 pladeceller, der er velbevarede og
tydeligt kan visualiseres”. De samme kriterier bgr geres geeldende for SurePath®
med ProEx™ C objektglas. Men som det er tifeeldet med rutinemaessige pap-
praeparater, er alle praeparater med unormale celler, som udviser en positiv
molekylaer reaktion, pr. definition tilfredsstillende til evaluering. Fortseet til naeste
trin, hvis svaret pa dette trin er “ja”. Hvis svaret er “nej’, er resultatet
Utilfredsstillende til evaluering.

Trin 2: Er der moderat til intens brun kernefarvning i epitelcellerne?
Se efter den brune farvning, som nemt kan visualiseres, for at kunne svare “ja” il
dette trin. Hvis der kun ses en ubetydelig maengde eller et svagt “anstreg” af brunt,
er det ikke nok til at erkleere et resultat for positivt. Hvis der ikke ses nogen brun
kernefarvning, indberettes resultatet som Negativt. Fortsaet til naeste trin, hvis der
ses en tilstraekkelig maengde brun farvning.

Trin 3: Er cellen med brun kernefarvning en pladecelle eller en glandulzaer
celle?

Fortseet til nzeste trin, hvis svaret er ja.
Negativt.

Hvis svaret er nej, er testresultatet

Trin 4: Er cellen 2 ASC (atypisk pladecelle) eller AGC (atypisk glandulzer
celle)?

Anvend de samme morfologiske kriterier, der er beskrevet i Bethesda-systemet til
indberetning af cervikal cytologi (Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.) for at
afgere, om pladecellen med den brune kerne er = ASC (atypisk pladecelle). Hvis
cellen betragtes som 2ASC (eller 2AGC) er testresultatet Positivt. Dette inkluderer
ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL og cancer. Hvis cellens udseende er glanduleert,
geelder TBS-kriterierne for bestemmelse af, om en celle er 2 AGC (atypisk
glandulzer celle). Dette inkluderer endocervikal AGC, endometriel AGC, AIS og
adenocarcinom. Hvis den pageldende celle er i overensstemmelse med NILM
(negativ for intraepitelial lzesion eller malignitet) er testresultatet Negativt.
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A andlise imuno-citoquimica SurePath® with ProEx™ C Immunocytochemical Test destina-
se a ser utilizada para avaliagdo qualitativa da indugéo aberrante de fase S em amostras de
citologia do colo do Utero colhidas em SurePath® Preservative Fluid. Os resultados da
analise fornecem informagdes adicionais para o diagndstico citolégico do colo do utero.

RESUMO E EXPLICAGAO

A proteina de manutengdo de minicromossomas (MCM) desempenha um papel essencial
na replicagdo de ADN eucariético. Cada uma das proteinas MCM possui motivos ATPase
dependentes do ADN no seu dominio central altamente conservado. Os niveis de proteinas
MCM aumentam geralmente de forma variavel a medida que as células normais passam da
fase GO para a fase G1/S do ciclo celular. A alfa topoisomerase Il (TOP2A) é uma enzima
nuclear essencial envolvida na replicagdo do ADN, sendo um alvo para inimeros
medicamentos anti-cancerigenos utilizados na terapéutica contra o cancro. A expressao
reduzida da TOP2A constitui um mecanismo predominante de resisténcia a diversos
agentes quimioterapéuticos. Foi observada uma variagdo significativa no intervalo de
expressdo desta proteina em diversos tipos de tumores. A TOP2A expressa-se
predominantemente nas células proliferativas e é modificada na fase M através de
fosforilagdo em locais especificos, um processo que é fundamental para a condensacéo e
segregagao do cromossoma mitético.

O cocktail de anticorpos ProEx™ C contém anti-MCM2 monoclonal de ratinho e anti-TOP2A
purificado de sobrenadante de cultura de tecidos e foi diluido numa solugdo salina
tamponada, que contém estabilizadores de proteinas e 0,09% de azida de sédio.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O kit da analise imuno-citoquimica SurePath® with ProEx™ C Immunocytochemical Test
contém um cocktail de anticorpos, reagentes de detecgdo e contrastante necessarios para
concluir um procedimento de coloragéo imuno-citoquimico manual ou automatico composto
de trés passos, destinado a amostras do colo do Utero de camada fina preparadas de forma
rotineira. Apés a incubagdo da amostra com o cocktail de anticorpos de ratinho patenteado,
é visualizada uma ligagdo de anticorpo monoclonal selectiva, indicadora de uma analise
positiva, utilizando um sistema exclusivo e pronto a utilizar de cromogénio de anticorpos
ligados a enzima. O reagente enzimatico consiste num conjugado de peroxidase de rabano
e de anticorpo de cabra anti-ratinho secundario ligado & cadeia principal do polimero
dextrano. A adicdo de uma cromogénio especifico resulta na formagdo de um produto
cromogénico visivel localizado nos locais de ligagdo antigénio-anticorpo. A amostra &, em
seguida, sujeita a contrastagdo com hematoxilina, é aplicado um agente de Bluing e a
lamina é protegida com uma lamela. Os resultados s&o interpretados utilizando um
microscopio optico. Obtém-se um resultado positivo, indicador de uma doenga no colo do
utero de alto grau, sempre que o nucleo das células em causa apresenta uma coloragdo
castanha.

Pode criar-se uma galeria de referéncia de laminas potencialmente positivas utilizando
equipamento de imagiologia automatico. A galeria pode ser revista para determinar um
resultado positivo ou negativo.

A andlise imuno-citoquimica SurePath® with ProEx™ C Immunocytochemical Test é
aplicavel tanto para a coloragdo manual, como para a automatica.

REAGENTES FORNECIDOS
Os seguintes materiais estdo incluidos e sao suficientes para 75 preparagdes de camada fina:

Frasco s
N° Descrigao

Reagente de bloqueio de peroxidase:
Peréxido de hidrogénio tamponado acrescido
de estabilizador e de componentes
patenteados

Reagente de bloqueio de proteinas:
Caseina purificada acrescida de combinagdo
patenteada de proteinas no PBS modificado
com conservante e surfactante

Cocktail de anticorpos C: Cocktail de
anticorpos monoclonais, pronto a utilizar,

2 fornecido na solugéo tampéao TRIS com
Tween 20, ¢ pH 7,4. Contém proteinas
estabilizadoras e agente antimicrobiano.
Reagente de sonda de ratinho: Liga-se a
anticorpos monoclonais de ratinho

Reagente polimérico: Polimero conjugado
3b com peroxidase de rabano que se liga ao
reagente de sonda de ratinho

Tampao substrato de DAB: Tampéao

4a substrato utilizado na preparagédo do
cromogénio DAB

Cromogénio DAB: Solugéo de cromogénio
de 3,3'-diaminobenzidina

5 Contréstante Hematoxilina: Hematoxilina 15-30 °C
Mayer’s de base aquosa

Agente de Bluing: Soro fisiolégico

6 tamponado Tris, pH 7,4 com Tween 20 e
0,09% NaNg

2-8°C

2-8°C

2-8°C

3a 2-8°C

2-8°C

2-8°C

4b 2-8°C

15-30 °C

MATERIAIS E REAGENTES NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

Toalhetes absorventes

Linha celular SureDetect™ SiHa — REF? 005-11012-10 (TriPath Imaging, Inc.)
Agua desionizada ou destilada

Etanol (95% e 100%)

Lamelas de vidro

Luvas

Camara humida

Microscépio éptico (objectivas de 10x, 20x (opcional), 40x )

Meio de montagem

Pipetas e pontas de pipeta (com capacidade para administrar volumes de 20 pl,
200 pl e 1000 pl)

Tampao de preparagdo de laminas SureDetect™ 10X — REF? 090-11008-10 (TriPath
Imaging®, Inc.) — TampZo de pré-tratamento

Frascos ou banhos de coloragéo

Cronémetro (com intervalos de 1 a 60 minutos)
Soro fisiolégico tamponado Tris (TBS)

Tween 20

Controlo negativo de IgG de ratinho universal
Dispositivo de vortex

Xilol ou substitutos de xilol

Estufa de vapor / banho de agua

PRECAUGOES

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.10.

6.12.

Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

As laminas SurePath® preparadas devem ser colocadas no tamp&o de pré-
tratamento assim que acabarem de ser preparadas. As laminas devem permanecer
no tampao de pré-tratamento durante, no minimo, 1 hora, mas ndo mais de 72
horas antes do procedimento de imuno-citoquimica.

Nao permitir que as laminas sequem em nenhum momento durante o
procedimento. Caso se permita que as laminas sequem durante o procedimento, tal
resultard num aumento da coloragado de fundo.

A 3,3-diaminobenzidina (DAB) é classificada como um suposto carcinogénico que
apresenta o potencial risco de provocar efeitos irreversiveis. Evitar o contacto fisico
e exposigdo repetida ou prolongada & mesma. E altamente recomendada a
utilizagdo de uma campanula de fumos quimicos. Ndo permitir que entre em
contacto com os olhos, pele ou vestuario. Lavar bem as maos apdés o
manuseamento. A solugédo de trabalho de DAB devera ser preparada de acordo
com o folheto informativo.

Alguns reagentes deste kit contém azida de sédio (NaN;), um produto quimico
altamente toxico na forma pura. A azida de sédio pode ser fatal quando ingerida ou
absorvida por via cutanea. Estes reagentes sdo nocivos quando inalados. Estes
reagentes sdo solidos perigosos. Provoca irritagdo na pele, nos olhos e no tracto
respiratério. Afecta o sistema nervoso central, rins e sistema cardiovascular.
Embora ndo seja classificada como perigosa em situagdes de concentragdo do
produto, as acumulagdes de azida de sédio podem reagir com as canalizagdes de
chumbo e de cobre, formando azidas metélicas altamente explosivas. Ao eliminar o
produto, adicionar agua abundante para evitar a acumulagdo de azidas na
canalizagao.

Hematoxilina e agente de Bluing: estes reagentes sdo nocivos quando ingeridos. A
hematoxilina e os agentes de Bluing sao irritantes oculares, cutaneos e
respiratorios.

As amostras e todos os materiais expostos as amostras deverdo ser manuseados
como materiais passiveis de transmitir infecgdo e devem ser eliminados com as
devidas precaugdes. Nunca pipetar os reagentes com a boca e evitar o contacto da
pele e membranas mucosas com os reagentes e as amostras. Se os reagentes
entrarem em contacto com areas sensiveis, lavar com agua abundante.

Minimizar a contaminagdo microbiana dos reagentes para evitar uma coloragéo nao
especifica.

Tempos e temperaturas de incubagdo ou métodos diferentes dos especificados
podem originar resultados erréneos.

Os reagentes foram diluidos para um desempenho ideal. Uma diluigdo adicional
pode resultar na perda de coloragdo do antigénio.

Os componentes do kit sdo especificos do lote. Nao substituir os componentes do
kit por numeros de lotes de diferentes fabricantes. Os numeros dos lotes sdo
apresentados nas etiquetas das embalagens.

Né&o utilizar o kit de analise SurePath® with ProEx™ C depois de expirado o prazo
de validade impresso na embalagem. O utilizador devera validar as condigbes
reais, caso os reagentes sejam conservados noutras condigdes que ndo as
especificadas no folheto informativo incluido na embalagem.
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6.13.

6.14.

