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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Intended Use:
For in vitro Diagnostic Use

The DAB Sparkle is intended for use in manual Immunohistochemistry (IHC)
staining protocols for the enhancement of staining of formalin-fixed, paraffin-
embedded (FFPE) tissues when used in conjunction with the appropriate HRP
detection system and primary antibodies. The clinical interpretation of any
staining or its absence should be complemented by morphological studies
and proper controls and should be evaluated within the context of the
patient’s clinical history and other diagnostic tests by a qualified pathologist.

Summary and Explanation:
DAB Sparkle is specially formulated ready-to-use enhancing solution to
increase sensitivity and contrast of DAB-stained tissues.

Principle of Procedure:

This reagent when used in IHC testing of FFPE tissue sections, allows for the
enhanced visualization of antigens via the sequential application of a specific
antibody to the antigen (primary antibody), a secondary antibody to the
primary antibody (optional link antibody/probe), an enzyme complex and a
chromogenic substrate with interposed washing steps. The enzymatic
activation of the chromogen results in a visible reaction product at the
antigen site. The specimen may then be counterstained, and coverslipped.
Results are interpreted using a light microscope and aid in the differential
diagnosis of pathophysiological processes, which may or may not be
associated with a particular antigen.

Materials and Methods:

Reagents Provided:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Reconstitution, Mixing, Dilution, Titration:

The DAB Sparkle reagent is optimized and ready to use with Biocare
antibodies and ancillary reagents. No reconstitution, mixing, dilution, or
titration is required.

Known Applications:
Immunohistochemistry (formalin-fixed paraffin-embedded tissues)

Supplied As:
0.5% Cupric Sulfate Pentahydrate solution. See Safety Data Sheet for
additional details.

Materials and Reagents Needed But Not Provided:
Microscope slides, positively charged

Positive and negative tissue controls

Desert Chamber* or similar Drying oven (optional)
Xylene or xylene substitute

Ethanol or reagent alcohol

Decloaking Chamber* or similar pressure cooker (optional)
Deionized or distilled water

Wash buffer*

Pretreatment reagents* (optional)

Enzyme digestion* (optional)
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Peroxidase block* (optional)

Protein block* (optional)

Primary antibody*

Negative control reagents*

Detection kits*

Hematoxylin* (counterstain)

Bluing reagent*

Mounting medium*

Coverglass

Light Microscope (40-400X magnification)

* Biocare Medical Products: Refer to the Biocare Medical website located at
http://biocare.net for information regarding catalog numbers and ordering.
Certain reagents listed above are based on specific application and detection
system used.

Storage and Stability:

Store at room temperature (RT). The product is stable to the expiration date
printed on the vial label when stored under these conditions. Do not use after
expiration date. Storage under any condition other than those specified must
be verified. The stability of user diluted reagent has not been established by
Biocare.

Positive and negative controls should be run simultaneously with all patient
specimens. If unexpected staining is observed which cannot be explained by
variations in laboratory procedures and a problem with the antibody is
suspected, contact Biocare's Technical Support at 1-800-542-2002 or via the
technical support information provided on biocare.net.

Specimen Preparation:
Tissues fixed in formalin are suitable for use prior to paraffin embedding.

Osseous tissues should be decalcified prior to tissue processing to facilitate
tissue cutting and prevent damage to microtome blades. 2

Properly fixed and embedded tissues expressing the specified antigen target
should be stored in a cool place. The Clinical Laboratory Improvement Act
(CLIA) of 1988 requires in 42 CFR 8493.1259(b) that “The laboratory must
retain stained slides at least ten years from the date of examination and
retain specimen blocks at least two years from the date of examination.”?

Treatment of Tissues Prior to Staining:
Perform Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) per recommended protocol

below. The routine use of HIER prior to IHC has been shown to minimize
inconsistency and standardize staining. %>

Warning and Precautions:

1. DAB Sparkle contains Cupric Sulfate Pentahydrate. Wear gloves and
protective clothing and take reasonable precautions when handling as DAB
Sparkle is classified as an irritant and may cause skin contact sensitization.
Avoid contact with eyes, skin, and mucous membranes.

2. Handle materials of human or animal origin as potentially biohazardous
and dispose such materials with proper precautions. In the event of
exposure, follow the health directives of the responsible authorities where
used.b”

3. Specimens, before and after fixation, and all materials exposed to them
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
or specimens come into contact with sensitive areas, wash with copious
amounts of water.8

4. Microbial contamination of reagents may result in an increase in
nonspecific staining.

5. Incubation times or temperatures other than those specified may give
erroneous results. The user must validate any such change.

6. Do not use reagent after the expiration date printed on the vial.

7. The micro-polymer detection kit reagent(s) are optimized and ready to use
with Biocare antibodies and ancillary reagents. Refer to the primary antibody

EMERGO EUROPE
Westervoortsedijk 60
6827 AT Arnhem

TP V3 (12/15/2021)

USA

The Netherlands

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080



DAB Sparkle

DAB Post-Enhancing Solution
901-DS830-022024

English

and other ancillary reagent instructions for use for recommended protocols
and conditions for use.

8. Follow local and/or state authority requirements for method of disposal.
9. The SDS is available upon request and is located at http://biocare.net.
10. Report any serious incidents related to this device by contacting the local
Biocare representative and the applicable competent authority of the Member
State or country where the user is located.

This reagent contains components classified as indicated in the table below
in accordance with the Regulation (EC) No. 1272/2008

Hazard Code Hazard Statement

H316 Causes mild skin irritation
H400 Very toxic to aquatic life

Instructions for Use:

The chromogen kit reagents are optimized for use with Biocare antibodies
and ancillary reagents. Refer to the primary antibody and other ancillary
reagent instructions for use for recommended protocols and conditions for
use. Incubation times and temperatures will vary depending on the specific
antibody protocol followed.

When using an automated staining instrument, consult the specific
instrument operator manual and instructions for use for operating
parameters.

General procedural steps for performing IHC:

1. Chromogen: Incubate for 5 minutes at RT with Biocare’s DAB

2. DAB Sparkle: Apply 4 drops of DAB Sparkle to the DAB-stained tissue.
Incubate for 1 minute. Rinse with deionized water.

3. Counterstain: Counterstain with hematoxylin. Rinse with deionized water.
Apply Tacha’s Bluing Solution for 1 minute. Rinse with deionized water.

Quality Control:

Refer to CLSI Quality Standards for Design and Implementation of
Immunohistochemistry Assays; Approved Guideline-Second edition (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011°

Positive Tissue Control:

External positive control materials should be fresh specimens fixed,
processed, and embedded as soon as possible in the same manner as the
patient sample(s). Positive tissue controls are indicative of correctly prepared
tissues and proper staining techniques. One positive external tissue control
for each set of test conditions should be included in each staining run.

The tissues used for the external positive control materials should be selected
from patient specimens with well-characterized low levels of the positive
target activity that gives weak positive staining. The low level of positivity for
external positive controls is designed so to ensure detection of subtle
changes in the primary antibody sensitivity from instability or problems with
the IHC methodology. Commercially available tissue control slides or
specimens processed differently from the patient sample(s) validate reagent
performance only and do not verify tissue preparation.

Known positive tissue controls should only be utilized for monitoring the
correct performance of processed tissues and test reagents, rather than as
an aid in formulating a specific diagnosis of patient samples. If the positive
tissue controls fail to demonstrate positive staining, results with the test
specimens should be considered invalid.
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Negative Tissue Control:

Use a negative tissue control fixed, processed, and embedded in a manner
identical to the patient sample(s) with each staining run to verify the
specificity of the IHC primary antibody for demonstration of the target
antigen, and to provide an indication of specific background staining (false
positive staining). Also, the variety of different cell types present in most
tissue sections can be used by the laboratorian as internal negative control
sites to verify the IHC's performance specifications. The types and sources
of specimens that may be used for negative tissue controls are listed in the
Performance Characteristics section.

If specific staining (false positive staining) occurs in the negative tissue
control, results with the patient specimens should be considered invalid.

Nonspecific Negative Reagent Control:

Use a nonspecific negative reagent control in place of the primary antibody
with a section of each patient specimen to evaluate nonspecific staining and
allow better interpretation of specific staining at the antigen site. Ideally, a
negative reagent control contains an antibody produced and prepared (i.e.
diluted to same concentration using same diluent) for use in the same way
as the primary antibody but exhibits no specific reactivity with human tissues
in the same matrix/solution as the primary antibody. Diluent alone may be
used as a less desirable alternative to the previously described negative
reagent controls. The incubation period for the negative reagent control
should correspond to that of the primary antibody.

When panels of several antibodies are used on serial sections, the negatively
staining areas of one slide may serve as a negative/nonspecific binding
background control for other antibodies. To differentiate endogenous
enzyme activity or nonspecific binding of enzymes from specific
immunoreactivity, additional patient tissues may be stained exclusively with
substrate-chromogen or enzyme complexes (PAP, avidin-biotin, streptavidin)
and substrate-chromogen, respectively.

Assay Verification:

Prior to initial use of an antibody or staining system in a diagnostic procedure,
the user should verify the antibody’s specificity by testing it on a series of in-
house tissues with known immunohistochemical performance characteristics
representing known positive and negative tissues. Refer to the quality control
procedures previously outlined in this section of the product insert and to the
quality control recommendations of the CAP Certification Programi® for
Immunohistochemistry and/or the NCCLS IHC guideline'!. These quality
control procedures should be repeated for each new antibody lot, or
whenever there is a change in assay parameters. Tissues listed in the
Performance Characteristics section are suitable for assay verification.

Troubleshooting:
Follow the antibody specific protocol recommendations according to data
sheet provided. If atypical results occur, contact Biocare's Technical Support
at 1-800-542-2002.

Interpretation of Staining:
The DAB Sparkle produces an enhanced brown color reaction at the antigen

sites localized by the primary antibody. Prior to interpretation of patient
results, the staining of controls must be evaluated by a qualified pathologist.
Negative controls are evaluated and compared to stained slides to ensure
any staining observed is not a result of nonspecific interactions.

Positive Tissue Control:

The positive tissue control stained with indicated antibody should be
examined first to ascertain that all reagents are functioning properly. The
appropriate staining of target cells (as indicated above) is indicative of
positive reactivity. If the positive tissue controls fail to demonstrate positive
staining, any results with the test specimens should be considered invalid.

The color of the reaction product may vary depending on substrate
chromogens used. Refer to substrate package inserts for expected color
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reactions. Further, metachromasia may be observed in variations of the
method of staining.'?

When a counterstain is used, depending on the incubation length and
potency of the counterstain used, counterstaining will result in a coloration
of the cell nuclei. Excessive or incomplete counterstaining may compromise
proper interpretation of results. Refer to protocol(s) for recommended
counterstain.

