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REACTIVI FURNIZATI

Urmatoarele materiale sunt incluse, fiind suficiente pentru 75 de
preparate in strat subtire:

SurePath with ProEx C
75
490501 Immunocytochemical Test Kit W
SurePath with ProEx C
75
490500 Immunocytochemical Test Counterstains W

UTILIZARE SPECIFICA

SurePath with ProEx C Immunocytochemical Test (SurePath cu test
imunocitochimic ProEx C) este conceput pentru evaluarea calitativa
a inductiei aberante in faza S la esantioane citologice de celule de col
uterin, recoltate in SurePath Preservative Fluid (Lichid conservant
SurePath). Rezultatele la test furnizeaza informatii complementare
pentru diagnosticarea prin citologie a afectiunilor colului uterin.

REZUMAT $I EXPLICATII

Proteinele de mentinere a minicromozomilor (minichromosome
maintenance, MCM) joaca un rol esential in replicarea ADN la
eucariote. Fiecare proteina MCM prezinta motive ale ATPazei
dependente de ADN in domeniul sau central, cel mai bine conservat.
Nivelurile de proteine MCM cresc, de regula, intr-o maniera variabila,
pe masura ce celulele normale progreseaza de la GO la faza G1/S

din ciclul celular. Topoizomeraza |l alfa (TOP2A) este 0 enzima
nucleara esentiala, implicata in replicarea ADN, devenind {inta

multor medicamente anti-cancer utilizate la tratarea acestei afectiuni.
Exprimarea redusa a TOP2A este un mecanism de rezistenta
predominant la mai mulfi agenti chimioterapeutici. La multe tumori
diferite s-a observat o variatie semnificativa a domeniului de exprimare
a acestei proteine. TOP2A este predominanta in celulele proliferative
si se modifica in faza M prin fosforilare in locatii specifice, aspect critic
pentru condensarea si segregarea mitotica a cromozomilor.

Cocktailul de anticorpi ProEx C contine anticorp monoclonal de
soarece anti-MCM2 si anti-TOP2A purificat din supernatant de cultura
tisulara si diluat in solutie salina tamponata, continand stabilizatori
proteici si 0,09% azida de sodiu.

PRINCIPIILE PROCEDURII

SurePath with ProEx C Immunocytochemical Test Kit contine un
cocktail de anticorpi, reactivii de detectie si contracolorare necesari
pentru realizarea unei proceduri de colorare imunocitochimica,
manuala sau automata, in trei pasi, pentru esantioane de celule

de col uterin preparate in strat subtire, dupa metoda de rutina.

Dupa incubarea esantionului cu un cocktail brevetat de anticorpi

de soarece, legarea selectiva a anticorpilor monoclonali, ce indica
un rezultat pozitiv al testului, se vizualizeaza utilizand un sistem
cromogen enzimatic pentru anticorpi unic, gata de utilizare. Reactivul
enzimatic este un anticorp secundar de capra anti-goarece, conjugat
cu peroxidaza de hrean, anexat la un schelet polimeric de dextran.
Adaugarea unui cromogen specific conduce la formarea unui produs
cromogen vizibil, localizat in punctele de legare intre antigene si
anticorpi. Apoi, esantionul este contracolorat cu hematoxiling, se

adauga un agent de albastrire si lamela este acoperita cu o alta lamela

de sticla. Rezultatele se interpreteaza cu un microscop cu lumina.

Un rezultat pozitiv, ce indica prezenta unei afectiuni a colului uterin
de grad Tnalt, se obtine atunci cand nucleul celulelor de interes se

coloreaza in brun.

Se poate crea o galerie de referinta cu lamele potential pozitive, cu
ajutorul echipamentelor imagistice automate. Apoi, galeria poate fi

revizuita, pentru a stabili rezultatele pozitive si cele negative.

