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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 G0 into the G1/S phase of the cell cycle.  Topoisomerase II 
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 
 

1a 
Peroxidase-Blocking Reagent: Buffered 
hydrogen peroxide plus stabilizer and 
proprietary components 

2-8oC 

1b 

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

2-8oC 

2 

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

2-8oC 

3a 
Mouse Probe Reagent: Binds to mouse 
monoclonal antibodies 

2-8oC 

3b 
Polymer Reagent: Polymer conjugated 
with horseradish peroxidase that binds to 
Mouse Probe Reagent 

2-8oC 

4a 
DAB Substrate Buffer: Substrate buffer 
used in the preparation of the DAB 
chromogen 

2-8oC 

4b 
DAB Chromogen: 3,3’-diaminobenzidine 
chromogen solution 

2-8oC 

5 
Hematoxylin Counterstain: Aqueous 
based Mayer’s Hematoxylin  

15-30oC 

6 
Bluing Agent: Tris buffered saline, pH 
7.4 with Tween 20 and 0.09% NaN3 

15-30oC 

 

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 20µl, 200µl and 1000µl 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 
 

6. PRECAUTIONS 
6.1. For In vitro Diagnostic Use. 
 
6.2. 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. 
 

6.3. 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. 
 

6.4. 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. 
 

6.5. 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. 
 

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

6.7. 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. 
 

6.8. Minimize microbial contamination of reagents to avoid nonspecific staining. 
 

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

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

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

6.12. 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. 
 

6.13. 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. 
 

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

6.15. 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 
7.1. Specimen Preparation 

7.1.1. Consult the Operator Manual for the SurePath PrepStain System for 
instructions regarding the preparation of slides from residual SurePath 
cervical cytology specimens.   

 
7.1.2. 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. 

 
7.1.3. 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. 

 
7.1.4. 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 95oC.  
Slides are held at 95oC 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. 

 
7.2. Reagent Preparation 

7.2.1. Prepare the following reagents prior to staining. 
 
7.2.2. 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%. 

 
7.2.3. 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 – 30µL) 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, 20-25oC) 
8.1. Staining Procedural notes 

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

 
8.1.2. All reagents should be equilibrated to room temperature (20-25oC) prior to 

immunostaining.   
 

8.1.3. All incubations should be performed at room temperature unless noted. 
 

8.1.4. 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. 

 
8.2. Epitope Retrieval 

8.2.1. 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. 

 
8.2.2. Incubate in a waterbath or steamer for 15 minutes at 95oC. 

 
8.2.3. Remove the entire coplin jar with slides from the waterbath or steamer and 

allow slides to cool in the buffer for 20 minutes. 
 

8.2.4. Rinse the slides with deionized H2O and transfer to a clean coplin jar 
containing TBST. 

 
8.3. Blocking Reagent 

8.3.1. Tap off excess buffer. 
 

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

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

area. 
 

8.3.4. Incubate 5 minutes (+1 minute). 
 

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

8.4. Protein Block 
8.4.1. Tap off excess buffer. 

 
8.4.2. Load the slides into the prepared humidity chamber (filled with water 

moistened paper towels or gauze). 
 

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

 
8.4.4. Incubate 5 minutes (+1 minute). 

 
8.4.5. DO NOT RINSE. 

 
8.5. Primary Antibody Cocktail 

8.5.1. Tap off excess Protein Block. 
 

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

 
8.5.3. Apply 200µL ProEx C Ab Cocktail (vial 2) to completely cover cell 

deposition area.   
 

8.5.4. Incubate 30 minutes at room temperature. 
 

8.5.5. 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. 

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

 
8.6. Detection Chemistry 

8.6.1. Tap off excess buffer. 
 

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

 
8.6.3. Apply 200µL Mouse Probe Reagent (vial 3a) to completely cover cell 

deposition area. 
 
8.6.4. Incubate 20 minutes (+1 minute). 
 
8.6.5. Rinse slides in TBST, 3 changes, 2 minutes each. 
 
8.6.6. Tap off excess buffer. 
 
8.6.7. Load slides into prepared humidity chamber (filled with water moistened 

paper towels or gauze). 
 
8.6.8. Apply 200 µL of Polymer Reagent (vial 3b) to cover cell deposition area. 
 
8.6.9. Incubate for 20 minutes (+1 minute). 
 
8.6.10. Rinse slides in TBST bath, 3 changes, 2 minutes each. 
 
8.6.11. Tap off excess buffer. 
 
8.6.12. Load the slides into the prepared humidity chamber (filled with water 

moistened paper towels or gauze). 
 
8.6.13. Apply 200µL of Substrate-Chromogen solution (DAB) completely cover cell 

deposition area. 
 
8.6.14. Incubate for 5 minutes (+1 minute). 
 
8.6.15. Rinse slides for 5 minutes in deionized H2O.  
 

8.7. 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 200µL 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 H2O. 
 
8.7.6. Load slides into prepared humidity chamber (filled with water moistened 

paper towels or gauze). 
 
8.7.7. Blue slides by applying 200µL Bluing Agent (vial 6) for 1 minute  

(+10 seconds). 
 
8.7.8. Repeat running water rinse for 1 minute. 
 

8.8. 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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9. 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. 
 

10. 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. 

 
11. 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  
Unsatisfactory for Evaluation. 

 
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 ≥ 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 ≥ ASC (atypical squamous cells).  If the cell is considered ≥ASC (or 
≥AGC) 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 ≥ AGC (atypical glandular cells) applies.  This includes 
endocervical AGC, endometrial AGC, AIS, 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  

Catalog number  

For in vitro diagnostic use 

Consult instructions for use 

Contains 75 tests 

Caution, consult accompanying document 

Storage Temperature Limitations 

 Batch Code 

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

Developed with technology from Millennium Pharmaceuticals, Inc. 

 

 and  are trademarks of Millennium Pharmaceuticals, Inc. 

Millennium Pharmaceuticals, Inc. 
40 Landsdowne Street 
Cambridge, MA 02139 USA 
www.millennium.com 
 
 
 
Detection Reagents supplied by  
 
 
 
 
             
BioCare Medical 
2940 Camino Diablo, Suite 300 
Walnut Creek, CA 94596 
 
 
 

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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1. 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. 
 

2. SAMENVATTING EN UITLEG 
Minichromosome maintenance (MCM)-proteïnen spelen een essentiële rol in replicatie van 
eukaryotisch DNA. Elke MCM-proteïne heeft DNA-afhankelijke ATP-ase motieven in zijn 
zeer goed geconserveerde centrale domein. Het MCM-proteïnegehalte neemt gewoonlijk op 
variabele wijze toe, omdat normale cellen zich ontwikkelen van G0 tot de G1/S-fase van de 
celcyclus. Topo-isomerase II 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 proteïne 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 
proteïnestabilisatoren en 0,09 % natriumazide.  
 

3. 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 geïnterpreteerd 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. 
 

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

Flacon-
nr. Beschrijving  

1a 
Peroxidase blokkeerreagens: 
gebufferde hydrogeenperoxide plus 
stabilisator en merkcomponenten 

2–8 °C 

1b 
Proteïne blokkeerreagens: gezuiverde 
caseïne plus merkcombinatie van 
proteïnen in gemodificeerd PBS met 
conserveringsmiddel en surfactans 

2–8 °C 

2 

ProEx C-antilichaamcocktail: 
gebruiksklare monoklonale 
antilichaamcocktail geleverd in Tris-
gebufferde oplossing met Tween 20, 
pH 7,4. Bevat stabiliserende proteïnen 
en antimicrobieel agens. 

2–8 °C 

3a Muisprobe-reagens: bindt aan muis-
monoklonale antilichamen 2–8 °C 

3b 
Polymeer reagens: polymeer 
geconjugeerd met horseradish 
peroxidase dat bindt aan muisprobe-
reagens 

2–8 °C 

4a 
DAB-substraatbuffer: substraatbuffer 
gebruikt bij de bereiding van het 
DAB-chromogeen 

2–8 °C 

4b DAB-chromogeen: 3,3’-diaminobenzidine 
chromogeenoplossing 2–8 °C 

5 
Hematoxyline achtergrondkleuring: 
Mayer’s hematoxyline op waterbasis  15–30 °C 

6 
Blauwkleurend agens: tris-gebufferde 
zoutoplossing, pH 7,4 met Tween 20 
en 0,09 % NaN3 

15–30 °C 
 

5. 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 µL, 200 µL en 1000 µL) 
 
• 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-IgG negatieve controle 
 
• Vortexer 
 
• Xyleen of xyleenvervangers 
 
• Stomer/waterbad 
 

6. VOORZORGSMAATREGELEN 
6.1. Voor in-vitrodiagnostiek. 
 
6.2. 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. 
 

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

6.4. 3,3’-diaminobenzidine (DAB) is geclassificeerd als een verdacht carcinogeen met 
het potentiële 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. 
 

6.5. Sommige reagentia in deze kit bevatten natriumazide (NaN3), 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. 
 

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

6.7. Monsters en alle aan monsters blootgestelde materialen dienen te worden 
behandeld als potentiële 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. 
 

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

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

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

6.11. Kitonderdelen zijn specifiek voor de partij. Vervang geen kitonderdelen door 
onderdelen met andere partijnummers. Partijnummers staan op de 
verpakkingsetiketten vermeld. 
 

6.12. 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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6.13. Er zijn geen duidelijke aanwijzingen voor degradatie van dit product. U dient 
daarom tegelijk met de patiëntmonsters 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®. 
 

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

6.15. 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. 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 onmiddellijk na de 
epitoopversterking en de afkoeling te worden opgestart. Afwijking van de 
omschreven procedure kan de resultaten nadelig beïnvloeden. 

 
7.2. Reagensvoorbereiding 

7.2.1. Bereid de volgende reagentia voor voorafgaand aan de kleuring. 
 
7.2.2. Tris-gebufferde zoutoplossing met Tween 0,05 % (TBST) 
 

7.2.2.1. 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 µL) 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 beïnvloed door precipitaat dat zich 

in de oplossing kan ontwikkelen. 
 

8. KLEURINGSPROTOCOL (uitgevoerd bij kamertemperatuur, 20-25 °C) 
8.1. 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. 

 
8.2. 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.  

 

8.2.3. 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 H2O en breng ze over 

naar een schone Coplin jar met TBST. 
 

8.3. 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 µl 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. 

 
8.4. Proteïneblok 

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 µL proteïneblok (flacon 1b) om het celafzettingsgebied volledig 

te bedekken. 
 

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

8.4.5. NIET SPOELEN. 
 

8.5. Primaire antilichaamcocktail 
8.5.1. Tik overmatig proteïneblok af. 

 
8.5.2. Laad de objectglaasjes in de voorbereide bevochtigingskamer (gevuld met 

met water bevochtigde keukenrol of gaas). 
 

8.5.3. Gebruik 200 µL ProEx C-antilichaamcocktail (flacon 2) 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 objectglaasjes in een objectglaasjesrek. 

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

 
8.6. 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 µL 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 µL 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 µL 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 H2O.  
 

8.7. 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 µL hematoxyline achtergrondkleuring (flacon 5) 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 H2O. 

 
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 µL 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. 

 
9. 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. 
 

10. 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 Immunocytochemistry, 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-IgG 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. 

 
11. INTERPRETATIE VAN DE KLEURING 

11.1. Patiënt- 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. 

 
11.2. Controleglaasjes De objectglaasjes voor de positieve en negatieve controle moeten 

voorafgaand aan het bekijken van de patiëntmonsters 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-IgG gekleurd met de 
SurePath® met ProEx C-test mag geen bruin gekleurde nucleus hebben en alleen 
kleuring uit de hematoxyline-achtergrondkleuring vertonen. 

 
11.3. 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 
Ongeschikt voor evaluatie. 

 
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 ≥ 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 ≥ ASC (of ≥ 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 ≥ 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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1. DOMAINE D’UTILISATION 

Le test immunocytochimique SurePath avec ProEx C est destiné à l’évaluation 
qualitative de l’induction 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. 
 

2. RÉSUME ET EXPLICATION 
Les protéines MCM (mini chromosome maintenance) jouent un rôle essentiel dans la 
réplication de l’ADN eucaryote. Toutes les protéines MCM possèdent des motifs ATPase 
ADN-dépendants dans leurs domaines centraux hautement conservés. Les concentrations 
des protéines MCM augmentent en général de façon variable tandis que les cellules 
normales passent de la phase G0 à la phase G1/S du cycle cellulaire. La topoisomérase II 
alpha (TOP2A) est une enzyme nucléaire essentielle impliquée dans la réplication de l’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 rôle 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 à partir d’un surnageant de culture tissulaire et dilués dans 
une solution saline tamponnée contenant des agents de stabilisation protéiques et de 
l’azide de sodium à 0,09 %.  
 

3. 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 à la 
réalisation d’une procédure de coloration immunocytochimique manuelle ou automatique 
d'échantillons cervicaux sur couche mince préparés en routine. Après incubation de 
l’échantillon avec un mélange propriétaire d’anticorps de souris, une liaison sélective avec 
un anticorps monoclonal, indicative d’un test positif, est visualisée à l’aide d’un système 
chromogène d’anticorps prêt à l’emploi lié à une enzyme. Le réactif enzymatique est 
constitué d’un anticorps de chèvre anti-souris secondaire, conjugué à la peroxydase de 
raifort, fixé sur un squelette en polymère de dextran. L’addition d’un chromogène spécifique 
se traduit par la formation d’un produit chromogène visible localisé au niveau des sites de 
liaison antigène-anticorps. L’échantillon fait alors l’objet d’une coloration de contraste par 
l’hématoxyline, un agent bleuissant est appliqué sur la lame puis une lamelle est mise en 
place. Les résultats sont interprétés à l’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 être créée à 
l’aide d’un appareil d’imagerie automatique. La galerie peut être 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. 
 

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

Flacon n° Description  

1a 

Réactif de blocage de la peroxydase : 
Peroxyde d’hydrogène tamponné plus des 
agents de stabilisation et des composés 
propriétaires 

2–8 °C 

1b 

Réactif de blocage des protéines : Caséine 
purifiée plus une combinaison propriétaire de 
protéines dans du PBS modifié avec agent de 
conservation et surfactant 

2–8 °C 

2 

Mélange d’anticorps ProEx C : Mélange 
d’anticorps monoclonaux prêt à l’emploi dans 
une solution tamponnée de TRIS avec du 
Tween 20, à 7,4 de pH. Contient des protéines 
stabilisantes et un agent antimicrobien. 

2–8 °C 

3a 
Réactif sonde de souris : Se lie à des 
anticorps monoclonaux de souris 2–8 °C 

3b 
Réactif Polymère : Polymère conjugué avec 
de la peroxydase de raifort qui se lie au 
Réactif sonde de souris 

2–8 °C 

4a 
Tampon substrat DAB : Tampon substrat 
utilisé au cours de la préparation du 
chromogène DAB 

2–8 °C 

4b 
Chromogène DAB : solution chromogène 
de 3,3’-diaminobenzidine 2–8 °C 

5 
Colorant de contraste, hématoxyline : 
Hématoxyline de Mayer aqueuse 15–30 °C 

6 
Agent bleuissant : Solution saline de Tris, 
à 7,4 de pH avec du Tween 20 et du 
NaN3 0,09 % 

15–30 °C 

 

5. MATÉRIELS ET RÉACTIFS REQUIS MAIS NON FOURNIS 

• Tampons absorbants 
 
• Lignée cellulaire SureDetect SiHa – RÉF 005-11012-10 (TriPath Imaging®, Inc.) 
 
• Eau désionisée ou distillée 
 
• Éthanol (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 µl, 200 µl 

et 1000 µl) 
 
• Tampon de préparation pour lame porte-objet SureDetect 10X – RÉF 090-11008-

10 (TriPath Imaging, Inc.) – Tampon de prétraitement 
 
• Bains ou cuves de coloration 
 
• Horloge (capable de mesurer des durées de 1 à 60 minutes) 
 
• Solution saline tamponnée de Tris (TBS) 
 
• Tween 20 
 
• Contrôle universel anti-IgG de souris 
 
• Agitateur vortex 
 
• Xylène ou substituts du xylène 
 
• Étuve/bain-marie 
 

6. PRECAUTIONS 
6.1. Utilisation diagnostique in vitro. 
 
6.2. Les lames SurePath préparées doivent être placées dans le tampon de 

prétraitement dès 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. 
 

6.3. Ne laisser les lames sécher à 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. 
 

6.4. La 3,3’-diaminobenzidine (DAB) est classée parmi les produits suspectés d’être 
cancérigènes qui présentent le danger potentiel de provoquer des effets 
irréversibles. Éviter 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 vêtements. Se laver les mains soigneusement après 
manipulation. La solution de DAB de travail doit être préparée conformément aux 
indications de sa notice. 
 

6.5. Certains réactifs de ce kit contiennent de l’azide de sodium (NaN3), un produit 
chimique extrêmement toxique à l’état pur. L’azide de sodium peut être mortel en 
cas d’ingestion ou d’absorption à 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. Ils affectent le 
système nerveux central, les reins et le système 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 l’élimination, rincer avec de grandes quantités d’eau pour éviter 
l’accumulation d’azides dans les canalisations. 
 

6.6. 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. 
 

6.7. Les échantillons et tous les matériels exposés aux échantillons doivent être 
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 à grande eau en cas de contact des réactifs avec des 
régions sensibles. 
 

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

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

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

6.11. 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. 
 

6.12. Ne pas utiliser le test SurePath avec ProEx C après 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. 

IVD 
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6.13. Il n’existe aucun signe évident susceptible de signaler une dégradation de ce 

produit. Par conséquent, des contrôles négatif et positif doivent être traités de façon 
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 problème avec le test SurePath® avec ProEx C Test est 
suspecté, contacter l’assistance technique TriPath Imaging®. 
 

6.14. Porter des vêtements 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 à être utilisé avec des échantillons 
cytologiques cervicaux recueillis 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 l’opérateur du SurePath PrepStain System pour 

obtenir des instructions relatives à la préparation des lames à partir des 
échantillons cytologiques cervicaux SurePath résiduels.  

 
7.1.2. Ajouter 8 ml de liquide conservateur SurePath à l’échantillon résiduel dans 

le flacon SurePath (environ 2 ml). L’échantillon dilué doit être traité sur le 
PrepMate à l’aide de la technique standard et sur le PrepStain à l’aide 
de GYN version 1.1, Préparation des lames. 

 
7.1.3. Les lames SurePath préparées doivent être placées dans le tampon de 

préparation pour lame porte-objet SureDetect dès qu’elles ont été 
préparées (se référer à 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 l'épitope doit être 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 
à température ambiante suivi d’un chauffage des lames dans le tampon de 
prétraitement jusqu’à 95 °C. Les lames sont laissées à 95 °C pendant 
15 minutes puis elles refroidissent à température ambiante pendant 
20 minutes. L’emploi d’un bain-marie calibré ou d’une étuveuse à 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 être lancée immédiatement après la restauration de l’épitope 
et le refroidissement. Les déviations par rapport à la procédure décrite sont 
susceptibles d’affecter défavorablement les résultats. 

 
7.2. Préparation des réactifs 

7.2.1. Préparer les réactifs suivants avant la coloration. 
 
7.2.2. Solution saline tamponnée de Tris avec du Tween 20 à 0,05 % (TBST) 
 

7.2.2.1. Préparer le TBS conformément aux spécifications du fabricant. 
 

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

 
7.2.3. Solution substrat-chromogène (DAB) (volume suffisant pour cinq lames) 
 

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

 
7.2.3.2. Ajouter une goutte (20–30 µl) de chromogène DAB (flacon 4b). 

Mélanger soigneusement et appliquer sur les lames avec une 
pipette. 

 
7.2.3.3. Préparer la solution substrat-chromogène 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 à 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 à température ambiante (20–25 °C) 

avant immunocoloration.  
 

8.1.3. Toutes les incubations doivent se dérouler à 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’être exposées 
aux courants d’air. Les lames doivent être placées dans une chambre 
humide pour des incubations prolongées. 

 

8.2. Restauration de l’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’à un maximum de 72 heures. 

 

8.2.2. Incuber au bain-marie ou à l’étuve pendant 15 minutes à 95 °C. 
 

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

 

8.2.4. Rincer les lames avec de l’H2O désionisée et les transférer dans une cuve 
de Coplin propre contenant du TBST. 

 
8.3. Réactif de blocage 

8.3.1. Tapoter pour éliminer le tampon en excès. 
 

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 µl de réactif de blocage de la peroxydase (flacon 1a) pour 
couvrir la zone de dépôt des cellules. 

 

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

8.3.5. Rincer les lames dans du TBST, à 3 reprises de 2 minutes chacune. 
 

8.4. Blocage des protéines 
8.4.1. Tapoter pour éliminer le tampon en excès. 

 
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 µl de réactif de blocage des protéines (flacon 1b) pour 
couvrir la zone de dépôt des cellules. 

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

 
8.4.5. NE PAS RINCER. 

 
8.5. Mélange d’anticorps primaires 

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

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 µl de mélange d’anticorps ProEx C (flacon 2) pour couvrir 
la zone de dépôt des cellules.  

 

8.5.4. Incuber pendant 30 minutes à température ambiante. 
 

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

 

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

8.6. Chimie de détection 
8.6.1. Tapoter pour éliminer le tampon en excès. 
 

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 µl de réactif Sonde de souris (flacon 3a) pour couvrir la zone 
de dépôt des cellules. 

 

8.6.4. Incuber pendant 20 minutes (+ 1 minute). 
 

8.6.5. Rincer les lames dans du TBST, à 3 reprises de 2 minutes chacune. 
 

8.6.6. Tapoter pour éliminer le tampon en excès. 
 

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 µl de réactif Polymère (flacon 3b) pour couvrir la zone de 
dépôt des cellules. 

 

8.6.9. Incuber pendant 20 minutes (+ 1 minute). 
 

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

 

8.6.11. Tapoter pour éliminer le tampon en excès. 
 
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 µl de solution substrat-chromogène (DAB) pour couvrir 
complètement la zone de dépôt des cellules. 

 

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

8.6.15. Rincer les lames pendant 5 minutes dans l’H2O désionisée.  
 

8.7. 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 µl d’hématoxyline, le colorant de contraste (flacon 5) pour 
couvrir complètement la zone de dépôt des cellules. 

 
8.7.4. Incuber pendant 1 minute (+ 10 secondes). 
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8.7.5. Rincer les lames pendant 3 minutes sous l’H2O 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 µl d’agent bleuissant (flacon 6) pendant 
1 minute (+ 10 secondes). 

 

8.7.8. Répéter le rinçage à l’eau courante pendant 1 minute. 
 

8.8. Montage 
8.8.1. Immerger les lames dans de l’éthanol 95 % pendant 1 minute, ou 

à 25 reprises. 
 

8.8.2. Immerger les lames dans l’alcool absolu à 4 reprises de 1 minute, ou 
25 fois, chacune. 

 

8.8.3. Nettoyer avec du xylène, à 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. 
 

9. STABILITÉ 
9.1. Quand ils sont conservés à la température recommandée, les flacons de réactifs 

non ouverts sont stables jusqu’à la date de péremption indiquée sur le flacon. 
 

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

 
10. CONTRÔLE QUALITÉ 

10.1. La variabilité 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 contrôle qualité du Clinical and 
Laboratory Standards Institute, Quality Assurance for Immunocytochemistry. 

 

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

 
11. INTERPRÉTATION DE LA COLORATION 

11.1. Échantillons de patient et de contrôle : Un cytologiste ou un pathologiste doit 
évaluer les lames colorées à l’aide d’un microscope optique. Les cellules peuvent 
être examinées manuellement ou conservées dans une galerie d’images 
électroniques provenant d’un microscope optique. 

