% BD REAGENSER SOM TILLHANDAHALLS

. Féljande material ingar och racker till 75 tunnskiktspreparat:

SurePath with ProEx C : 9 prep

Immunocytochemical Test Kit Rér nr | Beskrivning xr

Peroxidasblock: Buffrad vateperoxid plus o
S o
stabiliseringsmedel och egna komponenter
490501 SurePath with PrQEx c . W 75 Proteinblock: Renat kasein plus egen kombination av
Immunocytochemical Test Kit 1b proteiner i modifierat PBS med konserveringsmedel 2-8°C
SurePath with ProEx C och ytaktivt amne
75
490500 Immunocytochemical Test Counterstains W Ak-cocktail: Monoklonal antikroppscocktail som
P levereras i en Tris-buffrad 16sning med Tween 20, klar 2_8°C
AVSEDD ANVANDNING att anvéndas. Innehéller stabiliserande proteiner och
timikrobiellt .
SurePath with ProEx C Immunocytochemical Test (SurePath med amimieo 'e_ reag.ens - .
ProEx C immunocytokemiskt test) &r avsett for kvalitativ utvardering 3a__ | Musprob: Binder till musmonoklonala antikroppar 2-8°C
av avvikande S-fasinduktion i cervixprover som samlats in i SurePath 3b Polymerreagens: Polymer konjugerat med 2-8°C
Preservative Fluid (konserveringsvatska). Testresultaten ger ytterligare pepparrotsperoxidas som binder till musprobreagens
information for cervikal cytologisk diagnos. 4 DAB-substratbuffert: Substratbuffert som anvénds vid | 8°C
. a preparation av DAB-kromogen. B
SAMMANFATTNING OCH FORKLARING — — —

i . K - X 4b DAB: 3,3’-diaminobezidinkromogenldsning 2-8°C
MCM-proteiner (minichromosome maintenance) spelar en viktig roll vid - - -
eukaryotisk DNA-replikation. Var och en av MCM-proteinerna har 5 | Hematoxylin: Vattenbaserad Mayers hematoxylin 15-30°C
DNA-beroende ATPase-motiv i sin mycket konserverade centrala 6 Blaférgningsmedel: Tris-buffrad koksaltlésning med 1530 °C
domén. Nivaerna av MCM-proteiner 6kar i allménhet pa ett varierat satt Tween 20 och 0,09 % NaNg
eftersom normala celler utvecklas fran GO- till G1/S-fasen i cellcykeln. .

Topoisomeras |l alfa (TOP2A) ar ett viktigt kdrnenzym som deltar i MATERIAL OCH REAGENSER SOM KRAVS MEN SOM
DNA-replikationen och &r ett mal fér manga lakemedel mot cancer INTE MEDFOLJER
som anvands vid cancerbehandling. Ett minskat uttryck av TOP2A ar » Absorberande servetter
en framtradande férsvarsmekanism mot flera kemoterapeutiska medel. « BD SureDetect SiHa Cell Line (SiHa-cellinje)
En betydande variation inom uttrycksintervallet av detta protein har . Avjoniserat (DI) eller destillerat vatten
noterats i manga olika tumorer. TOP2A ar framtradande vid celldelning ) o o
och &ndras | M-fasen genom fosforylering pa specifika platser, viketar ~ * Etanol (95 % och 100 %)
avgérande fér mitotisk kromosomkondensation och -segregation. * Tackglas av glas
ProEx C Antibody Cocktail (antikroppscocktail) innehaller * Handskar
musmonoklonalt anti-MCM2 och anti-TOP2A som renats fran « Fuktkammare
yévna:jskultursgpernqtgnt och spatts med buffr.ad koll(saltlt')sning som « Ljusmikroskop (10x-, 20x- [tillval], 40x-objektiv)
innehaller proteinstabilisatorer och 0,09 % natriumazid. .
* Monteringsmedel
PRINCIPER FOR METODEN + Pipetter och pipettspetsar (som rymmer volymer pa 20 uL, 200 uL
SurePath with ProEx C Immunocytochemical Test Kit (SurePath och 1000 pL)
med ProEx C immunocytokemiskt testkit) innehaller en « BD SureDetect Slide Preparation Buffer (buffert for
antikroppscocktail, detekterings- och kontrollfargningsreagenser objektglasberedning) 10X (férprepareringsbuffert)
som behdvs for att genomfoéra en automatisk eller manuell «  Fargningsbehallare eller bad