SurePath with ProEx C Immunocytochemical Test se poate utiliza atat

pentru colorare manuala, cat si pentru colorare automata.
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Nr. fiola | Descriere Jﬁ
Solutie de blocare cu peroxidaza: Apa oxigenata o
1a = " ; 2-8°C
tamponata, cu stabilizator si componente brevetate.
Solutie de blocare proteica: Cazeina purificata, plus o
1b combinatie brevetata de proteine, in PBS modificat, cu 2-8°C
conservant si tensid.
Cocktail de anticorpi: Cocktail de anticorpi
P monoclonali gata de utilizare, furnizat in solutie tampon 2_8°C
Tris cu Tween 20. Contine proteine stabilizatoare si
reactiv antimicrobian.
3a Sonda soarece: Se leaga la anticorpii monoclonali 2_8°C
de soarece.
Reactiv polimeric: Polimer conjugat cu peroxidaza de o
3b x : M 2-8°C
hrean, care se leaga la reactivul sonda soarece.
Tampon substrat DAB: Tampon de substrat utilizat la N
4a . 2-8°C
prepararea cromogenului DAB.
4b DAB: Solutie cromogena 3,3'-diaminobenzidina. 2-8°C
5 Hematoxilina: Hematoxilina Mayer pe baza apoasa. 15-30 °C
6 Agent de albastrire: Solutie salina tamponata Tris cu 15-30 °C
Tween 20 si 0,09% NaNj.

MATERIALE $I REACTIVI NECESARE, DAR NEFURNIZATE

Servetele absorbante;

BD SureDetect SiHa Cell Line (Linie celulara
BD SureDetect SiHa);

Apa deionizata sau distilata;

Etanol (95% si 100%);

Lamele de acoperire din sticla;

Manusi;

Camera umeda;

Microscop cu lumina (obiective 10x, 20x [optional], 40x);
Mediu de montare;

Pipete si varfuri de pipeta (cu capacitatea de 20 pL, 200 pL
si 1000 pL);

BD SureDetect Slide Preparation Buffer 10X (Tampon de preparare
pentru lamele BD SureDetect 10X) (tampon de pretratare);
Vase sau cuve de colorare;

Temporizator (capabil sd masoare intervale de 1-60 minute);
Solutie salina tamponata Tris (TBS);

Tween 20;

Control negativ universal IgG de soarece;

Agitator tip vortex;

Xilen sau inlocuitori de xlien;

Autoclava/baie de apa.
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AVERTISMENTE $I PRECAUTII
490500 SurePath with ProEx C Immunocytochemical Counterstains
Atentie

H302 Nociv in caz de inghitire. H315 Provoaca iritarea pielii.

H319 Provoaca o iritare grava a ochilor.

P264 Spalati-va bine dupa utilizare. P280 Purtati manusi de protectie/
imbracaminte de protectie/echipament de protectie a ochilor/
echipament de protectie a fetei. P301+P312 IN CAZ DE TNGHITIRE:
sunati la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA sau un
medic, daca nu v& simtiti bine. P302+P352 IN CAZ DE CONTACT
CU PIELEA: spalati cu multa apa si sapun. P305+P351+P338 N
CAZ DE CONTACT CU OCHlII: clatiti cu atentie cu apa timp de mai
multe minute. Scoateti lentilele de contact, daca este cazul si daca
acest lucru se poate face cu usurinta. Continuati sa clatiti. P501
Eliminati continutul/recipientul in conformitate cu reglementarile locale/
regionale/nationale/internationale.

490501 SurePath with ProEx C Immunocytochemical Test Kit

Pericol

H341 Susceptibil de a provoca anomalii genetice. H350 Poate
provoca cancer.

P281 Utilizati echipamentul de protectie individuala conform cerintelor.
P308+P313 IN CAZ DE expunere sau de posibild expunere: consultati
medicul. P405 A se depozita sub cheie. P501 Eliminati continutul/
recipientul in conformitate cu reglementarile locale/regionale/
nationale/internationale.

PRECAUTII

1. Tn scopul diagnosticului in vitro.

2. Lamelele SurePath preparate trebuie asezate in tamponul de
pretratare imediat dupa preparare. Lamelele trebuie sa ramana in
tamponul de pretratare timp de cel putin 1 ora, insa nu mai mult de
72 de ore, Tnaintea imunocitochimiei.