Né&o existem quaisquer sinais visiveis que indiquem a degradacgéo deste produto.
Por conseguinte, devem processar-se simultaneamente controlos positivos e
negativos conjuntamente com as amostras das doentes. Se se observar uma
coloragdo imprevista, que ndo possa ser explicada pelas variagdes dos
procedimentos laboratoriais, ou houver suspeita de uma anomalia no kit de andlise
SurePath® with ProEx™ C, contactar a Assisténcia Técnica da TriPath Imaging®A

Usar equipamento de proteccdo pessoal adequado para evitar o contacto do
reagente com a pele e os olhos. Consultar a Ficha de Dados de Seguranga do
Material (MSDS) para obter informagdes adicionais.

A andlise SurePath® with ProEx™ C destina-se a ser utilizada em amostras de
citologia do colo do utero colhidas em SurePath® Preservative Fluid. A
compatibilidade com preparagdes convencionais e de uma Unica camada que ndo
as da SurePath® ainda no foi avaliada.

7. INSTRUGOES DE UTILIZAGAO

71.

7.2

Preparagao das amostras
7.1.1.  Consultar o Manual do Utilizador do SurePath® PrepStain System™ para
obter as instrucdes para a preparagdo de laminas provenientes de
amostras residuais de citologia do colo do utero SurePath®.

7.1.2.  Adicionar 8 mL de SurePath® Preservative Fluid a amostra residual no
frasco SurePath® (aprox. 2 mL). A amostra diluida devera ser processada
no PrepMate™ utilizando a técnica padrdo e no PrepStain™ utilizando o
programa GYN versao 1.1, Preparagédo de laminas.

7.1.3. As amostras SurePath® preparadas devem ser colocadas no tamp&o de
preparagdo de laminas SureDetect’™ assim que acabarem de ser
preparadas (consultar a secgdo “Tampdo de preparagdo de laminas 10X
SureDetect™” para obter instrugdes sobre a preparagdo de uma solugao de
trabalho para as laminas). As laminas devem permanecer no tampao
durante, no minimo, 1 hora, mas ndo mais de 72 horas antes do
procedimento de imuno-citoquimica.

7.1.4. Para um desempenho ideal do kit, deve utilizar-se um procedimento de
recuperacgdo do epitopo. Este procedimento envolve submergir as laminas
preparadas numa solugdo de trabalho do tamp&do de preparagdo de
laminas SureDetect™ durante um periodo minimo de 1 hora a temperatura
ambiente, apds o qual se aquecem as laminas no tampdo de pré-
tratamento a uma temperatura de 95 °C. As laminas sdo mantidas a uma
temperatura de 95 °C durante 15 minutos e devem ser deixadas arrefecer a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Recomenda-se a utilizagdo de
um banho de agua calibrado ou de uma estufa de vapor capaz de manter a
temperatura necessaria. Os laboratérios situados em locais mais elevados
deverdo determinar o melhor método de manter a temperatura necessaria.
O procedimento de coloragdo devera ser iniciado imediatamente apds a
recuperagdo do epitopo e periodo de arrefecimento. Os desvios ao
procedimento descrito podem afectar adversamente os resultados.

Preparagao dos reagentes
7.21.  Preparar os seguintes reagentes antes de proceder a coloragao.

7.2.2.  Soro fisiolégico tamponado Tris com 0,05% de Tween 20 (TBST)
7.2.2.1. Preparar o TBS de acordo com as especificagdes do fabricante.

7.2.2.2. Caso ainda nao esteja incluido no TBS, adicionar Tween 20 para
obter uma concentragéo final de 0,05%.

7.2.3.  Solugdo substrato-cromogénio (DAB) (volume suficiente para 5 laminas)

7.2.3.1. Transferir 1 mL de tamp&o substrato de DAB (frasco 4a) para um
tubo de ensaio.

7.2.3.2. Adicionar uma gota (20 — 30 uL) de cromogénio DAB (frasco 4b).
Homogeneizar bem e aplicar nas laminas com uma pipeta.

7.2.3.3. Preparar diariamente uma nova solugdo de substrato-
cromogénio.

7.2.3.4. A qualidade da coloragdo ndo é afectada pelo precipitado que
pode desenvolver-se na solugéo.

8. PROTOCOLO DE COLORAGAO (Efectuado a temperatura ambiente, a 20-25 °C).

8.1.

8.2

Notas ao procedimento de coloragao
8.1.1. Ler atentamente todas as instrugbes e familiarizar-se com todos os
componentes antes da respectiva utilizagéo (ver Precaugdes).

8.1.2.  Antes da imunocoloragéo, todos os reagentes devem estar a temperatura
ambiente (entre 20 e 25 °C).

8.1.3.  Todas as incubagdes devem ser efectuadas a temperatura ambiente, salvo
indicagdo em contrario.

8.1.4. Durante o procedimento de coloragdo, ndo permitir a secagem das
laminas. As preparagdes celulares secas poderdo apresentar um aumento
da coloragao néao especifica. Proteger as laminas que possam ser expostas
a correntes de ar. As laminas devem ser colocadas numa camara humida
para incubagdes prolongadas.

Recuperagao do epitopo
8.2.1.  Colocar as laminas preparadas num frasco Coplin contendo uma solugéo
de trabalho de tamp&o de preparagéo de laminas SureDetect™ durante um
periodo minimo de 1 hora, até um maximo de 72 horas.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

8.2.2.  Incubar num banho de agua ou estufa de vapor durante 15 minutos a uma
temperatura de 95 °C.

8.2.3.  Retirar o frasco Coplin com as laminas do banho de agua ou da estufa de
vapor e deixar as laminas arrefecerem no tamp&o durante 20 minutos.

8.2.4.  Lavar as laminas com H,O desionizada e transferir para um frasco Coplin
limpo que contenha TBST.

Reagente de bloqueio
8.3.1.  Remover o tampdo em excesso com pequenas pancadas.

8.3.2.  Colocar as laminas numa camara humida preparada (cheia de gazes ou
folhas de papel absorvente embebidas em agua).

8.3.3.  Aplicar 200 uL de reagente de bloqueio de peroxidase (frasco 1a) de modo
a cobrir a area de deposigao de células.

8.3.4.  Incubar durante 5 minutos (+1 minuto).

8.3.5. Lavar as laminas em TBST, 3 banhos, 2 minutos cada.

Bloqueio de proteinas
8.4.1. Remover o tampdo em excesso com pequenas pancadas.

8.4.2.  Colocar as laminas na camara humida preparada (cheia de gazes ou folhas
de papel absorvente embebidas em agua).

8.4.3.  Aplicar 200 pL de bloqueio de proteinas (frasco 1b) de modo a cobrir
completamente a area de deposigao de células.

8.4.4. Incubar durante 5 minutos (+1 minuto).
8.4.5. NAO LAVAR.

Cocktail de anticorpos primario
8.5.1.  Remover o bloqueio de proteinas em excesso com pequenas pancadas.

8.5.2.  Colocar as laminas na camara humida preparada (cheia de gazes ou folhas
de papel absorvente embebidas em agua).

8.5.3.  Aplicar 200 pL de ProEx™ C Ab Cocktail (frasco 2) de modo a cobrir
completamente a area de deposigao de células.

8.5.4.  Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

8.5.5. Lavar cada lamina individualmente com TBST utilizando um frasco de
lavagem (no incidir o fluxo directamente sobre a area de deposigédo de
células). Colocar as laminas num suporte de laminas.

8.5.6. Lavar as laminas em TBST, 3 banhos, 2 minutos cada.

Quimica de detecgado
8.6.1.  Remover o tampdo em excesso com pequenas pancadas.

8.6.2.  Colocar as laminas na cdmara humida preparada (cheia de gazes ou folhas
de papel absorvente embebidas em agua).

8.6.3.  Aplicar 200 uL de reagente de sonda de ratinho (frasco 3a) de modo a
cobrir completamente a area de deposi¢édo de células.

8.6.4.  Incubar durante 20 minutos (+1 minuto).
8.6.5. Lavar as laminas em TBST, 3 banhos, 2 minutos cada.
8.6.6. Remover o tamp&do em excesso com pequenas pancadas.

8.6.7.  Colocar as laminas na camara humida preparada (cheia de gazes ou folhas
de papel absorvente embebidas em agua).

8.6.8.  Aplicar 200 pL de reagente polimérico (frasco 3b) de modo a cobrir
completamente a area de deposigao de células.

8.6.9.  Incubar durante 20 minutos (+1 minuto).

8.6.10. Lavar as laminas num banho de TBST, 3 banhos, 2 minutos cada.

8.6.11. Remover o tampdo em excesso com pequenas pancadas.

8.6.12. Colocar as laminas na camara humida preparada (cheia de gazes ou folhas
de papel absorvente embebidas em agua).
8.6.13. Aplicar 200 pL de solugdo de substrato-cromogénio (DAB) de modo a
cobrir completamente a area de deposicdo de células.
8.6.14. Incubar durante 5 minutos (+1 minuto).
8.6.15. Lavar as laminas com H,O desionizada durante 5 minutos.
Contrastante

8.7.1.  Lavar as laminas em TBST, 1 banho durante 2 minutos.

8.7.2.  Colocar as laminas na camara humida preparada (cheia de gazes ou folhas
de papel absorvente embebidas em agua).

8.7.3.  Aplicar 200 pL de contrastante Hematoxilina (frasco 5) de modo a cobrir
completamente a area de deposigao de células.

8.7.4.  Incubar durante 1 minuto (+10 segundos).

8.7.5.  Lavar as laminas com H,O corrente durante 3 minutos.
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10.

1.

8.7.6.  Colocar as laminas na camara humida preparada (cheia de gazes ou folhas
de papel absorvente embebidas em agua).

8.7.7.  Submeter as laminas ao procedimento de Bluing aplicando nas mesmas
200 pL de agente de Bluing (frasco 6) durante 1 minuto
(+10 segundos).

8.7.8.  Repetir a lavagem em agua corrente durante 1 minuto.

8.8. Montagem
8.8.1. Imergir as laminas em etanol a 95%, durante 1 minuto ou 25 vezes.

8.8.2. Imergir as laminas em alcool absoluto, 4 banhos, 1 minuto cada ou 25

vezes.
8.8.3. Limpar com xilol, 3 banhos, 1 minuto cada ou 25 imersdes.

8.8.4. Cobrir com meios de montagem permanentes ndo aquosos, utilizando
lamelas de vidro.

ESTABILIDADE
9.1. Quando conservados as temperaturas recomendadas, os frascos de reagente
fechados permanecem estaveis até a data indicada no frasco.

9.2 Uma vez aberto o frasco, os reagentes permanecem estaveis durante trinta dias
quando conservados as temperaturas recomendadas.

CONTROLO DE QUALIDADE

10.1. A \variabilidade nos resultados deriva frequentemente de diferengas no
manuseamento das amostras, que se desviam dos procedimentos de teste
recomendados. Consultar as directrizes de controlo de qualidade do Clinical and
Laboratory Standards Institute, Quality Assurance for Immunocytochemistry, para
obter mais informacgdes.

10.2. O controlo celular SureDetect™ SiHa encontra-se disponivel como um controlo
positivo da TriPath Imaging®, Inc. Cada frasco contém uma linha celular do cancro
do colo do utero, que é processada da mesma forma que as amostras clinicas.
Como controlo negativo, pode utilizar-se o controlo universal negativo de IgG de
ratinho. Em cada procedimento de coloragdo devera ser incluida uma lamina de
controlo positivo e negativo. Os resultados da coloragdo deverdo ser utilizados
como indicagdo da validade do processo de coloragéo.

INTERPRETAGAO DA COLORAGAO

11.1.  Amostras de doentes e de controlo: Um técnico de citologia ou um patologista
devera avaliar as laminas coradas utilizando um microscépio 6ptico. As células
podem ser revistas manualmente ou memorizadas numa galeria de imagens
electrénicas obtidas a partir de um microscépio éptico.