immunocytokemisk fargningsprocedur i tre steg av rutinmassigt

preparerade cervikala prover i tunna skikt. Efter inkubationen av * Timer (som Klarar intervaller pa 1-60 minuter)

provet med en egen musantikroppscocktail visualiseras selektiv +  Tris-buffrat koksalt (TBS)

monoklonal antikroppsbindning, som indikerar ett positivt test, *  Tween 20

med hjalp av ett unikt, enzymlénkat antikroppskromogensystem « Universell IgG-negativ kontroll fran mus
som ar fardigt att anvandas. Enzymreagenset ar ett sekundart «  Vortexblandare

anti-muspepparrotsperoxidaskonjugat fran get som &r lankat till en
dextranpolymerstomme. Tillsats av en specifik kromogen resulterar
i bildning av en synlig kromogen produkt som &r lokaliserad till * Angkokare/vattenbad
bindningsstallena for antigener-antikroppar. Provet kontrollfargas

darefter med hematoxylin, ett blafargningsmedel appliceras och

objektglaset forses med ett tackglas. Resultaten tolkas med hjalp av

ett ljusmikroskop. Ett positivt resultat, som indikerar héggradig cervikal

sjukdom, erhalls nar kérnorna i de undersokta cellerna fargas bruna.

Ett referensgalleri med potentiellt positiva objektglas kan skapas

med hjalp av automatisk avbildningsutrustning. Galleriet kan darefter

granskas for att faststélla ett positivt eller negativt resultat.

SurePath med ProEx C immunocytokemiskt test kan anvandas for

bade manuell och automatisk fargning.

Xylen eller xylenersattningar
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VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSBEAKTANDEN
490500 SurePath with ProEx C Immunocytochemical Counterstains

Varning

H302 Skadligt vid fortaring. H315 Irriterar huden. H319 Orsakar
allvarlig égonirritation.

P264 Tvatta grundligt efter anvandning. P280 Anvand
skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd.

P301+P312 “VID FORTARING: Vid obehag, kontakta
GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller l1akare.” P302+P352 VID
HUDKONTAKT: Tvatta med mycket tval och vatten. P305+P351+P338
VID KONTAKT MED OGONEN: Skdlj forsiktigt med vatten i flera
minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det gar latt. Fortsatt att
skolja. P501 Innehallet/behallaren ska kasseras i enlighet med lokala/
regionala/nationella/internationella bestammelser.

490501 SurePath with ProEx C Immunocytochemical Test Kit
Fara

H341 Misstanks kunna orsaka genetiska defekter. H350 Kan
orsaka cancer.

P281 Anvand foreskriven personlig skyddsutrustning. P308+P313
Vid exponering eller misstanke om exponering Sok lakarhjalp. P405
Forvaras inlast. P501 Innehallet/behallaren ska kasseras i enlighet
med lokala/regionala/nationella/internationella bestammelser.

FORSIKTIGHETSBEAKTANDEN
1. Avsedd for in vitro-diagnostik.

2. Preparerade SurePath-objektglas maste placeras i
férbehandlingsbufferten direkt nar de preparerats. Objektglasen
maste vara kvar i forbehandlingsbufferten i minst 1 timme men inte
langre an 72 timmar fére immunocytokemianalys.

3. Latinte objektglasen torka nagon gang under proceduren.
Objektglas som har torkat ut under proceduren kan leda till
Okad bakgrundsinfargning.

4. Proverna och alla material som exponeras for proverna ska
hanteras som om de kan overféra infektion och kasseras
med tillampliga forsiktighetsatgarder. Pipettera aldrig
reagenser med munnen och undvik kontakt med hud och
slemhinnor. Tvatta med rikligt med vatten om reagenserna kommer
i kontakt med kéansliga omraden.

5. Minimera den mikrobiella kontaminationen av reagenser for att
undvika ej specifik fargning.

6. Andra inkubationstider, temperaturer eller metoder &n vad som
anges kan ge felaktiga resultat.

7. Reagenserna har spatts for optimal prestanda. Ytterligare spadning
kan resultera i utebliven antigenfargning.

8. Kitets komponenter ar lotspecifika. Byt inte ut kitkomponenter
mot komponenter med andra lotnummer. Lotnumren sitter pa
forpackningens etiketter.

9. Anvand inte SurePath med ProEx C-testkit efter det utgangsdatum
som ar stamplat pa forpackningen. Anvandaren maste validera
tillstdndet om reagensen forvaras under andra forvaringsvillkor an
de som anges pa bipacksedeln.