3. Pe parcursul procedurii, nu lasati lamelele sa se usuce in niciun
moment. Lamelele care au fost Iasate sa se usuce pe parcursul
procedurii pot intensifica fundalul.

4. Esantioanele si toate materialele expuse la esantioane trebuie
tratate ca si cum ar fi posibil sa transmita infectii si trebuie eliminate
ludnd masuri de precautie corespunzatoare. Nu pipetati niciodata
reactivii cu gura si evitati contactul reactivilor si esantioanelor
cu pielea si mucoasele. Daca reactivii intra in contact cu zone
sensibile, spalati cu apa din abundenta.

5. Reduceti la minim contaminarea microbiana a reactivilor, pentru a
evita colorarea nespecifica.

6. Orice alte durate de incubare, temperaturi sau metode decat cele
specificate pot conduce la rezultate eronate.

7. Reactivii au fost diluati deja pentru performante optime. O diluare
suplimentara poate conduce la pierderea coloratiei antigenelor.

8. Componentele kitului sunt specifice lotului. Nu inlocuiti
componentele kitului cu componente dintr-un alt lot de fabricatie.
Numarul lotului apare pe etichetele ambalajelor.

9. Nu utilizati SurePath with ProEx C Test kit dupa data de expirare
stampilata pe ambalaj. Daca reactivii se pastreaza in alte conditji
decat cele specificate in prospect, utilizatorul trebuie sa valideze
conditiile respective.

2 Romana

10.Nu exista semne evidente care sa indice degradarea produsului.
De aceea, odata cu esantioanele de la pacient trebuie sa se
ruleze controlul pozitiv si cel negativ. Daca se observa o colorare
neasteptata, care nu poate fi explicata prin variatiile de procedura
de la laborator, sau daca suspectati ca exista o problema la
SurePath with ProEx C Test kit, contactati asistenta tehnica BD.

11. Purtati echipamente de protectie individuala adecvate, pentru a
evita contactul reactivului cu ochii si pielea. Consultati fisa tehnica
de securitate a materialului (FTSM) pentru mai multe informatii.

12.SurePath with ProEx C Test este conceput pentru a fi utilizat pe
esantioane citologice de celule de col uterin, recoltate in SurePath
Preservative Fluid. Nu a fost evaluata compatibilitatea cu alte
preparate conventionale si preparate monostrat decat SurePath.

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

Pregatirea esantioanelor

Consultati manualul de utilizare al BD PrepStain Slide Processor
(Procesorul de lamele BD PrepStain), pentru instructiuni privind
pregatirea lamelelor din esantioane citologice reziduale de celule de
col uterin SurePath.

Adaugati 8 mL de SurePath Preservative Fluid la esantionul rezidual
din fiola SurePath (aprox. 2 mL). Esantionul diluat se proceseaza

cu instrumentul BD PrepMate, utilizand tehnica standard, si cu
instrumentul BD PrepStain.

Lamelele SurePath preparate se asaza in BD SureDetect Slide
Preparation Buffer 10X imediat dupa preparare (consultati prospectul
produsului BD SureDetect Slide Preparation Buffer pentru instructiuni
privind prepararea unei solutji de lucru pentru lamele). Lamelele
trebuie sa ramana in solutia tampon timp de cel putin 1 ora, insa nu
mai mult de 72 de ore, Tnaintea imunocitochimiei.

Trebuie sa se utilizeze o procedura de recuperare a epitopului, pentru
ca performanta kitului sa fie optima. Aceasta procedura implica
imbibarea lamelelor preparate in solutie de lucru de BD SureDetect
Slide Preparation Buffer, timp de cel putin 1 ora, la temperatura
camerei, urmata de incalzirea lamelelor in solutia tampon de
pretratare la 95 °C. Lamelele se pastreaza la 95 °C timp de 15 minute
si apoi sunt Iasate sa se raceasca la temperatura camerei, timp
de 20 minute. Se recomanda sa se utilizeze o baie de apa sau o
autoclava capabila sa mentina temperatura necesara. Laboratoarele
situate la altitudini mai mari trebuie sa stabileasca metoda optima
de mentinere a temperaturii necesare. Procedura de colorare se
initiaza imediat dupa recuperarea epitopului si racire. Deviatiile de la
procedura descrisa pot sa afecteze advers rezultatele.
Pregatirea reactivilor
Pregatiti urmatorii reactivi inaintea colorarii.
* Solutie salina tamponata Tris cu 0,05% Tween 20 (TBST)

— Pregatiti TBS conform specificatiilor producatorului.

