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AvSEdd AnvändnIng
SurePath with ProEx C Immunocytochemical Test (SurePath med 
ProEx C immunocytokemiskt test) är avsett för kvalitativ utvärdering 
av avvikande S-fasinduktion i cervixprover som samlats in i SurePath 
Preservative Fluid (konserveringsvätska). Testresultaten ger ytterligare 
information för cervikal cytologisk diagnos.

SAMMAnFATTnIng OCH FÖRKLARIng
MCM-proteiner (minichromosome maintenance) 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 Antibody Cocktail (antikroppscocktail) innehåller 
musmonoklonalt anti-MCM2 och anti-TOP2A som renats från 
vävnadskultursupernatant och spätts med buffrad koksaltlösning som 
innehåller proteinstabilisatorer och 0,09 % natriumazid. 

PRInCIPER FÖR METOdEn
SurePath with ProEx C Immunocytochemical Test Kit (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 
preparerade cervikala prover i tunna skikt. Efter inkubationen av 
provet med en egen musantikroppscocktail visualiseras selektiv 
monoklonal antikroppsbindning, som indikerar ett positivt test, 
med hjälp av ett unikt, enzymlänkat antikroppskromogensystem 
som är 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 kontrollfärgas 
därefter med hematoxylin, ett blåfärgningsmedel appliceras och 
objektglaset förses med ett täckglas. Resultaten tolkas med hjälp av 
ett ljusmikroskop. Ett positivt resultat, som indikerar höggradig cervikal 
sjukdom, erhålls när kärnorna i de undersökta cellerna färgas bruna. 
Ett referensgalleri med 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 kan användas för 
både manuell och automatisk färgning.

REAgEnSER SOM TILLHAndAHÅLLS
Följande material ingår och räcker till 75 tunnskiktspreparat:

Rör nr Beskrivning

1a Peroxidasblock: Buffrad väteperoxid plus 
stabiliseringsmedel och egna komponenter 2–8 °C

1b
Proteinblock: Renat kasein plus egen kombination av 
proteiner i modifierat PBS med konserveringsmedel 
och ytaktivt ämne

2–8 °C

2

Ak-cocktail: Monoklonal antikroppscocktail som 
levereras i en Tris-buffrad lösning med Tween 20, klar 
att användas. Innehåller stabiliserande proteiner och 
antimikrobiellt reagens.

2–8 °C

3a Musprob: Binder till musmonoklonala antikroppar 2–8 °C

3b Polymerreagens: Polymer konjugerat med 
pepparrotsperoxidas som binder till musprobreagens 2–8 °C

4a dAB-substratbuffert: Substratbuffert som används vid 
preparation av DAB-kromogen. 2–8 °C

4b dAB: 3,3’-diaminobezidinkromogenlösning 2–8 °C

5 Hematoxylin: Vattenbaserad Mayers hematoxylin 15–30 °C

6 Blåfärgningsmedel: Tris-buffrad koksaltlösning med 
Tween 20 och 0,09 % NaN3

15–30 °C

MATERIAL OCH REAgEnSER SOM KRävS MEn SOM 
InTE MEdFÖLJER
•	 Absorberande	servetter
•	 BD	SureDetect SiHa Cell Line (SiHa-cellinje) 
•	 Avjoniserat	(DI)	eller	destillerat	vatten
•	 Etanol	(95	%	och	100	%)
•	 Täckglas	av	glas
•	 Handskar
•	 Fuktkammare
•	 Ljusmikroskop	(10x-,	20x-	[tillval],	40x-objektiv)
•	 Monteringsmedel
•	 Pipetter	och	pipettspetsar	(som	rymmer	volymer	på	20	µL,	200	µL	

och	1	000	µL)
•	 Bd Suredetect Slide Preparation Buffer (buffert för 

objektglasberedning) 10X (förprepareringsbuffert)
•	 Färgningsbehållare	eller	bad
•	 Timer	(som	klarar	intervaller	på	1–60	minuter)
•	 Tris-buffrat	koksalt	(TBS)
•	 Tween	20
•	 Universell	IgG-negativ	kontroll	från	mus
•	 Vortexblandare
•	 Xylen	eller	xylenersättningar
•	 Ångkokare/vattenbad
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vARnIngAR OCH FÖRSIKTIgHETSBEAKTAndEn
490500 SurePath with ProEx C Immunocytochemical Counterstains

varning

H302 Skadligt vid förtäring. H315 Irriterar huden. H319 Orsakar 
allvarlig ögonirritation. 
P264 Tvätta grundligt efter användning. P280 Använd 
skyddshandskar/skyddskläder/ögonskydd/ansiktsskydd. 
P301+P312 “VID FÖRTÄRING: Vid obehag, kontakta 
GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller läkare.” P302+P352 VID 
HUDKONTAKT:	Tvätta	med	mycket	tvål	och	vatten.	P305+P351+P338 
VID KONTAKT MED ÖGONEN: Skölj försiktigt med vatten i flera 
minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det går lätt. Fortsätt att 
skölja. P501 Innehållet/behållaren ska kasseras i enlighet med lokala/
regionala/nationella/internationella bestämmelser.