10.Det finns inga tydliga tecken som anger att denna produkt har
forsamrats. Darfor bor positiva och negativa kontroller kéras
samtidigt med patientproverna. Kontakta BD:s tekniska support
om ovantad fargning iakttas som inte kan forklaras med variationer
i laboratorieprocedurerna, eller om ett problem med SurePath med
ProEx C-testkitet misstanks.
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11. Anvand lamplig personlig skyddsutrustning for att undvika
att reagenset kommer i kontakt med égonen eller huden. Se
databladet for materialsékerhet for ytterligare information.

12.SurePath med ProEx C-testet ar avsett for anvandning
med cervikala cytologiprover som samlats i SurePath
konserveringsvatska. Kompatibilitet med andra konventionella
preparat och enkelskiktspreparat &n SurePath har inte utvarderats.

BRUKSANVISNING

Provberedning

| anvandarhandboken fér BD PrepStain Slide Processor
(objektglasinstrument) finns instruktioner for preparering av objektglas
fran SurePath cervikala cytologirestprover.

Tillsatt 8 mL SurePath konserveringsvatska till restprovet i
SurePath-roret (cirka 2 mL). Det spadda provet ska bearbetas pa
BD PrepMate-instrumentet med hjalp av standardteknik och pa
BD PrepStain-instrumentet.

Preparerade SurePath-objektglas maste placeras i BD SureDetect
buffert for objektglaspreparering 10X sa snart som de preparerats
(anvisningar for preparering av en arbetsldsning for objektglas finns
i bipacksedeln for BD SureDetect buffert for objektglaspreparering).
Objektglasen maste vara kvar i bufferten i minst 1 timme men inte
langre an 72 timmar fére immunocytokemianalys.

En epitopatervinningsprocedur maste anvandas for optimal
prestanda for kitet. Denna procedur innefattar blétlaggning av
preparerade objektglas i en arbetslosning med BD SureDetect
buffert for objektglaspreparering i minst 1 timme i rumstemperatur
foljt av uppvarmning av objektglasen i férbehandlingsbufferten
till 95 °C. Objektglasen halls vid 95 °C i 15 minuter och far
svalna i rumstemperatur i 20 minuter. Anvandning av ett kalibrerat
vattenbad eller angkokare som klarar att bibehalla den 6nskade
temperaturen rekommenderas. Laboratorier som ar placerade pa
hogre hojder bor faststalla basta metod for att bibehalla 6nskad
temperatur. Fargningsproceduren ska initieras omedelbart efter
epitopatervinningen och avsvalningen. Avvikelser fran den atergivna
proceduren kan paverka resultaten negativt.

Reagensberedning

Preparera féljande reagenser fore fargning.

» Tris-buffrad koksaltlésning, med 0,05 % Tween 20 (TBST)
— Preparera TBS enligt tillverkarens specifikationer.

— Tillsatt Tween 20 till en slutgiltig koncentration pa 0,05 %, om
det inte redan finns i TBS.

» Substrat-kromogen I6sning (DAB) (volymen racker till 5 objektglas)
— Overfér 1 mL DAB substratbuffert (ror 4a) till ett provrér.

— Tillsatt en droppe (20-30 puL) DAB-kromogen (rér 4b). Blanda
noggrant och applicera pa objektglasen med en pipett.

— Preparera farsk substrat-kromogenldsning varje dag.

— Fargningens kvalitet paverkas inte av utfallningar som kan
bildas i I6sningen.

FARGNINGSPROTOKOLL

(GENOMFORS | RUMSTEMPERATUR, 20-25 °C)

Anmaérkningar om fargningsprocedurer

» Las alla dessa anvisningar noga och bekanta dig med alla
komponenter fore anvandning (se Forsiktighetsatgarder).

» Alla reagenser ska ekvilibreras till rumstemperatur (20-25 °C)
fore immunfargning.

» Alla inkubationer ska genomfdras i rumstemperatur om inget
annat anges.

» Lat inte objektglasen torka ndgon gang under fargningsproceduren.
Torkade cellprepareringar kan uppvisa 6kad ospecificerad fargning.
Skydda objektglasen mot drag. Objektglasen ska placeras i en
fuktkammare vid langre inkubationer.
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Epitopatervinning

» Placera de preparerade objektglasen i ett Coplin-karl som
innehaller en arbetslosning av BD SureDetect buffert for
objektglaspreparering i minst 1 timme upp till maximalt 72 timmar.

» Inkubera i vattenbad eller angkokare i 15 minuter vid 95 °C.

» Avlagsna hela Coplin-karlet med objektglas fran vattenbadet eller
angkokaren och lat objektglasen svalna i bufferten i 20 minuter.