Negative Tissue Control:

The negative tissue control should be examined after the positive tissue
control to verify the specificity of the labeling of the target antigen by the
primary antibody. The absence of specific staining in the negative tissue
control confirms the lack of antibody cross reactivity to cells/cellular
components. If specific staining (false positive staining) occurs in the
negative external tissue control, results with the patient specimen should be
considered invalid.

Nonspecific staining, if present, usually has a diffuse appearance. Sporadic
staining of connective tissue may also be observed in sections from
excessively formalin-fixed tissues. Use intact cells for interpretation of
staining results. Necrotic or degenerated cells often stain nonspecifically.

Patient Tissue:

Examine patient specimens stained with indicated antibody last. Positive
staining intensity should be assessed within the context of any nonspecific
background staining of the negative reagent control. As with any
immunohistochemical test, a negative result means that the antigen was not
detected, not that the antigen was absent in the cells/tissue assayed. If
necessary, use a panel of antibodies to identify false-negative reactions.

Refer to Summary and Explanation, Limitations, and Performance
Characteristics for specific information regarding indicated antibody
immunoreactivity.

Limitations:

General Limitations:

1. For /n vitro diagnostic (IVD) Use

2. This product is for professional use only: Immunohistochemistry is a
multistep diagnostic process that consists of specialized training in the
selection of the appropriate reagents; tissue selection, fixation, and
processing; preparation of the IHC slide; and interpretation of the
staining results.

3. For use by physician prescription only. (Rx Only)

4. Tissue staining is dependent on the handling and processing of the tissue
prior to staining. Improper fixation, freezing, thawing, washing, drying,
heating, sectioning or contamination with other tissues or fluids may
produce artifacts, antibody trapping, or false negative results.
Inconsistent results may be due to variations in fixation and embedding
methods, or to inherent irregularities within the tissue.'#

5. Excessive or incomplete counterstaining may compromise proper
interpretation of results.

6. The clinical interpretation of any positive or negative staining should be
evaluated within the context of clinical presentation, morphology, and
other histopathological criteria. The clinical interpretation of any positive
or negative staining should be complemented by morphological studies
using proper positive and negative internal and external controls as well
as other diagnostic tests. It is the responsibility of a qualified pathologist
who is familiar with the proper use of IHC antibodies, reagents, and
methods to interpret all the steps used to prepare and interpret the final
IHC preparation.

7. The optimum protocols for a specific application can vary. These include,
but are not limited to fixation, heat-retrieval method, incubation times,
antibody dilution, tissue section thickness and detection kit used. Refer
to the primary antibody and other ancillary reagent instructions for use
for recommended protocols and conditions for use. The data sheet
recommendations and protocols are based on exclusive use of Biocare
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products. Ultimately, it is the responsibility of the investigator to
determine optimal conditions.

8. This product is not intended for use in flow cytometry. Performance
characteristics have not been determined for flow cytometry.

9. Tissues from persons infected with hepatitis B virus and containing
hepatitis B surface antigen (HBsAg) may exhibit nonspecific staining with
horseradish peroxidase.4

10. Reagents may demonstrate unexpected reactions in previously untested
tissues. The possibility of unexpected reactions even in tested tissue
groups cannot be completely eliminated due to biological variability of
antigen expression in neoplasms, or other pathological tissues.'> Contact
Biocare's Technical Support at 1-800-542-2002, or via the technical
support information provided on biocare.net, with documented
unexpected reaction(s).

11. Normal/nonimmune sera from the same animal source as secondary
antisera used in blocking steps may cause false-negative or false-positive
results due to autoantibodies or natural antibodies.

12. False-positive results may be seen due to non-immunological binding of
proteins or substrate reaction products. They may also be caused by
pseudo peroxidase activity (erythrocytes), endogenous peroxidase
activity (cytochrome C), or endogenous biotin (e.g., liver, breast, brain,
kidney) depending on the type of immunostain used.!3

13. A negative result means that the antigen was not detected, not that the
antigen was absent in the cells or tissue examined.

Product Specific Limitations:
No additional product specific limitations.

Performance Characteristics:

Staining was performed using protocols provided in the antibody specific
instructions for use or as specified. Sensitivity and specificity of staining was
evaluated across a range of normal and neoplastic tissue types evaluated
during development of primary antibodies.

Reproducibility:

The reproducibility of Biocare’s DAB Sparkle is verified through a
measurement of intermediate precision in which various reagent lots were
tested over an extended period of time using various operators, analysts,
reagent lots, tissue samples, and equipment. The staining obtained for each
reagent was consistent and performed as expected.

Troubleshooting:

1. No staining of any slides — Check to determine appropriate positive
control tissue, antibody, and detection products have been used. Check
for incomplete or improper wax removal or pretreatment.

2. Weak staining of all slides — Check to determine appropriate positive
control tissue, antibody, and detection products have been used.

3. Excessive background of all slides — There may be high levels of
endogenous biotin (if using biotin-based detection products),
endogenous HRP activity converting chromogen to colored end product
(use peroxidase block), or excess non-specific protein interaction (use a
protein block, such as serum- or casein-based blocking solution).

4. Tissue sections wash off slides during incubation — Check slides to ensure
they are positively charged.

5. Specific staining too dark — Check protocol to determine if proper
antibody titer was applied to slide, as well as proper incubation times for
all reagents. Additionally, ensure the protocol has enough washing steps
to remove excess reagents after incubation steps are completed.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL
NpeaHasHayeHue:

3auHBuTPO QparHoctmyHa ynotpeba

DAB Sparkle e npeaHasHayeH 3a M3Mon3BaHe B MPOTOKOMM 3a PbYHO
nmyHoxuctoxummnyHo (IHC) oupeTtsiBaHe 3a NopobpsiBaHe Ha OLBETSBAHETO
Ha durKcupanu ¢ dopmanuH, Brpagenn B napacuH (FFPE) TbkaHu, koraTo ce
M3non3Bsa 3aeAHo C NoaxoaswaTa cucrema 3a oTkpueaHe Ha HRP 1 nbpBuYHM
aHTUTena. KnMHuyHaTa MHTepnpeTaumsi Ha BCSKO OLBETSIBAHE WK nnncaTa
My TpsbBa pAa 6bae AoMbaHeHa OT MOPMONOrMYHU  U3CNeaBaHns U
NnoaXo4silUM KOHTPONM M TpsibBa Aa 6bae oueHeHa B KOHTEKCTa Ha
KIIMHWYHATa UCTOpUS Ha MauMeHTa U APYru AMArHOCTUYHU TeCcToBe OT
KBanmdbuumpaH naTonor.

Pe3tome n obsicHeHme:

DAB Sparkle e cneuvanHo ¢opMynupaH rotos 3a ynotpeba nopobpssaly
pas3TBOp 3a yBENM4YaBaHe Ha YyBCTBUTEIHOCTTA U KOHTPACTa Ha OLBETEHUTE
¢ DAB TbKaHu.

MpuHUMN Ha npoueaypara:

To3u peareHT, korato ce u3nonssa npu IHC TectBaHe Ha FFPE TbkaHHU
cpe3oBe, MO3BOMsSIBA NoJoOpeHa BW3yanu3auusi Ha aHTUreHn upes
nocnefoBaTenHo npuaraHe Ha CneunmduyHO aHTUTAN0 KbM  aHTUreHa
(MbPBUYHO AHTUTANO), BTOPUYHO @HTUTANIO KbM MbPBUYHOTO aHTUTSANO (MO
1360p CBbP3BALO AHTUTSNO/COHAA), E€H3MMEH KOMMIEKC U XPOMOreHeH
CybCTpaT C BMbKHATU CTbMKM Ha MpOMMBaHe. EH3MMHOTO aKkTuBMpaHe Ha
XpOMOreHa BOAM A0 BUAWM peakLMOHEH NPOAYKT Ha MSCTOTO Ha aHTWUreHa.
Cnep ToBa ObpaseubT Moxe Aa 6bae HacpewHO OUBETEH W MOKPUT C
MOKPUBHO CTbK/O. Pe3yntatuTte ce MHTEpnpeTMpaT C NOMOLLTa Ha CBET/IMHA
MWMKPOCKOM M nomow, npu  AudepeHumanHaTa  AuarHosa  Ha
naToM3nMONOrMyHN NPOLLECH, KOMTO MOraT MM MOXE Aa He Ca CBbp3aHu C
onpeaeneH aHTUreH.

Marepuanu n meroam:

OcurypeHmn peareHTu:

Component Catalog Component Quantity x
No. Description Volume

DS830H DAB Sparkle 1x25mL

DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Pa3TBapsiHe, cMecBaHe, pa3pexaaHe, TUTpyBaHe:

PeareHTbT DAB Sparkle e ontuMuaupaH v rotos 3a ynotpeba ¢ aHTuTena Ha
Biocare n cnomaraTtenHu peareHTu. He e HeobxoamMMo pasTBapsiHe, CMeCBaHe,
paspexxaaHe Uu TUTpyBaHe.

WU3BeCTHU NpunoxeHus:
NMyHOXuctoxummss  (pukcvpann BbB (OpPManvH TbKaHW, BrpajieHu B

napagwH)

[ocTtaBs ce KaTo:
0,5% pa3TBOp Ha MefeH cyndat neHTaxuapaT. BuxTte MHbOpMauMoHHNA
mcT 3a 6e30MacHOCT 3a AOMbAHUTENHWU NOAPOBHOCTY.
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HeobxoAnMMM, HO HEOCUTYPEHWU MaTEPUAIN U PeareHTH:
MpeaMeTHU CTbKIIa 32 MUKPOCKON, MONOXUTENTHO 3apeseHn
MonoXuTenHu n oTpuLaTenHn TbKaHHU KOHTPOU
MycTuHHa kamepa* unu nogobHa cywunts (no nsbop)
KcuneH vnu 3amectuten Ha KcuneH

ETaHon unu peakTvs ankoxon

Kamepa 3a pa3kpvBaHe* unv nogobHa TeHaxepa noa HansraHe (no u3bop)
[eVioHn3npaHa unm aectunupaHa Boaa

M3muBaw 6ydep*

PeareHTn 3a npeasapuTenHa obpaboTka* (no usbop)
EH31MHO cMunaHe* (no n3bop)

Mepokcnaazen 6nok* (no n3bop)

MpoTtenHos 6nok* (no n3bop)

MbpBUYHO aHTUTANO*

PeakTBM 3a oTpuLaTenHa KoHTpona*

KomnnekTu 3a oTkpuBaHe*

XemaTokeununH* (KoHTpaoLBeTsBaHe)

MocuHsBaHe peareHT*

MoHTaxHa cpega*

MOKPMBHO CTHKIO

CeeTnmHeH Mukpockon (40-400 mbTu yBennyeHve)

* MeaMUMHCKM NpoayKTW Ha Biocare: BuxTe yebcaiita Ha Biocare Medical,
Hamupaw, ce Ha agpec http://biocare.net 3a wHdOpMauMs OTHOCHO
KaTanoXHWTe HoMepa 1 nopbyka. OnpeaeneHn peareHTy, U3bpoeHun no-rope,
Cce OCHOBaBaT Ha KOHKDETHO MNpWIOXeHWe W W3Mnos3BaHa cucTeMa 3a
OTKpUBaHe.