490501 SurePath with ProEx C Immunocytochemical Test Kit

Fara

H341 Misstänks kunna orsaka genetiska defekter. H350 Kan 
orsaka cancer. 
P281 Använd föreskriven personlig skyddsutrustning. P308+P313 
Vid exponering eller misstanke om exponering Sök läkarhjälp. P405 
Förvaras inlåst. P501 Innehållet/behållaren ska kasseras i enlighet 
med lokala/regionala/nationella/internationella bestämmelser.

FÖRSIKTIgHETSBEAKTAndEn
1. Avsedd för in vitro-diagnostik.
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.

3. Låt inte objektglasen torka någon gång under proceduren. 
Objektglas som har torkat ut under proceduren kan leda till 
ökad bakgrundsinfärgning.

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

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

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

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

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

9. 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 bipacksedeln.

10. Det finns inga tydliga tecken som anger att denna produkt har 
försämrats. Därför bör positiva och negativa kontroller köras 
samtidigt med patientproverna. Kontakta BD:s tekniska support 
om oväntad färgning iakttas som inte kan förklaras med variationer 
i laboratorieprocedurerna, eller om ett problem med SurePath med 
ProEx C-testkitet misstänks.

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

12. SurePath med ProEx C-testet är avsett för användning 
med cervikala cytologiprover som samlats i SurePath 
konserveringsvätska. Kompatibilitet med andra konventionella 
preparat och enkelskiktspreparat än SurePath har inte utvärderats.

BRUKSAnvISnIng
Provberedning
I användarhandboken för Bd PrepStain Slide Processor 
(objektglasinstrument) finns instruktioner för preparering av objektglas 
från SurePath cervikala cytologirestprover.
Tillsätt 8 mL SurePath konserveringsvätska till restprovet i 
SurePath-röret (cirka 2 mL). Det spädda provet ska bearbetas på 
Bd PrepMate-instrumentet med hjälp av standardteknik och på 
Bd PrepStain-instrumentet.
Preparerade SurePath-objektglas måste placeras i Bd Suredetect 
buffert för objektglaspreparering 10X så snart som de preparerats 
(anvisningar för preparering av en arbetslösning för objektglas finns 
i bipacksedeln för Bd Suredetect buffert för objektglaspreparering). 
Objektglasen måste vara kvar i bufferten i minst 1 timme men inte 
längre än 72 timmar före immunocytokemianalys.
En epitopåtervinningsprocedur måste användas för optimal 
prestanda för kitet. Denna procedur innefattar blötläggning av 
preparerade objektglas i en arbetslösning med Bd Suredetect 
buffert för objektglaspreparering i minst 1 timme i rumstemperatur 
följt av uppvärmning av objektglasen i förbehandlingsbufferten 
till 95 °C. Objektglasen hålls vid 95 °C i 15 minuter och får 
svalna i 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 avsvalningen. Avvikelser från den återgivna 
proceduren kan påverka resultaten negativt.

Reagensberedning
Preparera följande reagenser före färgning.
•	 Tris-buffrad	koksaltlösning,	med	0,05	%	Tween	20	(TBST)

– Preparera TBS enligt tillverkarens specifikationer.
– Tillsätt Tween 20 till en slutgiltig koncentration på 0,05 %, om 

det inte redan finns i TBS.
•	 Substrat-kromogen	lösning	(DAB)	(volymen	räcker	till	5	objektglas)

– Överför 1 mL DAB substratbuffert (rör 4a) till ett provrör.
–	 Tillsätt	en	droppe	(20–30	µL)	DAB-kromogen	(rör	4b).	Blanda	

noggrant och applicera på objektglasen med en pipett.
– Preparera färsk substrat-kromogenlösning varje dag.
– Färgningens kvalitet påverkas inte av utfällningar som kan 

bildas i lösningen.

FäRgnIngSPROTOKOLL  
(gEnOMFÖRS I RUMSTEMPERATUR, 20–25 °C)
Anmärkningar om färgningsprocedurer
•	 Läs	alla	dessa	anvisningar	noga	och	bekanta	dig	med	alla	

komponenter före användning (se Försiktighetsåtgärder).
•	 Alla	reagenser	ska	ekvilibreras	till	rumstemperatur	(20–25	°C)	

före immunfärgning. 
•	 Alla	inkubationer	ska	genomföras	i	rumstemperatur	om	inget	

annat anges.
•	 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.
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Epitopåtervinning
•	 Placera	de	preparerade	objektglasen	i	ett	Coplin-kärl	som	

innehåller en arbetslösning av Bd Suredetect buffert för 
objektglaspreparering i minst 1 timme upp till maximalt 72 timmar.

•	 Inkubera	i	vattenbad	eller	ångkokare	i	15	minuter	vid	95	°C.
•	 Avlägsna	hela	Coplin-kärlet	med	objektglas	från	vattenbadet	eller	

ångkokaren och låt objektglasen svalna i bufferten i 20 minuter.
•	 Skölj	objektglasen	med	avjoniserat	H2O och överför till ett rent 

Coplin-kärl som innehåller TBST.