11.2. Laminas de controlo: As laminas de controlo positivo e negativo deverdo ser
examinadas antes da respectiva revisdo das amostras das doentes, de modo a
assegurar que todos os reagentes funcionaram devidamente. A presenca de um
produto de reacgdo castanha (3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloreto, DAB) no
nicleo de uma lamina de controlo celular SiHa, corada por meio da andlise
SurePath® with ProEx™, & indicadora de reactividade positiva. A 1amina de controlo
negativo universal de IgG de ratinho, corada por meio da andlise SurePath® with
ProEx™ C, ndo deve apresentar quaisquer nucleos de coloragdo castanha e s6
devera apresentar coloragdo com a aplicagdo do contrastante hematoxilina.

11.3. Aclassificagdo das laminas é um pr p
Passo 1: A amostra é adequada?
O Bethesda System (TBS) for Reporting Cervical Cytology (Relatérios de
diagnéstico citoldgico do colo do Utero) (22 Ed.) refere: “Uma adequada preparagédo
de base liquida devera evidenciar um valor minimo previsto de, pelo menos, 5000
células escamosas bem visualizadas / bem conservadas”. O mesmo critério devera
ser aplicado as laminas SurePath® with ProEx™ C. Todavia, tal como sucede com
uma preparagao citolégica de rotina, qualquer amostra com células anormais que
evidencie uma reacgdo molecular positiva é, por definicdo, satisfatéria para
avaliagdo. Se a resposta a este passo for “sim”, prosseguir para o proximo passo;

se a resposta for “ndo”, o resultado é /i jrio para liagao.

por4p

Passo 2: Verifica-se uma coloragdo nuclear castanha moderada a intensa nas
células epiteliais?

Para responder “sim” a este passo, € necessario verificar se existe alguma
coloragdo castanha que seja facilmente visualizada. Se for detectado apenas um
ligeiro vestigio de castanho, isto ndo é suficiente para garantir uma classificagdo de
positivo. Se ndo se detectar nenhuma coloragédo nuclear castanha, o resultado é
relatado como Negativo. Se for visualizada uma coloragdo castanha adequada,
prosseguir para o proximo passo.

Passo 3: A célula com uma coloragdo nuclear castanha é uma célula
escamosa ou glandular?

Se a resposta for sim, prosseguir para o préximo passo. Se a resposta for nao, tal
constitui um resultado de analise Negativo.

Passo 4: A célula é 2 ASC (célula escamosa atipica) ou AGC (célula glandular
atipica)?

Utilizar os mesmos critérios morfolégicos descritos em The Bethesda System for
Reporting Cervical Cytology (2% Ed.) para determinar se a célula escamosa que
contém o nucleo castanho é 2 ASC (células escamosas atipicas). Se a célula for
considerada 2ASC (ou 2AGC), isso significa que o resultado da analise é Positivo.
Isto inclui células ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL e cancerigenas. Se a célula for
glandular em termos de aspecto, aplicam-se os critérios TBS para determinar se a
célula é 2 AGC (células glandulares atipicas). Isto inclui AGC endocervical, AGC
endometrial, AIS e adenocarcinoma. Se a célula em questéo for consistente com
um caso de NILM (negativo quanto a lesdo ou malignidade intraepitelial), o
resultado da anélise é Negativo.
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13. GLOSSARIO DE SIMBOLOS
Numero de catalogo

Para utilizagdo em diagnéstico in vitro

Consultar as instrugdes de utilizagéo

Contém 75 testes

Cuidado, consultar a documentagéo fornecida
Limitagdes da temperatura de conservagao
Cadigo do lote

Utilizar até AAAA-MM-DD ou AAAA-MM
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MPOOPIZOMENH XPHZH

H avoookuttapoxnuikf e&étacn SurePath® pe ProEx™ C Tpoopietal yia TV TroloTiKA
agloAdynon NG €AATTWHATIKAG E€TTAYWYAG KaTd Tn @don S o€ Ociypata TpaxnAikig
KuTTapoloyiag TTou cUMéyovTal o uypd Biatipnong SurePath®. Ta amoteAéopata Tng
€CETAONG  TTAPEXOUV  CUPTTANPWHATIKEG  TIANPOPOpPIEG  yia  JIayvWOoEelG  TPaxnAIKAG
KuTTapoAoyiag.

MEPIAHWH KAI ENEZHIHZH

O1 TpwTEiveg TUVTAPNONG HIKPOOKOTTIKWY XpwHoowpdtwy (MCM) Traifouv évav Kevtpikd
péAo aTov diAaciaopd Tou eukapuwTikol DNA. Kabepid amé Tig mpwreiveg MCM éxel
potiBa ATPdong e¢aptwpeva amd DNA oTnv upnAwg ouvinenTIKA KEVTPIKA TTEPIOXH TNG.
Ta emimeda Twv TPwWTeEiVWY MCM yevikWg augavovtal pe PETABANTO TPOTTO KABWG Ta
@uaiohoyikd KUTTapa Tpoxwpouv atéd Tnv gaan GO otn gdan G1/S Tou KuTTapIKoU KUKAOU.
H Tomoicouepdon Il GApa (TOP2A) eival éva amapaitnTo TTupnviké £vUPo TToU EPTTAEKETAI
oT1o dimAaoioopd Tou DNA kai armoteAei oTOXo yia TTOAAG QVTIKOPKIVIKG @Appaka TTou
XpnoipotrolouvTal oTn Bepatreia kaTé Tou Kapkivou. H peiwpévn ékppaon tng TOP2A eival
£vVag Kupiapyog pnxaviopudg avriotaong ot Sidpopoug BepatreuTikolg Trapdyovteg. Mia
onuavTiky TTapaAAayr) oTo @Aoua €KPPAONG TNG TTIPWTEIVNG AUTAG TTapaTnEnOnke o€
TToAAOUG Kai diagopeTikoUg oykoug. H TOP2A emikpartei ota ToAAatrAaciadépeva KUTTapa
Kal TpoTToTIoIEiTal 0TV Pdon M ammd woPopUAiWan OE CUYKEKPIPEVEG BETEIG, éva KpioIuO
YEYOVOG YIa TN GUHTTUKVWON KAl SIAXWPITHO TWV HITWTIKWY XPWHOOWHETWV.

To KOKTEIN avTiIowpdTwy ProEx™ C TrepI€Xel HOVOKAWVIKG QVTIOWHA TTOVTIKOU €vavTl Twv
MCM2 ka1 TOP2A, Ta oTroia £X0uv aTToJovVwOEi aTTé UTTEPKEINEVN IOTOKOAAIEPYEIQ Kal gival
apalwpéva o puBUIOTIKG JIGAUNA QUOIOAOYIKOU OpoU PE OTABEPOTTOINTEG TTPWTEIVWV Kal
varpagidio 0,09%.

APXEZ THX AIAAIKAZIAL

To KIT TNG avOoOKUTTapOXNUIKAG e€éTaong SurePath® pe ProEx™ C Trepiéxel éva KOKTEIA
QAVTIOWHATWY, aVTIOPACTAPIA AVIXVEUONG KAl aVTiXpWwaong atrapaitnta yia Tnv oAokAfpwon
Hiog dladikaciag TPIWV BnudTwy XEIPOKIVATNG I GUTOPATOTIOINUEVNG GVOTOKUTTAPOXNMIKAG
XPWong yia Ta ouvrBwg Tapackeuadopeva TpaxnAikd deiyparta Aertrig oTiBadag. Metd Tnv
£TTWOON Tou OeiydaTog pE va IBIOKTNOIOKOU KABEOTWTOG KOKTEIN QVTICWHATWY TTOVTIKOU,
€TMAEKTIKAG OEOUEUONG HOVOKAWVIKOU QvTIOWHATOG, €VOEIKTIKOU BETIKAG €§éTaong, n
ETTOTITIKA  TTapoudiaon TmepIAauBdvel éva  povadikd oUoTnUa  £TOIMOU  TTPOG  XPAON
QAVTIOWHATOG EVWHEVOU PE €VQUPO Kal XpwHoyovo. To eviupikd avTtidpaoTtripio gival éva
SeuTepoTayEéG avTiowa aiyag évavtl TTOVTIKOU, CUMTTAOKO UTTEPOgEISAoNG atd pagavida,
TToU ouvdEeTal pE pia aAuaida TToAupepoUg Se§Tpdvng. MpooBrkn evég €18IKoU XpwHoydvou
TTPOKOAEI TO OXNMUATIONO €£VOG 0paTOU XPWHOYOVOU TIPOIOVTOG TTOU EVTOTTICETAI OTIG BEOEIG
Séopeuong  avTlyOvVoOU-avTIOWHOTOG. TN  OUVEXEID TO Oeiypa  avTiXpwuaTi(ETal  HE
QIMOTOEUAIVN, €PapuOeTal €vag TTOPAYOVTAG WTTAE XPWONG KAl OTNV QAVTIKEIMEVOPOPO
ToTroBeTeiITal  KaAUTITPiIda. Ta amoteAéopata  epunvelovTal  XPNOIPOTIOIWVTAG  OTITIKO
HIKPOOKOTIIO.  O€TIKO  oTTOTEAEOUA, €VOEIKTIKO  uywnAoU PaBuol TpaxnAiking véaou,
ETMTUYXAVETQI OTAV O TTUPHVEG OTA KUTTOPA UTTO €EETAON XPWHATIOTOUV PE KAPE XPWHA.

Mia BIBAI0BAKN avagopdg yia duvnTIKA BETIKEG QVTIKEINEVOPOPOUG PTTOPET va dnuioupynBei
XPNOIMOTIOIWVTAG QUTOPATOTIOINUEVO €EOTTAIoNG aTreikéviong. H BIBAIOBrKN KaTdTTIV PTTopei
va €§ETOOTEI yIa va TTPoadIopIoTei £va BETIKG i apvnTIKO aTTOTEAEOHA.

H avoookuttapoynuikiy e€étaon SurePath® with ProEx™ C e@apuéletai 1600 OTn
XEIPOKivNTN 600 Kal OTNV QUTOPATOTIOINUEVN XPWON.

MAPEXOMENA ANTIAPAZTHPIA
MepiAapBavovTal Ta TTapakdTw UAIKE, Ta oTToia ETTAPKOUV yia 75 TTapaoKEUGOHATA AETTTAG
oTIREdag.

Ap.

@laAidiov Mepiypagr ’?

AvTiISpacTipio atrokAgiopoU
utrepogeidaong PubpioTikd

1a UTTEPOEEIDIO TOU UBPOYOVOU CUV
OTABEPOTTOINTAG Kal IBIOKTNTIOKA
OUOTATIKG.

AvTiSpacTipio atrokAgiopol
utrepogeiddong: Kabapr pwreivn
1b OUuV IBIOKTNOIAKOG OUVOUATHOG
TPWTEVWYV o€ TpoTToTroINpévo PBS
HE oUVTNPENTIKG KOl TATIEVEPYO.
KokTéIA avTiowpdTwy C: ‘EToiyo
TTPOG XPrON KOKTEIA HOVOKAWVIKWY
QAVTICWHATWY TTOU TTAPEXETAI OF

2 puBuIoTIKG SidAupa TRIS pe Tween
20, ka1 pH 7,4. Mepiéxel
OTABEPOTTOINTIKEG TTPWTEIVEG Kall
QVTIMIKPOBIaKS TTapdyovTa.
AvTiSpacTipio-iXvnAdTn

3a TOVTIKOU: AgopeleTal oTa
HOVOKAWVIKG QvTICWHPOTA TTOVTIKOU.
AvTISpaoTipio TToAupepoUG:
MoAupepég ouluyég pe

3b UTTEPOEEIBATN ayplopaTTavioy TTou
OeTpEVETAI OTO AVTIOPACTHPIO-
IXVNAGTN TTOVTIKOU.