CbxpaHeHue U CTabunHocCT:

CbxpaHsiBaiTe npu ctaiiHa Temnepatypa (RT). MpoaykTsT e cTabuneH go
CpOKa Ha roAHOCT, OTnevaTaH BbpXy eTMKeTa Ha dnakoHa, korato ce
CbXpaHsiBa Mpu Te3n ycnosms. [la He ce U3non3sa cres M3TUYaHe Ha cpoka
Ha rogHocT. CbxpaHeHWeTO Mpu YCIoBKSI, Pas/IMyHU OT NOCOYEHUTE, TpsibBa
fia 6bae nposepeHo. CTabunHOCTTa Ha pa3peaeHns oT noTpebutens peareHT
He e ycTaHoBeHa OT Biocare.

MonoxutenHute n OTpUUATENHWTE KOHTponW TpsibBa Aa ce nposexaat
€[JHOBPEMEHHO C BCWMYKM Npobu OT naumeHTU. Ako ce Habnioaasa
HEeOoYaKBaHO OLBETSIBAHE, KOETO He MOXe fa ce obscHM C Bapuauun B
nabopaTopHuTe npoueaypu M ce nogosvpa npobnem C  aHTUTANOTO,
CBBPXKETE Ce C TexHnyeckaTa noaapbxka Ha Biocare Ha 1-800-542-2002 wnu
ype3 WHdoOpMauusTa 3a TexHWYecka MOAAPBXKKA, MpefocTaBeHa Ha
biocare.net.

NoaroroBka Ha npobara:
TbkaHyeTaTa, dMKCMpaHM BbB (POpManuH, ca NOAXOAAWM 3a M3Mon3BaHe

npean BrpaxaaHe B napacduH. KocTHWTe TbkaHu Tpsbea fa 6baar
fexkanuuduvumpann npeam obpaboTkaTta Ha TbKaHuTe, 3@ Aa Ce YNecHM
pa3psi3BaHETO Ha TbKaHWUTE W Ja ce MpeaoTBpaTh NnoBpesa Ha ocTpueTaTa
Ha MMKpOTOMa.

MpaBunHO (UKCMPaHWU M BrpaleHn TbKaHW, eKCrnpecupaluM onpeaeneHata
aHTUreHHa uen, TpsibBa Aa ce CbXpaHsBaT Ha XNafHO MSICTO. 3aKOHbLT 3a
nopobpsiaHe Ha KnMHUYHaTa nabopatopus (CLIA) ot 1988 r. usnckea B 42
CFR8493.1259(b), ue ,JlabopaTopusita TpsibBa fa CbXpaHsiBa OLBETEHM
cnaiijoBe Hall-Manko [eceT roAvHM OT faTaTa Ha u3cnefBaHe U
CbXpaHsiBaiiTe 6/10KOBETE C Mpo6M HaW-Manko ABe MoOAMHM OT AaTaTa Ha
n3cneaBaHeTo.™

TpeTupaHe Ha TbKaHU Npeau ouBeTsBaHe:
M3BbpLIeTe MHAYLMPaAHO OT TOMNHa M3BM4YaHe Ha enuton (HIER) cbrnacHo

npenopbYaHns NPOTOKO/ Mo-A0NY. [JokasaHo e, Ye PYTMHHOTO U3non3saHe
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Ha HIER npean IHC MuHWMMM3Mpa HECLOTBETCTBMETO WM CTaHAApTU3Mpa
OLBETABAHETO. %5

NpeaynpexxaeHne v npeanasHn MepKu:

1. DAB Sparkle cbabpxa MegeH cyndat neHtaxvapart. HoceTe pbkaBuum v
3alWMTHO 0BMEKNO M B3eMeTe pa3yMHU NpeanasHy Mepkv Npu paboTa, Tbil
kato DAB Sparkle ce knacuduumpa KaTto ApasHUTEN U MOXE Aa NMPUYMHK
CeHCMBbWUNM3aumMs NMpU KOHTAKT C KoxaTa. M36sreaiiTe KOHTaKT C ouuTe,
KoXaTa u nuraBmumTe.

2. PaboTteTe C MaTepuanu OT YOBELIKM WSN XXMBOTUHCKU MPOU3XOA KaTo
MoTeHUMANHO 6MOMOMMYHO OMACHU M U3XBBLPMSUTE TakMBa MaTepuanu C
noaxoaswM npeanasHM Mepku. B ciyyall Ha wu3naraHe, cnepgaiiTe
3ApaBHUTE ANPEKTUBN Ha OTFTOBOPHUTE OpraHu, KbAEeTO Ce U3MOoN3Ba.s

3. MpobuTe npean n cnea UKCUpaHe M BCUYKU MaTepuanu, U30XKEHN Ha
TsX, TpsibBa Aa ce TpeTupaT Taka, CAKall MoraTt Aa npeaagat uHdekums, un
[la ce U3XBBbP/IAT C NOAXOASLUM NMpeanasHn Mepku. Hukora He nuneTtvpaiiTe
peareHTM C ycTa W u36srealite KOHTAKT Ha KoXaTa W nuraBuuuTe C
peareHTUTE M npobuTe. AKO peakTMBM WM Mpobu BNs3aT B KOHTAaKT C
YYBCTBUTEHW 30HWU, U3MUIATE TU C OBUITHO KONMYECTBO BOAA.

4. MwukpobHOTO 3aMbpcsiBaHE Ha peareHTUTe MOXe Aa Aosede Ao
yBenuyaBaHe Ha HecrneundUYHOTO OLBETABaHE.

5. MHKy6auMOHHN BpeMeHa unv TemnepaTypy, pas/iMyHu OT MOCOYEHUTE,
MoraT Aa AafaT rpewHu pesyntatu. MotpebuTensT TpsibBa Aa noTBbpAM
BCSIKa TakaBa NpoMsHa.

6. He v3nonsBaliTe peareHT cief CpoKa Ha FOAHOCT, OTnevyaTaH BbpXy
nakoHa.

7. PeareHTbT(MTE) Ha KOMMNAEKTa 3a OTKPMBAHE Ha MMKPOMOIMMEpU ca
ONTUMM3WPaAHW W TOTOBM 33 M3MNOM3BaHe C aHTUTena Ha Biocare wu
criomaraTenHu peareHTM. O6bpHeTe Cce KbM MHCTPYKUMWUTE 3@ MbPBUYHO
QHTUTANO W ApyrM CnoMaraTeNnHuM peareHTM 3a ynoTtpeba 3a
npernopbyYUTENIHUTE NPOTOKON U YCNOoBUS 3a ynoTtpeba.

8. CneaBaliTe M3UCKBaHWSTA Ha MECTHUTE W/WUNWM AbPXABHUTE OpraHu 3a
MEeTOAa Ha U3XBbPASIHE.

9. WIb e Ha pa3nosniokeHne npu MOUCKBAHE W Ce Hamupa Ha
aapechttp://biocare.net.

10. [oknaaBaiTe 3a BCSKAKBM CEPUO3HM MHUMAEHTM, CBbP3aHM C TOBa
YCTPOWCTBO, KaTO Ce CBbPXETE C MECTHWS MpeACTaBUTeNn Ha Biocare u
CbOTBETHMSI KOMMETEHTEH OPraH Ha AbpXXaBaTa YieHKa WK AbpxasaTa, B
KOSITO Ce Hamupa noTpebuTensr.

To3u peareHT CbabpXa KOMMOHEHTU, KnacudUUMpaHu KakTo e NMocoYeHo B
TabnuuaTa nNo-aony B cboTBeTCTBME C PernameHT (EO) N2 1272/2008

OnacHocTt Koa U3aBneHune 3a onacHOCT

H316 | MNpean3BMKBa NeKo Apa3HeHe Ha koxaTa
H400 | CunHO TOKCMYEH 3a BOAHUTE OpraHu3Mu

MHcTpykuunm 3a ynorpeba:

PeareHTVTe Ha XPOMOreHHWsI KOMI/IEKT ca ONTUMM3UPaHK 3a U3Mos3BaHe C
aHTUTena Ha Biocare wn cnomaratenHu peareHTn. Ob6bpHeTe ce KbM
MHCTPYKUMWUTE 3@ MbPBUYHO aHTUTANIO U ApYry CrioMaraTesiHW peareHTu 3a
yrnoTpeba 3a npenopbyuTeNHATE NPOTOKOMM WM YC/IoBMS 3a ynoTpeba.
BpemeHaTa 1 TeMmnepaTypuTe Ha MHKybauus Lie BapupaT B 3aBUCUMOCT OT
cneaBaHus cneumduyeH NpoToKos 3a aHTUTena.

KoraTto uM3Mmoni3Bate aBTOMATM3WpaH WHCTPYMEHT 33  OLBETsBaHe,
KOHCynTUpaliTe Ce C KOHKPETHOTO pPbKOBOACTBO 3a orepatopa Ha
MHCTPYMEHTA M MHCTPYKLMUTE 3a yrioTpeba 3a paboTHUTE napameTpu.
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O6Lwm NpoueaypHN CTbIKKM 3a U3BbpLuBaHe Ha IHC:

1. XpomoreH: UHkybupaiTe 3a 5 MuHyTM npu RT ¢ DAB Ha Biocare

2. DAB Sparkle: HaHeceTe 4 kanku DAB Sparkle Bbpxy ougeTeHaTa ¢ DAB
TbKaH. MIHKybupaiiTe 3a 1 MuHyTa. M3nnakHeTe ¢ aeloHU3MpaHa Boaa.

3. KoHTpaoupseTsaBaHe: KOHTpaouBeTsBaHe C XeMaToOKCUNKH. M3nnakHeTte ¢
feloHnsmpaHa Boga. HaHeceTe Tacha's Bluing Solution 3a 1 MuHyTa.
M3nnakHeTe C felioHu3npaHa Boaa.