 

11.2. Lames de contrôle : Les lames de contrôle positive et négative doivent être 
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 contrôle SiHa colorées avec le test SurePath® avec ProEx C est 
indicative d’une réactivité positive. La lame de contrôle négatif universel constitué 
d’IgG 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 l’hématoxyline. 

 
11.3. Score des lames à l’aide d’un processus en 4 étapes. 

Étape 1 : L’échantillon est-il adéquat ?  
Le Système 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 
même critère 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-à-dire qui montre une réaction moléculaire positive, 
est par définition satisfaisant pour l'évaluation. Si la réponse lors de cette étape est 
« oui », passer à l’étape suivante, si la réponse est « non », le résultat est Non 
satisfaisant pour l’évaluation. 

 

Étape 2 : Est-ce qu’il existe une coloration nucléaire marron modérée 
à intense dans les cellules épithéliales.  
Pour répondre « oui » à cette étape, rechercher une coloration marron facilement 
observée. Si la coloration marron n’est présente qu’à l’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 à l’étape suivante. 

 

Étape 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 à l’étape suivante. Si la réponse est « non », le 
résultat du test est Négatif. 

 

Étape 4 : Est-ce que la cellule ≥ ASC (cellule épithéliale pavimenteuse 
atypique) ou AGC (cellule glandulaire atypique) ? 
Utiliser les mêmes critères morphologiques que ceux du Système Bethesda (TBS) 
de rapport cytologique cervical (2nd Ed.) pour déterminer si la cellule épithéliale 
pavimenteuse contenant le noyau marron est ≥ ASC (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 critères du 
TBS permettant de déterminer qu’une cellule est ≥ 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 lésions intra-épithéliales ou les atteintes malignes) 
le résultat du test est Négatif.  
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13. GLOSSAIRE DES SYMBOLES 

Numéro de référence 

Utilisation diagnostique in vitro 

Consulter les instructions d’utilisation 

Contient 75 tests 

Attention, consulter les documents joints 

Limites de la température de conservation 

 Code du lot 

Utiliser avant AAAA-MM-JJ ou AAAA-MM 

Fabricant 

INFORMATIONS TECHNIQUES 
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 

 

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

 

 

Développé avec la technologie de Millennium Pharmaceuticals, Inc. 

 
 et  sont des marques commerciales de Millennium Pharmaceuticals, Inc. 

Millennium Pharmaceuticals, Inc. 
40 Landsdowne Street 
Cambridge, MA 02139 USA 
www.millennium.com 
   
 
 
Réactifs de détection fournis par 
 
 
 
 
 
BioCare Medical 
2940 Camino Diablo, Suite 300 
Walnut Creek, CA 94596 
 
 
 

 

 

SurePath est un produit et une marque commerciale de TriPath Imaging, Inc. 
ProEx, SureDetect, PrepStain, PrepMate sont des produits et des marques commerciales 
de TriPath Imaging, Inc. 
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1. USO PREVISTO 

La prueba inmunocitoquímica SurePath con ProEx C está indicada para la evaluación 
cualitativa de las inducciones aberrantes de la fase S en las muestras citológicas cervicales 
recogidas en el líquido conservante SurePath. Los resultados de la prueba proporcionan 
información complementaria para el diagnóstico citológico cervical. 
 

2. RESUMEN Y EXPLICACIÓN 
Las proteínas de mantenimiento de minicromosomas (MCM) desempeñan un papel 
esencial en la replicación del ADN eucariótico. Cada una de las proteínas MCM tiene 
secuencias de ATPasa dependientes del ADN en su dominio central altamente conservado. 
Los niveles de proteínas MCM aumentan generalmente de una forma variable a medida 
que las células normales progresan de la fase G0 a la fase G1/S del ciclo celular. La 
topoisomerasa II alfa (TOP2A) es una enzima nuclear esencial utilizada en la replicación 
del ADN y es un objetivo para muchos medicamentos que se utilizan en la terapia contra el 
cáncer. La expresión disminuida de TOP2A es un mecanismo predominante de resistencia 
a varios agentes quimioterapéuticos. Se ha observado una variación significativa en el 
intervalo de expresión de esta proteína en muchos tumores diferentes. La TOP2A es 
predominante en células en proliferación y se modifica en la fase M por fosforilación en 
puntos específicos, lo que es de vital importancia para la condensación y segregación de 
cromosomas mitóticos. 
 
El cóctel de anticuerpos ProEx™ C contiene anticuerpos monoclonales de ratón anti-MCM2 
y anti-TOP2A purificados a partir de sobrenadante de cultivo tisular y diluidos en una 
solución salina tamponada que contiene estabilizadores proteicos y azida de sodio al 
0,09%.  
 

3. PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO 
El kit de pruebas inmunocitoquímicas SurePath con ProEx C contiene un cóctel de 
anticuerpos, los reactivos de detección y contratinción necesarios para la realización de un 
procedimiento de tinción inmunocitoquímica automático o manual de tres pasos de 
muestras del cuello uterino de capa fina preparadas de forma rutinaria. Después de la 
incubación de la muestra con un cóctel de anticuerpos de ratón propio, se visualiza la unión 
a anticuerpos monoclonales selectivos, indicativa de una prueba positiva, mediante un 
sistema cromogénico de anticuerpos unidos a enzimas único listo para su uso. El reactivo 
enzimático es un anticuerpo de chivo anti-ratón secundario, conjugado con peroxidasa de 
rábano, unido a una espina dorsal de polímero de dextrano. La adición de un cromógeno 
específico produce la formación de un producto cromogénico visible localizado en los 
puntos de unión de antígenos y anticuerpos. A continuación, se realiza la contratinción de 
la muestra con hematoxilina, se aplica un agente de coloración azul y se cubre el 
portaobjetos. Los resultados se interpretan mediante un microscopio óptico. Se consigue un 
resultado positivo, indicativo de un alto grado de enfermedad cervical, cuando el núcleo de 
las células de interés se tiñe de marrón.  
 
Se puede crear una galería de referencia de portaobjetos potencialmente positivos 
utilizando un equipo de formación de imágenes automático. A continuación, se puede 
analizar la galería para determinar si el resultado es positivo o negativo. 
 
La prueba inmunocitoquímica SurePath con ProEx C se puede utilizar tanto con tinción 
manual como automática. 
 

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

Nº de 
vial Descripción  

1a 
Reactivo inhibidor de peroxidasa: 
Peróxido de hidrógeno tamponado más 
estabilizador y componentes propios 

2 a 8 ºC 

1b 
Reactivo inhibidor de proteína: 
Caseína purificada más combinación 
propia de proteínas en solución PBS 
modificada con conservante y surfactante 

2 a 8 ºC 

2 

Cóctel de anticuerpos C: Cóctel de 
anticuerpos monoclonales listo para usar 
suministrado en solución tamponada de 
TRIS con Tween 20, pH 7,4. Contiene 
proteínas estabilizantes y un agente 
antimicrobiano. 

2 a 8 ºC 

3a Reactivo sonda de ratón: Se une a los 
anticuerpos monoclonales de ratón 2 a 8 ºC 

3b 
Reactivo polimérico: Polímero 
conjugado con peroxidasa de rábano 
que se une al reactivo sonda de ratón 

2 a 8 ºC 

4a 
Tampón sustrato DAB: Tampón 
sustrato utilizado en la preparación del 
cromógeno DAB 

2 a 8 ºC 

4b Cromógeno DAB: Solución cromogénica 
de 3,3’-diaminobencidina 2 a 8 ºC 

5 
Colorante de contraste hematoxilina: 
Hematoxilina de Mayer acuosa 15 a 30 ºC 

6 
Agente de coloración azul: Solución 
salina tamponada de Tris, pH 7,4 con 
Tween 20 y NaN3 al 0,09%  

15 a 30 ºC 

 

5. MATERIALES Y REACTIVOS NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS 

• Toallitas absorbentes 
 
• Línea celular SiHa SureDetect – REF 005-11012-10 (TriPath Imaging, Inc.) 
 
• Agua desionizada o destilada 
 
• Etanol (95% y 100%) 
 
• Tapas de vidrio 
 
• Guantes 
 
• Cámara húmeda 
 
• Microscopio óptico (objetivos 10x, 20x (opcional), 40x) 
 
• Medios de montaje 
 
• Pipetas y puntas de pipetas (capaces de suministrar volúmenes de 20µL, 200µL 

y 1000µL) 
 
• Tampón de preparación de portaobjetos SureDetect 10X – REF 090-11008-10 

(TriPath Imaging®, Inc.) – Tampón de tratamiento previo 
 
• Jarras o baños de tinción 
 
• Reloj (con capacidad para intervalos de 1-60 minutos) 
 
• Solución salina tamponada de Tris (TBS) 
 
• Tween 20 
 
• Control negativo universal de IgG de ratón 
 
• Agitador vórtex 
 
• Xileno o sustitutos de xileno 
 
• Vaporera/baño de agua 
 

6. PRECAUCIONES 
6.1. Para uso diagnóstico in vitro. 
 
6.2. Los portaobjetos SurePath preparados se deben colocar en el tampón de 

tratamiento previo tan pronto como estén preparados. Los portaobjetos deben 
permanecer en el tampón de tratamiento previo durante al menos 1 hora, pero no 
más de 72 horas antes de la inmunocitoquímica. 
 

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

6.4. La 3,3’-diaminobencidina (DAB) está clasificada como una sustancia sospechada 
de ser cancerígena con el posible riesgo de producir efectos irreversibles. Evite el 
contacto físico y la exposición prolongada o repetida a esta sustancia. Se 
recomienda utilizar una campana extractora química. Evitar el contacto con los 
ojos, la piel o la ropa. Lávese bien las manos tras la manipulación. La solución de 
trabajo DAB se debe preparar de acuerdo con el folleto de la caja. 
 

6.5. Algunos reactivos en este kit contienen azida de sodio (NaN3), un producto químico 
altamente tóxico 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 sólidos peligrosos. Causa irritación en la piel, ojos y las vías 
respiratorias. Afecta al sistema nervioso central, a los riñones 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 tuberías de plomo y cobre y formar azidas de metal altamente 
explosivas. Después de desecharla, lave con grandes volúmenes de agua para 
evitar la acumulación de azida en las tuberías. 
 

6.6. Hematoxilina y agente de coloración azul: Estos reactivos son nocivos si se 
ingieren. La hematoxilina y los agentes de coloración azul causan irritación en los 
ojos, la piel y las vías respiratorias. 
 

6.7. 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, lávelas con abundante agua. 
 

6.8. Reduzca al mínimo la contaminación microbiana de los reactivos para evitar 
tinciones no específicas. 
 

6.9. Cualquier tiempo, temperatura o método de incubación que no sean los 
especificados puede producir resultados erróneos. 
 

6.10. Los reactivos se han diluido para un rendimiento óptimo. Una mayor dilución podría 
resultar en la pérdida de la tinción del antígeno. 
 

6.11. Los componentes del kit son específicos a cada lote. No sustituya los componentes 
del kit con componentes pertenecientes a otros lotes de fabricación. Los números 
de lote aparecen en las etiquetas del envase. 
 

6.12. 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. 
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6.13. No hay signos obvios que indiquen la degradación de este producto. Por lo tanto, 
se deben llevar a cabo controles negativos y positivos de forma simultánea con las 
muestras de las pacientes. Si se observa una tinción 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, póngase en contacto con 
el servicio de asistencia técnica de TriPath Imaging®. 
 

6.14. Lleve el equipo de protección 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 información adicional. 
 

6.15. La prueba SurePath con ProEx C está indicada para su uso con muestras de 
citología cervical recogidas en líquido conservante SurePath. La compatibilidad 
con preparaciones de monocapa y convencionales distintas SurePath no se han 
evaluado. 

 
7. INSTRUCCIONES DE USO 

7.1. Preparación de la muestra 
7.1.1. Consulte en el Manual del operario de SurePath PrepStain System las 

instrucciones para la preparación de portaobjetos a partir de muestras 
citológicas cervicales SurePath residuales.  

 
7.1.2. Añada 8 mL de líquido conservante SurePath a la muestra residual en el 

vial SurePath (2 mL aproximadamente). La muestra diluida se debe 
procesar en PrepMate mediante la técnica estándar y en PrepStain 
utilizando la preparación para portaobjetos GYN versión 1.1. 

 
7.1.3. Los portaobjetos SurePath preparados se deben colocar en un tampón de 

preparación de portaobjetos SureDetect tan pronto como estén 
preparados (consulte en el Tampón de preparación de portaobjetos 
SureDetect 10X las indicaciones para la preparación de una solución de 
portaobjetos de trabajo). Los portaobjetos deben permanecer en el tampón 
durante al menos 1 hora, pero no más de 72 horas antes de la 
inmunocitoquímica. 

 
7.1.4. Se debe utilizar un procedimiento de recuperación de epitopos para un 

rendimiento óptimo del kit. Este procedimiento implica poner en remojo los 
portaobjetos preparados en una solución de trabajo de tampón de 
preparación de portaobjetos SureDetect durante un mínimo de 1 hora a 
temperatura ambiente seguido del calentamiento de los portaobjetos en el 
tampón de tratamiento previo a 95 ºC. Los portaobjetos deben mantenerse 
a 95 ºC durante 15 minutos y dejarse enfriar a temperatura ambiente 
durante 20 minutos. Se recomienda el uso de un baño 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 tinción se debe iniciar inmediatamente después de la 
recuperación de epitopos y del enfriamiento. Las desviaciones del 
procedimiento descrito podrían afectar de forma adversa a los resultados. 

 
7.2. Preparación del reactivo 

7.2.1. Prepare los siguientes reactivos antes de la tinción. 
 
7.2.2. Solución salina tamponada de Tris con Tween 20 al 0,05% (TBST) 
 

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

 
7.2.2.2. Si aún no está presente en la solución TBS, añada Tween 20 a 

una concentración final de 0,05%. 
 
7.2.3. Solución sustrato-cromógeno (DAB) (volumen suficiente para 5 

portaobjetos) 
 

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

 
7.2.3.2. Añada una gota (de 20 a 30µL) de cromógeno DAB (vial 4b). 

Mézclelo bien y aplíquelo a los portaobjetos con una pipeta. 
 

7.2.3.3. Prepare la solución sustrato-cromógeno a diario.  
 

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

 
8. PROTOCOLO DE TINCIÓN (realizado a temperatura ambiente, de 20 a 25 ºC) 

8.1. Notas acerca del procedimiento de tinción 
8.1.1. Lea todas las instrucciones atentamente y familiarícese con todos los 

componentes antes de utilizarlos (consulte la sección Precauciones). 
 
8.1.2. Hay que equilibrar todos los reactivos a la temperatura ambiente (20-25 ºC) 

antes de la inmunotinción.  
 

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 

tinción. Las preparaciones celulares secas pueden producir un aumento de 
la tinción no específica. Proteja los portaobjetos que puedan estar 
expuestos a corrientes de aire. Hay que colocar los portaobjetos en una 
cámara húmeda durante incubaciones prolongadas. 

 
8.2. Recuperación de epitopos 

8.2.1. Coloque los portaobjetos preparados en una jarra de Coplin que contenga 
una solución de trabajo de tampón de preparación de portaobjetos 
SureDetect durante un mínimo de 1 hora hasta un máximo de 72 horas. 

 

8.2.2. Incúbelos en un baño de agua o una vaporera durante 15 minutos a 95 ºC. 
 

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

 
8.2.4. Enjuague los portaobjetos con H2O desionizada y transfiéralos a una jarra 

de Coplin limpia que contenga TBST. 
 

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

 
8.3.2. Cargue los portaobjetos en una cámara de humedad preparada (llena de 

toallas de papel o gasas humedecidas en agua). 
 

8.3.3. Aplique 200 µL de reactivo inhibidor de peroxidasa (vial 1a) para cubrir el 
área de deposición del pocillo. 

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

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

 
8.4. Inhibidor de proteínas 

8.4.1. Golpee suavemente varias veces para eliminar el tampón sobrante. 
 

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

 
8.4.3. Aplique 200 µL de inhibidor de proteínas (vial 1a) para cubrir 

completamente el área de deposición del pocillo. 
 

8.4.4. Incúbelo durante 5 minutos (+1 minuto). 
 

8.4.5. NO LO ENJUAGUE. 
 

8.5. Cóctel de anticuerpos principales 
8.5.1. Golpee suavemente varias veces para eliminar el inhibidor de proteínas 

sobrante. 
 

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

 
8.5.3. Aplique 200 µL de cóctel de anticuerpos C ProEx (vial 2) para cubrir 

completamente el área de deposición del pocillo.  
 

8.5.4. Incúbelos 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 área de deposición del 
pocillo). Cargue los portaobjetos en una gradilla. 

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

uno. 
 

8.6. Química de detección 
8.6.1. Golpee suavemente varias veces para eliminar el tampón sobrante. 

 
8.6.2. Cargue los portaobjetos en una cámara de humedad preparada (llena de 

toallas de papel o gasas humedecidas en agua). 
 
8.6.3. Aplique 200 µL de reactivo sonda de ratón (vial 3a) para cubrir 

completamente el área de deposición del pocillo. 
 
8.6.4. Incúbelo 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 tampón sobrante. 
 
8.6.7. Cargue los portaobjetos en una cámara de humedad preparada (llena de 

toallas de papel o gasas humedecidas en agua). 
 
8.6.8. Aplique 200 µL de reactivo polimérico (vial 3b) para cubrir el área de 

deposición del pocillo. 
 
8.6.9. Incúbelo durante 20 minutos (+1 minuto). 
 
8.6.10. Enjuague los portaobjetos en un baño de TBST, con 3 cambios, de 

2 minutos cada uno. 
 
8.6.11. Golpee suavemente varias veces para eliminar el tampón sobrante. 
 
8.6.12. Cargue los portaobjetos en una cámara de humedad preparada (llena de 

toallas de papel o gasas humedecidas en agua). 
 
8.6.13. Aplique 200 µL de solución sustrato-cromógeno (DAB) para cubrir 

completamente el área de deposición del pocillo. 
 
8.6.14. Incúbelo durante 5 minutos (+1 minuto). 
 
8.6.15. Enjuague los portaobjetos durante 5 minutos en H2O desionizada.  
 

8.7. Contratinción 
8.7.1. Enjuague los portaobjetos en TBST, con 1 cambio, de 2 minutos cada uno. 
 
8.7.2. Cargue los portaobjetos en una cámara de humedad preparada (llena de 

toallas de papel o gasas humedecidas en agua). 
 
8.7.3. Aplique 200 µL de colorante de contraste hematoxilina (vial 5) para cubrir 

completamente el área de deposición del pocillo. 
 
8.7.4. Incúbelo durante 1 minuto (+10 segundos). 
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8.7.5. Enjuague los portaobjetos durante 3 minutos en H2O corriente. 
 
8.7.6. Cargue los portaobjetos en una cámara de humedad preparada (llena de 

toallas de papel o gasas humedecidas en agua). 
 
8.7.7. Tiña los portaobjetos de azul mediante la aplicación de 200 µL de agente 

de coloración 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. 
 

9. 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 días si se almacenan a 

las temperaturas recomendadas. 
 

10. 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 información adicional, consulte las directrices de control de calidad Quality 
Assurance for Immunocytochemistry del Clinical and Laboratory Standards Institute 
(Instituto de Normas Clínicas y de Laboratorio). 

 
10.2. El control celular SureDetect está disponible como control positivo a través de 

TriPath Imaging®, Inc. Cada vial contiene una línea celular de cáncer cervical que 
se procesa de forma similar a las muestras clínicas. Se puede utilizar un control 
negativo universal de IgG de ratón como control negativo. Se debe incluir un 
portaobjetos de control negativo y positivo en cada procedimiento de tinción. Los 
resultados de tinción se deben utilizar como una indicación de la validez del 
proceso de la tinción. 

 
11. INTERPRETACIÓN DE LA TINCIÓN 

11.1. Muestras de control y de la paciente: Los portaobjetos con tinción deberán ser 
evaluados por un citotécnico o un patólogo con un microscopio óptico. Las células 
se pueden analizar de forma manual o se pueden almacenar en una galería de 
imágenes electrónica procedente del microscopio óptico. 

 
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 
reacción marrón (3,3’-diaminobencidina tetraclorhidrato, DAB) en los núcleos del 
portaobjetos de control de células SiHa teñido con la prueba SurePath® con 
ProEx C es indicativo de una reactividad positiva. El control negativo universal de 
IgG de ratón teñido con la prueba SurePath® con ProEx C no debe tener núcleos 
de tinción marrones y debe mostrar tinción sólo a partir del colorante de contraste 
hematoxilina. 

 
11.3. La puntuación de los portaobjetos es un proceso de 4 pasos. 

Paso 1: ¿Es adecuada la muestra?  
El Sistema Bethesda (TBS) de información de citología cervical (2.ª edición) 
establece lo siguiente: “Una preparación adecuada basada en líquidos debe tener 
un mínimo 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 
preparación de Papanicolaou rutinaria, cualquier muestra con células anómalas 
que presentan una reacción molecular positiva, es, por definición, satisfactoria para 
su evaluación. Si la respuesta a este paso es “sí”, continúe con el siguiente paso; 
si la respuesta es “no”, el resultado es No satisfactorio para la evaluación. 

 
Paso 2: ¿Existe tinción marrón de intensa a moderada en las células 
epiteliales? 
Para contestar "sí" a este paso, busque tinción marrón que se vea fácilmente. Si 
sólo se ve una cantidad apenas perceptible o de tono rosáceo, no es suficiente 
para garantizar una interpretación positiva. Si no se ve ninguna tinción nuclear 
marrón, el resultado se notifica como Negativo. Si se visualiza una tinción marrón 
adecuada, continúe con el siguiente paso. 

 
Paso 3: ¿Es la célula con tinción marrón nuclear una célula glandular o 
escamosa? Si la respuesta es sí, continúe con el siguiente paso. Si la respuesta 
es no, el resultado de la prueba es Negativo. 

 
Paso 4: ¿Es la célula ≥ ASC (célula escamosa atípica) o AGC (célula glandular 
atípica)? 
Utilice los mismos criterios morfológicos descritos en el Sistema Bethesda de 
información de citología cervical (2.ª edición) para determinar si la célula escamosa 
que contiene el núcleo marrón es ≥ ASC (células escamosas atípicas). Si la célula se 
considera ≥ASC (o ≥AGC), el resultado de la prueba es Positivo. Esto incluye ASC-
US, ASC-H, LSIL, HSIL y cáncer. Si la célula tiene un aspecto glandular, se aplican los 
criterios TBS para determinar si una célula es ≥ AGC (células glandulares atípicas). 
Esto incluye AGC endocervicales, AGC endometriales, AIS y adenocarcinoma. Si la 
célula en cuestión concuerda con NILM (negativo para lesión 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 è previsto per la valutazione qualitativa 
dell'induzione della fase S aberrante in campioni citologici cervicali raccolti nel conservante 
SurePath. I 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. I livelli di proteine 
MCM generalmente aumentano in modo variabile quando le cellule normali progrediscono 
dalla fase G0 alla fase G1/S del ciclo cellulare. La topoisomerasi II alpha (TOP2A) è 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 l’induzione di un meccanismo di resistenza a numerosi agenti chemioterapici. 
Una variazione significativa nella gamma di espressione di questa proteina è stata 
osservata in diversi tumori. La TOP2A è 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 è 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. I 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.  
 
È possibile creare una galleria di riferimento di vetrini potenzialmente positivi utilizzando 
apparecchiature di imaging automatiche. È quindi possibile consultare la galleria per 
determinare un risultato positivo o negativo. 
 