» Skolj objektglasen med avjoniserat H,O och &verfor till ett rent
Coplin-karl som innehaller TBST.

Blockerande reagens

» Knacka bort all kvarvarande buffert.

» Ladda objektglasen i en beredd fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

» Applicera 200 pL peroxidasblockeringsreagens (ror 1a) sa att det
tacker cellavlagringsytan.

* Inkubera i 5 minuter (1 minut).
» Skolj objektglasen i TBST, 3 byten, 2 minuter vardera.

Proteinblock
» Knacka bort all kvarvarande buffert.

+ Ladda objektglasen i en beredd fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

» Applicera 200 pL proteinblock (rér 1b) sa att det tacker
cellavlagringsytan helt.

* Inkubera i 5 minuter (£1 minut).
+ SKOLJ INTE.

Primar antikroppscocktail
» Knacka bort all kvarvarande proteinblock.

» Ladda objektglasen i en beredd fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

» Applicera 200 yL ProEx C Ak-cocktail (ror 2) sa att det
tacker cellavlagringsytan helt.

* Inkubera 30 minuter vid rumstemperatur.

» Skolj varje objektglas individuellt med TBST genom att anvanda en
diskborste (rikta inte flodet direkt mot cellavlagringsytan). Ladda
objektglasen i ett objektglasstall.

» Skolj objektglasen i TBST, 3 byten, 2 minuter vardera.

Detekteringskemi
» Knacka bort all kvarvarande buffert.

+ Ladda objektglasen i en beredd fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

» Applicera 200 yL musprobreagens (ror 3a) sa att det téacker
cellavlagringsytan helt.

* Inkubera i 20 minuter (1 minut).
» Skolj objektglasen i TBST, 3 byten, 2 minuter vardera.
» Knacka bort all kvarvarande buffert.

» Ladda objektglasen i en beredd fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

» Applicera 200 pL polymerreagens (ror 3b) sa att det tacker
cellavlagringsytan.

* Inkubera i 20 minuter (1 minut).
» Skolj objektglasen i TBST-badet, 3 byten, 2 minuter vardera.
» Knacka bort all kvarvarande buffert.

» Ladda objektglasen i en beredd fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

» Applicera 200 pL substrat-kromogen I6sning (DAB) sa att det
tacker cellavlagringsytan helt.

* Inkuberai 5 minuter (1 minut).
» Skolj objektglasen i 5 minuter i avjoniserat H,0.
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Kontrollfarg

» Skolj objektglasen i TBST, 1 byte i 2 minuter.

» Ladda objektglasen i en beredd fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

* Applicera 200 pL hematoxylin kontrolifarg (rér 5) sa att det tacker
cellavlagringsytan helt.

* Inkuberai 1 minut (+10 sekunder).
« Skolj objektglasen i 3 minuter i rinnande H,O0.

» Ladda objektglasen i en beredd fuktkammare (fylld med
pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).

» Blafarga objektglasen genom att applicera 200 pL
blafargningsmedel (rér 6) i 1 minut (+10 sekunder).

* Upprepa skdljningen i rinnande vatten i 1 minut.

Montering
» Sank ned objektglasen i 95 % etanol, 1 minut eller 25 doppningar.

« Sank ned objektglasen i absolut alkohol, 4 byten, 1 minut vardera
eller 25 doppningar.

* Klargdér med xylen, 3 byten, 1 minut vardera eller 25 doppningar.

» Tack objektglasen med permanent ej vattenldsligt monteringsmedel
med hjalp av tackglas av glas.

FORVARING

Forvaringsforhallandena for SurePath med ProEx C
immunocytokemiskt testkit (antikropps- och detektionsreagenser) ar
hogst 12 manader fran tillverkningsdatum i 2-8 °C.

Forvaringsforhallandena for SurePath med ProEx C
immunocytokemiskt testkontrollfarger (hematoxylin och
blafargningsreagens) ar hogst 12 manader fran tillverkningsdatum i
15-30 °C.

Nar reagenserna 6ppnats ar de stabila i trettio (30) dagar nar de
forvarats vid de rekommenderade temperaturerna. Anvand inte
reagenser efter det utgangsdatum som ar tryckt pa etiketten.

KVALITETSKONTROLL

Variabilitet i resultaten harleds ofta fran skillnader i provhantering
som avviker fran rekommenderade testforfaranden. Ytterligare
information finns i de féreslagna riktlinjerna for kvalitetskontroll fran
Clinical and Laboratory Standards Institute, Quality Assurance for
Immunocytochemistry.