KoHTpon Ha KauyecTBOTO:

O6bpHeTe ce KbM CTaHAapTuTe 3a kayectBO Ha CLSI 3a npoekTupaHe u
npunaraHe Ha WMYHOXWCTOXUMWYHM aHanuan; OpobpeHo pbKOBOACTBO-
BTOpPO m3aaHue (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA CALL (www.clsi.org). 2011 r

MonoXxuTeneH TbkaHeH KOHTPOI:

MaTepuanuTe 3a BbHLUHA MOMOXUTEHA KOHTPO/A TpsibBa fAa 6baaT NpecHu
npoéu, duKcpaHu, 06paboTeHM M BrpajeHn Bb3MOXHO Haii-CKOpo Mo
CbLWMA HAuYMH KaTo npobata(ute) Ha naumeHTa. MOoMOKUTENHUTE TbKaHHU
KOHTPOJIM Ca MOKA3aTEeNHU 3a NPAaBUIHO MOATOTBEHW TbKaHM U MOAXOASALM
TEXHWUKM 3a OLBETABaHe. BbB BCEKM LMKbI Ha OUBETsIBaHe TpsibBa fa ce
BK/IIOUM €fHa MOJIOXKMTENHA BbHLIHA TbKaHHA KOHTPO/A 3@ BCeKW Habop oT
YC/I0BUS Ha TecTa.

TbKaHUTe, U3MON3BaHM 3a MaTepuannTe 3a BbHLUHA MNONOXWUTENHA KOHTpONa,
TpsbBa pa 6bgar wm3bpaHn oOT npobu OT naumeHTM C  pgobpe
OXapaKTepu3vMpaHW HUCKM HYBA Ha MOJIOXMUTENHA LieneBa aKTUBHOCT, KOSITO
faBa cnabo NONOXMUTENHO ouBeTaBaHe. HUCKOTO HWMBO Ha MOSOXUTENHOCT
3@ BbHLUHM MOJSIOXUTENHN KOHTPONW € MpOeKTUpPaHO Taka, Ye Aa ocurypu
OTKpMBaHe Ha PU1HM NPOMEHMN B YYBCTBUTE/IHOCTTA Ha MbPBUYHOTO aHTUTSO
OT HecTabunHoct unu npobnemn ¢ IHC metoponorusita. lMNpeanaraHute B
TbproeckaTa Mpexa npeAMeTHU CTbK/1a 32 KOHTPOS Ha TbKaHW unm npobu,
o0b6paboTeHn no pasnmyeH HaumH oT npobaTta(ute) Ha NauMeHTa, Banuampat
camMo edeKTUBHOCTTa Ha peareHTa M He MpoBepsiBaT MOAroTOBKaTa Ha
TbKaHuTe.

M3BECTHW MOMOXMUTENHN TbKaHHW KOHTPOMU TpsibBa Aa Ce M3Mon3eaTt camo
3a HabnoaeH1e Ha npaBuiHaTa paboTa Ha 06paboTeHUTe TbKaHW U TECTOBU
peareHTW, a He KaTo oMol Npu (opMynMpaHe Ha KOHKPETHA AuarHosa Ha
npo6u OT NaUMEHTU. AKO NONOXWUTENHUTE TbKaHHKM KOHTPO/IM He ycnesT aa
MoKaXaT MOMOXMTENHO OLBETABAaHe, pe3ynTaTute C TecToBUTE MNpobu
Tpsi6Ba Aa Ce CYMTaT 3a HeBaNMAHM.

OTpuuaTteneH TbKaHeH KOHTPO:

M3non3BaitTe oTpuuaTenHa TbKaHHa KOHTpona, dhukcupaHa, obpaboTteHa u
BrpajeHa no HayuH, uaeHTuM4yeH C npobata(MTe) Ha naumeHTa npu BCSKO
ouBeTsBaHe, 3a fJa nposepuTe creunduuHocTTa Ha IHC mbpBMYHOTO
AQHTUTANO 33 AEMOHCTPALMS Ha LENEBUS aHTWUIeH M 3a NpefocTaBsiHE Ha
MHAMKaUMS 3a crneunduyHo ¢oHOBO ougeTsiBaHe (aniumeo NONOXMTENHO
oupeTsBaHe). OcBeH TOBa pa3HOO6pa3MeTo OT pas/MyHKM BUAOBE KNETKM,
NpUCBCTBALLM B NOBEYETO TbKaHHW Cpe30Be, MOXe fia 6baaT n3non3saHn ot
nabopatopusta KaTo BbTPELIHM OTpULATENIHU KOHTPOTHW MecTa 3a
nposepka Ha pabotata Ha IHC cneundukaummn. TunoseTe 1 U3TOYHULUTE Ha
npobu, KoUTo MoraT Aa ce U3Mos3BaT 3a OTpULATENHA TbKaH KOHTpoNuUTe ca
M36poeHn B pa3aena XapakTepuCTUK/ Ha ehekTUBHOCTTa.

AKO ce nosBu crneumduyHo oueTsBaHe (anwmMBO  MONMOXWUTENHO
OLBETSIBAHE) B OTpMLaTeNIHaTa TbKaHHa KOHTPONa, pe3ynTaTuTe oT npobute
Ha nauueHTa TpsibBa Aa ce cumTaT 3a HeBaNUAHM.

HecnelmndunyeH oTpuLiaTeNeH KOHTPOIEH PEAreHT:

M3non3BaiTe HecrneuuduuHa oOTpuLATENHA KOHTPONa Ha peareHTa Ha
MSCTOTO Ha MbPBUYHOTO AHTUTASIO CbC CEKLMS OT BCAKA Npoba OT NauueHT,
3a [1a OLIEHNTE HecrneumdnUUHOTO OLBETSBAHE M

no3BonsBaT Nno-Aobpa MHTEPNpETaUMs Ha CreuMdUYHOTO OLBETSBAHE Ha
AQHTUrEHHOTO MSACTO. B umpeanHus cnyyait oTpuuUaTeNHaTa KOHTPO/a Ha
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peareHTa CbabpXXa NpoM3BeAeHO U MPUroTBEHO aHTUTANO (T.e. paspeaeHo
[0 CbluaTa KOHLEHTpaLWs C NOMOLUTA Ha CbLUWS Pa3peaunTen) 3a U3Mon3BaHe
MO CbLMS HAUMH KATO MbPBUYHOTO aHTUTSIO, HO HE MPOSIBABA CeLndUyHa
PEaKTUBHOCT C YOBELKM TbKaHM B CbliaTa MaTpuLa/pasTBOp KaTo
MbPBUYHOTO aHTUTANO . CaMo pa3peauTen MoXe Aa Ce U3ron3Ba KaTo no-
Mafko JKenaHa anTepHaTMBA Ha OMUCaHUTE MO-rope OTpULATENHU
pEaKTUBHWM  KOHTPOMW. MHKYBALUMOHHMAT nepuos  3a  oTpuuaTenHata
peaKkTMBHa KOHTpona TpsbBa fAa CbOTBETCTBA Ha TO3W Ha MbPBUYHOTO
aHTUTANO.

KoraTo ce 13non3eat NnaHesm oT HAKOJKO aHTUTENA BbpXy CEPUIHM CPE30Be,
30HUTE C OTPULIATE/HO OLBETSIBAaHE HA eaWH Cnaiig MoraT fa CnyxaTt Kato
oTpuuaTenHa/HecneunduyHa cBbp3Balla (OHOBA KOHTpoMa 3a Apyru
aHTUTena. 3a pas3rpaHMyaBaHe Ha €HAOreHHa eH3WMHA aKTWMBHOCT WK
HecneumdnUHO CBbp3BaHe Ha EH3UMM OT cneunduyHa UMYyHOPEaKTUBHOCT,
[OMbAHUTENHM TbKaHW Ha MauuMeHTa MoraT fAa 6baaT  ouBeTeHu
U3KMIOUUTENHO CbC Cy6CTPaT-XPOMOFeH WM €H3UMHM Komnnekcn (PAP,
ABUAMH-BUOTUH, CTPENTABUAMH) M CbOTBETHO CYBCTPAT-XPOMOreH.

MpoBepka Ha aHanu3a:

MNpeoy MbpBOHAYANHOTO W3MON3BAaHE Ha aAHTUTSANO WM CUCTEMa 3a
OLBETSIBaHe B AMArHOCTMYHA npoueaypa, NoTpebutensT TpsioBa Aa NpoBepu
cneumguyHOCTTa Ha aHTUTANOTO, kaTo ro TecTBa BbpXy nopeauua OT
BbTPELHN TbKaHW C M3BECTHU WMYHOXUCTOXMMWYHU XapaKTepUCTUKK,
NpeACTaBnsiBalM W3BECTHU MOMOXWUTENHA U OTPULATENHM  TbKaHW.
O6bpHeTe ce KbM MpoLeaypuTe 3a KOHTPO/ Ha KayecTBOTO, MOCOYEH Mo-
paHo B TO3X pasjAen Ha /INCTOBKaTa Ha MpoAykTa, U KbM MpernopbkuTe 3a
KOHTPON Ha KayecTBOTO Ha nporpamaTa 3a cepTudwuumpaHe Ha CAP» 3a
MMYHOXUCTOXMMUS u/unn HacokmTe 3a IHC Ha NCCLS+. Tesu npoueaypm 3a
KOHTPON Ha Ka4ecTBOTO TpsibBa Aa ce MOBTapsT 3a BCska HOBa napTuaa
@HTUTSNO MAWM BMHArM, Korato MMa MpoMsiHa B MapameTpuTe Ha aHanusa.
TbKkaHuTe, M3bpOeHM B pasgena XapakTepucTukM Ha edeKTUBHOCTTa, ca
NMoAXOASILLM 33 NPOBEPKA Ha aHanu3a.

OTcTpaHsiBaHe Ha HEU3MNPaBHOCTU:

CnepBaiiTe npenopbkuTe 3a crieundunyeH NPOTOKON 33 aHTUTENa CbracHo
npefocTaBeHnst NACT C AaHHU. AKO Bb3HUKHAT HETUNWUYHU pe3ynTaTy,
CBbpXKEeTe ce C TexHMJeckaTa noaapbxka Ha Biocare Ha 1-800-542-2002.

TbAKyBaHe Ha OLBETABAHETO:

DAB Sparkle npov3Bexaa 3acuneHa kadsisa LUBETHa peakums B aHTUrEHHUTE
MeCTa, JIoKasM3npaHu OT MbPBUYHOTO aHTUTANO. lpeau TbiKyBaHe Ha
pesynTaTuTe OT MauWeHTa, OLBETSBAHETO Ha KOHTponwuTe Tpsibsa Aa 6bae
oueHeHo OT keanuduumpaH natonor. OTpuuaTesHUTE KOHTpONIU ce
OLleHsIBaT U CPaBHSIBAT C OLBETEHM CrlaiiioBe, 3a fja ce rapaHTupa, Ye BCSKO
HabnogaBaHO oOuUBETsIBAaHE He e pe3ynTtaT OT  HecneunpuyHu
B3aMMOZENCTBYS.