Il test immunocitochimico SurePath con ProEx C è 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 
 

1° 
Reagente bloccante la perossidasi: 
perossido di idrogeno tamponato, più 
stabilizzatore e componenti proprietari 

2-8 °C 

1b 

Reagente bloccante delle proteina: caseina 
purificata più una combinazione proprietaria di 
proteine in PBS modificato con conservante e 
tensioattivo 

2-8 °C 

2 

Cocktail di anticorpi ProEx C: cocktail di 
anticorpi monoclonali pronto all'uso fornito in 
soluzione tamponata di Tris con Tween 20, 
pH 7,4. Contiene proteine stabilizzanti e 
agente anti-microbico. 

2-8 °C 

3° 
Reagente probe di topo: si lega agli anticorpi 
monoclonali di topo 

2-8 °C 

3b 
Reagente polimerizzato: polimero coniugato 
con perossidasi di rafano che si lega al 
reagente probe di topo 

2-8 °C 

4° 
Tampone substrato DAB: tampone substrato 
per la preparazione del cromogeno DAB 

2-8 °C 

4b 
Cromogeno DAB: soluzione cromogeno 3,3’-
diaminobenzidina 

2-8 °C 

5 
Colorazione di contrasto con ematossilina: 
Ematossilina di Mayer acquosa 

15-30 °C 

6 
Agente di colorazione blu: soluzione 
tamponata di Tris, pH 7,4 con Tween 20 e 
NaN3 allo 0,09 % 

15-30 °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 20µl, 200µl e 1000µl)  
 
• 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 
 

6. PRECAUZIONI 
6.1. Per uso diagnostico in vitro. 
 
6.2. Appena pronti, i vetrini SurePath devono essere posti nel tampone di 

pretrattamento, dove dovranno rimanere per almeno 1 ora, ma non più di 72 ore, 
prima del test immunocitochimico. 
 

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

6.4. La 3,3’-Diaminobenzidina (DAB) è classificata come sostanza a sospetta azione 
cancerogena, in grado di indurre potenziali effetti irreversibili. Evitare il contatto 
fisico ed esposizioni prolungate o ripetute. È vivamente consigliato l'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. 
 

6.5. Alcuni reagenti del kit contengono sodio azide (NaN3), una sostanza chimica 
fortemente tossica in forma pura. Tale sostanza può 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 può 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 l'eventuale formazione ed accumulo di 
azidi nelle tubature. 
 

6.6. 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. 
 

6.7. I 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. 

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

colorazione aspecifica. 
 

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

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

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

 

6.12. 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, l'utente dovrà convalidarne lo stato. 
 

6.13. 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 l'assistenza tecnica TriPath Imaging®. 
 

6.14. 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). 
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6.15. Il test SurePath con ProEx C è stato sviluppato per l'impiego su campioni 

citologici cervicali raccolti in conservante SurePath. Non è stata valutata la 
compatibilità con strisci tradizionali e preparazioni a strato sottile diverse dalle 
SurePath. 
 

7. ISTRUZIONI PER L'USO 
7.1. Preparazione dei campioni 

7.1.1. Consultare il Manuale per l'operatore del SurePath PrepStain System 
per istruzioni inerenti alla preparazione dei vetrini da campioni citologici 
cervicali residui SurePath.  

 
7.1.2. Aggiungere 8 mL di conservante SurePath al campione residuo nel 

contenitore SurePath (circa 2 mL). Il campione diluito deve essere 
elaborato su PrepMate secondo la tecnica standard e su PrepStain 
utilizzando la preparazione per vetrini GYN versione 1.1.  

 
7.1.3. 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). I vetrini devono rimanere nel tampone per almeno 1 ora, ma non 
più di 72 ore, prima del test immunocitochimico. 

 
7.1.4. Per ottenere prestazioni ottimali dal kit, eseguire la procedura di 

smascheramento degli epitopi. Questa procedura prevede l'immersione dei 
vetrini allestiti nella soluzione tamponata SureDetect per almeno 1 ora a 
temperatura ambiente, e successivo riscaldamento dei vetrini nel tampone di 
pretrattamento a 95 °C. I vetrini vengono mantenuti a 95 °C per 15 minuti e 
lasciati raffreddare a temperatura ambiente per 20 minuti. È consigliato l'uso di 
un bagnomaria adeguatamente calibrato o di una pentola elettrica per cottura 
a vapore delle verdure in grado di mantenere la temperatura richiesta. I 
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 può influenzare negativamente i risultati. 

 
7.2. Preparazione dei reagenti 

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

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

 
7.2.2.2. Se non ancora presente nel TBS, aggiungere Tween 20 fino ad 

una concentrazione finale dello 0,05 %. 
 
7.2.3. Soluzione substrato-cromogeno (DAB) (volume sufficiente per 5 vetrini) 
 

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

 
7.2.3.2. Aggiungere una goccia (20-30 µL) di cromogeno DAB 

(flacone 4b). Miscelare bene ed applicare sui vetrini tramite una 
pipetta. 

 
7.2.3.3. Preparare quotidianamente la soluzione substrato-cromogeno.  

 
7.2.3.4. La qualità di colorazione non viene condizionata dal precipitato 

che può svilupparsi nella soluzione. 
 

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

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

 
8.1.2. Tutti i reagenti devono essere equilibrati a temperatura ambiente (20-25 °C) 

prima dell'immunocolorazione.  
 

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

 
8.1.4. Evitare l'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. 

 
8.2. Smascheramento degli epitopi 

8.2.1. 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.  

 
8.2.2. Incubare in un bagnomaria o in una pentola per cottura a vapore delle 

verdure per 15 minuti a 95 °C. 
 

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

 
8.2.4. Sciacquare i vetrini con acqua deionizzata e trasferire in una coplin jar 

pulita contenente TBST. 
 

8.3. Reagente bloccante 
8.3.1. Scuotere il vetrino per eliminare il tampone in eccesso. 

 
8.3.2. Porre i vetrini in una camera umida precedentemente preparata (riempita 

con salviette o garze inumidite con acqua). 
 

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

 
8.3.4. Incubare per 5 minuti (+1 minuto). 

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

 
8.4. Blocco proteico 

8.4.1. Scuotere il vetrino per eliminare il tampone in eccesso. 
 

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

 
8.4.3. Applicare 200 µL di bloccante proteico (flacone 1b) coprendo 

completamente l'area di deposito delle cellule. 
 

8.4.4. Incubare per 5 minuti (+1 minuto). 
 

8.4.5. NON SCIACQUARE. 
 

8.5. Cocktail di anticorpi primarii 
8.5.1. Scuotere il vetrino per eliminare il bloccante delle proteine in eccesso. 

 
8.5.2. Porre i vetrini in una camera umida precedentemente preparata (riempita 

con salviette o garze inumidite con acqua). 
 

8.5.3. Applicare 200 µL di Cocktail Ab ProEx C (flacone 2) coprendo 
completamente l'area di deposito delle cellule.  

 
8.5.4. Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente. 

 
8.5.5. 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. 

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

 
8.6. Soluzioni di rilevamento 

8.6.1. Scuotere il vetrino per eliminare il tampone in eccesso. 
 

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

 
8.6.3. Applicare 200 µL di reagente probe di topo (flacone 3a) coprendo 

completamente l'area di deposito delle cellule. 
 
8.6.4. Incubare per 20 minuti (+1 minuto). 
 
8.6.5. Sciacquare i vetrini in TBST, 3 cambi, 2 minuti ciascuno. 
 
8.6.6. Scuotere il vetrino per eliminare il tampone in eccesso. 
 
8.6.7. Porre i vetrini in una camera umida precedentemente preparata (riempita 

con salviette o garze inumidite con acqua). 
 
8.6.8. Applicare 200 µL di reagente polimero (flacone 3b) coprendo l'area di 

deposito delle cellule. 
 
8.6.9. Incubare per 20 minuti (+1 minuto). 
 
8.6.10. Sciacquare i vetrini in bagno TBST, 3 cambi, 2 minuti ciascuno. 
 
8.6.11. Scuotere il vetrino per eliminare il tampone in eccesso. 
 
8.6.12. Porre i vetrini in una camera umida precedentemente preparata (riempita 

con salviette o garze inumidite con acqua). 
 
8.6.13. Applicare 200 µL di soluzione substrato-cromogeno (DAB) coprendo 

completamente l'area di deposito delle cellule. 
 
8.6.14. Incubare per 5 minuti (+1 minuto). 
 
8.6.15. Sciacquare per 5 minuti in acqua deionizzata.  
 

8.7. Colorazione di contrasto 
8.7.1. Sciacquare i vetrini in TBST, 1 cambio per 2 minuti. 
 
8.7.2. Porre i vetrini in una camera umida precedentemente preparata (riempita 

con salviette o garze inumidite con acqua). 
 
8.7.3. Applicare 200 µL di colorazione di contrasto a base di ematossilina 

(flacone 5) coprendo completamente l'area di deposito delle cellule. 
 
8.7.4. Incubare per 1 minuto (+10 secondi). 
 
8.7.5. Sciacquare i vetrini per 3 minuti in acqua corrente. 
 
8.7.6. Porre i vetrini in una camera umida precedentemente preparata (riempita 

con salviette o garze inumidite con acqua). 
 
8.7.7. Colorare di blu i vetrini applicando 200 µL di agente di colorazione 

(flacone 6) per 1 minuto (+10 secondi). 
 
8.7.8. Ripetere il risciacquo in acqua corrente per 1 minuto. 
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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. 
9. STABILITÀ 

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. 
 

10. CONTROLLO DI QUALITÀ 
10.1. La variabilità 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 qualità proposte dal Clinical 
and Laboratory Standards Institute, Quality Assurance for Immunocytochemistry. 

 
10.2. Il SureDetect SiHa Cell Control è 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 è possibile utilizzare un controllo negativo universale di IgG di topo. 
A ciascuna procedura di colorazione è allegato un vetrino per il controllo positivo 
e negativo. I risultati di colorazione devono essere usati come indicazione della 
validità della fase di colorazione. 

 
11. INTERPRETAZIONE DELLA COLORAZIONE 

11.1. Campioni di paziente e di controllo: il citologo o il patologo dovranno valutare i 
vetrini colorati tramite microscopio ottico. 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 reattività 
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 è una procedura a 4 fasi. 

Fase 1: Il campione è 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 è "sì", passare alla 
fase successiva; se invece la risposta è "no" il risultato è Non soddisfacente per la 
valutazione. 

 
Fase 2: Appare una colorazione nucleare da moderata a intensa nelle cellule 
epiteliali? 
Per rispondere "sì" a questa domanda, cercare una colorazione marrone ben 
definita. Una colorazione marrone debole o sfumata non è 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 è una cellula squamosa 
o ghiandolare?  
Se la risposta è affermativa, procedere alla fase successiva. Se la risposta è 
negativa, si tratta di un risultato Negativo. 

 
Fase 4: La cellula è ≥ ASC (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 è ≥ ASC (cellula squamosa atipica). Se la cellula è 
considerata ≥ ASC (o ≥ AGC), si sarà ottenuto un risultato Positivo. Ciò 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 è ≥ AGC (cellula 
ghiandolare atipica). Questo comprende AGC endocervicale, AGC endometriale, 
AIS, e adenocarcinoma. Se la cellula in questione è morfologicamente definibile 
NILM (negativa per lesioni intraepiteliali o patologie maligne), il risultato del test è 
Negativo.  
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13. GLOSSARIO DEI SIMBOLI 

Codice 

Per uso diagnostico in vitro 

Consultare le istruzioni per l'uso 

Contiene 75 test 

Attenzione, consultare la documentazione allegata 

Limiti delle temperature di conservazione 

 Codice lotto 

Utilizzare entro AAAA-MM-GG o AAAA-MM 

Produttore 
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1. VERWENDUNGSZWECK 

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

2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLÄRUNG 
Bei der eukaryoten DNA-Replikation spielen die MCM-Proteine („minichromosome 
maintenance proteins“) eine wichtige Rolle. Jedes MCM-Protein weist in seiner hoch 
konservierten zentralen Domäne DNA-abhängige ATPase-Motive auf. Normalerweise 
steigen die Konzentrationen des MCM-Proteins beim Übergang normaler Zellen aus der 
G0- in die G1/S-Phase des Zellzyklus unterschiedlich stark an. Topoisomerase II alpha 
(TOP2A) ist ein wichtiges, an der DNA-Replikation beteiligtes nukleäres Enzym und das 
Zielprotein vieler gängiger 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 für die mitotische Chromosomenkondensation und -
segregation. 
 
Der ProEx C Antikörper-Cocktail enthält gereinigtes, mit gepufferter Kochsalzlösung 
verdünntes monoklonales Anti-MCM2 und Anti-TOP2A (Maus) aus Gewebekulturüberstand 
sowie Proteinstabilisatoren und 0,09 % Natriumazid.  
 

3. VERFAHRENSPRINZIP 
Der SurePath mit ProEx C immunzytochemische Testkit enthält neben einem Antikörper-
Cocktail alle für manuelle oder automatische immunzytochemische Drei-Schritt-
Färbeverfahren an routinemäßig verarbeiteten Dünnschicht-Zervixproben erforderlichen 
Nachweis- und Gegenfärbungsreagenzien. Nach Inkubation der Probe mit einem 
proprietären Antikörper-Cocktail (Maus) wird die ein positives Testergebnis anzeigende 
selektive Bindung an den monoklonalen Antikörper durch ein einzigartiges, 
gebrauchsfertiges enzymgebundenes Antikörper-Chromogen-System dargestellt. Bei dem 
Enzymreagenz handelt es sich um ein sekundäres, an einen Dextranpolymer-Backbone 
gekoppeltes Anti-Maus-Meerrettichperoxidase-Konjugat (Ziege). Der Zusatz eines 
spezifischen Chromogens führt zur Bildung eines sichtbaren chromogenen 
Reaktionsprodukts an den Antigen-Antikörper-Bindungsstellen. Anschließend wird die 
Probe mit Hämatoxylin gegengefärbt, ein Bläuungsmittel zugesetzt und der Objektträger mit 
einem Deckglas versehen. Die Ergebnisse werden mit einem Lichtmikroskop ausgewertet. 
Ein positives Ergebnis liegt bei einer Braunfärbung des Kerns der ausgewaehlten Zellen vor 
und zeigt eine hochgradige Zervixerkrankung an.  
 
Mittels automatischer bildgebender Geräte kann eine Katalog mit Referenzbildern potenziell 
positiver Objektträger 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 für manuelle und 
automatische Färbeverfahren. 
 

4. MITGELIEFERTE REAGENZIEN 
Im Lieferumfang enthalten sind folgende, für 75 Dünnschicht-Präparate ausreichende 
Materialien: 

Gefäß Nr. Beschreibung  

1a 
Peroxidase-Blockierungsreagenz: 
Gepuffertes Wasserstoffperoxid, plus einen 
Stabilisator und proprietäre Komponenten 

2–8 °C 

1b 
Protein-Blockierungsreagenz: 
Gereinigtes Kasein plus eine proprietäre 
Proteinkombination in modifizierter PBS mit 
Konservierungsmittel und oberflächenaktiver 
Substanz 

2–8 °C 

2 

ProEx C Antikörper-Cocktail: 
Gebrauchsfertiger Cocktail aus monoklonalen 
Antikörpern in Tris-gepufferter Lösung mit 
Tween 20, pH 7,4. Enthält 
Stabilisierungsproteine und einen 
antimikrobiellen Wirkstoff. 

2–8 °C 

3a Sondenreagenz (Maus): Bindet sich an 
monoklonale Mausantikörper 2–8 °C 

3b 
Polymerreagenz: Mit Meerrettichperoxidase 
konjugiertes Polymer, bindet sich an 
Sondenreagenz (Maus) 

2–8 °C 

4a DAB Substratpuffer: Substratpuffer zum 
Ansetzen des DAB-Chromogens  2–8 °C 

4b DAB Chromogen: 3,3’-Diaminobenzidin-
Chromogenlösung 2–8 °C 

5 
Hämatoxylin-Gegenfärbung: Hämatoxylin 
nach Mayer auf wässriger Basis 15–30 °C 

6 
Bläuungsmittel: Tris-gepufferte 
Kochsalzlösung, pH 7,4, mit Tween 20 und 
0,09 % NaN3 

15–30 °C 
 

5. ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE REAGENZIEN UND MATERIALIEN 

� Absorbierende Tücher 
 
• SureDetect SiHa Zelllinie – Ref. Nr. 005-11012-10 (TriPath Imaging®, Inc.) 
 
• Entionisiertes oder destilliertes Wasser 
 
• Ethanol (95 % und 100 %) 
 
• Deckgläser 
 
• Handschuhe 
 
• Feuchtigkeitskammer 
 
• Lichtmikroskop (Objektive mit 10facher, 20facher (optional) und 40facher 

Vergrößerung) 
 
• Eindeckmittel 
 
• Pipetten und Pipettenspitzen (geeignet für die Abgabe von Volumina von 20 µL, 

200 µL und 1000 µL) 
 
• SureDetect Puffer zur Objektträgerpräparation 10X – Ref.Nr. 090-11008-10 

(TriPath Imaging, Inc.) – Vorbehandlungspuffer 
 
• Färbeschalen oder -wannen 
 
• Zeitmesser (muss Intervalle von 1–60 Minuten anzeigen können) 
 
• Tris-gepufferte Kochsalzlösung (TBS, Tris Buffered Saline) 
 
• Tween 20 
 
• Universelle Maus-IgG Negativkontrolle 
 
• Vortexer 
 
• Xylol oder Xylolersatz 
 
• Dampfkocher/Wasserbad 
 

6. VORSICHTSMASSNAHMEN 
6.1. Zur In-vitro-Diagnostik 
 
6.2. Präparierte SurePath-Objektträger sofort nach dem Präparieren in den 

Vorbehandlungspuffer einlegen. Die Objektträger vor immunzytochemischen 
Färbungen mindestens eine Stunde, aber höchstens 72 Stunden im 
Vorbehandlungspuffer belassen. 
 

6.3. Objektträger während der Verarbeitung nicht austrocknen lassen. Bei 
Objektträgern, die während des Verfahrens ausgetrocknet sind, kann eine erhöhte 
Hintergrundfärbung auftreten. 
 

6.4. 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) wurde als potenziell karzinogen mit Risiko irreversibler 
Schäden eingestuft. Berührung und länger andauernde oder wiederholte Exposition 
vermeiden. Ein chemischer Dunstabzug wird dringend empfohlen. Berührung mit 
Augen, Haut und Kleidung vermeiden. Nach Verwendung die Hände gründlich 
waschen. Die DAB Arbeitslösung gemäß den Angaben in der Packungsbeilage 
ansetzen. 
 

6.5. Einige Reagenzien dieses Kits enthalten Natriumazid (NaN3), eine in reiner Form 
äußerst giftige Chemikalie. Das Verschlucken von Natriumazid oder die Aufnahme 
durch die Haut kann zum Tode führen. Das Einatmen dieser Reagenzien ist 
gesundheitsschädlich. Es handelt sich dabei um gesundheitsschädliche Feststoffe. 
Sie reizen Haut, Augen und Atmungsorgane. Schädigen das zentrale 
Nervensystem, die Nieren und das Herz-Kreislauf-System. Auch in den nicht als 
gefährlich eingestuften Konzentrationen in diesem Produkt kann Natriumazid mit 
Blei- oder Kupferrohren reagieren und hochexplosive Metallazide bilden. Beim 
Entsorgen stets mit viel Wasser nachspülen, um Ansammlungen von Aziden in den 
Leitungsrohren zu verhindern. 
 

6.6. Hämatoxylin und Bläuungsmittel: Das Verschlucken dieser Reagenzien ist 
gesundheitsschädlich. Hämatoxylin und Bläuungsmittel reizen Augen, Haut und 
Atmungsorgane. 
 

6.7. Mit Proben und allen Materialien, die damit in Berührung gekommen sind, ist so 
umzugehen, als könnten sie Krankheiten übertragen. Bei der Entsorgung sind 
angemessene Vorsichtsmaßnahmen 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 abspülen. 
 

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

6.9. Andere als die angegebenen Inkubationszeiten, -temperaturen bzw. -verfahren 
können zu fehlerhaften Ergebnissen führen. 
 

6.10. Die Reagenzien wurden für eine optimale Leistung verdünnt. Eine weitere 
Verdünnung kann den Verlust der Antigenfärbung zur Folge haben. 
 

6.11. Kitkomponenten sind chargenspezifisch und dürfen 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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6.13. Es gibt keine sichtbaren Anzeichen für eine eventuelle Produktinstabilität. Daher 
sollten parallel zu den Patientenproben jeweils Positiv- und Negativkontrollen 
getestet werden. Falls es zu einer unerwarteten Färbung kommt, die sich nicht 
durch Unterschiede bei Laborverfahren erklären lässt und auf ein Problem mit dem 
SurePath® mit ProEx C Testkit hindeutet, ist der technische Kundendienst von 
TriPath Imaging® zu verständigen. 
 

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

6.15. Der SurePath mit ProEx C Test sollte mit zervikalen Zytologieproben verwendet 
werden, die in SurePath Konservierungslösung aufbewahrt wurden. Die 
Kompatibilität mit anderen konventionellen oder Einschicht-Präparaten wurde nicht 
untersucht. 

 
7. GEBRAUCHSANLEITUNG 

7.1. Vorbereitung der Probe 
7.1.1. Anweisungen zum Präparieren von Objektträgern mit verbliebenem 

SurePath Zervix-Zytologieprobenmaterial dem Benutzerhandbuch für das 
SurePath PrepStain System entnehmen.  

 
7.1.2. Zu der im SurePath Gefäß verbliebenen Probe (etwa 2 ml) 8 ml SurePath 

Konservierungslösung geben. Die verdünnte Probe mit der Standardtechnik 
auf dem PrepMate sowie auf dem PrepStain mit GYN Version 1.1, Slide 
Preparation, verarbeiten. 

 
7.1.3. Präparierte SurePath Objektträger unmittelbar nach dem Präparieren in 

den SureDetect Puffer zur Objektträgerpräparation einlegen (Hinweise 
zum Ansetzen einer Objektträger-Arbeitslösung der Packungsbeilage des 
SureDetect Puffers zur Objektträgerpräparation 10X entnehmen). Vor 
immunzytochemischen Verfahren müssen die Objektträger mindestens eine 
Stunde, aber höchstens 72 Stunden im Puffer verbleiben. 

 
7.1.4. Für eine optimale Kitleistung ist eine Epitopdemaskierung zwingend 

erforderlich. Dieses Verfahren umfasst das mindestens 1stündige 
Eintauchen der präparierten Objektträger in eine Arbeitslösung aus 
SureDetect Puffer zur Objektträgerpräparation bei Raumtemperatur, 
gefolgt von einer Erhitzung der Objektträger in Vorbehandlungspuffer auf 
95 °C. Die Temperatur der Objektträger wird 15 Minuten auf 95 °C 
gehalten, dann folgt eine 20minütige Abkühlung bei Raumtemperatur. 
Empfohlen wird die Verwendung eines kalibrierten Wasserbads oder 
Dampfkochers, um die geforderte Temperatur beizubehalten. Labors in 
größeren Höhenlagen sollten die beste Methode, die geforderte Temperatur 
beizubehalten, selbst ermitteln. Das Färbeverfahren sollte unmittelbar im 
Anschluss an die Demaskierung und Abkühlung erfolgen. Abweichungen 
vom beschriebenen Vorgehen können die Ergebnisse beeinträchtigen. 

 
7.2. Ansetzen der Reagenzien 

7.2.1. Folgende Reagenzien vor der Färbung ansetzen. 
 
7.2.2. Tris-gepufferte Kochsalzlösung mit 0,05 % Tween 20 (TBST) 
 

7.2.2.1. TBS gemäß 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. Substratchromogenlösung (DAB) (Volumen ausreichend für 5 Objektträger) 
 

7.2.3.1. 1 ml DAB Substratpuffer (Gefäß 4a) in ein Teströhrchen geben. 
 