Blockerande reagens
•	 Knacka	bort	all	kvarvarande	buffert.
•	 Ladda	objektglasen	i	en	beredd	fuktkammare	(fylld	med	

pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).
•	 Applicera	200	µL	peroxidasblockeringsreagens	(rör	1a)	så	att	det	

täcker cellavlagringsytan.
•	 Inkubera	i	5	minuter	(±1	minut).
•	 Skölj	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	µL	proteinblock	(rör	1b)	så	att	det	täcker	

cellavlagringsytan helt.
•	 Inkubera	i	5	minuter	(±1	minut).
•	 SKÖLJ	INTE.

Primär antikroppscocktail
•	 Knacka	bort	all	kvarvarande	proteinblock.
•	 Ladda	objektglasen	i	en	beredd	fuktkammare	(fylld	med	

pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).
•	 Applicera	200	µL	ProEx C Ak-cocktail (rör 2) så att det 

täcker cellavlagringsytan helt. 
•	 Inkubera	30	minuter	vid	rumstemperatur.
•	 Skölj	varje	objektglas	individuellt	med	TBST	genom	att	använda	en	

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

•	 Skölj	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	µL	musprobreagens	(rör	3a)	så	att	det	täcker	

cellavlagringsytan helt.
•	 Inkubera	i	20	minuter	(±1	minut).
•	 Skölj	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	µL	polymerreagens	(rör	3b)	så	att	det	täcker	

cellavlagringsytan.
•	 Inkubera	i	20	minuter	(±1	minut).
•	 Skölj	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	µL	substrat-kromogen	lösning	(DAB)	så	att	det	

täcker cellavlagringsytan helt.
•	 Inkubera	i	5	minuter	(±1	minut).
•	 Skölj	objektglasen	i	5	minuter	i	avjoniserat	H2O. 

Kontrollfärg
•	 Skölj	objektglasen	i	TBST,	1	byte	i	2	minuter.
•	 Ladda	objektglasen	i	en	beredd	fuktkammare	(fylld	med	

pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).
•	 Applicera	200	µL	hematoxylin	kontrollfärg	(rör	5)	så	att	det	täcker	

cellavlagringsytan helt.
•	 Inkubera	i	1	minut	(±10	sekunder).
•	 Skölj	objektglasen	i	3	minuter	i	rinnande	H2O.
•	 Ladda	objektglasen	i	en	beredd	fuktkammare	(fylld	med	

pappershanddukar eller kompresser fuktade med vatten).
•	 Blåfärga	objektglasen	genom	att	applicera	200	µL	

blåfärgningsmedel	(rör	6)	i	1	minut	(±10	sekunder).
•	 Upprepa	sköljningen	i	rinnande	vatten	i	1	minut.

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

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

med hjälp av täckglas av glas.

FÖRvARIng
Förvaringsförhållandena för SurePath med ProEx C 
immunocytokemiskt testkit (antikropps- och detektionsreagenser) är 
högst 12 månader från tillverkningsdatum i 2–8 °C.
Förvaringsförhållandena för SurePath med ProEx C 
immunocytokemiskt testkontrollfärger (hematoxylin och 
blåfärgningsreagens) är högst 12 månader från tillverkningsdatum i 
15–30 °C.
När reagenserna öppnats är de stabila i trettio (30) dagar när de 
förvarats vid de rekommenderade temperaturerna. Använd inte 
reagenser efter det utgångsdatum som är tryckt på etiketten.

KvALITETSKOnTROLL
Variabilitet i resultaten härleds ofta från skillnader i provhantering 
som avviker från rekommenderade testförfaranden. Ytterligare 
information finns i de föreslagna riktlinjerna för kvalitetskontroll från 
Clinical and Laboratory Standards Institute, Quality Assurance for 
Immunocytochemistry.
Bd Suredetect SiHa Cell Control (Kontroll av SiHa-cell) finns som en 
positiv kontroll från BD Diagnostics. Varje rör innehåller en cellinje för 
cervixcancer som bearbetas på ett liknande sätt som kliniska prover. 
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.

TOLKnIng Av FäRgnIngEn
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.
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 objektglaset för kontroll av SiHa-cell som färgats med SurePath 
med ProEx C-testet indikerar positiv reaktivitet. Den universella IgG-
negativa muskontrollobjektglaset som färgats med SurePath med 
ProEx C-testet ska inte ha någon brunfärgad kärna och ska endast ha 
färgning från hematoxylinkontrollfärgen.
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Poängbedömningen av objektglas är en process i 4 steg.
Steg 1: är provet tillräckligt? 
The Bethesda System (TBS) for Reporting Cervical Cytology (2nd 
Ed.)	fastslår	att	”[e]n	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 kunna svara ”ja” vid detta steg letar du efter brun färgning 
som lätt kan visualiseras. Om det bara är en svag brun mängd eller 
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 kärnfärgning 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	(atypisk	skivepitelcell)	eller	AGC	
(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	(atypisk	
skivepitelcell).	Om	cellen	betraktas	som	≥ASC	(eller	≥AGC)	är	detta	
ett positivt	testresultat.	Detta	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	(atypisk	glandulär	
cell). 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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