MonoxwTeneH TbkaHeH KOHTPON:

MonoxwuTenHaTa TbkaHHa KOHTPOSa, OUBETEHA C MOCOYEHOTO AHTUTSIO,
Tpsi6Ba MbpBO Aa Ce M3CnenBa, 3a fJa Ce YCTaHOBM, Ye BCUUKM peareHTH
(byHKUMOHMpAT npaBuiHO. [MOAXOASWOTO OUBETSBAaHE Ha NpULEnHWTE
KNeTkN (KaKTo € MOCOYEHO MO-rope) € MoKasaTelHO 3a MOMOoXKMTENHA
pEaKTUBHOCT. AKO MONIOXKMTENHUTE TbKaHHW KOHTPONM He ycnesT Aa
MOKaXaT MOJIOXKMTENIHO OLBETSIBaHE, BCUYKU Pe3ynTaTh C TECTOBUTE Npobu
TpsibBa Aa Ce cYnTaT 3a HEBANMAHMU.

LIBeTbT Ha peakuMoHHWSI MPOAYKT MOXe Aa Bapupa B 3aBMCMMOCT OT
M3MoM3BaHNTe CybCTpaTHU XPOMOreHW. BudkTe NMCTOBKMTE Ha OMakoBKaTa
Ha cyb6cTpaTa 3a O4aKBaHUTE LiBETHM peakumy. OCBEH TOBa MeTaxpoMasusTa
MOXe Aa ce Habnioaasa Npy BapuaumMn Ha METOAA Ha OLBETSBAHE. »

KoraTo ce wu3non3ea MpOTMBOOLBETsSIBAHE, B  3aBUMCMMOCT  OT
NPOABL/HKMTENHOCTTa Ha MHKybauusTa M eduKacHOCTTa Ha M3MON3BaHOTO
NPOTUBOOLIBETSBaHE, NPOTMBOOLIBETSBAHETO LUE IOBEAE A0 OLBETSBaHE Ha
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KNeTbyHuTe Aapa. MPeKOMEPHOTO WM HEMb/IHO KOHTPACTHO OLBETsBaHe
MO>Xe 1a KOMMPOMETHPa NPaBUIHOTO Thb/IKyBaHe Ha pe3ynTaTtute. O6bpHeTe
ce KbM MpoToKoa(MTe) 3a NPenopbyYaHOTO KOHTPAoLIBETSIBaHE.

OTpuuaTeneH TbKaHEH KOHTPON:

OTpuuaTtenHaTa TbkaHHa KOHTpona TpsibBa fAa ce w3cneaBa cneq
NoNoXWTENHaTa TbkaHHa KOHTPO/a, 3a Aa Ce NpoBepu crneumduYHOCTTa Ha
MapKMPAHETO Ha LiENEeBUS aHTUreH OT MbPBUMYHOTO aHTUTANO. JluncaTta Ha
cneundunyHo  ouBeTsBaHe B OTpUUATeNHaTa TbKaHHa  KOHTpona
NoTBbPXAaBa /MNcaTa Ha KpPbCTOCaHa PEaKTMBHOCT Ha aHTUTeNa KbM
KNETKW/KNETBbYHM KOMMOHEHTU. AKO Ce MOosiBU CneumduyHO OuBeTsBaHe
(chanwmBo NONOXMTENHO OLBETSIBaHE) B OTpULATENHATa BbHLUHA TbKaHHa
KOHTpOfa, pe3ynTaTute oT npobaTa OT nauueHTa TpsibBa Aa ce cyMTaT 3a
HeBaNnaHu.

HecneunduyHoTO ouBeTsiBaHe, ako e Hanuue, 0BMKHOBEHO MMa Andy3eH
Bua. CrnopaauyHO OUBETsBaHe Ha CbeAVHUTENHaTa TbkaH MOXe fAa ce
HabnoaaBa M B Cpe3oBe OT NPEeKoMepHO (UKCMPaHU € hopManuH TbKaHu.
M3non3BaiTe HEMOKbTHATU KNETKM 3a TbNKyBaHe Ha pesyntatute oOT
ouBeTsSBaHETO. HEKpPOTUYHUTE WNWM  AereHepupany  KIeTKU YecTo ce
ouBeTsBaT HecneuuduyHo.

TbkaH Ha naumeHTa:

W3cnepgatite npobn OT nauueHTW, OUBETEHM C MOCOYEHOTO aHTUTANO
nocneaHo. [MONOXUTENHUAT WHTEH3UTET Ha OLBETABaHe TpﬂﬁBa ha ce
OLeHsiIBa B KOHTEKCTa Ha BCAKO HecrneuunduyHOo (OHOBO OLBETSBaHE Ha
oTpuuaTenHaTta KOHTpona ¢ peareHT. KakTo npu BCEKN MMYHOXMCTOXUMUYEH
TECT, OTPULATENHUAT PE3YNTAT O3HA4YaBa, Y€ aHTUIE€HbT HE € OTKPUT, a HE
Yye aHTWUreHbT JIUNCBA B U3CIeaBaHUTe KIETKW/TbkaH. AKO e Heobxoaumo,
M3Mon3ganTe naHen OT aHTUTena 3a naeHTUdMUMpaHe Ha danwmeo-
oTpuuaTesH1 peakuun.

O6bpHeTe ce kbM Pe3stoMe 1 065iCHEHME, OrpaHUYEHNS U XapaKTepUCTUKN Ha

edeKTVBHOCTTa 3a KOHKpeTHa WHdopMauusi OTHOCHO MocoYeHaTa
MMYHOPEaKTUBHOCT Ha aHTUTena.

OrpaHnyeHms:

06 orpaHnyeHus:

1. 3awunHsButpo pmarHoctnyHa (IVD) ynoTtpeba

2. To3u npoayktT e cam0 3a npodecuoHanHa  ynotpeba:

VIMyHOXUCTOXMMUSTA € MHOrOeTaneH AuarHoCTMYEH MPOoLIeC, KOWTO ce
CbCTOM OT cChneumanusmpaHo obyueHne 3a u360p Ha MOAXOASLUM
peareHTW; noabop, dukcMpaHe M 0bpaboTka Ha TbkaHW; NOArOTOBKa
Ha IHC cnaiipa; v uHTepnpeTaumst Ha pesynTaTuTe OT OLBETSBAHETO.

3. 3aynotpeba camo no nekapcko npeanucaHue. (Camo Rx)

4.  OuBeTsIBAHETO Ha TbKaHTa 3aBUCK OT obpaboTkaTta u obpaboTkaTta Ha
TbKkaHTa nNpeauM  ouBeTsiBaHeTo.  HenpaBWnHOTO  dhmKcUpaHe,
3amMpassiBaHe, pa3MpassiBaHe, W3MMBAHE, CylIEeHe, HarpsiBaHe,
Hapsi3BaHe WM 3aMbpCsiBaHe C APYry TbKaHU UM TEYHOCTU MOXe Aa
fosefe Ao aptedakT, YynaBsHe Ha aHTUTena wiu  Ganwueo
oTpuuaTenHu pesyntaTu. HenocneaoeaTenHuTe pesyntaTi MOXe Aa ce
[Ob/KaT Ha Bapuauuu B MeToauTe 3a (UKCMpaHe 1 BrpaxaaHe uin Ha
NpUCHLUM HEPEAHOCTU B TbKaHTa.

5. TpekoMepHOTO WM HEMb/HO KOHTPAcTHO OLBETSIBaHE MOXe Ja
KOMMPOMETHPa NPaBWUIHOTO Th/IKYBaHe Ha pe3ynTaTuTe.

6. KnvHM4yHaTa WHTeprpeTauMs Ha  BCSKO  MOSIOXWUTENHO  WAK
oTpuUaTernHo ouBeTsiBaHe TpsibBa [Ja Ce OUEHsiBa B KOHTEKCTa Ha
KIIMHWUYHOTO NpeAcTaBsHe, MOpPdONorusiTa U Apyry XMCTONATONOrUYHM
KpuTepun. KnuHMYHaTa MHTEpRpEeTaumsl Ha BCAKO MONIOXMUTEHO MU
oTpuUaTeNnHO oOuBeTsBaHe TpsibBa pga 6bae AonblHeHa  OT
MOPONOrNYHM  U3C/IeaBaHWs, KaTo Ce  W3Mon3BaT  MOAXOAsM
NONOXWUTENHN U OTPULATENHN BLTPELLHM U BbHLUHW KOHTPOJIN, KaKTO U
OpYr¥  AvarHocTvuHu TectoBe. OTroOBOPHOCT Ha  KeBanudbuumpaH
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MaTosnor, KOWTO € 3ano3HaT C MNpaBWIHOTO u3non3BaHe Ha IHC
aHTUTena, peareHT U METOAW, € @ UHTEPNPEeTUpPa BCUYKN CTBIKK,
M3Mon3BaHu 3a NOArOTOBKa M Th/IKyBaHe Ha kpaliHus IHC npenapart.

7. OnNTMManHUTE MPOTOKONM 3@ KOHKPETHO MPUNOXeHne MoraT Aa
Bapupart. Te BK/IOYBAT, HO He Ce OrpaHv4asaT A0 dhukcaums, MeToq 3a
M3B/IMYAHE HA TOMAWHA, BPEeMeHa Ha WHKybauus, paspexaaHe Ha
aHTUTANO, AebenrHa Ha TbKaHHMS YYacTbK U M3MN0M3BaH KOMMMEKT 3a
oTkpuBaHe. O6bpHeTe ce KbM MHCTPYKLUMWTE 3@ MbPBUYHO @HTUTSIO U
Apyry criomMaraTenHu peareHTV 3a ynoTpeba 3a npenopbuuTenHuTe
NPOTOKOAN U ycnoBus 3a ynoTpeba. MpenopbkuTe 1 NpPOTOKONUTE B
MH(OPMALIMOHHNSA JINCT Ce OCHOBABAT Ha U3K/TIOYMTENTHOTO M3MO/3BaHe
Ha npoaykTuTe Biocare. B KkpallHa CcMeTKa OTrOBOPHOCT Ha
n3cneposatens e fa onpeaenyt oNnTUManHUTe yCroBus.

8. To3n npoaykT He e npefHasHayeH 3a WM3Mon3BaHe B MOTOYHA
LIMTOMETPYS. XapaKTepUCTUKUTE Ha ePeKTUBHOCTTa He Ca onpeaeneHn
3a NOTOYHA LIMTOMETPUS.