2-8°C

2-8°C

2-8°C

2-8°C

2-8°C

Ap.

@iaAidiou Mepiypagr J}

PuBuioTIKS SidAupa
urooTpwparog DAB: PubuioTikd
4a SIGAUPO UTTOOTPWHATOG TTOU
XPNOILOTIOIEITAI VIO TNV TTAPACKEUR
Tou Xpwpoyévou DAB

Xpwpoyévo DAB: AidAupa
XpwHoyovou 3,3-diapivoBevaidivng
Xpwon avtiBeong pe

5 aipaToguAivn YSaTIKr aipatoguAivn
Tou Mayer

Oucia pIrAe Xpwong: Tpig

6 PUBUIOTIKG PuaioAoyikd SiaAupa, pH
7.4 pe Tween 20 ka1 0,09% NaN3

2-8°C

4b 2-8°C

15-30°C

15-30°C

YAIKA KAI ANTIAPAZTHPIA MOY AMAITOYNTAI AAAA AEN MPOMHOEYONTAI

MavTnAdkia kabapiopou

SureDetect™ SiHa Cell Line — REF 005-11012-10 (TriPath Imaging, Inc.)
ATTioVIOpéVO 1| aTTOGTAYHEVO VEPD

AiBavoAn (95% kai 100%)

[udAiveg KaAuTITPidEG

Favria

Yypdg 8dAapog

OTITIKG PIKPOOKOTTIO (QVTIKEIMEVIKOUG pakoUg 10x, 20x [TrpoaipeTikd], 40x)

Méoo kdAuyng

MiTéTeg Kal puyxn TITTETWV (IKavEG va HETagépouv dykoug 20ul, 200l kar 1000puL)

PuBpioTiké SidAupa TTpoEToINaTiag QVTIKEINEVOQOpPwWY SureDetect™ 10X — ANAD.
090-11008-10 (TriPath Imaging®, Inc.) — PUBLIOTIKG SIGAUHA TIPOKATEPYATIAG

DAoxeia i AouTtpd xpwong

XpovopeTpo (pe duvatotnTa dlooTNPATWY 1-60 AETTTG)
TpIg pUBUIOTIKGG PuTIoNoyIKGG 0pds (TBS)

Tween 20

ApvnTiKdG HapTUPAG IgG TTOVTIKOU YEVIKAG XPROEWS
Zuokeun Tepidivnong

ZuAévio 1) uttokatdoTaTa EuAeviou

ATtp6AouTpo/udardAoutpo

NPO®YAAZEIX

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

Ma in vitro dlayvwaTikr xprion.

O1 TTOPACKEUAOPEVEG QVTIKEIEVOPOPOI SurePath® Tpémel va TotmoBeToUvVTal OTO
pubpioTiké  didAupa  TTpokaTepyaciag  apéowg  pOAIG  TTapackeuaoTtolv. Ol
QVTIKEIJEVOPOPOI TIPETTEI VA TTAPANEVOUV OTO PUBUIOTIKG SIGAUPA TTpOKATEPYATTOG
€T TOUAGYIOTOV 1 Wpa, aAAG Ox1 TTepioadTepo amd 72 wWPeg TPV AT TNV
AVOCOKUTTaPOXNHEIa.

Mnv eTITPEWETE VO OTEYVWOOUV Ol QVTIKEIUEVOPOPOI OTTOIAdATIOTE OTIYH KATE TN
Sidpkeia TG Siadikaaiag. O avTIKEINEVOPOPOI TTOU a@EBNKaV va OTEYVWOOUV KaTd
™ Oidpkela TG dladikagiag PTTOPEi va TTapoucidfouv augnuévn Xpwon Tou
utTéRadpou.

H 3,3-diapivoBevyidivn (DAB) KaTatdooeTal wg UTTOTITO KAPKIVOYOVO HE TO SuvnTIKO
KivOuvo TTapaywyfig Hn avaocTPEWIHWY OTTOTEAEOUATWY. ATTOQEUYETE T CWHATIKA
ETTOPA KOl TNV TrapateTapévn R emavelAnuuévn £€kBeon. ZuvioTdral Oepuwg
aTraywydg avaBupidoewy. ATTOQUYETE TNV ETTAPNA PE Ta YATIA, TO dépUa i Ta poUxa.
MAGveTE Ta Xépia eTTIHEAWG PETA TO XeIpIopd. To didhupa epyaciag DAB mpémel va
TTOPAOKEUAZETAI TUPPWVA HE TO EVOETO OUTKEUOODIOG.

Mepik& avTidpaoTripia o autd To KIT Trepiéxouv varpadidio (NaN3), pia eSaIpeTIKG
TOgIKA XNUIKA évwon g€ kabapr| popr). To varpadidio pTropei va gival yoipaio Katd
NV Katdtmoon R amoppdéenon amd To déppa. Ta avmidpacThpia outd eival
€TMKiVOUVa KaT@ TNV €loTvor). Ta avTidpaoTripia autd eival eTikivduva oTeped.
MpokaAei €peBICPO TOU JEPUATOG, TWV MATIWV KAl TNG OVOTIVEUOTIKAG 080U.
Emnpeddel To KEVIPIKO VEUPIKO OUCTNHA, TOUG VEQPOUG Kol TO Kopdlayyelokd
olotnua. Av Kol Oev KOTOTAOOETOl WG ETTIKIVOUVO OTIG OUYKEVTPWOEIG TOU
TTPOIdVTOG, 0 cUTOWPEUTEIG vaTpadidiou TBavéov va avTidpdoouv e TIG HOAURSIVESG
Kal XGAKIVEG OWANVWOEIG oXNUATICOVTaG TTOAU EKPNKTIKG HETAAAIKG agidia. Otav To
QTTOPPITITETE, GETTAEVETE PE PEYAAEG TTOOOTNTEG vePOU WOTE Vo TTPOAABETE TO
oxXNUATIONS HETAAANIKWY alIdiwv OTIG CWANVWOEIG.

AigatofuAivn  kai Trapdyovtag PTTAE  Xpwong. Ta avridpacThipia autd  eival
€mmKivOuva eav karamoBolv. H aipatofuAivn kal oI TTapAyovTeg WTTAE XPWong
TTPOKAAOUV EPEBITUO TWV PATIWV, TOU SEPUATOG KAl TOU AVATIVEUCTIKOU.

Mpémel va xelpideoTte Ta deiypata kal OAa Ta UAIKG TTou ekTiBevTal oTa Seiypata wg
TBavd Aoigoydva Kal va Ta aTTOPPITITETE PE TIG KATGAANAEG TTPOQUAGEEIS. MoTé unv
avappo@AaTte Ta avTidPacTApIa Kal Ta Oeiydata PE TO OTOHA KOl ATTOQEUYETE TNV
£TTAPA TOug pe To Séppa Kal TIG BAevvoydvoug pepBpaves. Eav ta avridpaoTrpia
€NBouv o€ TTaPr pE EUaioBNTEG TTEPIOXEG, EETTAUVETE PE ApBovo vepd.

EAax10TOTIOIROTE TN PIKPORIOKA ETTIMOAUVON TwV AVTIBPACTNPIWY YIa TNV ATTOPUYH
NG KN eI8IKAG XPWang.
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6.9. Xpoévol eTwaong, Beppokpaacies kal uéBodol DIAPOPETIKOI ATTd EKEIVOUG TTOU EXOUV
KaBopIoTei uTTOpEi va 0dnNyRooUV 0€ ECQAAPEVA ATTOTEAETUATOA.

6.10. Ta avmidpaoTtripia €xouv apaiwbei yia BEATIOTn amédoan. Mepaimépw apaiwon
TOavAV va TTPOKAAECE! ATTWAEIN XPWONG TOU avVTIYOVoU.

6.11. Ta ouoTaTIKA TOU KIT £§aPTWVTAI ATTO TNV TTAPTida. Mnv avTiKaBIioTaTe Ta CUGTATIKG
TOU KIT ME GAAa pE OIOQOPETIKOUG apiBuoug TapTidwy Trapaywyns. Or apiBuoi
TTOPTIOWY UTTAPXOUV OTIG ETIKETEG CUOKEUATTAG.

6.12. Mnv xpnoluotoieite To KkiIT Sokiyaciag SurePath® with ProEx™ C petd v
nuepopnvia ARENG TTou eival TuTTwpévn oTn cuokeuaaia. O XPAOTNG TTPETTEI va KAVEI
€TTOANBEUON TWV CUVONKWY OTIG TTEPITITWOEIG TTOU Ta AVTIOPACTAPIA QUAGCoTOVTAI
UTTO OUVONKEG SIOPOPETIKEG aTTO EKEIVEG TTOU KOBOPICEl TO £VOETO TNG CUOKEUQDIOG.

6.13.  Aev umrdpyouv epgavry onuadia TTou va deixvouv utroAaduion Tou TTPoidvTog auTou.
Emopévwg, BeTIKOi Kal apvnTIKoi JAPTUPEG TIPETTEN va SIEAyoVTal TAUTOXPOVA PE TA
deiypara aoBevolg. Av TTapaTtnpnBei pun avopevopevn Xpwarn, n otroia dev UTTOpEi
va ggnynbei ammd Siapopég OTIG EPYAnTNPIOKEG DIAdIKATIEG 1 UTTAPXEI uTToWia yid
TPOBANUG e TO KIT e€eTaoEwY SurePath® pe ProEX™ C, €MIKOVWVIACTE WE TNV
TEXVIKA UTTOOTAPIEN TNG TriPath Imaging®A

6.14. Na @opdre Ta KatdAAnAa Méoa Atopikrg MpoaTaciag yia va atro@UyeTe TNV ETTAPH
Tou avTIdpaoTnpiou Pe Ta pdma Kal To Séppa. Mo TIEPIOCOTEPEG TTANPOPOPIES
avaTtpégte aTo PUAO Aedopévwv AcpdAeiag YAikou (MSDS).

6.15. H e&étaon SurePath® pe ProEx™ C mrpoopileTal yia xprion o€ deiypata TpaxnAikiAg
KutTapoloyiag TTou OUMéyovtal ot uypd diatApnong SurePath®. Aev  éxel
agloAoynBei n oupBardTnTa pe CUPPATIKG Kal POVOOTIBAdIKA TTOPACKEUGOUATA
€KT6G Tou SurePath®.

OAHFIEZ XPHZHZ

71. MpoeToipacia Tou deiyparog

7.1.1.  ZupBouleubeite To Eyxelpidio xelpioT Tou SurePath® PrepStain System™
yla o8nyieg OXETIKA HE TNV TTPOETOINACIA TWV QAVTIKEINEVOPOPWY TTAAKWV
amé Seiyuata TpaxnAikAg KutTapoloyiag SurePath®.

7.1.2.  MNpooBéate 8mL uypoU Biatipnong SurePath® o1o uTroAelupaTiké Seiyua
oTo @IoAiBIo SurePath® (2 mL epitou). To apaiwpévo Seiypa TTPETel va
utroBAnBei o€ kaTepyaoia oto PrepMate™ xpnaoipoTroiwvtag Tnv mpoTuTIn
TEXVIK) Kal  oTo PrepStain™ xpnoIJOTTOIOVTAG TNV  TTPOETOINACIT
AVTIKEINEVOPOPWY TTAakWV GYN ékdoon 1.1.