— Daca nu este deja prezent in TBS, adaugati Tween 20 pana la
concentratia finala de 0,05%.

* Solutie substrat pentru cromogen (DAB) (volum suficient pentru
5 lamele)

— Transferati 1 mL de tampon substrat DAB (fiola 4a) intr-o
eprubeta de testare.

— Adaugati o picatura (20-30 uL) de cromogen DAB (fiola 4b).
Amestecati riguros si aplicati pe lamele cu o pipeta.

— Pregatiti solutie substrat pentru cromogen proaspata in fiecare zi.

— Calitatea colorarii nu este afectata de precipitatele care se pot
dezvolta in aceasta solutie.

PROTOCOLUL DE COLORARE
(EFECTUAT LA TEMPERATURA CAMEREI, 20-25 °C)

Note procedurale privind colorarea

« Cititi cu atentie toate aceste instructiuni si familiarizati-va cu toate
componentele, inainte de utilizare (consultati sectiunea Precautii).

» Tofti reactivii trebuie echilibrati la temperatura camerei (20-25 °C)
naintea imunocolorarii.

779-05848-10(09) 2015-07



» Toate incubarile trebuie realizate la temperatura camerei, daca nu
exista alte specificatii.

» Pe parcursul procedurii de colorare, nu lasati lamelele sa se
usuce. Preparatele celulare uscate pot prezenta niveluri crescute
de colorare nespecifica. Protejati lamelele de curentii de aer.

In cazul incubarilor indelungate, lamelele trebuie agezate intr-o
camera umeda.

Recuperarea epitopului

» Asezati lamelele preparate intr-un vas de colorare tip Coplin,
continand solutie de lucru de BD SureDetect Slide Preparation
Buffer, timp de cel putin 1 ora si cel mult 72 de ore.

* Incubati intr-o baie de apa sau o autoclava, timp de 15 minute,
la 95 °C.

+ Indepartati intregul vas de colorare tip Coplin, cu tot cu lamelele,
din baia de apa sau autoclava si lasati lamelele sa se raceasca in
solutia tampon, timp de 20 minute.

+ Clatiti lamelele cu H,O deionizata si transferati-le intr-un vas de
colorare tip Coplin curat, in care se afla TBST.

Blocarea reactivilor

+ Indepartati solutia tampon in exces prin tamponare.

+ Incércati lamelele intr-o camera umeda pregatita (umpluta cu
servetele din hartie sau tifon umezite cu apa).

* Aplicati 200 pL de solutie de blocare cu peroxidaza (fiola 1a),
acoperind zona de depunere a celulelor.

* Incubati 5 minute (1 minut).

« Clatiti lamelele in TBST, in 3 schimburi de cate 2 minute fiecare.
Solutia de blocare proteica

+ Indepartati solutia tampon in exces prin tamponare.

+ Incércati lamelele in camera umedé pregétitd (umplutéd cu servetele
din hartie sau tifon umezite cu apa).

» Aplicati 200 pL de solutie de blocare proteica (fiola 1b), acoperind
complet zona de depunere a celulelor.

* Incubati 5 minute (+1 minut).
« NU CLATITI.

Cocktailul de anticorpi principal
« Indepartati solutia de blocare proteica in exces prin tamponare.

+ Incércati lamelele in camera umedé pregétitd (umpluté cu servetele
din hartie sau tifon umezite cu apa).

» Aplicati 200 pL din cocktailul de anticorpi ProEx C (fiola 2),
acoperind complet zona de depunere a celulelor.

* Incubati 30 minute la temperatura camerei.

+ Clatiti individual cu TBST fiecare lamela, utilizand o sticla de
spalare (ng concentrati jetul direct pe zona de depunere a
celulelor). Incarcati lamelele intr-un stativ pentru lamele.