7.2.3.2. Einen Tropfen (20–30 µl) DAB Chromogen (Gefäß 4b) zugeben. 
Gründlich mischen und mit einer Pipette auf die Objektträger 
aufbringen. 

 
7.2.3.3. Substratchromogenlösung täglich frisch ansetzen.  

 
7.2.3.4. Ein in der Lösung eventuell auftretendes Präzipitat beeinträchtigt 

die Färbung nicht. 
 

8. FÄRBEPROTOKOLL (bei Raumtemperatur durchführen, 20–25 °C) 
8.1. Verfahrenshinweise zu Färbung 

8.1.1. Vor der Verwendung diese Anweisungen sorgfältig lesen und sich mit allen 
Komponenten vertraut machen (siehe Vorsichtsmaßnahmen). 

 
8.1.2. Alle Reagenzien vor der Immunfärbung Raumtemperatur (20–25 °C) 

annehmen lassen.  
 

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

 
8.1.4. Die Objektträger während des Färbeverfahrens nicht austrocknen lassen. 

Eingetrocknete Zellpräparate können eine erhöhte unspezifische Färbung 
aufweisen. Objektträger vor Zugluft schützen. Bei längeren Inkubationen 
die Objektträger in eine Feuchtigkeitskammer stellen. 

 
8.2. Epitopdemaskierung 

8.2.1. Die präparierten Objektträger für mindestens eine Stunde, aber höchstens 
72 Stunden in eine Coplin-Küvette stellen, die eine Arbeitslösung aus 
SureDetect Puffer zur Objektträgerpräparation enthält. 

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

inkubieren. 
 

8.2.3. Die Coplin-Küvette mit den Objektträgern aus dem Wasserbad bzw. 
Dampfkocher nehmen und Objektträger 20 Minuten in Puffer abkühlen lassen. 

 
8.2.4. Objektträger mit entionisiertem H2O spülen und in eine saubere Coplin-

Küvette mit TBST geben. 
 

8.3. Blockierungsreagenz 
8.3.1. Überschüssigen Puffer abklopfen. 

 
8.3.2. Objektträger in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit 

Wasser angefeuchtete Papiertücher oder Gaze enthält.  
 

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

 
8.3.4. 5 Minuten (±1 Minute) inkubieren. 

 
8.3.5. Objektträger viermal jeweils 2 Minuten in frischem TBST spülen. 

 
8.4. Proteinhemmer 

8.4.1. Überschüssigen Puffer abklopfen. 
 

8.4.2. Objektträger in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit 
Wasser angefeuchtete Papiertücher oder Gaze enthält.  

 
8.4.3. 200 µL Protein-Blockierungsreagenz (Gefäß 1b) zugeben, um den 

Zellablagerungsbereich vollständig zu bedecken. 
 

8.4.4. 5 Minuten (±1 Minute) inkubieren. 
 

8.4.5. NICHT SPÜLEN. 
 

8.5. Primär-Antikörper-Cocktail  
8.5.1. Überschüssigen Proteinhemmer abklopfen. 

 
8.5.2. Objektträger in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit 

Wasser angefeuchtete Papiertücher oder Gaze enthält.  
 

8.5.3. 200 µl ProEx C Antikörper-Cocktail (Gefäß 2) zugeben, um den 
Zellablagerungsbereich vollständig zu bedecken.  

 
8.5.4. 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren. 

 
8.5.5. Jeden Objektträger einzeln mit TBST aus einer Waschflasche spülen (den 

Strahl nicht direkt auf den Zellablagerungsbereich richten). Objektträger auf 
ein Objektträgergestell stellen. 

 
8.5.6. Objektträger viermal 2 Minuten in jeweils frischem TBST spülen. 

 
8.6. Chemischer Nachweis 

8.6.1. Überschüssigen Puffer abklopfen. 
 

8.6.2. Objektträger in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit 
Wasser angefeuchtete Papiertücher oder Gaze enthält.  

 
8.6.3. 200 µl Maus-Sondenreagenz (Gefäß 3a) zugeben, um den 

Zellablagerungsbereich vollständig zu bedecken. 
 
8.6.4. 20 Minuten (±1 Minute) inkubieren. 
 
8.6.5. Objektträger viermal 2 Minuten in jeweils frischem TBST spülen. 
 
8.6.6. Überschüssigen Puffer abklopfen. 
 
8.6.7. Objektträger in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit 

Wasser angefeuchtete Papiertücher oder Gaze enthält.  
 
8.6.8. 200 µl Polymerreagenz (Gefäß 3b) zugeben, um den 

Zellablagerungsbereich zu bedecken. 
 
8.6.9. 20 Minuten (±1 Minute) inkubieren. 
 
8.6.10. Objektträger viermal 2 Minuten in einem jeweils frischen TBST-Bad spülen. 
 
8.6.11. Überschüssigen Puffer abklopfen. 
 
8.6.12. Objektträger in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit 

Wasser angefeuchtete Papiertücher oder Gaze enthält.  
 
8.6.13. 200 µl Substratchromogenlösung zugeben, um den Zellablagerungsbereich 

vollständig zu bedecken. 
 
8.6.14. 5 Minuten (±1 Minute) inkubieren. 
 
8.6.15. Objektträger 5 Minuten in entionisiertem H2O spülen.  
 

8.7. Gegenfärbung 
8.7.1. Objektträger zweimal 2 Minuten in jeweils frischem TBST spülen. 
 
8.7.2. Objektträger in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit 

Wasser angefeuchtete Papiertücher oder Gaze enthält.  
 
8.7.3. 200 µl Hämatoxylin-Gegenfärbung (Gefäß 5) zugeben, um den 

Zellablagerungsbereich vollständig zu bedecken. 
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8.7.4. 1 Minute (±10 Sekunden) inkubieren. 
 
8.7.5. Objektträger 3 Minuten unter fließendem Wasser spülen. 
 
8.7.6. Objektträger in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit 

Wasser angefeuchtete Papiertücher oder Gaze enthält.  
 
8.7.7. Objektträger durch Zusatz von 200 µl Bläuungsmittel (Gefäß 6) 1 Minute 

(±10 Sekunden) bläuen. 
 
8.7.8. Erneut 1 Minute unter fließendem Wasser spülen. 
 

8.8. Fixieren 
8.8.1. Objektträger 1 Minute oder 25mal in 95 %iges Ethanol eintauchen. 
 
8.8.2. Objektträger fünfmal 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. Objektträger mit einem nicht-wässrigen, permanenten Fixiermittel und 

Deckgläsern bedecken. 
 

9. STABILITÄT 
9.1. Ungeöffnete Reagenziengefäße sind bei Raumtemperatur bis zu dem auf dem 

Gefäß aufgedruckten Verfalldatum stabil. 
 
9.2. Nach dem Öffnen sind die Reagenzien für die Dauer von 30 Tagen stabil, sofern sie 

bei der jeweils empfohlenen Temperatur aufbewahrt werden. 
 

10. QUALITÄTSKONTROLLE 
10.1. Abweichende Ergebnisse treten zumeist aufgrund einer Probenbehandlung auf, die 

von den empfohlenen Testverfahren abweicht. Weitere Angaben bitte den 
Empfehlungen zur Qualitätskontrolle des Clinical and Laboratory Standards Institute, 
Quality Assurance for Immunocytochemistry entnehmen.  

 
10.2. SureDetect SiHa Kontrollzelllinien sind als Positivkontrolle über TriPath Imaging®, 

Inc. erhältlich. Jedes Gefäß enthält eine Zervixkarzinom-Zelllinie, die analog zu den 
klinischen Proben verarbeitet wird. Als Negativkontrolle eignet sich eine universelle 
Maus-IgG-Negativkontrolle. Bei jedem Färbeverfahren sollte je ein Objektträger mit 
einer Positiv- und Negativkontrolle mitgeführt werden. Die Färbungsergebnisse 
sollten benutzt werden um die Qualitaet des Färbedurchlauf anzuzeigen. 

 
11. AUSWERTUNG DER FÄRBUNG 

11.1. Patienten- und Kontrollproben: Die gefärbten Objektträger sind durch einen 
Zytotechniker oder Pathologen mit einem Lichtmikroskop auszuwerten. Die Zellen 
können manuell überprüft oder in einer mit einem Lichtmikroskop generierten 
elektronischen Referenz-Bildkatalog abgespeichert werden. 

 
11.2. Kontrollobjektträger: Zur Bestätigung 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 gefärbten SiHa Kontrollzelllinien zeigt die positive Reaktivität an. Der mit 
SurePath® mit ProEx C Test gefärbte Objektträger mit der universellen Maus-IgG-
Negativkontrolle darf keine Braunfärbung der Zellkerne, sondern nur eine Färbung 
durch die Hämatoxylin-Gegenfärbung aufweisen. 

 
11.3. Die Auswertung der Objektträger 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 Flüssigkeitszytologie-Präparat mindestens etwa 5000 gut 
dargestellte/gut erhaltene Plattenepithelzellen aufweisen.“ Dieses Kriterium ist auch 
auf die Objektträger beim SurePath® mit ProEx C-Verfahren anzuwenden. 
Allerdings eignet sich, wie bei routinemäßigen Pap-Abstrichen, für die Auswertung 
per definitionem jede abnormale Zellen aufweisende Probe, bei der eine positive 
molekulare Reaktion auftritt. Kann die Frage bei diesem Schritt mit „Ja“ beantwortet 
werden, mit dem nächsten Schritt fortfahren; bei „Nein“ ist das Ergebnis nicht für 
eine Auswertung geeignet. 
Schritt 2: Weisen die Epithelzellen eine mäßige bis intensive Braunfärbung im 
Nukleus auf?  
Um diese Frage mit „Ja“ beantworten zu können, nach einer deutlich sichtbaren 
Braunfärbung Ausschau halten. Nur eine leichte Tönung, also ein „Hauch“ von 
Braun, reicht nicht aus, um das Ergebnis als positiv zu bewerten. Tritt keine 
nukleäre Braunfärbung auf, ist das Ergebnis negativ. Falls eine angemessene 
Braunfärbung sichtbar ist, mit dem nächsten Schritt fortfahren. 
Schritt 3: Handelt es sich bei der Zelle, die die nukleäre Braunfärbung 
aufweist, um entweder eine Zelle des Plattenepithels oder eine Drüsenzelle? 
Kann diese Frage bejaht werden, mit dem nächsten Schritt fortfahren. Bei Nein ist 
das Testergebnis negativ. 
Schritt 4: Handelt es sich bei der Zelle um eine ≥ ASC (atypical squamous cell, 
atypische Plattenepithelzelle) oder eine AGC (atypical glandular cell, 
atypische Drüsenzelle)? 
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 ≥ ASC (atypische 
Plattenepithelzellen) handelt. Kann die Zelle als ≥ ASC (oder ≥ AGC) klassifiziert 
werden, ist das Testergebnis positiv. Diese Zelltypen schließen ASC-US, ASC-H, 
LSIL, HSIL und Krebs ein. Weist die Zelle ein eher glanduläres Erscheinungsbild 
auf, sind die TBS-Kriterien für die Definition von ≥ AGC (atypischen Drüsenzellen) 
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 Läsion oder Malignität) auf die fragliche Zelle zutrifft.  
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1. TILSIGTET ANVENDELSE 

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

2. RESUMÉ OG FORKLARING 
Minikromosomvedligeholdelse (MCM) -proteiner spiller en vigtig rolle ved eukaryotisk DNA-
replikation.  Hvert af MCM-proteinerne har DNA-afhængige ATPase-motiver i deres 
særdeles velbevarede centrale domæne.  Niveauet af MCM-proteiner stiger generelt på 
forskellig måde i takt med, at normale celler fortsætter fra G0- til G1/S fasen i cellecyklen.  
Topoisomerase II alpha (TOP2A) er et vigtigt nukleært enzym, der er involveret i DNA-
replikation og er et mål for mange præparater, der anvendes til cancerbehandling.  
Formindsket udtryk af TOP2A er en dominerende modstandsmekanisme over for adskillige 
kemoterapeutiske præparater.  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 på forskellige steder, hvilket er afgørende for 
mitotisk kromosomkondensation og -adskillelse. 
 
ProEx C antistofcocktail indeholder monoklonalt anti-MCM2 og anti-TOP2A fra mus, som 
er oprenset fra vævskultursupernatant og fortyndet i en bufferet saltvandsopløsning, som 
indeholder proteinstabilisatorer og 0,09 % natriumazid.   
 

3. PROCEDUREPRINCIPPER 
SurePath med ProEx C immuncytokemisk testkit indeholder en antistofcocktail, 
påvisnings- og kontrastfarvningsreagenser, der er nødvendige for at fuldføre en tre-trins 
manuel eller automatisk immuncytokemisk farvningsprocedure for rutinemæssigt forberedte 
tynde lag af cervikale præparater.  Efter inkubation af præparatet med en navnebeskyttet 
muse-antistofcocktail visualiseres selektiv monoklonal antistofbinding, der er tegn på en 
positiv test, med et unikt enzymbundet antistof-kromogensystem, der er klart til brug.  
Enzymreagenset er et sekundært gede-anti-mus, peberrodsperoxidase-konjugat, der er 
kædet til en dextranpolymer-rygrad.  Tilsættelsen af et specifikt kromogen resulterer i 
dannelsen af et synligt kromogenprodukt, som findes ved antigen-antistoffets 
bindingssteder.  Præparatet kontrastfarves herefter med hæmatoxylin; der tilføres et 
blåfarvningsmiddel, og der sættes dækglas på objektglasset.  Resultaterne fortolkes ved 
hjælp af lysmikroskopi.  Et positivt resultat, der er tegn på high-grade cervikal sygdom, er 
opnåpet, når kernerne i de relevante cellerne farves brune.   
 
Der kan oprettes et referencegalleri med potentielle positive objektglas med anvendelse af 
automatisk billedbehandlingsudstyr.  Galleriet kan derefter gennemgås for at finde et positivt 
eller negativt resultat. 
 
SurePath med ProEx C immuncytokemisk test er egnet til både manuel og automatisk 
farvning. 
 

4. LEVEREDE REAGENSER 
Følgende materialer er inkluderet og rækker til 75 præparater i tynde lag: 

Hættegl
as nr. Beskrivelse  

1a 
Peroxidaseblokeringsreagens: 
Bufferet hydrogenperoxid samt 
stabilisator og navnebeskyttede 
komponenter 

2-8 oC 

1b 

Proteinblokeringsreagens: Oprenset 
casein samt en navnebeskyttet 
kombination af proteiner i modificeret 
PBS (phosphatbufferet saltvand) med 
konserveringsmiddel og overfladeaktivt 
stof 

2-8 oC 

2 

C antistofcocktail: Monoklonal 
antistofcocktail klar til brug leveret i 
TRIS-bufferet opløsning med Tween 20, 
pH-værdi 7,4.  Indeholder stabiliserende 
proteiner og antimikrobielt middel.  

2-8 oC 

3a Museprobereagens: Binder til muse-
monoklonale antistoffer 2-8 oC 

3b 
Polymerreagens: Polymer konjugeret 
med peberrodsperoxidase, der binder til 
museprobereagens 

2-8 oC 

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

2-8 oC 

4b DAB-kromogen: 3,3’-diaminobenzidin 
kromogenopløsning 2-8 oC 

5 
Hæmatoxylinkontrastfarvning: 
Vandbaseret Mayers hæmatoxylin   15-30 oC 

6 
Blåfarvningsmiddel: Tris-bufferet 
fysiologisk saltvand, pH-værdi 7,4 med 
Tween 20 og 0,09 % NaN3 

15-30 oC 
 

5. NØDVENDIGE MATERIALER OG REAGENSER, DER IKKE MEDFØLGER 

• Absorberende engangsklude 
 
• SureDetect SiHa cellelinje – katalognummer 005-11012-10 (TriPath Imaging®, Inc.) 
 
• Demineraliseret eller destilleret vand 
 

• Ethanol (95 % og 100 %) 
 
• Dækglas 
 
• Handsker 
 
• Fugtkammer 
 
• Lysmikroskop (10x, 20x (valgfrit), 40x objektiver) 
 
• Monteringsmedie 
 
• Pipetter og pipettespidser (som kan levere volumenmængder på 20µl, 200 µl og 

1000 µl) 
 
• SureDetect buffer til klargøring af objektglas 10X – katalognummer 090-11008-10 

(TriPath Imaging, Inc.) – forbehandlingsbuffer 
 
• Krukker eller baljer til farvning 
 
• Minutur (skal kunne indstilles til intervaller på 1-60 minutter) 
 
• Tris-bufferet saltvand (TBS) 
 
• Tween 20 
 
• Universal muse-IgG negativ kontrol 
 
• Omryster 
 
• Xylen eller xylenerstatninger 
 
• Dampkoger/ vandbad 
 

6. FORSIGTIGHEDSREGLER 
6.1. Til in vitro diagnostisk brug. 

 
6.2. Klargjorte SurePath objektglas skal placeres i forbehandlingsbufferen, så snart de 

er klargjort.  Objektglassene skal blive i forbehandlingsbufferen i mindst 1 time, men 
ikke i længere end 72 timer inden immuncytokemi.  
 

6.3. Lad ikke objektglassene tørre ud på noget tidspunkt under proceduren.  Objektglas, 
der har været tørret ud under proceduren, kan udvise forøget baggrundsfarvning.  
 

6.4. 3,3’-diaminobenzidin (DAB) er klassificeret som et muligt karcinogent stof med 
risiko for frembringelse af irreversible virkninger.  Undgå fysisk kontakt og 
længerevarende eller gentagen eksponering.  Det anbefales kraftigt at anvende et 
kemisk aftræksskab.  Må ikke komme i kontakt med øjne, hud eller tøj.  Vask 
hænderne grundigt efter håndtering. DAB-arbejdsopløsning skal tilberedes i 
henhold til indlægssedlen. 
 

6.5. Nogle reagenser i dette kit indeholder natriumazid (NaN3), et kemikalium, der er 
meget giftigt i ren form.  Natriumazid kan være dødbringende, hvis det sluges eller 
absorberes gennem huden.  Disse reagenser er skadelige ved indånding.  Disse 
reagenser er farlige faststoffer. Medfører irritation for øjne, hud og luftveje.  Påvirker 
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 mængder vand for at hindre ophobning af azid i afløb.  
 

6.6. Hæmatoxylin og blåfarvningsmiddel: Disse reagenser er skadelige ved indtagelse.  
Hæmatoxylin og blåfarvningsmidler er irriterende for øjne, hud og luftveje. 
 

6.7. Præparater og alle materialer, der kommer i kontakt med præparaterne, skal 
behandles som potentielt infektiøst og bortskaffes med anvendelse af passende 
forholdsregler.  Afpipetter aldrig reagenser med munden og undgå, at hud og 
slimhinder kommer i kontakt med reagenser og præparater.  Hvis reagenser 
kommer i kontakt med følsomme områder, skal disse afvaskes med rigelige 
mængder vand.  
 

6.8. Forebyg mikrobiel kontaminering af reagenserne for at undgå uspecifik farvning. 
 

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

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

6.11. Kitkomponenter er lotspecifikke.  Kitkomponenter må ikke erstattes med andre 
lotnumre.  Lotnumre er angivet på emballagens mærkning.  
 

6.12. Anvend ikke SurePath® med ProEx C testkittet efter den udløbsdato, der er trykt 
på emballagen.  Brugeren skal validere betingelserne, hvis reagenserne opbevares 
under andre betingelser end dem, der er angivet i indlægssedlen. 
 

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

6.14. Brug egnet personligt beskyttelsesudstyr for at undgå, at reagenserne kommer i 
kontakt med øjne og hud.  Se sikkerhedsdatabladet for yderligere oplysninger. 
 

6.15. SurePath® med ProEx C testen er beregnet til anvendelse med cervikale 
cytologiske præparater, der opsamles i SurePath® konserveringsvæske.  
Kompatibilitet med konventionelle og enkeltlagspræparater af andre typer end 
SurePath er ikke blevet vurderet.  

IVD 
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7. BRUGSANVISNING 
7.1. Klargøring af præparater 

7.1.1. Der henvises til brugervejledningen til SurePath PrepStain System for 
anvisninger vedrørende klargøring af objektglas fra overskydende 
SurePath cervikale cytologiske præparater.   

 
7.1.2. Tilsæt 8 ml SurePath konserveringsvæske til den resterende prøve i  

SurePath hætteglasset (ca. 2 ml).  Den fortyndede prøve skal behandles i 
PrepMate med anvendelse af standardteknikken og i PrepStain med 
anvendelse af GYN version 1.1, Klargøring af objektglas (Slide 
Preparation). 

 
7.1.3. Præparerede SurePath objektglas skal være placeret i SureDetect buffer 

til præparering af objektglas, så snart de er præpareret (der henvises til 
SureDetect buffer til præparering af objektglas 10X for anvisninger til 
præparering af en objektglas-arbejdsopløsning).  Objektglassene skal blive 
i bufferen i mindst 1 time, men ikke i længere end 72 timer inden 
immuncytokemi. 

 
7.1.4. En procedure for epitop-retrieval skal anvendes for at opnå en optimal 

ydeevne for kittet.  Denne procedure involverer iblødsætning af 
præparerede objektglas i en arbejdsopløsning med SureDetect buffer til 
præparering af objektglas i mindst 1 time ved stuetemperatur efterfulgt  
af opvarmning af objektglassene i forbehandlingsbuffer til 95 oC.  
Objektglassene holdes ved 95 oC i 15 minutter, hvorefter de køles af ved 
stuetemperatur i 20 minutter.  Det anbefales at anvende et kalibreret 
vandbad eller en dampkoger, der kan fastholde den påkrævede temperatur.  
Laboratorier, der er højt beliggende over havets overflade, skal fastlægge 
den bedste metode til opretholdelse af den påkrævede temperatur.  
Farvningsproceduren skal påbegyndes umiddelbart efter epitop-retrieval og 
afkøling.  Afvigelser fra den angivne procedure kan have en negativ 
indflydelse på resultaterne. 

 
7.2. Klargøring af reagenserne 

7.2.1. Klargør følgende reagenser inden farvning. 
 
7.2.2. Tris-bufferet fysiologisk saltvand med 0,05 % Tween 20 (TBST) 
 

7.2.2.1. Klargør TBS i overensstemmelse med producentens 
specifikationer. 

 
7.2.2.2. Tilsæt Tween 20 til en endelig koncentration på 0,05 %, hvis det 

ikke allerede er i TBS. 
 
7.2.3. Substrat-kromogenopløsning (DAB) (mængde, der rækker til 5 objektglas) 
 

7.2.3.1. Overfør 1 ml DAB substratbuffer (hætteglas 4a) til et reagensglas. 
 

7.2.3.2. Tilsæt én dråbe (20-30 µl) DAB-kromogen (hætteglas 4b).  Bland 
grundigt og overfør til objektglassene med en pipette. 

 
7.2.3.3. Klargør en ny substrat-kromogenopløsning dagligt.    

 
7.2.3.4. Farvningskvaliteten påvirkes ikke af bundfald, der kan dannes i 

opløsningen. 
 

8. FARVNINGSPROTOKOL (udføres ved stuetemperatur, 20-25 oC) 
8.1. Noter om farvningsproceduren 

8.1.1. Læs omhyggeligt alle disse anvisninger og få kendskab til alle komponenter 
inden brug (se Forsigtighedsregler). 

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

 
8.1.3. Alle inkubationer skal udføres ved stuetemperatur, medmindre andet er 

angivet. 
 

8.1.4. Lad ikke objektglassene tørre ud under farvningsproceduren.  Udtørrede 
cellepræparater kan udvise forøget uspecifik farvning.  Beskyt objektglas, 
der kan være udsat for træk.  Objektglas skal anbringes i et fugtkammer 
ved længerevarende inkubationer. 