7.13. O TIOPUOKEUCOUEVEG QVTIKEIMEVOQPOPEG TIAGKEG SurePath® Trpémer va
TOTTOBETOUVTAI OTO PUBUIOTIKG SIGAUPA TTPOETOINACIAG QAVTIKEINEVOPOPWY
SureDetect™ apéowg pOAIG TTapackeuaoToUv (avaTpéSTe OTO PUBHIOTIKO
SidAupa TTpogToIyaaciag avTikeipevoedpwy TTAakwy SureDetect™ 10X yia
odnyiég  OXETIKG  PE TNV TIpogToldacia  dlaAlpaTog  €pyaciog
QVTIKEIJEVOPOPWY  TTAGKWYV). O1  aVTIKEINEVOPOPEG  TIAAKEG  TIPETTEl  va
TTapapévouv 010 puBIoTIKG SidAupa €TTi TouAdyxioTov 1 wpa, oAAG X1
TTEPIGOOTEPO ATTO 72 WPEG TIPIV AT TNV GVOCOKUTTAPOXNHEIT.

7.1.4. Mo diodiKaoia aveKTNONG ETMTOTIWYV TIPETTEl VA XPNOIMOTIOIETAI  YIx
BéATIOTN amédoon Tou KiIT. H diadikacia auth epiAapBaver Tn diIGBpegn Twv
TTPOETOIHACUEVWY  QVTIKEIUEVOPOPWY TIAGKWY o€ éva didAupa epyaoiag
PUBMIOTIKOU  JIOAUPATOG  TTPOETOINACTAG — AVTIKEINEVOPOPWY  TTAGKWV
SureDetect™ eTri TOUAGYIOTOV 1 WpPa 0€ BepPOKpaATia dwHATIOU Kal KATOTTIV
Béppavon  TwV  AVTIKEIJEVOPOPWY TIAOKWY g€  puBuIoTIKO  didAupa
TrpokaTepyaciag ot Beppokpagia 95°C. O QVTIKEINEVOPOPEG  TTAAKEG
diatnpouvtal o€ Beppokpaacia 95°C emri 15 AeTTTd K KATOTTIV agrivovTal va
WuxBolv ot Beppokpacia dwpatiou e 20 AemTd. ZuvioTdTal n xpAon
BaBuovounuévou udaTGAOUTPOU 1 PUTIKOU ATHOAOUTPOU IKavoU va diaTnpei
Tnv amairoUyevn Beppokpacia. EpyaoTtipia TTou Bpiokovtal og peyaAuTepa
uyopeTpa TPETTEl va TTpoadiopifouv Tnv KaAUTepn péBodo diatipnong Tng
atrairoupevng Beppokpaciag. H Siadikaoia xpwong TPETEl va apXidel
auéowg PETA TNV avaKTNoN €MITOTTOU Kail TNV Wign. MapekkAioeig amd v
Teplypapduevn  diadikaoia  mBavév  va  ETTNPEGOOUV  OQUOPEVWG  Ta
atroteAéopara.

3.1. MpoeToipacia Tou avridpaocTnpiou

7.21.  TIpoETOINACTE T TTAPAKATW AVTIOPACTAPIA TIPIV OTTO TN XPWon.
7.2.2.  Tpig pubuIOTIKOG PuUOIOAOYIKOG 0pOG pe Tween 20 0,05% (TBST)
7.221. MpoeToipdote 10 TBS oUp@wva e TIG TIPOJIAYPAPEG TOU
KATOOKEUQOTH.
7.222. Av dev utrdpyel O ato TBS, TpoobéaTe Tween 20 £wg TEAIKAG
OUYKEVTPWOEWS 0,05%.
7.2.3. Aidhupa utooTpwpatog-xpwuoydvou (DAB) (emapkrg Oykog yia 5
QVTIKEINEVOPOPEG TTAAKES)
7.2.31. Metagépete 1mL puBpioTikoUu diaAlparog utrooTpwuatog DAB
(@iaAidio 4a) o€ SOKIPAOTIKO CWARVA.
7.23.2. MpoobéaTe pia ataydéva (20 — 30pL) xpwpoydvou DAB (piaAidio
4b). Avapifte €mMPEAWG Kal ATTAWGOTE OTIG QVTIKEIMEVOPOPOUG
TTAGKEG pE TTITTETAL.
7.2.3.3. Mpoetolpdiote  vwtd  dIGAUPA  UTTOOTPWHATOG-XPWHOYOVOU
KaBnuepIva.
7.23.4. H moidtnta Tng xpwong dev emnpedletal amd TO inpa TToU

mOavév va avamTuxBei ato diGAupa.

8.

MPQTOKOAAO XPQZHZ (Aicaywyn o€ Beppokpacio Swuariou, 20-25°C)

1.1.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

A1adSIKAOTIKEG CNUEIWOEIG XPWONG

8.1.1.  AiaBdoTe OAeg autég TIG 0dnyieg TTPOOEKTIKG Kal €€OIKEIWOEITE PE OAA Ta
ouoTatikd Tpiv atd tn xprion (BA. Mpo@uAdgeIs).

8.1.2. OAa 71O avmidpacTipia TIPETTEl va  aA@AvovTal va 100ppoTTolV  O€
Beppokpaaia Swyartiou (20-25°C) TPV TV avocoxpwon.

8.1.3. OAeg o1 emwdoeig TPETEl va  TIpaydatoTroloUvial  Og  Bepuokpacia
SwpaTiou, EKTOG EAV ONUEILVETAI DIOPOPETIKA.

8.1.4. Mnv a@AveTe TIG QVTIKEIJEVOPOPOUG TIAGKEG VO OTEYVWOOUV KATE Tn

Sidpkeia NG dladikaciag Xpwong. Ta KUTTOPIKE TTOPAOKEUGOUATA TTOU
£€XOUV OTEYVWOEI €VOEXETAI VO epavifouv augnuévn pn €I0IKA Xpwon.
MpooTatéWTe TIG AVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG TTOU TTIBavOV va ekTiBevTal o€
pevpaTa aépa. ZTIG TTAPOTETAUEVEG ETTWACEIG, OI AVTIKEINEVOPOPEG TTAGKEG
TTpETTEl va ToTroBeToUvVTal o€ BAAapo Uypavong.

AvAKTnon emToTTOU

1.2.1.  ToTOBETAOTE TIG TIPOETOINACHEVEG QVTIKEINEVOPOPOUG o€ Soxeio coplin TTou
TEPIEXEl  DIGAUPa  epyaciog  puBMIOTIKOU  JIGAUPATOG  TTPOETOINATIag
QavTIKEINEVOPOPWY TTAaKWwY SureDetect™ emmi TouAdyiotov 1 wpa €wg Kai
72 WPEG KATA PEYIOTO.

1.2.2. EmwdoTe oe udatdéloutpo A aTpdAouTpo €T 15 AeTrtd o€ Bepuokpacia

95°C.
1.2.3.  AgaipéoTe 0AOkANPO To doxeio coplin PE TIG AVTKEINEVOPOPOUG TTAAKEG aTTO
TO0 UdaTAAOUTPO f ATPOAOUTPO Kal ETITPEWYTE OTIG AVTIKEINEVOPOPOUG Va
WuxBoulv aT1o pUBHIOTIKG diIGAUpa eTTi 20 AETTTA.

1.24. ZemAOvete TIG QVTIKEINEVOQOPOUG TIAGKEG pe  ammoviopévo H,O  kal

HETaQEPETE O€ €va KaBapd doxeio TUTTou coplin TTou Trepiéxel TBST.

AvTISpaoTipIO aTTOKAEIOHOU

8.3.1.  KrutrioTe eAa@pd yia va OTTOPAKPUVETE TV TTEPIOTEIN TOU PUBUICTIKOU
SiaAlpaTog.

8.3.2.  ToTrOBETATTE TIG AVTIKEIUEVOPOPOUG TTAGKEG O€ €vav BAAapo Uypavong Trou
£XETE ETOINAOEI (YEPATO OTTO XAPTOTIETOETEG I} YALEG EUTIOTIONEVEG HE VEPD).

8.3.3.  AmAwoTte 200uL avmidpaoTnpiou atrokAEIopoU uTrEpoEEIdAang (piaAidio 1a)
yia va KOAUWETE TN TTEPIOXT) EVATIOBETNG TWV KUTTAPWV.

8.34. EmwdoTe €1i 5 AeTrTdl (+1 AeTTT0).

8.3.5.  ZemAUvete TIG avTIKEINEVOPOPoUG TTAGKeG o TBST, 3 alayég, 2 Aemrtd

€KaoTn.

ATrokAEIoHOG TTPWTEIVOV

8.4.1.  XTutrAoTe €EAAPPA YIO VO ATTOPAKPUVETE TNV TTEPITOEI TOU PUBHIGTIKOU
SIaAUPATOG.

8.4.2.  ToTOBETAOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG O€ €vav BAAapo Uypavong TTou €XETE
€TOINAOEI (YEPATO OTTO XAPTOTTETOETEG 1} YALEG EYTTOTIOPEVEG HE VEPOD).

8.4.3. AmAwote 200uL avTidpacTnpiou atokAEIoHOU TTPWTEIVWV (PIaAiSio 1b) yia
va KaAUWETE TN TTEPIOXN EVATIOBETNG TWV KUTTAPWV.

8.4.4. Emwdote emi 5 AemrTdl (+1 AeTITO).

8.4.5. MHN ZEMAYNETE.

KOKTEIA TTPWTOTAYWYV AVTICWHATWV

8.5.1.  XTutrAoTe EAa@PA yIa va aTTOPOKPUVETE TNV TTEPITOEI ATTOKAEIOHOU
TPWTEIVWIV.

8.5.2.  ToTrOBETATTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG O€ €vav BAAapo Uypavong Trou
£XETE ETOIPGOEI (YEPATO ATTO XAPTOTTETOETEG I YALEG EUTTOTIOUEVEG HE VEPD).

8.5.3.  AmAwote 200uL KOKTEIA avTiowpdTwy ProEX™ C Ab (¢iaAidio 2) yia va
KOAUWETE EVTEAWG TNV TTEPIOXH EVATTOBEONG TWV KUTTAPWYV.

8.5.4. Emwdorte emri 30 AeTrTd 0€ Beppokpaaia dwpaTiou.

8.5.,5.  ZemAUvere avegdptnTa KABE avTIKEIuEVOPOPO TTAGKa pe TBST pe évav
USPOPBOAEa (UNV ETTIKEVIPWVETE T PON aTTeuBeiag €Mavw OTnV TOUA Tou
10T0U). POPTWOTE TIG QVTIKEIUEVOPOPOUG TIAGKEG Of  €va  OTATHPA
QVTIKEINEVOPOPWV.

8.5.6.  ZeTAUVeTE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKES pe TBST, 3 aAayég, 2 AetrTd

€KaoTn.

Xnpeia avixveuong

8.6.1.  KrumfoTe eAagpd yia va ammopoKpUVETE TNV TTEPICOEIN TOU PUBUIOTIKOU
SiaAlpaTog.

8.6.2.  TOTOBETAOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG O évav BAAapo Uypavong Trou €XETE
€TOINATEI (YEPATO OTTO XAPTOTTETOETEG 1} YALEG EYTTOTIOPEVEG HE VEPOD).

8.6.3.  AmAwote 200uL avmidpaaTnpiou IXvnAGTn TrovTIKOU (@IaAidio 3a) yia va
KAAUWETE EVIEAWG TNV TTEPIOXT EVOTIOBEONG TWV KUTTAPWY.

8.6.4. Emwdote €1 20 AeTrTd (+1 AeTITO).

8.6.5.  ZemAUveTe TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG pe TBST, 3 aMayég, 2 Aemrtd

£€kaoTn.
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8.7.