9. TobKaHM OT XOpa, 3apa3eHn C BUpyca Ha XenmaTuT B u cbabpxalm
NOBBbPXHOCTEH aHTUreH Ha xenatut B (HBsAg), moraT aa nposiBaT
Hecreum@uyHO OLBETSABAHE C NEpPOKCMAAa3a OT XPSH.

10. PeareHTMUTE MoOraT Aa MOKaXaT HeOYaKBaHU peakuuMn B HETeCTBaHW
npeav ToBa TbKaHW. Bb3MOXHOCTTa 33 HEOYAKBaHW peakuun Aopu B
TECTBaHW TbKaHHW Fpynu He Moxe fa 6bAe HanMb/HO enMMUHMPaHa
nopaaun bvonornyHata BapuMabunHOCT Ha eKCrnpecusiTa Ha aHTUreH B
HeonnasMnm WM ApYrM naToNorMyHM TbKaHW.: CBbpxeTe ce ¢
TexHu4yeckaTa noaapbxka Ha Biocare Ha 1-800-542-2002 wnu uype3
MHpOpMaumsaTa 3a TexXHWYecka MoAAPbXKKa, MpeaocTaBeHa Ha
biocare.net, ¢ AOKyMEHTUPaHN HeOYaKBaHW peakuun.

11. HopManHuTe/HEMMYHHU CEPYMM OT CbLUMS MUBOTUHCKM M3TOYHMK KaTo
BTOPUYHUTE aHTUCEPYMM, U3MO3BaHN B eTanuTe Ha 6iokvpaHe, morat
[a NpUYMHAT QanwmeBo OTpUUATENHU UK hanwmMBO NONOXUTENHN
pesynTaTi nopaay aBTOAHTUTENA UM eCTECTBEHM aHTUTeNa.

12. Morat ga ce HabnogasaT danmsBy NONOXKUTENHW pe3yTaTu nopaau
HEVMYHONIOrMYHO CBbp3BaHE Ha MpOTEMHW WM  MPOAYKTU Ha
cybcTpatHa peakumsi. Te moraT cbwo Aa 6baaT npuuMHEHM oT
ncesAonepokcnaasHa aKTMBHOCT  (epuTpouuTy), eHforeHHa
nepokcuaasHa akTMBHOCT (LuToxpom C) nnm eHporeHeH 6uoTWH (Hanp.
yepeH [Apob, rbpau, Mo3bK, 6bO6pek) B 3aBMCMMOCT OT BuAa Ha
M3M0/3BaHOTO MMYHOOLIBETSIBAHE. =

13. OtpuuaTteneH pesyntaT O3Ha4yaBa, Ye aHTUreHbT He e bun OTKpUT, a
HEe Ye aHTUreHbT € OTCLCTBaN B U3CNeABaHUTE KIIETKU UK ThKaH.

CneundunyHu 3a NpoayKTa OrpaHUYeHmns:
Hsama gonwsiHnres1nn CﬂeL{M(ﬁI/I’-IHM 343 rpoJyKTa orpaHn4eHns.

XapaKTepuCTUKM Ha U3MbJIHEHME:

OUBETSBaHETO Ce M3BLPLLBA, KaTo CE M3MOM3BaT NPOTOKONN, NPEAOCTABEHM
B CreunduuHUTE MHCTPYKUMM 3a ynoTpeba Ha aHTUTSNIOTO WM KaKTo e
nocoyeHo. YyBCTBMTENHOCTTa M CNeuMUYHOCTTa Ha OLBETSBAHETO 6axa
OLEHEHM B peaMua HOPMAsIHU M HEOMNACTUYHM TbKaHHW TUMOBE, OLEHEHM
Mo BPEME Ha Pa3BUTMETO Ha MbPBUYHM aHTUTENA.

Bb3npou3soanMocT:

BwbanpoussoammoctTa Ha DAB Sparkle Ha Biocare ce npoBepsiBa uypes
M3MEpBaHe Ha MeXAMHHA NPELM3HOCT, MPU KOETO pasfMyHM MapTuam
peareHTV ca TeCTBaHW 3a NPOABL/KUTENEH NepUoA OT BpeMe C NoMoLLTa Ha
pas/iMyHM ONepaTopy, aHanu3aTopu, NapTUAM peareHT, TbKaHHW Npobu n
obopyaBaHe. OuBeTsBaHETO, MOMy4eHO 3a BCekW peareHT, 6ele
nocnefoBaTesiHo U M3BbPLUEHO Cropes O4YaKBaHUSTa.

OTCTpaHsiBaHe Ha HEN3NpaBHOCTU:

1. Hsama ougeTsBaHe Ha npeaMeTHW cTbkna — [lpoBepeTe, 3a QAa
onpegenuTe, Yye ca M3ros3BaHN NOAXOASLIM ThKaHW 3a NONOXMUTESHA
KOHTpONa, aHTUTena W npoaykTu 3a oTKpusaHe. [lpoBepeTe 3a
HEMb/IHO WU  HEMpPaBWIHO OTCTPaHsBaHe WM  npeaBapuTenHa
obpaboTka.

d Biocare Medical
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2. Cnabo ouBeTsiBaHe Ha BCMYKWM NpeaMeTHU CTbkna — [MpoBepeTe, 3a Aa
onpefenqTe, Ye ca M3MNosi3BaHN NOAXOASALM ThKaHW 3a NONOXMUTENHA
KOHTpONa, aHTUTeNa 1 NPoAyKTH 3a OTKPMBAHE.

3. TpekaneH ¢OH Ha BCUYKM NPeaMETHM CTbKa — Bb3MOXHO e aa uma
BMCOKWM HMBA Ha eHAoreHeH 6MOTUH (ako ce M3Mon3BaT NpPoAyKTU 3a
OTKpuBaHe Ha 6a3aTa Ha 6WMOTWMH), eHpgoreHHa HRP aKTUBHOCT,
npeBpblUalla XpoMOreHa B OLBETEH KpaeH MNpoAykT (M3nonseaiTte
nepokcmaaseH 6110K) uaM NPeKoMepHO HecrneunmduyHO NPOTEMHOBO
B3auMmogelcTeue (uM3nonsgakite npoTeuMH 650K, KaTo 6rokMpaLy
pa3TBop Ha 6asaTta Ha CepyM WUnu KaseuH).

4.  TbKaHHWTE Cpe3oBe Ce U3MMBaT OT NpeaMETHUTE CTbKIa No Bpeme Ha
MHKybaumsiTa — lNpoBepeTe NpeaMeTHUTE CTHKI1A, 3a Aa Ce YBepuTe, Ye
ca MONOXMWTENHO 3apefieHu.

5.  CneumdunyHo oupeTsaBaHe e TBbpAe TbMHO — [TpoBepeTe NpPOTOKONa, 3a
[a onpejenuTe Janv KbM NPeAMETHOTO CTBbKIIO € NPUIOXKEH NpaBuieH
TUTbP Ha aHTUTENa, KakTo M MpaBUIHUTE BpeMeHa Ha MHKybauumsi 3a
BCUYKM peareHTW. OCBEH TOBa Ce YyBepeTe, 4Ye MpOTOKOMbT WUMa
[OCTaTbYHO CTbMKM Ha NPOMMBaHE, 3a fa Ce OTCTPaHAT M3NULLHWTE
peareHTV crieq NPUKIOYBAHE Ha CTBMKWUTE Ha MHKybauws.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL
BrIEERIER:
AT AP ZHRIR

DAB Sparkle IEATFFaIRZARIE (IHC) REHR, S5IEXMY HRP 1T
REF—VESFERN, igaEREMEEAEEE (FFPE) BRRE,
SHHAZRE S E R RN AT S EAFANELAORIRE, FRTE
BENIGREEFHSSRERZRH TIEMS TS 8 T TS,

BE5iRR:
DAB Sparkle 2 JECHIRIBIFAZUERIAIR, FIIES DAB REBANHIREUE
FIRSELEL,

ERFEN:

ZHFIAT FFPE BRI HAY IHC KRS, TTLABIESNA fURIASSMT
TR (=) . —FTH (EEERE/RE) . BESYTZEERTIL
MEANRGEREER. BRI SEETURAL T WA R4,
AETILAE A TERA S FEIA. ERYHEEAR BHEAEUT®
BAEITRRLRICHT, IXFTREEL ATRE SR ETURTR.

HEIEE:
TR
Component Component Description Quantity x
Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1 x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

514, BG. BB, BE:
DAB Sparkle ifFI&i31fi4t, A5 Biocare i FIEHANAFI—EE(ER. TEE
1, BE. WREEE.

SHIRF:
RRELNE (BROMEEAEEEEAR

RftH:
0.5% FKRBRIEAR. BXESHMER, BSARSHER.

EEERRHAY TR
RREREIRF, WIER

PEMEFIBE AR AR

Desert Chamber* Si3{UITIEE (RTiE)

d Biocare Medical
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[w] C€

RS RRERE
ZEEERIEE

B EERIENR (FTik)
EEFIKEERIEKX
FEREAR

FALIEAF* (FTisk)
EgHiLx (Fi%)

NE=RE Yo Sl CIprio)
BEARR* (k)

PR RS AR

EH*

DARE* (BR)

EEH*

HIEF*

=RA

FEFRIMEE (40-400X FUAfEEK)

* Biocare Ef7= 5 BXERETMIWHNES, B2 Biocare Medical
Ul http://biocare.net, IR FIET BN AR {ERIENER
%,

IS EDE :

EFEER (RT) T, EXUEHTHEER, % mEIinE LEIRIRTERL
HBRIRREN. B2EEXEIEER. BISIFESEREIMUEETEY
THIMEF. Biocare MFRHAE R FHRIXAIRIRSEM.

FRMEAORBMERTBBR SERE &R A ERHT. RNEREEINEE, BEE
B =R SRARRE, FEREAFERE, BE5E 1-800-542-
2002 =i@Id biocare.net HRMHAIRIAIIFHEEELR Biocare AURIASZHF.