 
8.2. Epitop-retrieval 

8.2.1. Anbring præparerede objektglas i en Coplin-skål, der indeholder en 
arbejdsopløsning bestående af SureDetect buffer til præparering af 
objektglas i mindst 1 time og op til højst 72 timer. 

 
8.2.2. Inkuber i et vandbad eller en dampkoger i 15 minutter ved 95 oC. 

 
8.2.3. Tag hele Coplins-skålen med objektglassene op af vandbadet eller 

dampkogeren og lad objektglassene køle af i bufferen i 20 minutter. 
 

8.2.4. Skyl objektglassene med demineraliseret H2O, og læg dem i en ren Coplin-
skål med TBST. 

 
8.3. Blokeringsreagens 

8.3.1. Bank overskydende buffer af. 
 

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

 
8.3.3. Tilsæt 200 µl peroxidaseblokeringsreagens (hætteglas 1a), så det dækker 

celledeponeringsarealet. 
 

8.3.4. Inkuber i 5 minutter (+1 minut). 
 

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

8.4. Proteinblokering 
8.4.1. Bank overskydende buffer af. 

 
8.4.2. Placer objektglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede 

papirhåndklæder eller gaze). 
 

8.4.3. Tilsæt 200 µl proteinblokering (hætteglas 1b), så det dækker 
celledeponeringsarealet. 

 
8.4.4. Inkuber i 5 minutter (+1 minut). 

 
8.4.5. MÅ IKKE SKYLLES. 

 
8.5. Primær antistofcocktail 

8.5.1. Bank overskydende proteinblokering af. 
 

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

 
8.5.3. Tilsæt 200 µl ProEx C Ab Cocktail (hætteglas 2), så det dækker 

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).  Sæt objektglassene i et 
objektglasstativ. 

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

 
8.6. Påvisningskemi 

8.6.1. Bank overskydende buffer af. 
 

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

 
8.6.3. Tilsæt 200 µl museprobereagens (hætteglas 3a), så det dækker 

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 

papirhåndklæder eller gaze). 
 
8.6.8. Tilsæt 200 µl polymerreagens (hætteglas 3b), så det dækker 

celledeponeringsarealet. 
 
8.6.9. Inkuber i 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 

papirhåndklæder eller gaze). 
 
8.6.13. Tilsæt 200 µl substrat-kromogenopløsning (DAB), så det dækker 

celledeponeringsarealet helt. 
 
8.6.14. Inkuber i 5 minutter (+1 minut). 
 
8.6.15. Skyl objektglassene i 5 minutter i demineraliseret H2O.  
 

8.7. 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 

papirhåndklæder eller gaze). 
 
8.7.3. Tilsæt 200 µl hæmatoxylinkontrastfarvning (hætteglas 5), så det dækker 

celledeponeringsarealet helt. 
 
8.7.4. Inkuber i 1 minut (+10 sekunder). 
 
8.7.5. Skyl objektglassene i 3 minutter i rindende H2O. 
 
8.7.6. Placer objektglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede 

papirhåndklæder eller gaze). 
 
8.7.7. Foretag blåfarvning af objektglassene ved at tilsætte 200 µl 

blåfarvningsmiddel (hætteglas 6) i 1 minut (+10 sekunder). 
 
8.7.8. Skyl med rindende vand igen i 1 minut. 
 

8.8. Montering 
8.8.1. Nedsænk objektglassene i 95 % ethanol i 1 minut eller 25 dyp. 
 
8.8.2. Nedsænk 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. Dæk objektglassene med ikke-vandholdig, permanent monteringsmedie 

ved hjælp af dækglas. 
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9. STABILITET 
9.1. Ved opbevaring ved de anbefalede temperaturer er uåbnede reagenshætteglas 

stabile indtil den udløbsdato, der er angivet på hætteglasset. 
 
9.2. Efter åbning er reagenserne stabile i tredive dage, hvis de opbevares ved de 

anbefalede temperaturer. 
 

10. KVALITETSKONTROL 
10.1. Varians i resultaterne skyldes ofte forskelle i præparathåndteringen, som afviger fra 

de anbefalede testprocedurer.  Yderligere oplysninger findes i de foreslåede 
retningslinjer for kvalitetskontrol fra Clinical and Laboratory Standards Institute, 
Quality Assurance for Immunocytochemistry. 

 
10.2. SureDetect SiHa cellekontrol kan fås som en positiv kontrol fra TriPath Imaging®, 

Inc.  Hvert hætteglas indeholder en cellelinje med cervikal cancer, som behandles 
på samme måde som kliniske præparater.  En universal muse-IgG negativ kontrol 
kan anvendes som en negativ kontrol.  Et positivt og negativt kontrolobjektglas bør 
inkluderes i hver farvningsprocedure.  Farvningsresultaterne bør bruges som en 
indikation af validiteten af farvningskørslen. 

 
11. FORTOLKNING AF FARVNINGEN 

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

 
11.2. Kontrolobjektglas: De positive og negative kontrolobjektglas skal undersøges inden 

gennemgang af patientprøverne 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 på positiv reaktivitet.  Objektglasset med universal muse-IgG 
negativ kontrol, der er farvet med SurePath® med ProEx C test, bør ikke have 
kerner, der er farvet brune, men må kun være farvet af hæmatoxylinkontrastfarven. 

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

Trin 1:  Er præparatet fyldestgørende?  
Bethesda-systemet (TBS) til indberetning af cervikal cytologi (Reporting Cervical 
Cytology (2nd Ed.) oplyser: “Et fyldestgørende væskebaseret præparat skal have 
en anslået minimumsmængde på mindst 5000 pladeceller, der er velbevarede og 
tydeligt kan visualiseres”.  De samme kriterier bør gøres gældende for SurePath® 
med ProEx C objektglas.  Men som det er tifældet med rutinemæssige pap-
præparater, er alle præparater med unormale celler, som udviser en positiv 
molekylær reaktion, pr. definition tilfredsstillende til evaluering.  Fortsæt til næste 
trin, hvis svaret på 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” til 
dette trin.  Hvis der kun ses en ubetydelig mængde eller et svagt “anstrøg” af brunt, 
er det ikke nok til at erklære et resultat for positivt.  Hvis der ikke ses nogen brun 
kernefarvning, indberettes resultatet som Negativt. Fortsæt til næste trin, hvis der 
ses en tilstrækkelig mængde brun farvning. 

 
Trin 3: Er cellen med brun kernefarvning en pladecelle eller en glandulær 
celle?  
Fortsæt til næste trin, hvis svaret er ja.  Hvis svaret er nej, er testresultatet 
Negativt. 

 
Trin 4:  Er cellen ≥ ASC (atypisk pladecelle) eller AGC (atypisk glandulær 
celle)? 
Anvend de samme morfologiske kriterier, der er beskrevet i Bethesda-systemet til 
indberetning af cervikal cytologi (Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.) for at 
afgøre, om pladecellen med den brune kerne er ≥ ASC (atypisk pladecelle).  Hvis 
cellen betragtes som ≥ASC (eller ≥AGC) er testresultatet Positivt.  Dette inkluderer 
ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL og cancer.  Hvis cellens udseende er glandulært, 
gælder TBS-kriterierne for bestemmelse af, om en celle er ≥ AGC (atypisk 
glandulær celle).  Dette inkluderer endocervikal AGC, endometriel AGC, AIS og 
adenocarcinom.  Hvis den pågældende celle er i overensstemmelse med NILM 
(negativ for intraepitelial læsion eller malignitet) er testresultatet Negativt.   
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1. FINALIDADE 

A análise imuno-citoquímica SurePath with ProEx C Immunocytochemical Test destina-
se a ser utilizada para avaliação qualitativa da indução aberrante de fase S em amostras de 
citologia do colo do útero colhidas em SurePath Preservative Fluid. Os resultados da 
análise fornecem informações adicionais para o diagnóstico citológico do colo do útero. 
 

2. RESUMO E EXPLICAÇÃO 
A proteína de manutenção de minicromossomas (MCM) desempenha um papel essencial 
na replicação de ADN eucariótico. Cada uma das proteínas MCM possui motivos ATPase 
dependentes do ADN no seu domínio central altamente conservado. Os níveis de proteínas 
MCM aumentam geralmente de forma variável à medida que as células normais passam da 
fase G0 para a fase G1/S do ciclo celular. A alfa topoisomerase II (TOP2A) é uma enzima 
nuclear essencial envolvida na replicação do ADN, sendo um alvo para inúmeros 
medicamentos anti-cancerígenos utilizados na terapêutica contra o cancro. A expressão 
reduzida da TOP2A constitui um mecanismo predominante de resistência a diversos 
agentes quimioterapêuticos. Foi observada uma variação significativa no intervalo de 
expressão desta proteína em diversos tipos de tumores. A TOP2A expressa-se 
predominantemente nas células proliferativas e é modificada na fase M através de 
fosforilação em locais específicos, um processo que é fundamental para a condensação e 
segregação do cromossoma mitótico. 
 
O cocktail de anticorpos ProEx C contém anti-MCM2 monoclonal de ratinho e anti-TOP2A 
purificado de sobrenadante de cultura de tecidos e foi diluído numa solução salina 
tamponada, que contém estabilizadores de proteínas e 0,09% de azida de sódio.  
 

3. PRINCÍPIOS DO PROCEDIMENTO 
O kit da análise imuno-citoquímica SurePath with ProEx C Immunocytochemical Test 
contém um cocktail de anticorpos, reagentes de detecção e contrastante necessários para 
concluir um procedimento de coloração imuno-citoquímico manual ou automático composto 
de três passos, destinado a amostras do colo do útero de camada fina preparadas de forma 
rotineira. Após a incubação da amostra com o cocktail de anticorpos de ratinho patenteado, 
é visualizada uma ligação de anticorpo monoclonal selectiva, indicadora de uma análise 
positiva, utilizando um sistema exclusivo e pronto a utilizar de cromogénio de anticorpos 
ligados à enzima. O reagente enzimático consiste num conjugado de peroxidase de rábano 
e de anticorpo de cabra anti-ratinho secundário ligado à cadeia principal do polímero 
dextrano. A adição de uma cromogénio específico resulta na formação de um produto 
cromogénico visível localizado nos locais de ligação antigénio-anticorpo. A amostra é, em 
seguida, sujeita a contrastação com hematoxilina, é aplicado um agente de Bluing e a 
lâmina é protegida com uma lamela. Os resultados são interpretados utilizando um 
microscópio óptico. Obtém-se um resultado positivo, indicador de uma doença no colo do 
útero de alto grau, sempre que o núcleo das células em causa apresenta uma coloração 
castanha.  
 
Pode criar-se uma galeria de referência de lâminas potencialmente positivas utilizando 
equipamento de imagiologia automático. A galeria pode ser revista para determinar um 
resultado positivo ou negativo. 
 
A análise imuno-citoquímica SurePath with ProEx C Immunocytochemical Test é 
aplicável tanto para a coloração manual, como para a automática. 
 

4. REAGENTES FORNECIDOS 
Os seguintes materiais estão incluídos e são suficientes para 75 preparações de camada fina: 

Frasco 
Nº Descrição  

1a 
Reagente de bloqueio de peroxidase: 
Peróxido de hidrogénio tamponado acrescido 
de estabilizador e de componentes 
patenteados 

2-8 oC 

1b 
Reagente de bloqueio de proteínas: 
Caseína purificada acrescida de combinação 
patenteada de proteínas no PBS modificado 
com conservante e surfactante 

2-8 oC 

2 

Cocktail de anticorpos C: Cocktail de 
anticorpos monoclonais, pronto a utilizar, 
fornecido na solução tampão TRIS com 
Tween 20, c pH 7,4. Contém proteínas 
estabilizadoras e agente antimicrobiano. 

2-8 oC 

3a Reagente de sonda de ratinho: Liga-se a 
anticorpos monoclonais de ratinho 2-8 oC 

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

2-8 oC 

4a 
Tampão substrato de DAB: Tampão 
substrato utilizado na preparação do 
cromogénio DAB 

2-8 oC 

4b Cromogénio DAB: Solução de cromogénio 
de 3,3’-diaminobenzidina 2-8 oC 

5 
Contrastante Hematoxilina: Hematoxilina 
Mayer’s de base aquosa 15-30 oC 

6 
Agente de Bluing: Soro fisiológico 
tamponado Tris, pH 7,4 com Tween 20 e 
0,09% NaN3 

15-30 oC 
 
 

5. MATERIAIS E REAGENTES NECESSÁRIOS, MAS NÃO FORNECIDOS 

• Toalhetes absorventes 
 
• Linha celular SureDetect SiHa – REFª 005-11012-10 (TriPath Imaging, Inc.) 
 
• Água desionizada ou destilada 
 
• Etanol (95% e 100%) 
 
• Lamelas de vidro 
 
• Luvas 
 
• Câmara húmida 
 
• Microscópio óptico (objectivas de 10x, 20x (opcional), 40x ) 
 
• Meio de montagem 
 
• Pipetas e pontas de pipeta (com capacidade para administrar volumes de 20 µl, 

200 µl e 1000 µl) 
 
• Tampão de preparação de lâminas SureDetect 10X – REFª 090-11008-10 (TriPath 

Imaging®, Inc.) – Tampão de pré-tratamento 
 
• Frascos ou banhos de coloração 
 
• Cronómetro (com intervalos de 1 a 60 minutos) 
 
• Soro fisiológico tamponado Tris (TBS) 
 
• Tween 20 
 
• Controlo negativo de IgG de ratinho universal 
 
• Dispositivo de vórtex 
 
• Xilol ou substitutos de xilol 
 
• Estufa de vapor / banho de água 
 

6. PRECAUÇÕES 
6.1. Para utilização em diagnóstico in vitro. 
 
6.2. As lâminas SurePath preparadas devem ser colocadas no tampão de pré-

tratamento assim que acabarem de ser preparadas. As lâminas devem permanecer 
no tampão de pré-tratamento durante, no mínimo, 1 hora, mas não mais de 72 
horas antes do procedimento de imuno-citoquímica. 
 

6.3. Não permitir que as lâminas sequem em nenhum momento durante o 
procedimento. Caso se permita que as lâminas sequem durante o procedimento, tal 
resultará num aumento da coloração de fundo. 
 

6.4. A 3,3’-diaminobenzidina (DAB) é classificada como um suposto carcinogénico que 
apresenta o potencial risco de provocar efeitos irreversíveis. Evitar o contacto físico 
e exposição repetida ou prolongada à mesma. É altamente recomendada a 
utilização de uma câmpanula de fumos químicos. Não permitir que entre em 
contacto com os olhos, pele ou vestuário. Lavar bem as mãos após o 
manuseamento. A solução de trabalho de DAB deverá ser preparada de acordo 
com o folheto informativo. 
 

6.5. Alguns reagentes deste kit contêm azida de sódio (NaN3), um produto químico 
altamente tóxico na forma pura. A azida de sódio pode ser fatal quando ingerida ou 
absorvida por via cutânea. Estes reagentes são nocivos quando inalados. Estes 
reagentes são sólidos perigosos. Provoca irritação na pele, nos olhos e no tracto 
respiratório. Afecta o sistema nervoso central, rins e sistema cardiovascular. 
Embora não seja classificada como perigosa em situações de concentração do 
produto, as acumulações de azida de sódio podem reagir com as canalizações de 
chumbo e de cobre, formando azidas metálicas altamente explosivas. Ao eliminar o 
produto, adicionar água abundante para evitar a acumulação de azidas na 
canalização. 
 

6.6. Hematoxilina e agente de Bluing: estes reagentes são nocivos quando ingeridos. A 
hematoxilina e os agentes de Bluing são irritantes oculares, cutâneos e 
respiratórios. 
 

6.7. As amostras e todos os materiais expostos às amostras deverão ser manuseados 
como materiais passíveis de transmitir infecção e devem ser eliminados com as 
devidas precauções. 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 áreas sensíveis, lavar com água abundante. 
 

6.8. Minimizar a contaminação microbiana dos reagentes para evitar uma coloração não 
específica. 
 

6.9. Tempos e temperaturas de incubação ou métodos diferentes dos especificados 
podem originar resultados erróneos. 
 

6.10. Os reagentes foram diluídos para um desempenho ideal. Uma diluição adicional 
pode resultar na perda de coloração do antigénio. 
 

6.11. Os componentes do kit são específicos do lote. Não substituir os componentes do 
kit por números de lotes de diferentes fabricantes. Os números dos lotes são 
apresentados nas etiquetas das embalagens. 
 

6.12. Não utilizar o kit de análise SurePath with ProEx C depois de expirado o prazo 
de validade impresso na embalagem. O utilizador deverá validar as condições 
reais, caso os reagentes sejam conservados noutras condições que não as 
especificadas no folheto informativo incluído na embalagem. 
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6.13. Não existem quaisquer sinais visíveis que indiquem a degradação deste produto. 

Por conseguinte, devem processar-se simultaneamente controlos positivos e 
negativos conjuntamente com as amostras das doentes. Se se observar uma 
coloração imprevista, que não possa ser explicada pelas variações dos 
procedimentos laboratoriais, ou houver suspeita de uma anomalia no kit de análise 
SurePath® with ProEx C, contactar a Assistência Técnica da TriPath Imaging®. 
 

6.14. Usar equipamento de protecção pessoal adequado para evitar o contacto do 
reagente com a pele e os olhos. Consultar a Ficha de Dados de Segurança do 
Material (MSDS) para obter informações adicionais. 
 

6.15. A análise SurePath with ProEx C destina-se a ser utilizada em amostras de 
citologia do colo do útero colhidas em SurePath Preservative Fluid. A 
compatibilidade com preparações convencionais e de uma única camada que não 
as da SurePath ainda não foi avaliada. 

 
7. INSTRUÇÕES DE UTILIZAÇÃO 

7.1. Preparação das amostras 
7.1.1. Consultar o Manual do Utilizador do SurePath PrepStain System para 

obter as instruções para a preparação de lâminas provenientes de 
amostras residuais de citologia do colo do útero SurePath.  

 
7.1.2. Adicionar 8 mL de SurePath Preservative Fluid à amostra residual no 

frasco SurePath (aprox. 2 mL). A amostra diluída deverá ser processada 
no PrepMate utilizando a técnica padrão e no PrepStain utilizando o 
programa GYN versão 1.1, Preparação de lâminas. 

 
7.1.3. As amostras SurePath preparadas devem ser colocadas no tampão de 

preparação de lâminas SureDetect assim que acabarem de ser 
preparadas (consultar a secção “Tampão de preparação de lâminas 10X 
SureDetect” para obter instruções sobre a preparação de uma solução de 
trabalho para as lâminas). As lâminas devem permanecer no tampão 
durante, no mínimo, 1 hora, mas não mais de 72 horas antes do 
procedimento de imuno-citoquímica. 

 
7.1.4. Para um desempenho ideal do kit, deve utilizar-se um procedimento de 

recuperação do epítopo. Este procedimento envolve submergir as lâminas 
preparadas numa solução de trabalho do tampão de preparação de 
lâminas SureDetect durante um período mínimo de 1 hora à temperatura 
ambiente, após o qual se aquecem as lâminas no tampão de pré-
tratamento a uma temperatura de 95 oC. As lâminas são mantidas a uma 
temperatura de 95 oC durante 15 minutos e devem ser deixadas arrefecer à 
temperatura ambiente durante 20 minutos. Recomenda-se a utilização de 
um banho de água calibrado ou de uma estufa de vapor capaz de manter a 
temperatura necessária. Os laboratórios situados em locais mais elevados 
deverão determinar o melhor método de manter a temperatura necessária. 
O procedimento de coloração deverá ser iniciado imediatamente após a 
recuperação do epítopo e período de arrefecimento. Os desvios ao 
procedimento descrito podem afectar adversamente os resultados. 

 
7.2. Preparação dos reagentes 

7.2.1. Preparar os seguintes reagentes antes de proceder à coloração. 
 
7.2.2. Soro fisiológico tamponado Tris com 0,05% de Tween 20 (TBST) 
 

7.2.2.1. Preparar o TBS de acordo com as especificações do fabricante. 
 

7.2.2.2. Caso ainda não esteja incluído no TBS, adicionar Tween 20 para 
obter uma concentração final de 0,05%. 

 
7.2.3. Solução substrato-cromogénio (DAB) (volume suficiente para 5 lâminas) 
 

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

 
7.2.3.2. Adicionar uma gota (20 – 30 µL) de cromogénio DAB (frasco 4b). 

Homogeneizar bem e aplicar nas lâminas com uma pipeta. 
 

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

 
7.2.3.4. A qualidade da coloração não é afectada pelo precipitado que 

pode desenvolver-se na solução. 
 

8. PROTOCOLO DE COLORAÇÃO (Efectuado à temperatura ambiente, a 20-25 °C). 
8.1. Notas ao procedimento de coloração 

8.1.1. Ler atentamente todas as instruções e familiarizar-se com todos os 
componentes antes da respectiva utilização (ver Precauções). 

 
8.1.2. Antes da imunocoloração, todos os reagentes devem estar à temperatura 

ambiente (entre 20 e 25 °C).  
 

8.1.3. Todas as incubações devem ser efectuadas à temperatura ambiente, salvo 
indicação em contrário. 

 
8.1.4. Durante o procedimento de coloração, não permitir a secagem das 

lâminas. As preparações celulares secas poderão apresentar um aumento 
da coloração não específica. Proteger as lâminas que possam ser expostas 
a correntes de ar. As lâminas devem ser colocadas numa câmara húmida 
para incubações prolongadas. 

 
8.2. Recuperação do epítopo 

8.2.1. Colocar as lâminas preparadas num frasco Coplin contendo uma solução 
de trabalho de tampão de preparação de lâminas SureDetect durante um 
período mínimo de 1 hora, até um máximo de 72 horas. 

 

8.2.2. Incubar num banho de água ou estufa de vapor durante 15 minutos a uma 
temperatura de 95 oC. 

 
8.2.3. Retirar o frasco Coplin com as lâminas do banho de água ou da estufa de 

vapor e deixar as lâminas arrefecerem no tampão durante 20 minutos. 
 

8.2.4. Lavar as lâminas com H2O desionizada e transferir para um frasco Coplin 
limpo que contenha TBST. 

 
8.3. Reagente de bloqueio 

8.3.1. Remover o tampão em excesso com pequenas pancadas. 
 

8.3.2. Colocar as lâminas numa câmara húmida preparada (cheia de gazes ou 
folhas de papel absorvente embebidas em água). 

 
8.3.3. Aplicar 200 µL de reagente de bloqueio de peroxidase (frasco 1a) de modo 

a cobrir a área de deposição de células. 
 

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

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

8.4. Bloqueio de proteínas  
8.4.1. Remover o tampão em excesso com pequenas pancadas. 

 
8.4.2. Colocar as lâminas na câmara húmida preparada (cheia de gazes ou folhas 

de papel absorvente embebidas em água). 
 

8.4.3. Aplicar 200 µL de bloqueio de proteínas (frasco 1b) de modo a cobrir 
completamente a área de deposição de células. 

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

 
8.4.5. NÃO LAVAR. 

 
8.5. Cocktail de anticorpos primário 

8.5.1. Remover o bloqueio de proteínas em excesso com pequenas pancadas. 
 

8.5.2. Colocar as lâminas na câmara húmida preparada (cheia de gazes ou folhas 
de papel absorvente embebidas em água). 

 
8.5.3. Aplicar 200 µL de ProEx C Ab Cocktail  (frasco 2) de modo a cobrir 

completamente a área de deposição de células.  
 

8.5.4. Incubar durante 30 minutos à temperatura ambiente. 
 

8.5.5. Lavar cada lâmina individualmente com TBST utilizando um frasco de 
lavagem (não incidir o fluxo directamente sobre a área de deposição de 
células). Colocar as lâminas num suporte de lâminas. 