BD SureDetect SiHa Cell Control (Kontroll av SiHa-cell) finns som en
positiv kontroll fran BD Diagnostics. Varje ror innehaller en cellinje for
cervixcancer som bearbetas pa ett liknande satt som kliniska prover.
En universell IgG-negativ kontroll frdn mus kan anvandas som negativ
kontroll. Ett positivt och ett negativt kontrollobjektglas ska inga i varje
fargningsprocedur. Fargningsresultaten ska anvands som en indikation
pa validiteten for fargningskorningen.

TOLKNING AV FARGNINGEN

Patient- och kontrollprover: En cytoanalystekniker eller patolog bor
utvardera de fargade objektglasen med ett ljusmikroskop. Cellerna kan
granskas manuellt eller sparas i ett elektroniskt bildgalleri som harletts
fran ett ljusmikroskop.

Kontrollobjektglas: De positiva och negativa kontrollobjektglasen
ska undersotkas fore granskningen av patientproverna for att
sakerstalla att alla reagenser fungerade korrekt. Férekomst av en brun
reaktionsprodukt (3,3’-diaminobenzidintetrahydroklorid, DAB) i kérnan
av objektglaset for kontroll av SiHa-cell som fargats med SurePath
med ProEx C-testet indikerar positiv reaktivitet. Den universella IgG-
negativa muskontrollobjektglaset som fargats med SurePath med
ProEx C-testet ska inte ha nagon brunfargad karna och ska endast ha
fargning fran hematoxylinkontrollfargen.
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Poangbeddémningen av objektglas ar en process i 4 steg.

Steg 1: Ar provet tillrickligt?

The Bethesda System (TBS) for Reporting Cervical Cytology (2nd

Ed.) fastslar att "[e]n tillracklig vatskebaserad beredning ska ha en
uppskattad minsta mangd pa minst 5 000 val visualiserade/val
konserverade skivepitelceller”. Samma kriterier bor galla for SurePath
med ProEx C-objektglas. Men som vid rutinmassig cellpreparering ar
alla prover med onormala celler, som uppvisar en positiv molekylar
reaktion, per definition tillfredsstallande for utvardering. Om svaret

vid detta steg ar "ja” fortsatter du till nasta steg. Om svaret ar "nej” ar
resultatet otillfredsstéllande for utvérdering.

Steg 2: Finns det mattlig till intensiv brun fargning av kadrnan i
epitelcellerna?

For att kunna svara "ja” vid detta steg letar du efter brun fargning

som latt kan visualiseras. Om det bara ar en svag brun mangd eller
antydan, ar detta inte tillrackligt for att garantera ett positivt svar. Om
ingen brun farg syns i kdrnan rapporteras resultatet som negativt. Om
tillrécklig brun fargning visualiseras fortsatter du till nasta steg.

Steg 3: Ar cellen med brun kirnfirgning en skivepitelcell eller en
glandular cell?

Om svaret ar "ja” fortsatter du till nasta steg. Om svaret ar "nej” ar
detta ett negativt testresultat.

Steg 4: Ar cellen 2 ASC (atypisk skivepitelcell) eller AGC
(atypisk glandulércell)?

Anvand samma morfologiska kriterier som anges i The Bethesda
System for Reporting Cervical Cytology (2nd Ed.) for att faststalla om
skivepitelcellen som innehaller den bruna karnan ar = ASC (atypisk
skivepitelcell). Om cellen betraktas som 2ASC (eller 2AGC) ar detta
ett positivt testresultat. Detta innefattar ASC-US, ASC-H, LSIL,
HSIL och cancer. Om cellen ar glandular till utseendet galler TBS-
kriterierna for bestamning av om en cell &r =2 AGC (atypisk glandular
cell). Detta innefattar endocervikal AGC, endometrial AGC, AIS och
adenokarcinom. Om cellen i fraga ar férenlig med NILM (negativ for
intraepitelial lesion eller malignitet) ar detta ett negativt testresultat.
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YYYY-MM-DD / YYYY-MM (MM = end of month)
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JJII-MM-TT / JJJJ-MM (MM = Monatsende)

EEEE-MM-HH / EEEE-MM (MM = TéAog Tou prjva)
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GGGG-MM-DD / GGGG-MM (MM = kraj meseca)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = slutet av manaden)

YYYY-AA-GG / YYYY-AA (AA = ayin sonu)

PPPP-MM-O[ / PPPP-MM (MM = kiHeub MicsaLs)
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