8.8.

8.6.6. KrutrioTe eAa@pd yia va ammOUOKPUVETE TNV TTEPICOEIN TOU PUBMIOTIKOU
SiaAlpaTog.

8.6.7.  ToTTOBETAOTE TIG AVTIKEIUEVOPOPOUG TTAGKEG O€ €vav BAAapo Uypavong Trou
£XETE ETOINAOEI (YEPATO OTTO XAPTOTIETOETEG I} YALEG EUTIOTIOPEVEG HE VEPD).

8.6.8.  AmAwoate 200uL avridpaoTnpiou TOAUPEPOUG (PIaAidio 3b) yia va KaAUyeTe
TNV TTEPIOXT EVATTIOBEGNG TWV KUTTAPWYV.

8.6.9. Emwadorte £1i 20 AeTrTd (+1 AeTITO).

8.6.10. ZemAUveTe TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TIAGKEG o€ Aoutpd TBST, 3 alayég,
2 AeTTTd €KOOTN.

8.6.11. KrutrioTe eAa@pd yia va ATTOUOKPUVETE TNV TTEPICOEIN TOU PUBMIOTIKOU
SIaAUPaTOG.

8.6.12. ToTTOBETATTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG O€ €vav BAAapo Uypavong Trou
£XETE ETOIPGOEI (YEPATO ATTO XAPTOTTETOETEG I YALEG EUTTOTIOUEVEG HE VEPD).

8.6.13. AmAwote 200uL diaAlpaTog uTTOOTPWHATOG-XpwHOYydvou (DAB) yia va
KOAUWETE EVTEAWG TNV TTEPIOXH EVATTOBEONG TWV KUTTAPWYV.

8.6.14. EmwdoTe emi 5 AemrTdl (+1 AeTIT0).

8.6.15.  ZEeTAUVETE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG £TTi 5 AeTITd 0€ amioviopévo Hy0.

Avrixpwon

8.7.1.  ZemAUVeTE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG pE TBST, 1 alAayr), 2 AeTrTd.

8.7.2.  TOTOBETAOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG O€ £vav BaAapo Uypavong TTou
£XETE ETOIPGOEI (YEPATO ATTO XAPTOTTETOETEG I YALEG EUTTOTIOUEVEG HE VEPD).

8.7.3.  AmAwoTte 200uL avmidpaoTnpiou avTixpwang aigatoguAivng (@iaAidio 5) yia
va KAAUWETE EVIEAWG TNV TTEPIOXT EVOTTOBEONG TWV KUTTAPWY.

8.7.4. Emwaote €1mi 1 AeTrT6 (+10 SeutepOAeTTa).

8.7.5.  ZEeTAUVETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG £TTi 3 AeTITé € TpeXoUpevo H,0.

8.7.6.  ToTrOBETAOTE TIG AVTIKEIUEVOPOPOUG TTAGKEG O€ €vav BAAapo Uypavong Trou
£XETE ETOIPGOEI (YEPATO ATTO XAPTOTTETOETEG I YALEG EUTTOTIOUEVEG HE VEPD).

8.7.7. AwoTe PTIAE XPWHG OTIG QVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG aTTAWvovTag 200ul
oucia pTAe xpwong.Oucia ptrAe xpwong L (piaAidio 6) emi 1 Aemtd
(+10 deutepdAeTITa).

8.7.8.  EmavaAdBete 1o EETMAUPO O€ TPEXOUUEVO VEPO €TTi 1 AETITO.

KdaAuyn

8.8.1.  EpRamTioTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG O€ aBavoAn 95%, 1 AeTro A
25 gpBarTioeig.

8.8.2.  EYBamTIOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG O€ ATTOAUTN OAKOOAN, 4 aAAayEg,
1 Aemr16 €kaoTn 1) 25 ePPamTioES.

8.8.3.  AlauydoTte pe §UAévio, 3 aAayég, 1 AeTTTé €kaoTn i 25 euBaTTioelg.

8.8.4.  KaAUyTe TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TTAAKEG PE Wn UDATIKO KAl POVIHO UAIKS

KAAUYNG XPNOILOTTOILVTAG YUAAIVEG KAAUTTTPIOEG.

9. ITAGEPOTHTA

9.1.

9.2,

Otav 10 @loAidia avTidpaoTnpiwv TTou Oev €XOuv QVOIXTEl QUAGOCTOVTAl OTIG
TTPOTEIVOHEVEG BEPUOKPATIEG TTAPAPEVOUV OTABEPG Ewg TNV NuUEPopNvVia ARgng Tmou
avaypd@eTal aTo QIaAdIo.

MoAIg avoixBouv Ta avTidpacTripia TTapapévouv oTabepd etmi Tpidvta (30) nuépeg
OTavV QUAGCCOVTAI OTIG TIPOTEIVOUEVEG BEPUOKPATIEG.

10. EAEMXOZ NOIOTHTAZ

10.1.

10.2.

H peTaBAnTOTNTO OTA ATTOTEAEOHATA GUXVE TTPOEPXETAI ATTO DIAPOPEG OTOV XEIPIOUO
Twv OelypdTwY, n OoToia aToKAiVEl OTTO TIG TIPOTEIVOUEVEG BIadIkaaieg TG
dokiyaoiog. ZupBouleubeite TIG TTPOTEIVOUEVEG OONYieG TTOIOTIKOU €AEyXOu TOu
Clinical and Laboratory Standards Institute, Quality = Assurance for
Immunocytochemistry yia TIpoaBETEG TTANPOPOPIES.

O kutTapIKOG paptupag SureDetect™ SiHa diatiBeTal wg BeTIKGG pdpTUPAG ATTO TV
TriPath Imaging®, Inc. K&Be @IaAidio TTEPIEXE pIO KUTTAPIKH O€IPA KAPKiVOU TOu
Tpaxnhou, n otroia UTTORAAAETal OTnV dla eTTegepyaoia OTTWG Kal Ta KAIVIKG
Seiypata. ApvnTikog pdaptupag IgG  ToOvTIKOU  YEVIKAG XPAOEWG HTTOPEi  va
XpnoipotroinBei wg apvnTikdg HapTupag. Mia avTIKEINEVOPOPOG TTAGKA BETIKOU Kal
apvnTIKoU pdaptupa TTPETTEl va TepIAapBdvovTtal o kKdBe diadikaoia xpwong. Ta
ammoTeAéopaTa TNG XPWONG TIPETTEI va XPNOIMOTTOIoUVTAl WG €vOeIiEn yia Tnv
£YKUPOTNTA TNG dIEGAYWYAG TNG XPWONG.

11.  EPMHNEIA THZ XPQZHZ

1.1,

1.2

Acgiypata aoBevoug kai pAapTUpeG: O XPWHATIOPEVEG QVTIKEIUEVOPOPOI TTAGKEG
Tpémel va  agioloynBouv amé  €dIkd  KuTTapoAdyo 1 TraBoAoyoavatdpo
XPNOIMOTIOIWVTAG OTITIKG MIKPOOKOTTO. Ta KUTTApA WTTOpoUV va e&eTacBolv
Xelpokivnta i va amobnkeutolv o€ pia BIBAIOBAKN NAEKTPOVIKWV EIKOVWY TTOU
TTPOEPXOVTAI ATTO OTITIKO HIKPOOKATTIO.

AVTIKEINEVOPOPOI TTAGKEG HAPTUPEG: O1 aVTIKEINEVOPOPOI TTAAKEG HE TOUG BETIKOUG
Kal apvnTIKoUG PAapTUpeg TIPETTEl va e&eT@dovTal TIpiv aTmd Tnv €&étaon Twv
SelypdTwy aoBevwyv yia va eEao@alioBei 6T 6Aa Ta avTidpaoTrpia AEiIToupyouv
opbwg. H Tapousia  evog  TTPOIGVTOG  AvTIOPAONG  KOPE  XPWHATOG
(TeTpaudpoxAwpidio TG 3,3’-diapivoBeviidivng, DAB) 0Toug TTUPAVESG TWV KUTTAPWY
SiHa otnv avTikeiyevopdpo papTupa, pE TNV €§€Taon SurePath® pe ProEx™ C
Seixvel BeTikry SpaoTIKATNTA. H QVTIKEINEVOPOPOG TTAGKA HE apvNTIKG pApTUPO
1gG TTOVTIKOU YEVIKAG XPHOEWS TTOU XPWHATIOTNKE PE TNV €EéTaON SurePath® HE
ProEx™ C dev TIPETTEl VA TTAPOUCIAZEl KAPE TTUPHVEG Kl TTPETTEI VO TTAPOUCIALE!
XPWon pévov atréd T avTixpwaon aiuatoguAivng.

12.

13.

11.3.

H BaBpoAdynon TwV AVTIKEINEVOPOPWVY TTAAKWY Eival
4 BnudTwv.

BRua 1: Eivai To deiypa akpiBég;

To Bethesda System (TBS) for Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.) avagépel,
“Eva £TTAPKEG TTOPACKEVAOHA UYPAG BATEWG TTPETTEI VA €XEI VA EKTIMWHEVO ApIBPO
5000 TOUAGXIOTOV KOAWG OpaTtwv/diatnpnuévwy TAaKwdWY Kuttdpwy.” Ta idia
KQITAPIO TIPETTEN VA I0XUOUV KAl YIO TIS GVTIKEILEVOPOPOUS TIAGKeS SurePath® e
ProEx™ C. Qot600, O6TwWG Kal yia Tn ouvABn Tpoetoiyacia [MatravikoAdou,
oTroI08ATTOTE OElya PE UN PUAIOAOYIKG KUTTAPA, TA OTTOIa TTAPOUCIAZouV pia BETIKA
Hopiakr) avTidpaon, eival, € opiopoy, IKavoTroINTIKG TTPog agloAdynon. Av n
amavinon oT1o PBApa autd eivar "var', TpoXxwprioTe oTo €mMOPEVO Brijpa. Av n
arravtnon eivai "éx1", To amrotéAecpa gival Mn iIkavorromnTiko yia a§ioAdynor).

Hia  diadikaoia

BrApa 2: Ywdpyel PETPIa £wWG IOXUPKH TTUPNVIKI KAQPE XpWon oTa emOnAlakd
KUTTOPQ;

MNa va amavrioete "var' oto BAPO auTd, €PEUVAOTE yia KAQE XPWon Trou Eival
eUkoAa opatr. Axvry fi "¢eBwplaopévn” ka@é xpwon Oev gival ETTAPKAG yia va
eyyunBei BeTikG amoTéAeopa. Av dev TTapaATnPETal KOQE TTUPNVIKA Xpwan, To
ammoTéAEOPa avagépeTal wG ApvnTiké. Av TIOPATNPEITAl ETTOPKAG KAPE Xpwan,
TTPOXWPAOTE OTO ETTOUEVO BriHa.

BRApa 3: To KUTTOPO PE TTUPNVIKN Ka@E XpWon €ival TTAAKWSEEG /| adEVIKO;
Av n amrdvtnon givai val, TTpoXwpProTe aTo €TTOPEVO BApa. Av n atrdvnon gival oxl,
TTPOKEITAI VIO APVNTIKG ATTOTEAETHA TNG EGETAONG.

BRAua 4: Eival To kUTTapo; ASC (dtumo mAakwdeg kuTTapo) [ AGC (drutro
adeviko KUTTAPO)?