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

 
8.6. Química de detecção 

8.6.1. Remover o tampão em excesso com pequenas pancadas. 
 

8.6.2. Colocar as lâminas na câmara húmida preparada (cheia de gazes ou folhas 
de papel absorvente embebidas em água). 

 
8.6.3. Aplicar 200 µL de reagente de sonda de ratinho (frasco 3a) de modo a 

cobrir completamente a área de deposição de células. 
 
8.6.4. Incubar durante 20 minutos (+1 minuto). 
 
8.6.5. Lavar as lâminas em TBST, 3 banhos, 2 minutos cada. 
 
8.6.6. Remover o tampão em excesso com pequenas pancadas. 
 
8.6.7. Colocar as lâminas na câmara húmida preparada (cheia de gazes ou folhas 

de papel absorvente embebidas em água). 
 
8.6.8. Aplicar 200 µL de reagente polimérico (frasco 3b) de modo a cobrir 

completamente a área de deposição de células. 
 
8.6.9. Incubar durante 20 minutos (+1 minuto). 
 
8.6.10. Lavar as lâminas num banho de TBST, 3 banhos, 2 minutos cada. 
 
8.6.11. Remover o tampão em excesso com pequenas pancadas. 
 
8.6.12. Colocar as lâminas na câmara húmida preparada (cheia de gazes ou folhas 

de papel absorvente embebidas em água). 
 
8.6.13. Aplicar 200 µL de solução de substrato-cromogénio (DAB) de modo a 

cobrir completamente a área de deposição de células. 
 
8.6.14. Incubar durante 5 minutos (+1 minuto). 
 
8.6.15. Lavar as lâminas com H2O desionizada durante 5 minutos.  
 

8.7. Contrastante 
8.7.1. Lavar as lâminas em TBST, 1 banho durante 2 minutos. 
 
8.7.2. Colocar as lâminas na câmara húmida preparada (cheia de gazes ou folhas 

de papel absorvente embebidas em água). 
 
8.7.3. Aplicar 200 µL de contrastante Hematoxilina (frasco 5) de modo a cobrir 

completamente a área de deposição de células. 
 
8.7.4. Incubar durante 1 minuto (+10 segundos). 
 
8.7.5. Lavar as lâminas com H2O corrente durante 3 minutos. 
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8.7.6. Colocar as lâminas na câmara húmida preparada (cheia de gazes ou folhas 
de papel absorvente embebidas em água). 

 
8.7.7. Submeter as lâminas ao procedimento de Bluing aplicando nas mesmas 

200 µL de agente de Bluing (frasco 6) durante 1 minuto  
(+10 segundos). 

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

8.8. Montagem 
8.8.1. Imergir as lâminas em etanol a 95%, durante 1 minuto ou 25 vezes. 
 
8.8.2. Imergir as lâminas em álcool absoluto, 4 banhos, 1 minuto cada ou 25 

vezes. 
 
8.8.3. Limpar com xilol, 3 banhos, 1 minuto cada ou 25 imersões. 
 
8.8.4. Cobrir com meios de montagem permanentes não aquosos, utilizando 

lamelas de vidro. 
 

9. ESTABILIDADE 
9.1. Quando conservados às temperaturas recomendadas, os frascos de reagente 

fechados  permanecem estáveis até à data indicada no frasco. 
 
9.2. Uma vez aberto o frasco, os reagentes permanecem estáveis durante trinta dias 

quando conservados às temperaturas recomendadas. 
 

10. CONTROLO DE QUALIDADE 
10.1. A variabilidade nos resultados deriva frequentemente de diferenças 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 informações. 

 
10.2. O controlo celular SureDetect SiHa encontra-se disponível como um controlo 

positivo da TriPath Imaging®, Inc. Cada frasco contém uma linha celular do cancro 
do colo do útero, que é processada da mesma forma que as amostras clínicas. 
Como controlo negativo, pode utilizar-se o controlo universal negativo de IgG de 
ratinho. Em cada procedimento de coloração deverá ser incluída uma lâmina de 
controlo positivo e negativo. Os resultados da coloração deverão ser utilizados 
como indicação da validade do processo de coloração. 

 
11. INTERPRETAÇÃO DA COLORAÇÃO 

11.1. Amostras de doentes e de controlo: Um técnico de citologia ou um patologista 
deverá avaliar as lâminas coradas utilizando um microscópio óptico. As células 
podem ser revistas manualmente ou memorizadas numa galeria de imagens 
electrónicas obtidas a partir de um microscópio óptico. 

 
11.2. Lâminas de controlo: As lâminas de controlo positivo e negativo deverão ser 

examinadas antes da respectiva revisão das amostras das doentes, de modo a 
assegurar que todos os reagentes funcionaram devidamente. A presença de um 
produto de reacção castanha (3,3’-diaminobenzidina tetrahidrocloreto, DAB) no 
núcleo de uma lâmina de controlo celular SiHa, corada por meio da análise 
SurePath® with ProEx, é indicadora de reactividade positiva. A lâmina de controlo 
negativo universal de IgG de ratinho, corada por meio da análise SurePath® with 
ProEx C, não deve apresentar quaisquer núcleos de coloração castanha e só 
deverá apresentar coloração com a aplicação do contrastante hematoxilina. 

 
11.3. A classificação das lâminas é um processo composto por 4 passos. 

Passo 1: A amostra é adequada?  
O Bethesda System (TBS) for Reporting Cervical Cytology (Relatórios de 
diagnóstico citológico do colo do útero) (2ª Ed.) refere: “Uma adequada preparação 
de base líquida deverá evidenciar um valor mínimo previsto de, pelo menos, 5000 
células escamosas bem visualizadas / bem conservadas”. O mesmo critério deverá 
ser aplicado às lâminas SurePath® with ProEx C. Todavia, tal como sucede com 
uma preparação citológica de rotina, qualquer amostra com células anormais que 
evidencie uma reacção molecular positiva é, por definição, satisfatória para 
avaliação. Se a resposta a este passo for “sim”, prosseguir para o próximo passo; 
se a resposta for “não”, o resultado é Insatisfatório para avaliação. 

 
Passo 2: Verifica-se uma coloração nuclear castanha moderada a intensa nas 
células epiteliais? 
Para responder “sim” a este passo, é necessário verificar se existe alguma 
coloração castanha que seja facilmente visualizada. Se for detectado apenas um 
ligeiro vestígio de castanho, isto não é suficiente para garantir uma classificação de 
positivo. Se não se detectar nenhuma coloração nuclear castanha, o resultado é 
relatado como Negativo. Se for visualizada uma coloração castanha adequada, 
prosseguir para o próximo passo. 

 
Passo 3: A célula com uma coloração nuclear castanha é uma célula 
escamosa ou glandular? 
Se a resposta for sim, prosseguir para o próximo passo. Se a resposta for não, tal 
constitui um resultado de análise Negativo. 

 
Passo 4: A célula é ≥ ASC (célula escamosa atípica) ou AGC (célula glandular 
atípica)? 
Utilizar os mesmos critérios morfológicos descritos em The Bethesda System for 
Reporting Cervical Cytology (2ª Ed.) para determinar se a célula escamosa que 
contém o núcleo castanho é ≥ ASC (células escamosas atípicas). Se a célula for 
considerada ≥ASC (ou ≥AGC), isso significa que o resultado da análise é Positivo. 
Isto inclui células ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL e cancerígenas. Se a célula for 
glandular em termos de aspecto, aplicam-se os critérios TBS para determinar se a 
célula é ≥ AGC (células glandulares atípicas). Isto inclui AGC endocervical, AGC 
endometrial, AIS e adenocarcinoma. Se a célula em questão for consistente com 
um caso de NILM (negativo quanto a lesão ou malignidade intraepitelial), o 
resultado da análise é Negativo.  
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13.      GLOSSÁRIO DE SÍMBOLOS 

Número de catálogo 

Para utilização em diagnóstico in vitro 

Consultar as instruções de utilização 

Contém 75 testes 

Cuidado, consultar a documentação fornecida 

Limitações da temperatura de conservação 

 Código do lote 

Utilizar até AAAA-MM-DD ou AAAA-MM 

Fabricante 
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1. ΠΡΟΟΡΙΖΟΜΕΝΗ ΧΡΗΣΗ 

Η ανοσοκυτταροχηµική εξέταση SurePath µε ProEx C προορίζεται για την ποιοτική 
αξιολόγηση της ελαττωµατικής επαγωγής κατά τη φάση S σε δείγµατα τραχηλικής 
κυτταρολογίας που συλλέγονται σε υγρό διατήρησης SurePath. Τα αποτελέσµατα της 
εξέτασης παρέχουν συµπληρωµατικές πληροφορίες για διαγνώσεις τραχηλικής 
κυτταρολογίας. 
 

2. ΠΕΡΙΛΗΨΗ ΚΑΙ ΕΠΕΞΗΓΗΣΗ 
Οι πρωτεΐνες συντήρησης µικροσκοπικών χρωµοσωµάτων (MCM) παίζουν έναν κεντρικό 
ρόλο στον διπλασιασµό του ευκαρυωτικού DNA. Καθεµιά από τις πρωτεΐνες MCM έχει 
µοτίβα ATPάσης εξαρτώµενα από DNA στην υψηλώς συντηρητική κεντρική περιοχή της. 
Τα επίπεδα των πρωτεϊνών MCM γενικώς αυξάνονται µε µεταβλητό τρόπο καθώς τα 
φυσιολογικά κύτταρα προχωρούν από την φάση G0 στη φάση G1/S του κυτταρικού κύκλου. 
Η τοποϊσοµεράση II άλφα (TOP2A) είναι ένα απαραίτητο πυρηνικό ένζυµο που εµπλέκεται 
στο διπλασιασµό του DNA και αποτελεί στόχο για πολλά αντικαρκινικά φάρµακα που 
χρησιµοποιούνται στη θεραπεία κατά του καρκίνου. Η µειωµένη έκφραση της TOP2A είναι 
ένας κυρίαρχος µηχανισµός αντίστασης σε διάφορους θεραπευτικούς παράγοντες. Μια 
σηµαντική παραλλαγή στο φάσµα έκφρασης της πρωτεΐνης αυτής παρατηρήθηκε σε 
πολλούς και διαφορετικούς όγκους. Η TOP2A επικρατεί στα πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα 
και τροποποιείται στην φάση M από φωσφορυλίωση σε συγκεκριµένες θέσεις, ένα κρίσιµο 
γεγονός για τη συµπύκνωση και διαχωρισµό των µιτωτικών χρωµοσωµάτων. 
 
Το κοκτέιλ αντισωµάτων ProEx™ C περιέχει µονοκλωνικό αντίσωµα ποντικού έναντι των 
MCM2 και TOP2A, τα οποία έχουν αποµονωθεί από υπερκείµενη ιστοκαλλιέργεια και είναι 
αραιωµένα σε ρυθµιστικό διάλυµα φυσιολογικού ορού µε σταθεροποιητές πρωτεϊνών και 
νατραζίδιο 0,09%.   
 

3. ΑΡΧΕΣ ΤΗΣ ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑΣ 
Το κιτ της ανοσοκυτταροχηµικής εξέτασης SurePath µε ProEx C περιέχει ένα κοκτέιλ 
αντισωµάτων, αντιδραστήρια ανίχνευσης και αντίχρωσης απαραίτητα για την ολοκλήρωση 
µιας διαδικασίας τριών βηµάτων χειροκίνητης ή αυτοµατοποιηµένης ανοσοκυτταροχηµικής 
χρώσης για τα συνήθως παρασκευαζόµενα τραχηλικά δείγµατα λεπτής στιβάδας. Μετά την 
επώαση του δείγµατος µε ένα ιδιοκτησιακού καθεστώτος κοκτέιλ αντισωµάτων ποντικού, 
επιλεκτικής δέσµευσης µονοκλωνικού αντισώµατος, ενδεικτικού θετικής εξέτασης, η 
εποπτική παρουσίαση περιλαµβάνει ένα µοναδικό σύστηµα έτοιµου προς χρήση 
αντισώµατος ενωµένου µε ένζυµο και χρωµογόνο. Το ενζυµικό αντιδραστήριο είναι ένα 
δευτεροταγές αντίσωµα αίγας έναντι ποντικού, σύµπλοκο υπεροξειδάσης από ραφανίδα, 
που συνδέεται µε µια αλυσίδα πολυµερούς δεξτράνης. Προσθήκη ενός ειδικού χρωµογόνου 
προκαλεί το σχηµατισµό ενός ορατού χρωµογόνου προϊόντος που εντοπίζεται στις θέσεις 
δέσµευσης αντιγόνου-αντισώµατος. Στη συνέχεια το δείγµα αντιχρωµατίζεται µε 
αιµατοξυλίνη, εφαρµόζεται ένας παράγοντας µπλε χρώσης και στην αντικειµενοφόρο 
τοποθετείται καλυπτρίδα. Τα αποτελέσµατα ερµηνεύονται χρησιµοποιώντας οπτικό 
µικροσκόπιο. Θετικό αποτέλεσµα, ενδεικτικό υψηλού βαθµού τραχηλικής νόσου, 
επιτυγχάνεται όταν οι πυρήνες στα κύτταρα υπό εξέταση χρωµατιστούν µε καφέ χρώµα.  
 
Μια βιβλιοθήκη αναφοράς για δυνητικά θετικές αντικειµενοφόρους µπορεί να δηµιουργηθεί 
χρησιµοποιώντας αυτοµατοποιηµένο εξοπλισµό απεικόνισης. Η βιβλιοθήκη κατόπιν µπορεί 
να εξεταστεί για να προσδιοριστεί ένα θετικό ή αρνητικό αποτέλεσµα. 
 
Η ανοσοκυτταροχηµική εξέταση SurePath with ProEx C εφαρµόζεται τόσο στη 
χειροκίνητη όσο και στην αυτοµατοποιηµένη χρώση. 
 

4. ΠΑΡΕΧΟΜΕΝΑ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 
Περιλαµβάνονται τα παρακάτω υλικά, τα οποία επαρκούν για 75 παρασκευάσµατα λεπτής 
στιβάδας. 

Αρ. 
φιαλιδίου Περιγραφή  

1a 
Αντιδραστήριο αποκλεισµού 
υπεροξειδάσης Ρυθµιστικό 
υπεροξείδιο του υδρογόνου συν 
σταθεροποιητής και ιδιοκτησιακά 
συστατικά. 

2-8oC 

1b 
Αντιδραστήριο αποκλεισµού 
υπεροξειδάσης: Καθαρή πρωτεΐνη 
συν ιδιοκτησιακός συνδυασµός 
πρωτεϊνών σε τροποποιηµένο PBS 
µε συντηρητικό και τασιενεργό. 

2-8oC 

2 

Κοκτέιλ αντισωµάτων C: Έτοιµο 
προς χρήση κοκτέιλ µονοκλωνικών 
αντισωµάτων που παρέχεται σε 
ρυθµιστικό διάλυµα TRIS µε Tween 
20, και pH 7,4. Περιέχει 
σταθεροποιητικές πρωτεΐνες και 
αντιµικροβιακό παράγοντα. 

2-8oC 

3a 
Αντιδραστήριο-ιχνηλάτη 
ποντικού: ∆εσµεύεται στα 
µονοκλωνικά αντισώµατα ποντικού. 

2-8oC 

3b 
Αντιδραστήριο πολυµερούς: 
Πολυµερές συζυγές µε 
υπεροξειδάση αγριοραπανιού που 
δεσµεύεται στο αντιδραστήριο-
ιχνηλάτη ποντικού. 

2-8oC 

 

Αρ. 
φιαλιδίου Περιγραφή  

4a 
Ρυθµιστικό διάλυµα 
υποστρώµατος DAB: Ρυθµιστικό 
διάλυµα υποστρώµατος που 
χρησιµοποιείται για την παρασκευή 
του χρωµογόνου DAB 

2-8oC 

4b Χρωµογόνο DAB: ∆ιάλυµα 
χρωµογόνου 3,3’-διαµινοβενζιδίνης 2-8oC 

5 
Χρώση αντίθεσης µε 
αιµατοξυλίνη Υδατική αιµατοξυλίνη 
του Mayer 

15-30°C 

6 
Ουσία µπλε χρώσης: Τρις 
ρυθµιστικό φυσιολογικό διάλυµα, pH 
7.4 µε Tween 20 και 0,09% NaN3 

15-30°C 
 

5. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ ΠΟΥ ΑΠΑΙΤΟΥΝΤΑΙ ΑΛΛΑ ∆ΕΝ ΠΡΟΜΗΘΕΥΟΝΤΑΙ 

• Μαντηλάκια καθαρισµού 
 
• SureDetect SiHa Cell Line – REF 005-11012-10 (TriPath Imaging, Inc.) 
 
• Απιονισµένο ή αποσταγµένο νερό 
 
• Αιθανόλη (95% και 100%) 
 
• Γυάλινες καλυπτρίδες 
 
• Γάντια 
 
• Υγρός θάλαµος 
 
• Οπτικό µικροσκόπιο (αντικειµενικούς φακούς 10x, 20x [προαιρετικά], 40x) 
 
• Μέσο κάλυψης 
 
• Πιπέτες και ρύγχη πιπετών (ικανές να µεταφέρουν όγκους 20µL, 200µL και 1000µL) 
 
• Ρυθµιστικό διάλυµα προετοιµασίας αντικειµενοφόρων SureDetect 10X – ΑΝΑΦ. 

090-11008-10 (TriPath Imaging®, Inc.) – Ρυθµιστικό διάλυµα προκατεργασίας 
 
• ∆οχεία ή λουτρά χρώσης 
 
• Χρονόµετρο (µε δυνατότητα διαστηµάτων 1-60 λεπτά) 
 
• Τρις ρυθµιστικός φυσιολογικός ορός (TBS) 
 
• Tween 20 
 
• Αρνητικός µάρτυρας IgG ποντικού γενικής χρήσεως 
 
• Συσκευή περιδίνησης 
 
• Ξυλένιο ή υποκατάστατα ξυλενίου 
 
• Ατµόλουτρο/υδατόλουτρο 
 

6. ΠΡΟΦΥΛΑΞΕΙΣ 
6.1. Για in vitro διαγνωστική χρήση. 
 
6.2. Οι παρασκευασµένες αντικειµενοφόροι SurePath πρέπει να τοποθετούνται στο 

ρυθµιστικό διάλυµα προκατεργασίας αµέσως µόλις παρασκευαστούν. Οι 
αντικειµενοφόροι πρέπει να παραµένουν στο ρυθµιστικό διάλυµα προκατεργασίας 
επί τουλάχιστον 1 ώρα, αλλά όχι περισσότερο από 72 ώρες πριν από την 
ανοσοκυτταροχηµεία. 
 

6.3. Μην επιτρέψετε να στεγνώσουν οι αντικειµενοφόροι οποιαδήποτε στιγµή κατά τη 
διάρκεια της διαδικασίας. Οι αντικειµενοφόροι που αφέθηκαν να στεγνώσουν κατά 
τη διάρκεια της διαδικασίας µπορεί να παρουσιάζουν αυξηµένη χρώση του 
υπόβαθρου. 
 

6.4. Η 3,3’-διαµινοβενζιδίνη (DAB) κατατάσσεται ως ύποπτο καρκινογόνο µε το δυνητικό 
κίνδυνο παραγωγής µη αναστρέψιµων αποτελεσµάτων. Αποφεύγετε τη σωµατική 
επαφή και την παρατεταµένη ή επανειληµµένη έκθεση. Συνιστάται θερµώς 
απαγωγός αναθυµιάσεων. Αποφύγετε την επαφή µε τα µάτια, το δέρµα ή τα ρούχα. 
Πλύνετε τα χέρια επιµελώς µετά το χειρισµό. Το διάλυµα εργασίας DAB πρέπει να 
παρασκευάζεται σύµφωνα µε το ένθετο συσκευασίας. 
 

6.5. Μερικά αντιδραστήρια σε αυτό το κιτ περιέχουν νατραζίδιο (NaN3), µια εξαιρετικά 
τοξική χηµική ένωση σε καθαρή µορφή. Το νατραζίδιο µπορεί να είναι µοιραίο κατά 
την κατάποση ή απορρόφηση από το δέρµα. Τα αντιδραστήρια αυτά είναι 
επικίνδυνα κατά την εισπνοή. Τα αντιδραστήρια αυτά είναι επικίνδυνα στερεά. 
Προκαλεί ερεθισµό του δέρµατος, των µατιών και της αναπνευστικής οδού. 
Επηρεάζει το κεντρικό νευρικό σύστηµα, τους νεφρούς και το καρδιαγγειακό 
σύστηµα. Αν και δεν κατατάσσεται ως επικίνδυνο στις συγκεντρώσεις του 
προϊόντος, οι συσσωρεύσεις νατραζιδίου πιθανόν να αντιδράσουν µε τις µολύβδινες 
και χάλκινες σωληνώσεις σχηµατίζοντας πολύ εκρηκτικά µεταλλικά αζίδια. Όταν το 
απορρίπτετε, ξεπλένετε µε µεγάλες ποσότητες νερού ώστε να προλάβετε το 
σχηµατισµό µεταλλικών αζιδίων στις σωληνώσεις. 
 

6.6. Αιµατοξυλίνη και παράγοντας µπλε χρώσης. Τα αντιδραστήρια αυτά είναι 
επικίνδυνα εάν καταποθούν. Η αιµατοξυλίνη και οι παράγοντες µπλε χρώσης 
προκαλούν ερεθισµό των µατιών, του δέρµατος και του αναπνευστικού. 
 

6.7. Πρέπει να χειρίζεστε τα δείγµατα και όλα τα υλικά που εκτίθενται στα δείγµατα ως 
πιθανά λοιµογόνα και να τα απορρίπτετε µε τις κατάλληλες προφυλάξεις. Ποτέ µην 
αναρροφάτε τα αντιδραστήρια και τα δείγµατα µε το στόµα και αποφεύγετε την 
επαφή τους µε το δέρµα και τις βλεννογόνους µεµβράνες. Εάν τα αντιδραστήρια 
έλθουν σε επαφή µε ευαίσθητες περιοχές, ξεπλύνετε µε άφθονο νερό. 
 

6.8. Ελαχιστοποιήστε τη µικροβιακή επιµόλυνση των αντιδραστηρίων για την αποφυγή 
της µη ειδικής χρώσης. 
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6.9. Χρόνοι επώασης, θερµοκρασίες και µέθοδοι διαφορετικοί από εκείνους που έχουν 
καθοριστεί µπορεί να οδηγήσουν σε εσφαλµένα αποτελέσµατα. 
 

6.10. Τα αντιδραστήρια έχουν αραιωθεί για βέλτιστη απόδοση. Περαιτέρω αραίωση 
πιθανόν να προκαλέσει απώλεια χρώσης του αντιγόνου. 
 

6.11. Τα συστατικά του κιτ εξαρτώνται από την παρτίδα. Μην αντικαθιστάτε τα συστατικά 
του κιτ µε άλλα µε διαφορετικούς αριθµούς παρτίδων παραγωγής. Οι αριθµοί 
παρτίδων υπάρχουν στις ετικέτες συσκευασίας. 
 

6.12. Μην χρησιµοποιείτε το κιτ δοκιµασίας SurePath with ProEx C µετά την 
ηµεροµηνία λήξης που είναι τυπωµένη στη συσκευασία. Ο χρήστης πρέπει να κάνει 
επαλήθευση των συνθηκών στις περιπτώσεις που τα αντιδραστήρια φυλάσσονται 
υπό συνθήκες διαφορετικές από εκείνες που καθορίζει το ένθετο της συσκευασίας. 
 