FEmHlE:
REREMEENBRESEAREEZAIEA. FARRGEZAINEEH
BPRES, LIRITFRSIEFE RN R, -

FHREENEERA S EN R B R RRIFER R, 1988 FifFR
INEEHOIEAZ (CLIA) E3K 42 CFR§493.1259(b) I SEIe =R BB EE;
BRBEREZ BEED+F" REHRBHEARERE BEEDTWE,

REMBRMLIE:
RIE TEENARITHRESEMES (HIER), 7 HC Zarstm
HIER EARIERRRTIARAPREENDR R —EOHEREIT A,

EEMEEEm:

1. DAB Sparkle 2BF/KMERE. ERHEH EFEMSFHFRARNSE
BOTRBSHERE, 79 DAB Sparkle #FSSNRIEN, FIRES SR REAEIS.
R IEARIRES. RIRRFORGRR.
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2. BALEIIRRIOMRIIAEEREENREN, HREUSE SIS
MERL B, IRARLRER, SEEGERFTEESNINRRET.
3. EERIEIRALUR TG RE TEPIM R MR R G RERERRI A T
BHTREE, FEREUEAAITERE TS, Y127 REREUA, FrEai
FIFIARA R RZRRFIRG AR,  SNSRIRFIEin AR RS Xs, BRAEKE
e 0

4. R SR TR SR S R R I8N,

5. RIgENIE SR AT RE TR EEIRIVER. AP SRIGIEEmIE
B¥,

6. WFIHR LENEE A E DR,

7. HEREMEUEFI SRR, TS5 Biocare HiAFI4HRNHFI—H(E
. BXREENERLENEREN, BESR—nAE SRS ERR
BA.

8. BB/ HNER LB ETENEK,

9. SDS TI{RIEERIZH, T http://biocare.net,

10. BIFEXZR 24tk Biocare KRR AP FIERRERERNEREESR,
RESIHIRSIEXAHNE R ESE M,

ZRFISERIBEN (EC) 55 1272/2008 S5 SN RIS

=i K3 fEpersg
H316 BRI R ARTRIES
H400 SEKEEYSBHRK

fsEFIRER

BEFAHIEZSMK, T5 Biocare FUAEENAFI—2FEAE. XS
BERAEMEREG, BSRE—IEEENSFIN R, FaiE
RSB MBI E A =ML,

B EESE, BN e R EF TR ES SRR,

PT IHC f—PRAEFEE:
1. 8% {FF Biocare Y DAB E=IE FIFB 5 1

2. DAB Sparkle: ¥5 4 ji& DAB Sparkle ji&%]) DAB SAYAR L. M35 1 o,

FEBEFKE,

3838 RORBER. BEETF K. £ Tacha EELAR 1 D
FEBEFKTE,

FREIEH:

BE&I CLSI AEBRNFIeNIRITTAISSIERRERE, HIEEmR - W
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org), 2011%F-

PRMEELRNTER :
d Biocare Medical 10/109
60 Berry Drive c€

Pacheco, CA 94553

SMERBRMERS RRAARI R AR AT A, RIRIASBERMERNASERE. 438
FOEE, PAMHALRNIIRRIBIEMEIEIARTMERIRERAR. 8XEEE
1T R RS RN EAA— RS MRELT IR,

FTFHNERRAtE XS BRI RO B R NIE B BA RIFFHMEAYRK IR EIREIERY
BETER, ZEEEBRERE. SNERRMEXIIRAYEIME KT SRR
BT IHC J5iE s SERI— g AR . THERERRT
RER B S BEFATELIRATEAIDELFIERE, FHRIIEARHE,

EARIPEHARART IR ReE AT AR AOA AT R IR eI RE,
FRBHHETEFANERSHT. INRAMBLAXIRARERIHEERE,
MR AR SR AN I TE

BRREN, ERSEEFAERNSRER. SIRFEEABIALIIR,
LESIE HC — SR BrBmiR, FHEHSESSReER (R
PEMERE) . LS, ASHELNRPEESTARAEINE, Tl L
W= ARFBIEPIEEREMERIRBAIALARAIE THC AOMERE HtS. ATFTRRMRLRAY
IRANSREURNSIR TS T ERERHIE "#B 5

SNRAMELARPHIMERERE (RIAERE) | NEETARERN
HANSFZL.

ERIFSRUBIERFINRAE N, HERE BB AT FRiTEIE
KR IEREM

ALAEFRRRM RS RIERE. BRERT, BEAFIRasiL
S—HERNSREFFREHE EMERERNFRIFREESERINR
E) , BES—ERNERESRTPEARARTERNHERERNYE. B
IR RIS LA RS cATR RIS R A R BB m. BBtER
FIXSHRAGHE SRR S — A SRIEERT L,

HEEE R LERSMURER, —SKEIAAIEMERERIEITLRIER
U ARIRRE/ AR ESERNR. AT XORIEEEEESEEIEHER
HESSERTRRREY, TUSHIRARY-GREEEESY (PAP, F0
F-AYR. BEFENR) IRY-8RE RS ERRIFTRE.

MEZIE :

EgHEFTENRERNASRRER SR, AFMESE—RIIEENRE
ERIFEMHEFIRE AR E A RR AR A SRHE A ERELR EH Tk
WIERARNERE. B RiREBAT AR RERFRER AR
CAP IAMEH IR R EIEHERIN » T REBRLEF0/5, NCCLS THC 15/ .
MNFENAAIR, RESNESHEETIA, HNESXLREET
2R, A DY B ERES AT UERIE,
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HIFEHERR :
RIBIRENEIRER, BEMMMEELEEN. NEBIIEHRRLR, EXKE
1-800-542-2002 BXZ Biocare HISIARITIS,

REHHE:
DAB Sparkle FE—fiEAIURA R EERAIIRERN, EREREERZ
A, MRARESABESEIRIER R TIHE. MEERETIRMEHS

RERATIER, UBRMRIINEIRETRIMERIEEFRINER.

NESCEEREEREEIHALRNR, LIEREHAYES I,
BMERANESRE (MNERTR) RPBEMAMERL. IRMAMARYIRRREE
BUHPAtERG, NI AR ISR RN TR

REFHIRERE R SEtRIEF ERNRY R EMEN. BXTENRER
NI, ESHEMOEER. W, EREGENEATILMERRIRE, =
LEASLAN, RENSKENRASANNNN, ERESEERZE
&, TESFENESRTRESHMERIERER. BERENNERTS
=,

RFEFAM BRI RSO ERMHASIR, DISIE—iRciERRAMS R,
PRSI R R F RIS T A SRR/ RS AR R ML
. NRAERUIMBARRPHINERIERE (RIBERE) | NBER
FEUEERRAHAN TR

IEERMRE (NREE) BESRSEIM. ETERREMEENAR

PR HAILIREIESARNTERG. ERATEBNERRBRERAEER.

FRERHAREESHIEHHSRIERE.

BEER:

SEAISENALENEETN REMN. BERERERNEREXFIXIERN
FHESESESSRENE R TRHTIHE. SETRERALENL—H,
AR BERERNENER, MARFMENHEE/AR+FRFERR. 0
BYE, [ER— BRI BHERB R .,

BEXIEENARRRMMTNEMMER, BEITRERE. REIFIMRERHE.

PR

—HRPRH :

1. AT #S 28R (VD) fFR

2. WERUESLER: REERCEE— N SEBINSNIIE, SiEik
BEIERFINE IS, LR EEfiE; HC SR 1HE,;
AR R RAIRRR.
{UREEL AR (UREK)

HREIATREFARNGEIE, RERNEE. RF. R

. TR, I YR ERREERER I SRATRERT RS,
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[w] C€

RS R. SRR TEEMSRAS AN L,
HRBRNEFARNME, -

5. SESAENE RIS NS RIVIETRRRE,

(EAIPRM R E MR BRI R AR REIR PRI, A e bR RE
SIRERES R TS, (IRt e R FR AR OB
FE AR AN B PO BRI NIRRT BB LA S LS U I A ok
#h3E, BE IHCHUAR, IFAIS AN SRR F RS IRERT A%
TR THC $HIRIMETE LT,

7. SRRENBNSRENMY TS EIAR. XEEEERRTERE. &
EFE. EEE. FUAERE. BRYABERENERIEIRRIE.
BXREENERARIERSNG, B8 R—NAIEGHEELFINERR
BE. HUERENFIMMYET Biocare FeRAPRKER. KRR, AREE
S EERESM.

8. AFRAERTRIEREA. ANEREAN S RRE.

9. RERZEFTRRSHEEZETARENR (HBsAg) FIARVBLATRES
SNBSS B S S ERE, -

10. HFIRTRESTESCRIARIIR VAR P RME BRI, BT
SR RRPRRIANENZER M, BMFEEURAALRE S AR
SEEHEMREIMNRAAIATREME, = IEEIER 1-800-542-2002 BXF Biocare fY
AR, =iBid biocare.net HEHAHASIHEEHR, HCEE
MR R,

11. BTFESHAERATIGT, SHINLBPERNTRNEREERN
SERMIES/AERE BT fea SRR ek Rt R,

12. BTFERESEUREINIEREES, TaestEETER. ©
TR RIS RAYESEE (441E) . RRESSAYEEEE
(HEER C) WIRMEEER (Gt L. M. ) 5l B
REUATRTRRERENHEE, -

13. [AMERERERCUENER, MARRENMARSRERPAFTNR.

PR ERRE:
IREEM I E IR R,

(EFE S E LRI AR PRI D RIS EH T RE., E—FTRE
BRI — R IEE T AR T T RIS R,

EE:

Biocare fJ DAB Sparkle fBIIEEEIS hAFEERNIESRIGIEN, HAER
TREBER. SHAR. BRMR, BEEATNIENREISERIE R
TR, SMEFEEHNRE R —BH BRI T.

MRS HERR

L (HIEIRRERAE - MELIRERSER T ESARMEIRAR. M
RN, MERESTIER B e ER.

2. FEERATUSERG - MELRERSER TESREIEIRER. 1
PRFAE = .

3. FAERANEREZ - UFEEKENNFEENR RERET
EMRRN~R) . BREZUIEEREFYINIR HRP &t
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(ERTEEER) BidEIMSRMERRIEEIER (EREAK
HIAR, FRIETMESHEEANEIR) .

4. BUESREPERIRSNEIRA Ditie—REEIR A LRRENHIE
B,

5. BEEREMREKR - MELRAEUMESEXEY AR T EME
HELURMERFINERESE. b, BESEEEBINELSE,
LI E S B R R RN,

&%

1. Kiernan JA. Histological and Histochemical Methods: Theory and Practice.

2.

o vk

10.

11.

0172,

13.

14.

15.

New York: Pergamon Press 1981.
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Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988: Final Rule, 57 FR
7163, February 28, 1992.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL
Namjena:

Zain vitro Dijagnosticka upotreba

DAB Sparkle namijenjen je za upotrebu u protokolima rucnog
imunohistokemijskog (IHC) bojenja za poboljSanje bojenja tkiva fiksiranih
formalinom, parafinom ugradenih (FFPE) kada se koristi zajedno s
odgovarajuéim sustavom za otkrivanje HRP-a i primarnim antitijelima.
Klinicko tumacenje bilo kakvog bojenja ili njegovog izostanka trebalo bi
nadopuniti morfoloskim studijama i odgovarajuc¢im kontrolama te bi ga
kvalificirani patolog trebao procijeniti u kontekstu klinicke povijesti pacijenta
i drugih dijagnostickih testova.