XpnoigotroiaTte 1o Sl pop@oAoyikd KpiTApia TTou  SiaAauBdavovtal oto The
Bethesda System for Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.) yia va kaBopioete av 10
TAAKWOEG KUTTAPO TTOU TTEPIEXEI TOV KOPE TTUprva eival = ASC (GTuTTo TTAAKWOEG
KUTTOPO). Av To KUTTapo BewpnBei 2ASC (i 2AGC) T16TE TIPOKEITAI YIa OETIKG
amoTéAeapa TnG e&étaang. TouTo TepihapBaver ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL, kai
Kapkivo. Av TO KUTTapo €ival adeVIKAG HOPPrG, IoxUouv Ta kpiApia TBS
TIPOKEINEVOU Va TTPOadIopIoTEl av éva KUTTapO eival 2 AGC (aTutro adeviké KUTTapo)
e@appdletal. Touto TepIdapPavel evdoTtpaxnAiké AGC, evdountpio AGC, AIS, kai
adevokapkivwpa. Av 1o utté e&étaon KUTTapo eival ouvetrég pe NILM (negative for
intraepithelial lesion or malignancy - apvnTik6é yia evdoemOnAioky BAGBN 1
KakorBeia) TTpdKeITal yia ApvnTik6 atmoTéAEopa TNG e¢ETaONG.
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SUREPATH®
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Immunocytochemical Test

005-11000-12
005-11000-13 W 75

AVSEDD ANVANDNING

SurePath® med ProEx™ C immunocytokemiskt test &r avsett for kvalitativ utvérdering av
avvikande S-fasinduktion i cervixprover som samlats in i SurePath® konserveringsvétska.
Testresultaten ger ytterligare information for cervikal cytologisk diagnos.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

MCM-proteiner (minichromosome maintanance) spelar en viktig roll vid eukaryotisk DNA-
replikation. Var och en av MCM-proteinerna har DNA-beroende ATPase-motiv i sin mycket
konserverade centrala doméan. Nivaerna av MCM-proteiner ékar i allmanhet pa ett varierat
satt eftersom normala celler utvecklas fran GO- till G1/S-fasen i cellcykeln. Topoisomeras Il
alfa (TOP2A) ar ett viktigt kdrnenzym som deltar i DNA-replikationen och ar ett mal for
manga lakemedel mot cancer som anvands vid cancerbehandling. Ett minskat uttryck av
TOP2A ar en framtradande férsvarsmekanism mot flera kemoterapeutiska medel. En
betydande variation inom uttrycksintervallet av detta protein har noterats i manga olika
tumorer. TOP2A ar framtradande vid celldelning och &ndras i M-fasen genom fosforylering
pa specifika platser, vilket ar avgorande for mitotisk kromosomkondensation och -
segregation.

ProEx™ C antikroppscocktail innehaller musmonoklonalt anti-MCM2 och anti-TOP2A som
renats fran vavnadskultursupernatant och spatts med buffrad koksaltlésning som innehaller
proteinstabilisatorer och 0,09 % natriumazid.

PROCEDURPRINCIPER

SurePath® med ProEx® C immunocytokemiskt testkit innehaller en antikroppscocktail,
detekterings- och kontrollfargningsreagenser som behdvs for att genomféra en automatisk
eller manuell immunocytokemisk fargningsprocedur i tre steg av rutinmassigt beredda
cervikala prover i tunna skikt. Efter inkubationen av provet med en egen
musantikroppscocktail, visualiseras selektiv monoklonal antikroppsbindning, som anger ett
positivt test, med hjalp av ett unikt, enzymlankat antikroppskromogensystem, fardigt att
anvandas. Enzymreagenset ar ett sekundart anti-muspepparrotsperoxidaskonjugat fran get
som &r lankat till en dextranpolymerstomme. Tillsats av en specifik kromogen resulterar i
bildning av en synlig kromogen produkt som &r lokaliserad till bindningsstéllena for
antigener-antikroppar. Provet motfargas darefter med hematoxylin, Ett blafargande medel
appliceras och objektglaset forses med ett tackglas. Resultaten tolkas med hjalp av ett
ljusmikroskop. Ett positivt resultat, som anger hdggradig cervikal sjukdom, erhalls nar
karnorna i de undersdkta cellerna fargas bruna.

Ett referensgalleri av potentiellt positiva objektglas kan skapas med hjalp av automatisk
avbildningsutrustning. Galleriet kan déarefter granskas for att faststélla ett positivt eller
negativt resultat.

SurePath® med ProEx™ C immunocytokemiskt test ar tillampligt for bade manuell och
automatiskt fargning.

REAGENSER SOM TILLHANDAHALLS
Féljande material ingar och réacker till 75 tunnskiktspreparat:

Vial nr. Beskrivning J}

Peroxidasblockerande reagens:
Buffrad vatesuperoxid plus 2_8°C
stabiliseringsmedel och egna
komponenter
Proteinblockerande reagens: Renat
1b kasein plus egen kombination av 2_8°
proteiner i modifierat PBS med
konserveringsmedel och ytaktivt &mne.
C antikroppscocktail: Monoklonal
antikroppscocktail som levereras i en
TRIS-buffrad I6sning med Tween 20, pH
7.4, Klar att anvandas. Innehaller
stabiliserande proteiner och
antimikrobiellt medel.
Musprobreagens: Binder till
musmonoklonala antikroppar
Polymerreagens: Polymer konjugerat
3b med pepparrotsperoxidas som binder till 2-8°C
musprobreagens.
DAB-substratbuffert: Substratbuffert
4a som anvands vid preparation av DAB- 2-8°C
kromogen.
DAB-kromogen: 3,3"- o

S o - 2-8°C
diaminobezidinkromogenlésning
Hematoxylinkontrolifarg: 15-30
Vattenbaserad Mayers hematoxylin °C
Blafargande medel: Trisbuffrad 15-30

o
C

1a

2-8°C

3a 2-8°C

4b

6 koksaltldsning, pH 7,4 med Tween 20
och 0,09 % NaN;

MATERIAL OCH REAGENSER SOM KRAVS MEN SOM INTE MEDFOLJER
. Absorberande servetter

. SureDetect™ SiHa Cell Line — REF 005-11012-10 (TriPath Imaging®, Inc.)
. Avjoniserat eller destillerat vatten

. Etanol (95 % och 100 %)

. Tackglas av glas
. Handskar
. Fuktkammare

. Ljusmikroskop (10x-, 20x- (tillval), 40x-objektiv)
. Monteringsmedel

. Pipetter och pipettspetsar (klarar att avge volymer pa 20ul, 200ul och 1000ul)

. SureDetect™ Buffert 10X for preparering av objektglas — 090-11008-10 (TriPath
Imaging, Inc.) — Férprepareringsbuffert

. Fargningsbehallare eller bad

. Timer (klarar intervaller pa 1-60 minuter)
. Tris buffrad koksaltlosning (TBS)

. Tween 20

. Universell IgG-negativ kontroll fran mus
. Skakapparat

. Xylen eller Xylenersattningar

o Angkokare/vattenbad

FORSIKTIGHETSATGARDER
6.1. For in vitro-diagnostik.

6.2. Preparerade SurePath®-objektglas maste placeras i férbehandlingsbufferten direkt
nar de preparerats. Objektglasen maste vara kvar i forbehandlingsbufferten i minst
1 timme men inte langre an 72 timmar fére immunocytokemianalys.

6.3. Lat inte objektglasen torka nagon gang under proceduren. Objektglas som har
torkat ut under proceduren kan 6ka bakgrunden.

6.4. 3,3-diaminobenzidin (DAB) klassificeras som en misstankt karcinogen med
potentiell risk fér att producera irreversibla effekter. Undvik fysisk kontakt och
langvarig eller upprepad exponering. En kemisk rokkapa rekommenderas. Undvik
kontakt med 6gonen, huden eller kladsel. Tvatta handerna noga efter hantering.
DAB arbetsl6sning ska prepareras enligt bipacksedeln.

6.5. Vissa reagenser i detta kit innehaller natriumazid (NaN3), en mycket toxisk
kemikalie i ren form. Natriumazin kan vara dédligt om det svéljs eller absorberas
genom huden. Dessa reagenser ar skadliga om de inhaleras. Dessa reagenser ar
farliga fasta @mnen. De orsakar irritation av huden, 6égon och andningsvagarna.
Paverkar centrala nervsystemet, njurar samt hjart- och karlsystemet. Trots att det
inte klassificerats som farligt vid produktkoncentration, kan natriumazidansamlingar
reagera med bly- och kopparledningar och bilda hégexplosiva metallazider. Vid
bortskaffning skall man spola med stora mangder vatten for att forhindra
azidansamling i ledningarna.

6.6. Hematoxylin och blafargningsmedel: Dessa reagenser ar skadliga om de svaljs.
Hematoxylin och blafargande medel ar irriterande for 6gon, hud och andningsorgan.

6.7. Proverna och alla material som utsatts fér proverna ska hanteras som om de kan
Overfora infektion och kasseras med tillampliga forsiktighetsatgarder. Pipettera
aldrig reagenser med munnen och undvik kontakt med huden och slemhinnor
Tvétta rikligt med vatten om reagenserna kommer i kontakt med kénsliga omraden.

6.8. Minimera den mikrobiella kontaminationen av reagenser for att undvika ej specifik
fargning.

6.9. Andra inkubationstider, temperaturer eller metoder @n vad som anges kan ge
felaktiga resultat.

6.10. Reagenserna har spatts for optimal prestanda. Ytterligare spadning kan resultera i
utebliven antigenfargning.

6.11. Kitets komponenter ar lotspecifika. Byt inte ut kitkomponenter mot komponenter
med andra lotnummer. Lotnumren sitter pa férpackningens etiketter.

6.12. Anvand inte SurePath® med ProEx™ C testkit efter det utgangsdatum som &r
stamplat pa forpackningen. Anvéndaren maste validera tillstandet om reagensen
forvaras under andra forvaringsvillkor an de som anges pa férpackningsinlagan.

6.13. Det finns inga tydliga tecken som anger att denna produkt har férsamrats. Darfor
bor positiva och negativa kontroller kéras samtidigt med patientproverna. Om
ovantad fargning iakttas, som inte kan forklaras med variationer i
laboratorieprocedurerna eller om ett problem med SurePath® med ProEx™ C testkit
missténks kontaktar du teknisk support for TriPath Imaging®.

6.14. Anvand tillamplig personlig skyddsutrustning for att undvika att reagenset kommer i
kontakt med 6gonen eller huden. Se databladet for materialsékerhet for ytterligare
information.

6.15. SurePath® med ProEx™ C test &r avsett fér anvandning med cervikala
cytologiprover som samlats in i SurePath® konserveringsvatska. Kompatibilitet med
andra konventionella preparat och enkelskiktspreparat &n SurePath® har inte
utvarderats.

BRUKSANVISNING
71. Provberedning
7.1.1. | bruksanvisningen till SurePath® PrepStain System™ finns instruktioner for
preparering av objektglas fran SurePath® cervikala dverskottcytologiprover.

7.1.2. Tilsatt 8 mL SurePath® konserveringsvatska till &verskottprovet i
SurePath®-vialen (cirka 2 mL). Det spédda provet ska bearbetas pa
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7.2

71.3.

7.1.4.

PrepMate™ med hjalp av standardteknik och pa PrepStain™ med
anvandning av GYN version 1.1, Preparering av objektglas

Preparerade SurePath®-objektglas maste placeras i SureDetect™
prepareringsbuffert for objektglas sa snart som de preparerats (anvisningar
for preparering av en arbetsldsning for objektglas finns i SureDetect™
prepareringsbuffert 10X for objektglas). Objektglasen maste vara kvar i
bufferten i minst 1 timme men inte langre &an 72 timmar fore
immunocytokemianalys.