6.13. ∆εν υπάρχουν εµφανή σηµάδια που να δείχνουν υποβάθµιση του προϊόντος αυτού. 
Εποµένως, θετικοί και αρνητικοί µάρτυρες πρέπει να διεξάγονται ταυτόχρονα µε τα 
δείγµατα ασθενούς. Αν παρατηρηθεί µη αναµενόµενη χρώση, η οποία δεν µπορεί 
να εξηγηθεί από διαφορές στις εργαστηριακές διαδικασίες ή υπάρχει υποψία για 
πρόβληµα µε το κιτ εξετάσεων SurePath® µε ProEx C, επικοινωνήστε µε την 
τεχνική υποστήριξη της TriPath Imaging®. 
 

6.14. Να φοράτε τα κατάλληλα Μέσα Ατοµικής Προστασίας για να αποφύγετε την επαφή 
του αντιδραστηρίου µε τα µάτια και το δέρµα. Για περισσότερες πληροφορίες 
ανατρέξτε στο Φύλλο ∆εδοµένων Ασφάλειας Υλικού (MSDS). 
 

6.15. Η εξέταση SurePath µε ProEx C προορίζεται για χρήση σε δείγµατα τραχηλικής 
κυτταρολογίας που συλλέγονται σε υγρό διατήρησης SurePath. ∆εν έχει 
αξιολογηθεί η συµβατότητα µε συµβατικά και µονοστιβαδικά παρασκευάσµατα 
εκτός του SurePath. 

 
7. Ο∆ΗΓΙΕΣ ΧΡΗΣΗΣ 

7.1. Προετοιµασία του δείγµατος 
7.1.1. Συµβουλευθείτε το Εγχειρίδιο χειριστή του SurePath PrepStain System 

για οδηγίες σχετικά µε την προετοιµασιά των αντικειµενοφόρων πλακών 
από δείγµατα τραχηλικής κυτταρολογίας SurePath.  

 
7.1.2. Προσθέστε 8mL υγρού διατήρησης SurePath στο υπολειµµατικό δείγµα 

στο φιαλίδιο SurePath (2 mL περίπου). Το αραιωµένο δείγµα πρέπει να 
υποβληθεί σε κατεργασία στο PrepMate χρησιµοποιώντας την πρότυπη 
τεχνική και στο PrepStain χρησιµοποιώντας την προετοιµασία 
αντικειµενοφόρων πλακών GYN έκδοση 1.1. 

 
7.1.3. Οι παρασκευασµένες αντικειµενοφόρες πλάκες SurePath πρέπει να 

τοποθετούνται στο ρυθµιστικό διάλυµα προετοιµασίας αντικειµενοφόρων 
SureDetect αµέσως µόλις παρασκευαστούν (ανατρέξτε στο ρυθµιστικό 
διάλυµα προετοιµασίας αντικειµενοφόρων πλακών SureDetect 10X για 
οδηγιές σχετικά µε την προετοιµασία διαλύµατος εργασίας 
αντικειµενοφόρων πλακών). Οι αντικειµενοφόρες πλάκες πρέπει να 
παραµένουν στο ρυθµιστικό διάλυµα επί τουλάχιστον 1 ώρα, αλλά όχι 
περισσότερο από 72 ώρες πριν από την ανοσοκυτταροχηµεία. 

 
7.1.4. Μια διαδικασία ανάκτησης επιτόπων πρέπει να χρησιµοποιείται για 

βέλτιστη απόδοση του κιτ. Η διαδικασία αυτή περιλαµβάνει τη διάβρεξη των 
προετοιµασµένων αντικειµενοφόρων πλακών σε ένα διάλυµα εργασίας 
ρυθµιστικού διαλύµατος προετοιµασίας αντικειµενοφόρων πλακών 
SureDetect επί τουλάχιστον 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου και κατόπιν 
θέρµανση των αντικειµενοφόρων πλακών σε ρυθµιστικό διάλυµα 
προκατεργασίας σε θερµοκρασία 95°C. Οι αντικειµενοφόρες πλάκες 
διατηρούνται σε θερµοκρασία 95°C επί 15 λεπτά και κατόπιν αφήνονται να 
ψυχθούν σε θερµοκρασία δωµατίου επί 20 λεπτά. Συνιστάται η χρήση 
βαθµονοµηµένου υδατόλουτρου ή φυτικού ατµόλουτρου ικανού να διατηρεί 
την απαιτούµενη θερµοκρασία. Εργαστήρια που βρίσκονται σε µεγαλύτερα 
υψόµετρα πρέπει να προσδιορίζουν την καλύτερη µέθοδο διατήρησης της 
απαιτούµενης θερµοκρασίας. Η διαδικασία χρώσης πρέπει να αρχίζει 
αµέσως µετά την ανάκτηση επιτόπου και την ψύξη. Παρεκκλίσεις από την 
περιγραφόµενη διαδικασία πιθανόν να επηρεάσουν δυσµενώς τα 
αποτελέσµατα. 

 
3.1. Προετοιµασία του αντιδραστηρίου 

7.2.1. Προετοιµάστε τα παρακάτω αντιδραστήρια πριν από τη χρώση. 
 
7.2.2. Τρις ρυθµιστικός φυσιολογικός ορός µε Tween 20 0,05% (TBST) 
 

7.2.2.1. Προετοιµάστε το TBS σύµφωνα µε τις προδιαγραφές του 
κατασκευαστή. 

 
7.2.2.2. Αν δεν υπάρχει ήδη στο TBS, προσθέστε Tween 20 έως τελικής 

συγκεντρώσεως 0,05%. 
 
7.2.3. ∆ιάλυµα υποστρώµατος-χρωµογόνου (DAB) (επαρκής όγκος για 5 

αντικειµενοφόρες πλάκες) 
 

7.2.3.1. Μεταφέρετε 1mL ρυθµιστικού διαλύµατος υποστρώµατος DAB 
(φιαλίδιο 4a) σε δοκιµαστικό σωλήνα. 

 
7.2.3.2. Προσθέστε µια σταγόνα (20 – 30µL) χρωµογόνου DAB (φιαλίδιο 

4b). Αναµίξτε επιµελώς και απλώστε στις αντικειµενοφόρους 
πλάκες µε πιπέτα. 

 
7.2.3.3. Προετοιµάστε νωπό διάλυµα υποστρώµατος-χρωµογόνου 

καθηµερινά.  
 

7.2.3.4. Η ποιότητα της χρώσης δεν επηρεάζεται από το ίζηµα που 
πιθανόν να αναπτυχθεί στο διάλυµα. 

 

8. ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΧΡΩΣΗΣ (∆ιεξαγωγή σε θερµοκρασία δωµατίου, 20-25oC) 
1.1. ∆ιαδικαστικές σηµειώσεις χρώσης 

8.1.1. ∆ιαβάστε όλες αυτές τις οδηγίες προσεκτικά και εξοικειωθείτε µε όλα τα 
συστατικά πριν από τη χρήση (βλ. Προφυλάξεις). 

 
8.1.2. Όλα τα αντιδραστήρια πρέπει να αφήνονται να ισορροπούν σε 

θερµοκρασία δωµατίου (20-25oC) πριν την ανοσοχρώση.  
 

8.1.3. Όλες οι επωάσεις πρέπει να πραγµατοποιούνται σε θερµοκρασία 
δωµατίου, εκτός εάν σηµειώνεται διαφορετικά. 

 
8.1.4. Μην αφήνετε τις αντικειµενοφόρους πλάκες να στεγνώσουν κατά τη 

διάρκεια της διαδικασίας χρώσης. Τα κυτταρικά παρασκευάσµατα που 
έχουν στεγνώσει ενδέχεται να εµφανίζουν αυξηµένη µη ειδική χρώση. 
Προστατέψτε τις αντικειµενοφόρους πλάκες που πιθανόν να εκτίθενται σε 
ρεύµατα αέρα. Στις παρατεταµένες επωάσεις, οι αντικειµενοφόρες πλάκες 
πρέπει να τοποθετούνται σε θάλαµο ύγρανσης. 

 
1.2. Ανάκτηση επιτόπου 

1.2.1. Τοποθετήστε τις προετοιµασµένες αντικειµενοφόρους σε δοχείο coplin που 
περιέχει διάλυµα εργασίας ρυθµιστικού διαλύµατος προετοιµασίας 
αντικειµενοφόρων πλακών SureDetect επί τουλάχιστον 1 ώρα έως και 
72 ώρες κατά µέγιστο. 

 
1.2.2. Επωάστε σε υδατόλουτρο ή ατµόλουτρο επί 15 λεπτά σε θερµοκρασία 

95°C. 
 

1.2.3. Αφαιρέστε ολόκληρο το δοχείο coplin µε τις αντκειµενοφόρους πλάκες από 
το υδατόλουτρο ή ατµόλουτρο και επιτρέψτε στις αντικειµενοφόρους να 
ψυχθούν στο ρυθµιστικό διάλυµα επί 20 λεπτά. 

 
1.2.4. Ξεπλύνετε τις αντικειµενοφόρους πλάκες µε απιονισµένο H2O και 

µεταφέρετε σε ένα καθαρό δοχείο τύπου coplin που περιέχει TBST. 
 

8.3. Αντιδραστήριο αποκλεισµού 
8.3.1. Κτυπήστε ελαφρά για να αποµακρύνετε την περίσσεια του ρυθµιστικού 

διαλύµατος. 
 

8.3.2. Τοποθετήστε τις αντικειµενοφόρους πλάκες σε έναν θάλαµο ύγρανσης που 
έχετε ετοιµάσει (γεµάτο από χαρτοπετσέτες ή γάζες εµποτισµένες µε νερό). 

 
8.3.3. Απλώστε 200µL αντιδραστηρίου αποκλεισµού υπεροξειδάσης (φιαλίδιο 1a) 

για να καλύψετε τη περιοχή εναπόθεσης των κυττάρων. 
 

8.3.4. Επωάστε επί 5 λεπτά (+1 λεπτό). 
 

8.3.5. Ξεπλύνετε τις αντικειµενοφόρους πλάκες σε TBST, 3 αλλαγές, 2 λεπτά 
έκαστη. 

 
8.4. Αποκλεισµός πρωτεϊνών 

8.4.1. Χτυπήστε ελαφρά για να αποµακρύνετε την περίσσεια του ρυθµιστικού 
διαλύµατος. 

 
8.4.2. Τοποθετήστε τις αντικειµενοφόρους σε έναν θάλαµο ύγρανσης που έχετε 

ετοιµάσει (γεµάτο από χαρτοπετσέτες ή γάζες εµποτισµένες µε νερό). 
 

8.4.3. Απλώστε 200µL αντιδραστηρίου αποκλεισµού πρωτεϊνών (φιαλίδιο 1b) για 
να καλύψετε τη περιοχή εναπόθεσης των κυττάρων. 

 
8.4.4. Επωάστε επί 5 λεπτά (+1 λεπτό). 

 
8.4.5. ΜΗΝ ΞΕΠΛΥΝΕΤΕ. 

 
8.5. Κοκτέιλ πρωτοταγών αντισωµάτων 

8.5.1. Χτυπήστε ελαφρά για να αποµακρύνετε την περίσσεια αποκλεισµού 
πρωτεϊνών. 

 
8.5.2. Τοποθετήστε τις αντικειµενοφόρους πλάκες σε έναν θάλαµο ύγρανσης που 

έχετε ετοιµάσει (γεµάτο από χαρτοπετσέτες ή γάζες εµποτισµένες µε νερό). 
 

8.5.3. Απλώστε 200µL κοκτέιλ αντισωµάτων ProEx C Ab (φιαλίδιο 2) για να 
καλύψετε εντελώς την περιοχή εναπόθεσης των κυττάρων.  

 
8.5.4. Επωάστε επί 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

 
8.5.5. Ξεπλύνετε ανεξάρτητα κάθε αντικειµενοφόρο πλάκα µε TBST µε έναν 

υδροβολέα (µην επικεντρώνετε τη ροή απευθείας επάνω στην τοµή του 
ιστού). Φορτώστε τις αντικειµενοφόρους πλάκες σε ένα στατήρα 
αντικειµενοφόρων. 

 
8.5.6. Ξεπλύνετε τις αντικειµενοφόρους πλάκες µε TBST, 3 αλλαγές, 2 λεπτά 

έκαστη. 
 

8.6. Χηµεία ανίχνευσης 
8.6.1. Κτυπήστε ελαφρά για να αποµακρύνετε την περίσσεια του ρυθµιστικού 

διαλύµατος. 
 

8.6.2. Τοποθετήστε τις αντικειµενοφόρους σε έναν θάλαµο ύγρανσης που έχετε 
ετοιµάσει (γεµάτο από χαρτοπετσέτες ή γάζες εµποτισµένες µε νερό). 

 
8.6.3. Απλώστε 200µL αντιδραστηρίου ιχνηλάτη ποντικού (φιαλίδιο 3a) για να 

καλύψετε εντελώς την περιοχή εναπόθεσης των κυττάρων. 
 
8.6.4. Επωάστε επί 20 λεπτά (+1 λεπτό). 
 
8.6.5. Ξεπλύνετε τις αντικειµενοφόρους πλάκες µε TBST, 3 αλλαγές, 2 λεπτά 

έκαστη. 
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8.6.6. Κτυπήστε ελαφρά για να αποµακρύνετε την περίσσεια του ρυθµιστικού 
διαλύµατος. 

 
8.6.7. Τοποθετήστε τις αντικειµενοφόρους πλάκες σε έναν θάλαµο ύγρανσης που 

έχετε ετοιµάσει (γεµάτο από χαρτοπετσέτες ή γάζες εµποτισµένες µε νερό). 
 
8.6.8. Απλώστε 200µL αντιδραστηρίου πολυµερούς (φιαλίδιο 3b) για να καλύψετε 

την περιοχή εναπόθεσης των κυττάρων. 
 
8.6.9. Επωάστε επί 20 λεπτά (+1 λεπτό). 
 
8.6.10. Ξεπλύνετε τις αντικειµενοφόρους πλάκες σε λουτρό TBST, 3 αλλαγές, 

2 λεπτά έκαστη. 
 
8.6.11. Κτυπήστε ελαφρά για να αποµακρύνετε την περίσσεια του ρυθµιστικού 

διαλύµατος. 
 
8.6.12. Τοποθετήστε τις αντικειµενοφόρους πλάκες σε έναν θάλαµο ύγρανσης που 

έχετε ετοιµάσει (γεµάτο από χαρτοπετσέτες ή γάζες εµποτισµένες µε νερό). 
 
8.6.13. Απλώστε 200µL διαλύµατος υποστρώµατος-χρωµογόνου (DAB) για να 

καλύψετε εντελώς την περιοχή εναπόθεσης των κυττάρων. 
 
8.6.14. Επωάστε επί 5 λεπτά (+1 λεπτό). 
 
8.6.15. Ξεπλύνετε τις αντικειµενοφόρους πλάκες επί 5 λεπτά σε απιονισµένο H2O.  
 

8.7. Αντίχρωση 
8.7.1. Ξεπλύνετε τις αντικειµενοφόρους πλάκες µε TBST, 1 αλλαγή, 2 λεπτά. 
 
8.7.2. Τοποθετήστε τις αντικειµενοφόρους πλάκες σε έναν θάλαµο ύγρανσης που 

έχετε ετοιµάσει (γεµάτο από χαρτοπετσέτες ή γάζες εµποτισµένες µε νερό). 
 
8.7.3. Απλώστε 200µL αντιδραστηρίου αντίχρωσης αιµατοξυλίνης (φιαλίδιο 5) για 

να καλύψετε εντελώς την περιοχή εναπόθεσης των κυττάρων. 
 
8.7.4. Επωάστε επί 1 λεπτό (+10 δευτερόλεπτα). 
 
8.7.5. Ξεπλύνετε τις αντικειµενοφόρους πλάκες επί 3 λεπτά σε τρεχούµενο H2O. 
 
8.7.6. Τοποθετήστε τις αντικειµενοφόρους πλάκες σε έναν θάλαµο ύγρανσης που 

έχετε ετοιµάσει (γεµάτο από χαρτοπετσέτες ή γάζες εµποτισµένες µε νερό). 
 
8.7.7. ∆ώστε µπλε χρώµα στις αντικειµενοφόρους πλάκες απλώνοντας 200µL 

ουσία µπλε χρώσης.Ουσία µπλε χρώσης L (φιαλίδιο 6) επί 1 λεπτό 
(+10 δευτερόλεπτα). 

 
8.7.8. Επαναλάβετε το ξέπλυµα σε τρεχούµενο νερό επί 1 λεπτό. 
 

8.8. Κάλυψη 
8.8.1. Εµβαπτίστε τις αντικειµενοφόρους πλάκες σε αιθανόλη 95%, 1 λεπτό ή 

25 εµβαπτίσεις. 
 
8.8.2. Εµβαπτίστε τις αντικειµενοφόρους πλάκες σε απόλυτη αλκοόλη, 4 αλλαγές, 

1 λεπτό έκαστη ή 25 εµβαπτίσεις. 
 
8.8.3. ∆ιαυγάστε µε ξυλένιο, 3 αλλαγές, 1 λεπτό έκαστη ή 25 εµβαπτίσεις. 
 
8.8.4. Καλύψτε τις αντικειµενοφόρους πλάκες µε µη υδατικό και µόνιµο υλικό 

κάλυψης χρησιµοποιώντας γυάλινες καλυπτρίδες. 
 

9. ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑ 
9.1. Όταν τα φιαλίδια αντιδραστηρίων που δεν έχουν ανοιχτεί φυλάσσονται στις 

προτεινόµενες θερµοκρασίες παραµένουν σταθερά έως την ηµεροµηνία λήξης που 
αναγράφεται στο φιαλίδιο. 

 
9.2. Μόλις ανοιχθούν τα αντιδραστήρια παραµένουν σταθερά επί τριάντα (30) ηµέρες 

όταν φυλάσσονται στις προτεινόµενες θερµοκρασίες. 
 

10. ΕΛΕΓΧΟΣ ΠΟΙΟΤΗΤΑΣ 
10.1. Η µεταβλητότητα στα αποτελέσµατα συχνά προέρχεται από διαφορές στον χειρισµό 

των δειγµάτων, η οποία αποκλίνει από τις προτεινόµενες διαδικασίες της 
δοκιµασίας. Συµβουλευθείτε τις προτεινόµενες οδηγίες ποιοτικού ελέγχου του 
Clinical and Laboratory Standards Institute, Quality Assurance for 

Immunocytochemistry για πρόσθετες πληροφορίες. 
 
10.2. Ο κυτταρικός µάρτυρας SureDetect SiHa διατίθεται ως θετικός µάρτυρας από την 

TriPath Imaging®, Inc. Κάθε φιαλίδιο περιέχει µια κυτταρική σειρά καρκίνου του 
τραχήλου, η οποία υποβάλλεται στην ίδια επεξεργασία όπως και τα κλινικά 
δείγµατα. Αρνητικός µάρτυρας IgG ποντικού γενικής χρήσεως µπορεί να 
χρησιµοποιηθεί ως αρνητικός µάρτυρας. Μια αντικειµενοφόρος πλάκα θετικού και 
αρνητικού µάρτυρα πρέπει να περιλαµβάνονται σε κάθε διαδικασία χρώσης. Τα 
αποτελέσµατα της χρώσης πρέπει να χρησιµοποιούνται ως ένδειξη για την 
εγκυρότητα της διεξαγωγής της χρώσης. 

 
11. ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΗΣ ΧΡΩΣΗΣ 

11.1. ∆είγµατα ασθενούς και µάρτυρες: Οι χρωµατισµένες αντικειµενοφόροι πλάκες 
πρέπει να αξιολογηθούν από ειδικό κυτταρολόγο ή παθολογοανατόµο 
χρησιµοποιώντας οπτικό µικροσκόπιο. Τα κύτταρα µπορούν να εξετασθούν 
χειροκίνητα ή να αποθηκευτούν σε µια βιβλιοθήκη ηλεκτρονικών εικόνων που 
προέρχονται από οπτικό µικροσκόπιο. 

 
11.2. Αντικειµενοφόροι πλάκες µάρτυρες: Οι αντικειµενοφόροι πλάκες µε τους θετικούς 

και αρνητικούς µάρτυρες πρέπει να εξετάζονται πριν από την εξέταση των 
δειγµάτων ασθενών για να εξασφαλισθεί ότι όλα τα αντιδραστήρια λειτουργούν 
ορθώς. Η παρουσία ενός προϊόντος αντίδρασης καφέ χρώµατος 
(τετραυδροχλωρίδιο της 3,3’-διαµινοβενζιδίνης, DAB) στους πυρήνες των κυττάρων 
SiHa στην αντικειµενοφόρο µάρτυρα, µε την εξέταση SurePath® µε ProEx C 
δείχνει θετική δραστικότητα. Η αντικειµενοφόρος πλάκα µε αρνητικό µάρτυρα 
IgG ποντικού γενικής χρήσεως που χρωµατίστηκε µε την εξέταση SurePath® µε 
ProEx C δεν πρέπει να παρουσιάζει καφέ πυρήνες και πρέπει να παρουσιάζει 
χρώση µόνον από την αντίχρωση αιµατοξυλίνης. 

11.3. Η βαθµολόγηση των αντικειµενοφόρων πλακών είναι µια διαδικασία 
4 βηµάτων. 
Βήµα 1: Είναι το δείγµα ακριβές;  
Το Bethesda System (TBS) for Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.) αναφέρει, 
“Ένα επαρκές παρασκεύασµα υγρής βάσεως πρέπει να έχει ένα εκτιµώµενο αριθµό 
5000 τουλάχιστον καλώς ορατών/διατηρηµένων πλακωδών κυττάρων.” Τα ίδια 
κριτήρια πρέπει να ισχύουν και για τις αντικειµενοφόρους πλάκες SurePath® µε 
ProEx C. Ωστόσο, όπως και για τη συνήθη προετοιµασία Παπανικολάου, 
οποιοδήποτε δείγµα µε µη φυσιολογικά κύτταρα, τα οποία παρουσιάζουν µια θετική 
µοριακή αντίδραση, είναι, εξ ορισµού, ικανοποιητικό προς αξιολόγηση. Αν η 
απάντηση στο βήµα αυτό είναι "ναι", προχωρήστε στο επόµενο βήµα. Αν η 
απάντηση είναι "όχι", το αποτέλεσµα είναι Μη ικανοποιητικό για αξιολόγηση. 

 
Βήµα 2: Υπάρχει µέτρια έως ισχυρή πυρηνική καφέ χρώση στα επιθηλιακά 
κύτταρα; 
Για να απαντήσετε "ναι" στο βήµα αυτό, ερευνήστε για καφέ χρώση που είναι 
εύκολα ορατή. Αχνή ή "ξεθωριασµένη" καφέ χρώση δεν είναι επαρκής για να 
εγγυηθεί θετικό αποτέλεσµα. Αν δεν παρατηρείται καφέ πυρηνική χρώση, το 
αποτέλεσµα αναφέρεται ως Αρνητικό. Αν παρατηρείται επαρκής καφέ χρώση, 
προχωρήστε στο επόµενο βήµα. 

 
Βήµα 3: Το κύτταρο µε πυρηνική καφέ χρώση είναι πλακώδες ή αδενικό; 
Αν η απάντηση είναι ναι, προχωρήστε στο επόµενο βήµα. Αν η απάντηση είναι όχι, 
πρόκειται για Αρνητικό αποτέλεσµα της εξέτασης. 