« Clatiti lamelele in TBST, in 3 schimburi de cate 2 minute fiecare.

Substantele chimice de detectie
+ Indepartati solutia tampon in exces prin tamponare.

+ Incércati lamelele in camera umedé pregétitd (umplutéd cu servetele
din hartie sau tifon umezite cu apa).

» Aplicati 200 pL de reactiv sonda soarece (fiola 3a), acoperind
complet zona de depunere a celulelor.

* Incubati 20 minute (x1 minut).
+ Clatiti lamelele in TBST, in 3 schimburi de cate 2 minute fiecare.
+ Indepartati solutia tampon in exces prin tamponare.

+ Incércati lamelele in camera umedé pregétitd (umpluté cu servetele
din hartie sau tifon umezite cu apa).

* Aplicati 200 uL de reactiv polimeric (fiola 3b), acoperind complet
zona de depunere a celulelor.

* Incubati timp de 20 minute (1 minut).

« Clatiti lamelele in baie de TBST, in 3 schimburi de cate
2 minute fiecare.

+ Indepartati solutia tampon in exces prin tamponare.
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« Incércati lamelele in camera umedé pregatita (umplutd cu servetele
din hartie sau tifon umezite cu apa).

» Aplicati 200 pL de solutie substrat pentru cromogen (DAB),
acoperind complet zona de depunere a celulelor.

* Incubati timp de 5 minute (1 minut).
« Clatiti lamelele timp de 5 minute in H,O deionizata.

Contracolorarea
» Clatiti lamelele in TBST, in 1 schimb a 2 minute.

+ Incércati lamelele in camera umedé pregatitad (umplutd cu servetele
din hartie sau tifon umezite cu apa).

« Aplicati 200 pL de hematoxilina de contracolorare (fiola 5),
acoperind complet zona de depunere a celulelor.

* Incubatj timp de 1 minut (+10 secunde).

» Clatiti lamelele timp de 3 minute sub jet de H,0.

+ Incércati lamelele in camera umedé pregatita (umplutd cu servetele
din hartie sau tifon umezite cu apa).

« Albastriti lamelele, aplicand 200 pL de agent de albastrire (fiola 6)
timp de 1 minut (10 secunde).

» Repetati clatirea sub jet de apa timp de 1 minut.
Montare

» Scufundati lamelele in etanol 95% timp de 1 minut sau efectuati
25 de scufundari.

« Scufundati lamelele in alcool absolut, in 4 schimburi de cate 1
minut fiecare, sau efectuati 25 de scufundari.

« Clatiti cu xlien in 3 schimburi de cate 1 minut fiecare, sau efectuati
25 de scufundari.

* Acoperiti lamelele cu mediu de montare neapos, permanent,
utilizand lamele de acoperire din sticla.

DEPOZITARE

Durata maxima de depozitare a SurePath with ProEx C
Immunocytochemical Test Kit (reactivi cu anticorpi si de detectie) este
de 12 luni de la data de fabricatie, la 2-8 °C.

Durata maxima de depozitare a SurePath with ProEx C
Immunocytochemical Test Counterstains (hematoxilina si reactiv de
albastrire) este de 12 luni de la data de fabricatie, la 15-30 °C.

Odata deschisi, reactivii raman stabili timp de treizeci (30) de zile,
daca se pastreaza la temperaturile recomandate. Nu utilizati reactivii
dupa data de expirare imprimata pe eticheta.

CONTROL DE CALITATE

Variabilitatea rezultatelor deriva adesea din diferentele de manipulare
a esantioanelor, care nu corespund procedurilor de testare
recomandate. Consultati indrumarile de control de calitate propuse
de Clinical and Laboratory Standards Institute, Quality Assurance for
Immunocytochemistry (Asigurarea calitatii in imunocitochimie), pentru
informatii suplimentare.

BD SureDetect SiHa Cell Control este un control pozitiv oferit de
BD Diagnostics. Fiecare fiola contine o linie celulara de cancer

de col uterin, procesata intr-o maniera similara cu esantioanele
clinice. Pentru control negativ se poate utiliza un control negativ
universal IgG de soarece. La fiecare procedura de colorare trebuie
sa se includa o lamela de control pozitiv si una de control negativ.
Rezultatele colorarii se utilizeaza ca indicatie a valabilitatii procedurii
de colorare respective.