En epitopatervinningsprocedur maste anvandas for optimal prestanda for
kitet. Denna procedur innefattar blétlaggning av preparerade objektglas i
en arbetslosning med SureDetect™ buffert for preparering av objektglas i
minst 1 timme i rumstemperatur foljt av uppvarmning av objektglasen i
férbehandlingsbufferten till 95 °C. Objektglasen halls vid 95 °C i 15 minuter
och tillats svalna till rumstemperatur i 20 minuter. Anvéndning av ett
kalibrerat vattenbad eller &ngkokare som klarar att bibehalla den 6nskade
temperaturen rekommenderas. Laboratorier som &r placerade pa hogre hojder
bor faststdlla basta metod for att bibehdlla 6nskad temperatur.
Fargningsproceduren ska initieras omedelbart efter epitopatervinningen och
nedkylningen.  Avvikelser fran den atergivna proceduren kan paverka
resultaten negativt.

Reagenspreparering

7.21.

7.2.2.

7.23.

Preparera féljande reagenser fore fargning.
Tris buffrad koksaltlésning, med 0,05 % Tween 20 (TBST)
7.2.2.1. Preparera TBS enligt tillverkarens specifikationer.

7.2.2.2. Tillsatt Tween 20 till en slutgiltig koncentration pa 0,05 %, om det
inte redan finns i TBS.

Substrat-kromogen 16sning (DAB) (volymen racker till 5 objektglas)
7.2.3.1. Overfér 1 mL DAB substratbuffert (vial 4a) till ett provror.

7.2.3.2. Tillsatt en droppe (20-30 pL) DAB kromogen (vial 4b). Blanda
noggrant och applicera pa objektglasen med en pipett.

7.2.3.3. Preparera farsk substrat-kromogenldsning varje dag.

7.2.3.4. Fargningens kvalitet paverkas inte av utfallningar som kan bildas i
l6sningen.

8. FARGNINGSPROTOKOLL (genomférs i rumstemperatur, 20 — 25 °C)
Anmarkningar om fargningsprocedurer

8.1.

8.2

8.3.

8.4.

8.1.1.

8.1.2.

8.1.4.

Las alla dessa instruktioner noga och bekanta dig med alla komponenter
fore anvandning (se Forsiktighetsatgarder).

Alla reagenser ska ekvilibreras till rumstemperatur (20 — 25 °C) fére
immunfargning.

Alla inkubationer ska genomféras i rumstemperatur om inget annat anges.

Lat inte objektglasen torka nagon gang under fargningsproceduren.
Torkade cellprepareringar kan uppvisa ©kad ospecificerad féargning.
Skydda objektglasen mot drag. Objektglasen ska placeras i en
fuktkammare vid langre inkubationer.

Epitopatervinning

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

Placera de preparerade objektglasen i ett coplinkérl som innehaller en
arbetslosning av SureDetect™ buffert for preparering av objektglas i minst 1
timme upp till maximalt 72 timmar.

Inkubera i vattenbad eller angkokare i 15 minuter vid 95 °C.

Avlagsna hela coplinkérlet med objektglas fran vattenbadet eller
angkokaren och |t objektglasen svalna i bufferten i 20 minuter.

Skolj objektglasen med avjoniserat vatten och éverfor till ett rent coplinkarl
som innehaller TBST.

Blockerande reagens:

8.3.1.

8.3.2.

8.3.3.

8.3.4.

8.3.5.

Knacka bort all kvarvarande buffert.

Ladda objektglasen i en preparerad fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

Applicera 200 pL peroxidasblockeringsreagens (vial 1a) s& att det tacker
cellavlagringsytan.

Inkubera i 5 minuter (+1 minut).

Skolj objektglasen i TBST, 3 byten, 2 minuter vardera.

Proteinblock

8.4.1.

8.4.2.

8.4.3.

8.4.4.

8.4.5.

Knacka bort all kvarvarande buffert.

Ladda objektglasen i en preparerad fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

Applicera 200 pL proteinblock (vial 1b) sa att det tacker cellavlagringsytan
helt.

Inkubera i 5 minuter (+1 minut).

SKOLJ INTE.

8.5. Primar antikroppscocktail

8.5.1.  Knacka bort all kvarvarande proteinblock.

8.5.2. Ladda objektglasen i en preparerad fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

8.5.3.  Applicera 200 pL ProEx™ C Ab-cocktail (vial 2) s& att det tacker
cellavlagringsytan helt.

8.5.4.  Inkubera 30 minuter vid rumstemperatur.

8.5.5.  Skolj varje objektglas individuellt med TBST genom att anvanda en
diskborste (rikta inte flodet direkt mot cellaviagringsytan). Ladda
objektglasen i ett objektglasstall.

8.5.6.  Skolj objektglasen i TBST, 3 byten, 2 minuter vardera.

8.6. Detekteringskemi

8.6.1.  Knacka bort all kvarvarande buffert.

8.6.2. Ladda objektglasen i en preparerad fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

8.6.3.  Applicera 200 plL musprobreagens (vial 3a) sa att det tacker
cellavlagringsytan helt.

8.6.4.  Inkubera i 20 minuter (+1 minut).

8.6.5.  Skolj objektglasen i TBST, 3 byten, 2 minuter vardera.

8.6.6.  Knacka bort all kvarvarande buffert.

8.6.7. Ladda objektglasen i en preparerad fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

8.6.8.  Applicera 200 uL polymerreagens (vial 3b) sa att det tacker
cellavlagringsytan.

8.6.9.  Inkubera i 20 minuter (+1 minut).

8.6.10. Skolj objektglasen i TBST-badet, 3 byten, 2 minuter vardera.

8.6.11. Knacka bort all kvarvarande buffert.

8.6.12. Ladda objektglasen i en preparerad fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

8.6.13. Applicera 200 pL substratkromogen I6sning (DAB) sa att det tacker
cellavlagringsytan helt.

8.6.14. Inkubera i 5 minuter (+1 minut).

8.6.15.  Skolj objektglasen i 5 minuter i avjoniserat vatten.

8.7. Kontrollfarg

8.7.1.  Skolj objektglasen i TBST, 1 byte i 2 minuter.

8.7.2. Ladda objektglasen i en preparerad fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

8.7.3.  Applicera 200 uL hematoxylinkontrollfarg (vial 5) sa att det tacker
cellavlagringsytan helt.

8.7.4.  Inkuberai 1 minut (+10 sekunder).

8.7.5.  Skolj objektglasen i 3 minuter i rinnande vatten.

8.7.6. Ladda objektglasen i en preparerad fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

8.7.7.  Blafarga objektglasen genom att applicera 200 uL blafargningsmedel (vial
6) i 1 minut (+10 sekunder).

8.7.8.  Upprepa skdljningen i rinnande vatten i 1 minut.

8.8. Montering

8.8.1.  Sank ned objektglasen i 95 % etanol, 1 minut eller 25 doppningar.

8.8.2.  Sank ned objektglasen i absolut alkohol, 4 byten, 1 minut vardera eller 25
doppningar.

8.8.3.  Klargdr med xylen, 3 byten, 1 minut vardera eller 25 doppningar.

8.8.4. Tack objektglasen med permanent ej vattenldsligt monteringsmedel med
hjalp av tackglas av glas.

STABILITET

9.1. Vid férvaring vid de rekommenderade temperaturerna ar odppnade reagensvialer
stabila till det utgangsdatum som anges pa vialen.

9.2 Nar de Oppnats ar reagenserna stabila i trettio dagar nar de forvarats vid de
rekommenderade temperaturerna.

KVALITETSKONTROLL

10.1. Variabilitet i resultaten harleds ofta fran skillnader i provhantering som avviker fran

de rekommenderade testprocedurerna. Ytterligare information finns i de féreslagna
riktlinjerna for kvalitetskontroll fran Clinical and Laboratory Standards Institute,
Quality Assurance for Inmunocytochemistry.
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10.2. SureDetect™ SiHa cellkontroll finns tillganglig som en positiv kontroll fran TriPath
Imaging®, Inc. Varje vial innehaller en cervikal cancercellinje som bearbetas pa
samma séatt som de kliniska proverna. En universell IgG-negativ kontroll fran mus
kan anvandas som negativ kontroll. Ett positivt och ett negativt kontrollobjektglas
ska inga i varje fargningsprocedur. Fargningsresultaten ska anvands som en
indikation pa validiteten for fargningskérningen.

TOLKNING AV FARGNINGEN

11.1. Patient- och kontrollprover: En cytoanalystekniker eller patolog bor utvérdera de
fargade objektglasen med ett ljusmikroskop. Cellerna kan granskas manuellt eller
sparas i ett elektroniskt bildgalleri som harletts fran ett ljusmikroskop.

11.2.  Kontrollobjektglas: De positiva och negativa kontrollobjektglasen ska understkas
fore granskningen av patientproverna for att sékerstdlla att alla reagenser
fungerade  korrekt. ~Forekomst av en brun reaktionsprodukt  (3,3-
diaminobenzidintetrahydroklorid, DAB) i kdrnan av SiHa cellkontrollobjektglas som
fargats med SurePath® med ProEx™ C-test anger positiv reaktivitet. Den
universella IgG-negativa muskontrollobjektglaset som fargats med SurePath® with
ProEx™ C-test ska inte ha nagon brunfargad karna och ska endast ha fargning fran
hematoxylinkontrollfargen.

11.3. Podngbedomningen av objektglas ar en process i 4 steg.

Steg 1: Ar provet tillriackligt?

Bethesda System (TBS) for Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.) fastslar "En
tillracklig vatskebaserad beredning ska ha en uppskattad minsta méngd pa minst
5000 val visualiserade/val konserverade skivepitelceller”. Samma kriterier bor gélla
r SurePath® med ProEx™ C-objektglas. Men som vid rutinméassig cellpreparering
ar alla prover med onormala celler, som uppvisar en positiv molekylar reaktion per
definition tillfredsstéallande for utvardering. Om svaret vid detta steg ar "ja” fortsatter
du till nasta steg. Om svaret ar "nej” ar resultatet Oftillfredsstéllande for
utvérdering.

Steg 2: Finns det mattlig till intensiv brun fargning av kdrnan i epitelcellerna?
For att svara "ja” i detta steg letar du efter brun fargning som latt kan visualiseras.
Om det bara ar en blek mangd, eller brun antydan, &r detta inte tillrackligt for att
garantera ett positivt svar. Om ingen brun farg syns i kdrnan, rapporteras resultatet
som Negativt. Om tillracklig brun fargning visualiseras fortsatter du till nasta steg.

Steg 3: Ar cellen med brun kérnférning en skivepitelcell eller en glandulir
cell? Om svaret ar "ja”, fortsatter du till nasta steg. Om svaret &r "nej’, ar detta ett
Negativt testresultat.

Steg 4: Ar cellen 2 ASC (atypical squamous cell — atypisk skivepitelcell) eller
AGC (atypical glandular cell — atypisk glandulércell)?

Anvand samma morfologiska kriterier som anges i The Bethesda System for
Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.) for att faststélla om skivepitelcellen som
innehaller den bruna karnan & = ASC  Om cellen betraktas som 2ASC (eller
2AGC) ar detta ett Positivt testresultat. Denna innefattar ASC-US, ASC-H, LSIL,
HSIL och cancer. Om cellen ar glandulér till utseendet, géller TBS-kriterierna for
bestamning av om en cell & = AGC. Detta innefattar endocervikal AGC,
endometrial AGC, AlIS och adenokarcinom. Om cellen i fraga ar forenlig med NILM
(negativ for intraepitelial lesion eller malignitet) ar detta ett Negativt testresultat.
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13. SYMBOLFORTECKNING
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