 
Βήµα 4: Είναι το κύτταρο; ASC (άτυπο πλακώδες κύτταρο) ή AGC (άτυπο 
αδενικό κύτταρο)? 
Χρησιµοποιήστε τα ίδια µορφολογικά κριτήρια που διαλαµβάνονται στο The 
Bethesda System for Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.) για να καθορίσετε αν το 
πλακώδες κύτταρο που περιέχει τον καφέ πυρήνα είναι ≥ ASC (άτυπο πλακώδες 
κύτταρο). Αν το κύτταρο θεωρηθεί ≥ASC (ή ≥AGC) τότε πρόκειται για Θετικό 
αποτέλεσµα της εξέτασης. Τούτο περιλαµβάνει ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL, και 
καρκίνο. Αν το κύτταρο είναι αδενικής µορφής, ισχύουν τα κριτήρια TBS 
προκειµένου να προσδιοριστεί αν ένα κύτταρο είναι ≥ AGC (άτυπο αδενικό κύτταρο) 
εφαρµόζεται. Τούτο περιλαµβάνει ενδοτραχηλικό AGC, ενδοµητριο AGC, AIS, και 
αδενοκαρκίνωµα. Αν το υπό εξέταση κύτταρο είναι συνεπές µε NILM (negative for 
intraepithelial lesion or malignancy - αρνητικό για ενδοεπιθηλιακή βλάβη ή 
κακοήθεια) πρόκειται για Αρνητικό αποτέλεσµα της εξέτασης.  
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13.      ΓΛΩΣΣΑΡΙΟ ΣΥΜΒΟΛΩΝ 

Αριθµός καταλόγου 

Για in vitro διαγνωστική χρήση 

Συµβουλευτείτε τις οδηγίες χρήσης 

Περιέχει 75 δοκιµασίες 

Προσοχή, συµβουλευτείτε το συνοδευτικό έγγραφο 

Περιορισµοί θερµοκρασίας φύλαξης 

 Κωδικός παρτίδας 

Χρήση έως ΕΕΕΕ-MM-ΗΗ ή ΕΕΕΕ-MM 

Κατασκευαστής 

 

IVD 
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1. AVSEDD ANVÄNDNING 

SurePath med ProEx C  immunocytokemiskt test är avsett för kvalitativ utvärdering av 
avvikande S-fasinduktion i cervixprover som samlats in i SurePath konserveringsvätska.  
Testresultaten ger ytterligare information för cervikal cytologisk diagnos. 
 

2. SAMMANFATTNING OCH FÖRKLARING 
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 domän.  Nivåerna av MCM-proteiner ökar i allmänhet på ett varierat 
sätt eftersom normala celler utvecklas från G0- till G1/S-fasen i cellcykeln.  Topoisomeras II 
alfa (TOP2A) är ett viktigt kärnenzym som deltar i DNA-replikationen och är ett mål för 
många läkemedel mot cancer som används vid cancerbehandling.  Ett minskat uttryck av 
TOP2A är en framträdande försvarsmekanism mot flera kemoterapeutiska medel.  En 
betydande variation inom uttrycksintervallet av detta protein har noterats i många olika 
tumörer. TOP2A är framträdande vid celldelning och ändras i M-fasen genom fosforylering 
på specifika platser, vilket är avgörande för mitotisk kromosomkondensation och -
segregation. 
 
ProEx C antikroppscocktail innehåller musmonoklonalt anti-MCM2 och anti-TOP2A som 
renats från vävnadskultursupernatant och spätts med buffrad koksaltlösning som innehåller 
proteinstabilisatorer och 0,09 % natriumazid.   
 

3. PROCEDURPRINCIPER 
SurePath med ProEx C immunocytokemiskt testkit innehåller en antikroppscocktail, 
detekterings- och kontrollfärgningsreagenser som behövs för att genomföra en automatisk 
eller manuell immunocytokemisk färgningsprocedur i tre steg av rutinmässigt beredda 
cervikala prover i tunna skikt.  Efter inkubationen av provet med en egen 
musantikroppscocktail, visualiseras selektiv monoklonal antikroppsbindning, som anger ett 
positivt test, med hjälp av ett unikt, enzymlänkat antikroppskromogensystem, färdigt att 
användas.  Enzymreagenset är ett sekundärt anti-muspepparrotsperoxidaskonjugat från get 
som är länkat till en dextranpolymerstomme.  Tillsats av en specifik kromogen resulterar i 
bildning av en synlig kromogen produkt som är lokaliserad till bindningsställena för 
antigener-antikroppar.  Provet motfärgas därefter med hematoxylin, Ett blåfärgande medel 
appliceras och objektglaset förses med ett täckglas.  Resultaten tolkas med hjälp av ett 
ljusmikroskop.  Ett positivt resultat, som anger höggradig cervikal sjukdom, erhålls när 
kärnorna i de undersökta cellerna färgas bruna.   
 
Ett referensgalleri av potentiellt positiva objektglas kan skapas med hjälp av automatisk 
avbildningsutrustning.  Galleriet kan därefter granskas för att fastställa ett positivt eller 
negativt resultat. 
 
SurePath med ProEx C immunocytokemiskt test är tillämpligt för både manuell och 
automatiskt färgning. 
 

4. REAGENSER SOM TILLHANDAHÅLLS 
Följande material ingår och räcker till 75 tunnskiktspreparat: 

Vial nr. Beskrivning 
 

1a 

Peroxidasblockerande reagens: 
Buffrad vätesuperoxid plus 
stabiliseringsmedel och egna 
komponenter 

2 – 8 oC 

1b 

Proteinblockerande reagens: Renat 
kasein plus egen kombination av 
proteiner i modifierat PBS med 
konserveringsmedel och ytaktivt ämne. 

2 – 8 oC 

2 

C antikroppscocktail: Monoklonal 
antikroppscocktail som levereras i en 
TRIS-buffrad lösning med Tween 20, pH 
7,4, klar att användas.  Innehåller 
stabiliserande proteiner och 
antimikrobiellt medel. 

2 – 8 oC 

3a 
Musprobreagens: Binder till 
musmonoklonala antikroppar 

2 – 8 oC 

3b 
Polymerreagens: Polymer konjugerat 
med pepparrotsperoxidas som binder till 
musprobreagens. 

2 – 8 oC 

4a 
DAB-substratbuffert: Substratbuffert 
som används vid preparation av DAB-
kromogen. 

2 – 8 oC 

4b 
DAB-kromogen: 3,3’-
diaminobezidinkromogenlösning 

2 – 8 oC 

5 
Hematoxylinkontrollfärg: 
Vattenbaserad Mayers hematoxylin  

15 – 30 
oC 

6 
Blåfärgande medel: Trisbuffrad 
koksaltlösning, pH 7,4 med Tween 20 
och 0,09 % NaN3 

15 – 30 
oC 

 

5. MATERIAL OCH REAGENSER SOM KRÄVS MEN SOM INTE MEDFÖLJER 

• Absorberande servetter 
 
• SureDetect SiHa Cell Line – REF 005-11012-10 (TriPath Imaging®, Inc.) 
 
• Avjoniserat eller destillerat vatten 
 
• Etanol (95 % och 100 %) 
 

• Täckglas av glas 
 
• Handskar 
 
• Fuktkammare 
 
• Ljusmikroskop (10x-, 20x- (tillval), 40x-objektiv) 
 
• Monteringsmedel 
 
• Pipetter och pipettspetsar (klarar att avge volymer på 20µl, 200µl och 1000µl) 
 
• SureDetect Buffert 10X för preparering av objektglas – 090-11008-10 (TriPath 

Imaging, Inc.) – Förprepareringsbuffert 
 
• Färgningsbehållare eller bad 
 
• Timer (klarar intervaller på 1-60 minuter) 
 
• Tris buffrad koksaltlösning (TBS) 
 
• Tween 20 
 
• Universell IgG-negativ kontroll från mus 
 
• Skakapparat 
 
• Xylen eller Xylenersättningar 
 
• Ångkokare/vattenbad 
 

6. FÖRSIKTIGHETSÅTGÄRDER 
6.1. För in vitro-diagnostik. 
 
6.2. Preparerade SurePath-objektglas måste placeras i förbehandlingsbufferten direkt 

när de preparerats.  Objektglasen måste vara kvar i förbehandlingsbufferten i minst 
1 timme men inte längre än 72 timmar före immunocytokemianalys. 
 

6.3. Låt inte objektglasen torka någon gång under proceduren.  Objektglas som har 
torkat ut under proceduren kan öka bakgrunden. 
 

6.4. 3,3’-diaminobenzidin (DAB) klassificeras som en misstänkt karcinogen med 
potentiell risk för att producera irreversibla effekter.  Undvik fysisk kontakt och 
långvarig eller upprepad exponering.  En kemisk rökkåpa rekommenderas.  Undvik 
kontakt med ögonen, huden eller klädsel.  Tvätta händerna noga efter hantering. 
DAB arbetslösning ska prepareras enligt bipacksedeln. 
 

6.5. Vissa reagenser i detta kit innehåller natriumazid (NaN3), en mycket toxisk 
kemikalie i ren form.  Natriumazin kan vara dödligt om det sväljs eller absorberas 
genom huden.  Dessa reagenser är skadliga om de inhaleras.  Dessa reagenser är 
farliga fasta ämnen. De orsakar irritation av huden, ögon och andningsvägarna.  
Påverkar centrala nervsystemet, njurar samt hjärt- och kärlsystemet.  Trots att det 
inte klassificerats som farligt vid produktkoncentration, kan natriumazidansamlingar 
reagera med bly- och kopparledningar och bilda högexplosiva metallazider.  Vid 
bortskaffning skall man spola med stora mängder vatten för att förhindra 
azidansamling i ledningarna. 
 

6.6. Hematoxylin och blåfärgningsmedel: Dessa reagenser är skadliga om de sväljs.  
Hematoxylin och blåfärgande medel är irriterande för ögon, hud och andningsorgan. 
 

6.7. Proverna och alla material som utsätts för proverna ska hanteras som om de kan 
överföra infektion och kasseras med tillämpliga försiktighetsåtgärder.  Pipettera 
aldrig reagenser med munnen och undvik kontakt med huden och slemhinnor   
Tvätta rikligt med vatten om reagenserna kommer i kontakt med känsliga områden. 
 

6.8. Minimera den mikrobiella kontaminationen av reagenser för att undvika ej specifik 
färgning. 
 

6.9. Andra inkubationstider, temperaturer eller metoder än vad som anges kan ge 
felaktiga resultat. 
 

6.10. Reagenserna har spätts för optimal prestanda.  Ytterligare spädning kan resultera i 
utebliven antigenfärgning. 
 

6.11. Kitets komponenter är lotspecifika.  Byt inte ut kitkomponenter mot komponenter 
med andra lotnummer.  Lotnumren sitter på förpackningens etiketter. 
 

6.12. Använd inte SurePath med ProEx C testkit efter det utgångsdatum som är 
stämplat på förpackningen.  Användaren måste validera tillståndet om reagensen 
förvaras under andra förvaringsvillkor än de som anges på förpackningsinlagan. 
 

6.13. Det finns inga tydliga tecken som anger att denna produkt har försämrats.  Därför 
bör positiva och negativa kontroller köras samtidigt med patientproverna.  Om 
oväntad färgning iakttas, som inte kan förklaras med variationer i 
laboratorieprocedurerna eller om ett problem med SurePath® med ProEx C testkit 
misstänks kontaktar du teknisk support för TriPath Imaging®. 
 

6.14. Använd tillämplig personlig skyddsutrustning för att undvika att reagenset kommer i 
kontakt med ögonen eller huden.  Se databladet för materialsäkerhet för ytterligare 
information. 
 

6.15. SurePath med ProEx C test är avsett för användning med cervikala 
cytologiprover som samlats in i SurePath konserveringsvätska.  Kompatibilitet med 
andra konventionella preparat och enkelskiktspreparat än SurePath har inte 
utvärderats. 

 
7. BRUKSANVISNING 

7.1. Provberedning 
7.1.1. I bruksanvisningen till SurePath PrepStain System finns instruktioner för 

preparering av objektglas från SurePath cervikala överskottcytologiprover.   
 
7.1.2. Tillsätt 8 mL SurePath konserveringsvätska till överskottprovet i 

SurePath-vialen (cirka 2 mL).  Det spädda provet ska bearbetas på 
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PrepMate med hjälp av standardteknik och på PrepStain med 
användning av GYN version 1.1, Preparering av objektglas 

 
7.1.3. Preparerade SurePath-objektglas måste placeras i SureDetect 

prepareringsbuffert för objektglas så snart som de preparerats (anvisningar 
för preparering av en arbetslösning för objektglas finns i SureDetect 
prepareringsbuffert 10X för objektglas).  Objektglasen måste vara kvar i 
bufferten i minst 1 timme men inte längre än 72 timmar före 
immunocytokemianalys. 

 
7.1.4. En epitopåtervinningsprocedur måste användas för optimal prestanda för 

kitet.  Denna procedur innefattar blötläggning av preparerade objektglas i 
en arbetslösning med SureDetect buffert för preparering av objektglas i 
minst 1 timme i rumstemperatur följt av uppvärmning av objektglasen i 
förbehandlingsbufferten till 95 oC. Objektglasen hålls vid 95 oC i 15 minuter 
och tillåts svalna till rumstemperatur i 20 minuter.  Användning av ett 
kalibrerat vattenbad eller ångkokare som klarar att bibehålla den önskade 
temperaturen rekommenderas.  Laboratorier som är placerade på högre höjder 
bör fastställa bästa metod för att bibehålla önskad temperatur.  
Färgningsproceduren ska initieras omedelbart efter epitopåtervinningen och 
nedkylningen.  Avvikelser från den återgivna proceduren kan påverka 
resultaten negativt. 

 
7.2. Reagenspreparering 

7.2.1. Preparera följande reagenser före färgning. 
 
7.2.2. Tris buffrad koksaltlösning, med 0,05 % Tween 20 (TBST) 
 

7.2.2.1. Preparera TBS enligt tillverkarens specifikationer. 
 

7.2.2.2. Tillsätt Tween 20 till en slutgiltig koncentration på 0,05 %, om det 
inte redan finns i TBS. 

 
7.2.3. Substrat-kromogen lösning (DAB) (volymen räcker till 5 objektglas) 
 

7.2.3.1. Överför 1 mL DAB substratbuffert (vial 4a) till ett provrör. 
 

7.2.3.2. Tillsätt en droppe (20–30 µL) DAB kromogen (vial 4b). Blanda 
noggrant och applicera på objektglasen med en pipett. 

 
7.2.3.3. Preparera färsk substrat-kromogenlösning varje dag.    

 
7.2.3.4. Färgningens kvalitet påverkas inte av utfällningar som kan bildas i 

lösningen. 
 

8. FÄRGNINGSPROTOKOLL (genomförs i rumstemperatur, 20 – 25 oC) 
8.1. Anmärkningar om färgningsprocedurer 

8.1.1. Läs alla dessa instruktioner noga och bekanta dig med alla komponenter 
före användning (se Försiktighetsåtgärder). 

 
8.1.2. Alla reagenser ska ekvilibreras till rumstemperatur (20 – 25 oC) före 

immunfärgning.   
 

8.1.3. Alla inkubationer ska genomföras i rumstemperatur om inget annat anges. 
 

8.1.4. Låt inte objektglasen torka någon gång under färgningsproceduren.  
Torkade cellprepareringar kan uppvisa ökad ospecificerad färgning.  
Skydda objektglasen mot drag.  Objektglasen ska placeras i en 
fuktkammare vid längre inkubationer. 

 
8.2. Epitopåtervinning 

8.2.1. Placera de preparerade objektglasen i ett coplinkärl som innehåller en 
arbetslösning av SureDetect buffert för preparering av objektglas i minst 1 
timme upp till maximalt 72 timmar. 

 
8.2.2. Inkubera i vattenbad eller ångkokare i 15 minuter vid 95 oC. 

 
8.2.3. Avlägsna hela coplinkärlet med objektglas från vattenbadet eller 

ångkokaren och låt objektglasen svalna i bufferten i 20 minuter. 
 

8.2.4. Skölj objektglasen med avjoniserat vatten och överför till ett rent coplinkärl 
som innehåller TBST. 

 
8.3. Blockerande reagens: 

8.3.1. Knacka bort all kvarvarande buffert. 
 

8.3.2. Ladda objektglasen i en preparerad fuktkammare (fylld med 
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten). 

 
8.3.3. Applicera 200 µL peroxidasblockeringsreagens (vial 1a) så att det täcker 

cellavlagringsytan. 
 

8.3.4. Inkubera i 5 minuter (+1 minut). 
 

8.3.5. Skölj objektglasen i TBST, 3 byten, 2 minuter vardera. 
 

8.4. Proteinblock 
8.4.1. Knacka bort all kvarvarande buffert. 

 
8.4.2. Ladda objektglasen i en preparerad fuktkammare (fylld med 

pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten). 
 

8.4.3. Applicera 200 µL proteinblock (vial 1b) så att det täcker cellavlagringsytan 
helt. 

 
8.4.4. Inkubera i 5 minuter (+1 minut). 

 
8.4.5. SKÖLJ INTE. 

 

8.5. Primär 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 µL ProEx C Ab-cocktail (vial 2) så att det täcker 
cellavlagringsytan helt.   

 
8.5.4. Inkubera 30 minuter vid rumstemperatur. 

 
8.5.5. Skölj varje objektglas individuellt med TBST genom att använda en 

diskborste (rikta inte flödet direkt mot cellavlagringsytan).  Ladda 
objektglasen i ett objektglasställ. 

 
8.5.6. Skölj 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 µL musprobreagens (vial 3a) så att det täcker 

cellavlagringsytan helt. 
 
8.6.4. Inkubera i 20 minuter (+1 minut). 
 
8.6.5. Skölj 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 µL polymerreagens (vial 3b) så att det täcker 

cellavlagringsytan. 
 
8.6.9. Inkubera i 20 minuter (+1 minut). 
 
8.6.10. Skölj 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 µL substratkromogen lösning (DAB) så att det täcker 

cellavlagringsytan helt. 
 
8.6.14. Inkubera i 5 minuter (+1 minut). 
 
8.6.15. Skölj objektglasen i 5 minuter i avjoniserat vatten.  
 

8.7. Kontrollfärg 
8.7.1. Skölj 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 µL hematoxylinkontrollfärg (vial 5) så att det täcker 

cellavlagringsytan helt. 
 
8.7.4. Inkubera i 1 minut (+10 sekunder). 
 
8.7.5. Skölj 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. Blåfärga objektglasen genom att applicera 200 µL blåfärgningsmedel (vial 

6) i 1 minut (+10 sekunder). 
 
8.7.8. Upprepa sköljningen i rinnande vatten i 1 minut. 
 

8.8. Montering 
8.8.1. Sänk ned objektglasen i 95 % etanol, 1 minut eller 25 doppningar. 
 
8.8.2. Sänk ned objektglasen i absolut alkohol, 4 byten, 1 minut vardera eller 25 

doppningar. 
 
8.8.3. Klargör med xylen, 3 byten, 1 minut vardera eller 25 doppningar. 
 
8.8.4. Täck objektglasen med permanent ej vattenlösligt monteringsmedel med 

hjälp av täckglas av glas. 
 

9. STABILITET 
9.1. Vid förvaring vid de rekommenderade temperaturerna är oöppnade reagensvialer 

stabila till det utgångsdatum som anges på vialen. 
 
9.2. När de öppnats är reagenserna stabila i trettio dagar när de förvarats vid de 

rekommenderade temperaturerna. 
 

10. KVALITETSKONTROLL 
10.1. Variabilitet i resultaten härleds ofta från skillnader i provhantering som avviker från 

de rekommenderade testprocedurerna.  Ytterligare information finns i de föreslagna 
riktlinjerna för kvalitetskontroll från Clinical and Laboratory Standards Institute, 
Quality Assurance for Immunocytochemistry. 
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10.2. SureDetect SiHa cellkontroll finns tillgänglig som en positiv kontroll från TriPath 

Imaging®, Inc. Varje vial innehåller en cervikal cancercellinje som bearbetas på 
samma sätt som de kliniska proverna.  En universell IgG-negativ kontroll från mus 
kan användas som negativ kontroll.  Ett positivt och ett negativt kontrollobjektglas 
ska ingå i varje färgningsprocedur.  Färgningsresultaten ska används som en 
indikation på validiteten för färgningskörningen. 

 
11. TOLKNING AV FÄRGNINGEN 

11.1. Patient- och kontrollprover: En cytoanalystekniker eller patolog bör utvärdera de 
färgade objektglasen med ett ljusmikroskop.  Cellerna kan granskas manuellt eller 
sparas i ett elektroniskt bildgalleri som härletts från ett ljusmikroskop. 

 
11.2. Kontrollobjektglas: De positiva och negativa kontrollobjektglasen ska undersökas 

före granskningen av patientproverna för att säkerställa att alla reagenser 
fungerade korrekt. Förekomst av en brun reaktionsprodukt (3,3’-
diaminobenzidintetrahydroklorid, DAB) i kärnan av SiHa cellkontrollobjektglas som 
färgats med SurePath® med ProEx C-test anger positiv reaktivitet.  Den 
universella IgG-negativa muskontrollobjektglaset som färgats med SurePath® with 
ProEx C-test ska inte ha någon brunfärgad kärna och ska endast ha färgning från 
hematoxylinkontrollfärgen. 

 
11.3. Poängbedömningen av objektglas är en process i 4 steg. 

Steg 1:  Är provet tillräckligt?  
Bethesda System (TBS) for Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.) fastslår ”En 
tillräcklig vätskebaserad beredning ska ha en uppskattad minsta mängd på minst 
5 000 väl visualiserade/väl konserverade skivepitelceller”. Samma kriterier bör gälla 
för SurePath® med ProEx C-objektglas.  Men som vid rutinmässig cellpreparering 
är alla prover med onormala celler, som uppvisar en positiv molekylär reaktion per 
definition tillfredsställande för utvärdering.  Om svaret vid detta steg är ”ja” fortsätter 
du till nästa steg. Om svaret är ”nej” är resultatet Otillfredsställande för 
utvärdering. 

 
Steg 2: Finns det måttlig till intensiv brun färgning av kärnan i epitelcellerna? 
För att svara ”ja” i detta steg letar du efter brun färgning som lätt kan visualiseras.  
Om det bara är en blek mängd, eller brun antydan, är detta inte tillräckligt för att 
garantera ett positivt svar.  Om ingen brun färg syns i kärnan, rapporteras resultatet 
som Negativt. Om tillräcklig brun färgning visualiseras fortsätter du till nästa steg. 

 
Steg 3: Är cellen med brun kärnfärning en skivepitelcell eller en glandulär 
cell? Om svaret är ”ja”, fortsätter du till nästa steg.  Om svaret är ”nej”, är detta ett 
Negativt testresultat. 

 
Steg 4:  Är cellen ≥ ASC (atypical squamous cell – atypisk skivepitelcell) eller 
AGC (atypical glandular cell – atypisk glandulärcell)? 
Använd samma morfologiska kriterier som anges i The Bethesda System for 
Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.) för att fastställa om skivepitelcellen som 
innehåller den bruna kärnan är ≥ ASC   Om cellen betraktas som ≥ASC (eller 
≥AGC) är detta ett Positivt testresultat.  Denna innefattar ASC-US, ASC-H, LSIL, 
HSIL och cancer.  Om cellen är glandulär till utseendet, gäller TBS-kriterierna för 
bestämning av om en cell är ≥ AGC.  Detta innefattar endocervikal AGC, 
endometrial AGC, AIS och adenokarcinom.  Om cellen i fråga är förenlig med NILM 
(negativ för intraepitelial lesion eller malignitet) är detta ett Negativt testresultat.   
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13.      SYMBOLFÖRTECKNING  

Katalognummer  

För in vitro-diagnostik 

Se bruksanvisningen 

Innehåller 75 tester 

Försiktigt! Se medföljande dokumentation 

Begränsningar för förvaringstemperaturen 

 Batchkod 

Använd senast ÅÅÅÅ-MM-DD eller ÅÅÅÅ-MM 

Tillverkare 

TEKNISK INFORMATION 
USA 
Telephone:  1-877-822-7771 
Fax:  1-336-290-8333 
E-mail:  tripathtechsupport@bd.com 
 
Europe 
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