INTERPRETAREA COLORARII

Esantioanele de la pacient si cele de control: Lamelele colorate
trebuie evaluate de un citotehnician sau un patolog, cu ajutorul unui
microscop cu lumina. Celulele pot fi analizate manual, sau pot fi
salvate intr-o galerie de imagini electronice obtinute cu microscopul
cu lumina.

779-05848-10(09) 2015-07



Lamelele de control: Lamelele de control pozitiv si negativ trebuie
examinate Tnaintea analizarii esantioanelor de la pacient, pentru a
garanta ca toti reactivii au functionat corespunzator. Prezenta unui
produs de reactie brun (tetraclorhidrat de 3,3'-diaminobenzidina, DAB)
n nucleele de pe lamela de control SiHa Cell Control colorata cu
SurePath with ProEx C Test dovedeste reactivitatea pozitiva. Lamela
de control negativ universal IgG soarece colorata cu SurePath with
ProEx C Test nu trebuie sa prezinte nuclee colorate in brun si trebuie
sa prezinte coloratie numai de la contracolorarea cu hematoxilina.

Evaluarea lamelelor este un proces in 4 pasi.

Pasul 1: Este esantionul adecvat?

Sistemul de raportare a citologiei colului uterin Bethesda (TBS), editia
a 2-a, precizeaza: ,An adequate liquid-based preparation should
have an estimated minimum of at least 5000 well-visualized/well-
preserved squamous cells.” (Un preparat cu baza lichida adecvat
trebuie sa contina un numar minim estimat de cel putin 5.000 de
celule scuamoase usor de vizualizat/bine conservate.) Acelasi criteriu
este valabil si pentru lamelele SurePath with ProEx C. Totusi, la fel
ca n cazul frotiurilor Papanicolau de rutina, orice esantion cu celule
anormale, care prezinta o reactie moleculara pozitiva, se considera,
prin definitie, satisfacator pentru evaluare. Daca raspunsul la acest
pas este ,da”, treceti la pasul urmator; daca raspunsul este ,nu”,
rezultatul este nesatisfacator pentru evaluare.

Pasul 2: Exista o coloratie nucleara bruna de nivel moderat pana
la intens in celulele epiteliale?

Pentru a raspunde ,da” la acest pas, cautati coloratji brune usor de
vizualizat. Daca se observa o coloratie slaba sau o ,tenta” de brun,
acest lucru nu este suficient pentru a garanta o interpretare pozitiva.
Daca nu se observa nicio coloratie nucleara bruna, rezultatul se
raporteaza ca negativ. Daca se observa o coloratie bruna adecvata,
continuati cu pasul urmator.

Pasul 3: Este celula cu coloratie nucleara bruna o celula
scuamoasa sau o celula glandulara?

Daca raspunsul este da, continuati cu pasul urmator. Daca raspunsul
este nu, rezultatul la test este negativ.

Pasul 4: Este celula 2 ASC (celula scuamoasa atipica) sau AGC
(celula glandulara atipica)?

Utilizati aceleasi criterii morfologice prezentate in Sistemul de
raportare a citologiei colului uterin Bethesda (TBS), editia a 2-a,
pentru a stabili daca celula scuamoasa ce contine nucleul brun este
> ASC (celuld scuamoas atipicd). In cazul in care celula se considerd
2ASC (sau 2AGC), rezultatul la test este pozitiv. Sunt incluse
ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL si cancerul. n cazul in care celula are
aspect glandular, sunt valabile criteriile TBS pentru stabilirea daca
o celula este 2 AGC (celula glandulara atipica). Sunt incluse AGC
endocervicale, AGC endometriale, AIS si adenocarcinomul. In cazul
n care celula respectiva indeplineste criteriile NILM (negativ pentru
leziuni intraepiteliale sau maligne), rezultatul la test este negativ.
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vitro diagnostiek / In vitro diagnostisk medisinsk utstyr / Urzadzenie medyczne
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