Sazetak i objasnjenje:
DAB Sparkle posebno je formulirana otopina za poboljSanje, spremna za
upotrebu, za povecanje osjetljivosti i kontrasta tkiva obojenih DAB-om.

Princip postupka:

Ovaj reagens, kada se koristi u IHC testiranju FFPE presjeka tkiva, omogucuje
poboljSanu vizualizaciju antigena putem sekvencijalne primjene specificno
protutijelo na antigen (primarno protutijelo), sekundarno protutijelo na
primarno protutijelo (neobavezna veza protutijelo/sonda), enzimski kompleks
i kromogeni supstrat s umetnutim koracima ispiranja. Enzimska aktivacija
kromogena rezultira vidljivim produktom reakcije na mjestu antigena. Uzorak
se zatim moZe obojiti suprotno i prekriti stakalcem. Rezultati se tumace
pomocu svjetla mikroskop i pomo¢ u diferencijalnoj dijagnozi patofizioloskih
procesa, koji mogu ili ne moraju biti povezani s odredenim antigenom.

Materijali i metode:

PriloZeni reagensi:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x 25 mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Rekonstitucija, mijesanje, razrjedivanje, titracija:

DAB Sparkle reagens je optimiziran i spreman za upotrebu s Biocare
antitijelima i pomoc¢nim reagensima. Nije potrebna rekonstitucija, mijesanje,
razrjedivanje ili titracija.

Poznate primjene:
Imunohistokemija (tkiva fiksirana formalinom i parafinom)

Isporucuje se kao:
0,5% otopina bakrenog sulfata pentahidrata. Pogledajte Sigurnosno-tehnicki
list za dodatne pojedinosti.

Potrebni materijali i reagensi koji nisu isporuceni:
Mikroskopska stakalca, pozitivho nabijena

Pozitivne i negativne kontrole tkiva

Pustinjska komora* ili slicna pe¢nica za susenje (opcionalno)
Ksilen ili zamjena za ksilen

d Biocare Medical
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Etanol ili reagens alkohol

Komora za skidanje presvlake* ili slican ekspres lonac (opcionalno)
Deionizirana ili destilirana voda

Pufer za pranje*

Reagensi za prethodnu obradu* (nije obavezno)
Enzimska probava* (nije obavezno)

Blok peroksidaze* (opcionalno)

Proteinski blok* (opcionalno)

Primarno antitijelo*

Reagensi negativne kontrole*

Kompleti za otkrivanje*

Hematoksilin* (kontrabojenje)

Reagens za plavljenje*

Medij za montazu*

Pokrivno staklo

Svjetlosni mikroskop (40-400X povecanje)

* Biocare Medical Products: Za informacije o kataloskim brojevima i
narucivanju pogledajte web stranicu Biocare Medical koja se nalazi na
http://biocare.net. Odredeni gore navedeni reagensi temelije se na
specifitnoj primjeni i koristenom sustavu detekcije.

Skladistenje i stabilnost:

Cuvati na sobnoj temperaturi (RT). Proizvod je stabilan do datuma isteka
roka valjanosti otisnutog na naljepnici boCice kada se ¢uva pod ovim uvjetima.
Ne koristiti nakon isteka roka valjanosti. Mora se provjeriti skladistenje pod
bilo kojim uvjetima osim navedenih. Biocare nije utvrdio stabilnost reagensa
razrijedenog korisnikom.

Pozitivne i negativne kontrole treba provesti istovremeno sa svim uzorcima
pacijenata. Ako se primijeti neoCekivano bojenje koje se ne moze objasniti
varijacijama u laboratorijskim postupcima i ako se sumnja na problem s
antitijelima, obratite se Biocareovoj tehnickoj podrsci na 1-800-542-2002 ili
putem informacija o tehnickoj podrsci na biocare.net.

Priprema uzorka:

Maramice fiksirane u formalinu prikladne su za upotrebu prije ugradnje u
parafin. Kostana tkiva treba dekalcificirati prije obrade tkiva kako bi se
olaksalo rezanje tkiva i sprijecilo oSte¢enje oStrica mikrotoma.:=

Ispravno fiksirana i ugradena tkiva koja eksprimiraju specificirani ciljni
antigen trebaju biti pohranjena na hladnom mjestu. Zakon o poboljSanju
klinickog laboratorija (CLIA) iz 1988. zahtijeva u 42 CFR§493.1259(b) da
Jlaboratorij mora Cuvati obojena stakalca najmanje deset godina od datuma
ispitivanje i Cuvati blokove uzoraka najmanje dvije godine od datuma
ispitivanja.”

Obrada tkiva prije bojenja:

Provedite toplinski inducirano vracanje epitopa (HIER) prema dolje
preporuc¢enom protokolu. Pokazalo se da rutinska uporaba HIER-a prije IHC-
a smanjuje nedosljednost i standardizira bojenje.+s

Upozorenje i mjere opreza:

1. DAB Sparkle sadrzi bakrov sulfat pentahidrat. Nosite rukavice i zastitnu
odjecu i poduzmite razumne mjere opreza pri rukovanju jer je DAB Sparkle
klasificiran kao nadrazujuci i moZe izazvati preosjetljivost koze. Izbjegavaijte
kontakt s oima, koZzom i sluznicom.

2. Rukujte materijalima ljudskog ili Zivotinjskog podrijetla kao potencijalno
bioloski opasnima i odlazite takve materijale uz odgovarajuce mjere opreza.
U sluCaju izlaganja, slijedite zdravstvene upute nadleznih tijela gdje se
upotrebljava.ss

3. Uzorcima, prije i nakon fiksacije, i svim materijalima koji su im bili izlozeni
treba rukovati kao da mogu prenijeti infekciju i treba ih zbrinuti uz
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odgovaraju¢e mjere opreza. Nikada nemojte pipetirati reagense ustima i
izbjegavajte kontakt koze i sluznice s reagensima i uzorcima. Ako reagensi ili
uzorci dodu u dodir s osjetljivim podrucjima, operite ih velikom koli¢inom
vode.s

4. Mikrobna kontaminacija reagensa moze rezultirati povecanjem
nespecifitnog bojenja.

5. Vremena inkubacije ili temperature koje nisu navedene mogu dati
pogresne rezultate. Korisnik mora potvrditi svaku takvu promjenu.

6. Nemojte koristiti reagens nakon isteka roka valjanosti otisnutog na bodici.
7. Reagensi kompleta za detekciju mikropolimera optimizirani su i spremni za
upotrebu s Biocare antitijelima i pomoénim reagensima. Za preporuene
protokole i uvjete za upotrebu pogledajte upute za uporabu primarnog
protutijela i drugih pomoc¢nih reagensa.

8. Slijedite zahtjeve lokalnih i/ili drzavnih vlasti za nacin zbrinjavanja.

9. STL je dostupan na zahtjev i nalazi se nahttp://biocare.net.

10. Prijavite sve ozbiljne incidente povezane s ovim uredajem kontaktiranjem
lokalnog predstavnika tvrtke Biocare i odgovarajuceg nadleznog tijela drzave
Clanice ili zemlje u kojoj se korisnik nalazi.

Ovaj reagens sadrzi komponente Kklasificirane kako je navedeno u donjoj
tablici u skladu s Uredbom (EZ) br. 1272/2008

Opasnost Kodirati Oznaka opasnosti

H316 Uzrokuje blagu iritaciju koze
H400 Vrlo otrovno za vodene organizme

Upute za koristenje:

Reagensi kompleta kromogena optimizirani su za koriStenje s Biocare
antitijelima i pomoc¢nim reagensima. Za preporucene protokole i uvjete za
upotrebu pogledajte upute za uporabu primarnog protutijela i drugih
pomocnih reagensa. Vrijeme inkubacije i temperature varirat ¢e ovisno o
protokolu s odredenim antitijelima.

Kada koristite automatizirani instrument za bojenje, provjerite radne
parametre u posebnom priruéniku za rukovanje instrumentom i uputama za
uporabu.

Opdi proceduralni koraci za izvodenje IHC:

1. Kromogen: Inkubirajte 5 minuta na sobnoj temperaturi s Biocare DAB

2. DAB Sparkle: Nanesite 4 kapi DAB Sparkle na tkivo obojeno DAB-om.
Inkubirajte 1 minutu. Isprati deioniziranom vodom.

3. Kontrabojenje: Kontrabojenje hematoksilinom. Isprati deioniziranom
vodom. Nanesite Tachinu Bluing otopinu na 1 minutu. Isprati deioniziranom
vodom.

Kontrola kvalitete:
Pogledaijte standarde kvalitete CLSI za dizajn i provedbu imunohistokemijskih
testova; Odobrene smjernice-drugo izdanje (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA SAD
(www.clsi.org). 2011°

Pozitivna kontrola tkiva:

Materijali za vanjsku pozitivnu kontrolu trebaju biti svjezi uzorci fiksirani,
obradeni i ugradeni Sto je prije moguce na isti nacin kao i uzorci pacijenata.
Pozitivne kontrole tkiva indikativne su za pravilno pripremljena tkiva i pravilne
tehnike bojenja. Jedna pozitivha vanjska kontrola tkiva za svaki niz uvjeta
ispitivanja treba biti ukljuena u svako bojenje.
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Tkiva koja se koriste za materijale za vanjsku pozitivhu kontrolu trebaju se
odabrati iz uzoraka pacijenata s dobro karakteriziranim niskim razinama
pozitivne ciljne aktivnosti koja daje slabo pozitivno bojenje. Niska razina
pozitivnosti za vanjske pozitivne kontrole dizajnirana je tako da osigura
otkrivanje suptilnih promjena u primarnoj osjetljivosti antitijela zbog
nestabilnosti ili problema s IHC metodologijom. Komercijalno dostupna
kontrolna stakalca tkiva ili uzorci obradeni na drugaciji nacin od uzorka(a)
pacijenta potvrduju samo ucinkovitost reagensa, a ne potvrduju pripremu
tkiva.

Poznate pozitivne kontrole tkiva trebale bi se koristiti samo za pracenje
ispravne ucinkovitosti obradenih tkiva i testnih reagensa, a ne kao pomoc u
formuliranju specificne dijagnoze uzoraka pacijenata. Ako pozitivne kontrole
tkiva ne pokazu pozitivno bojenje, rezultate testnih uzoraka treba smatrati
nevaze¢ima.

Negativna kontrola tkiva:

Upotrijebite negativnu kontrolu tkiva fiksiranu, obradenu i ugradenu na nacin
identian uzorcima pacijenta sa svakim bojenjem kako biste potvrdili
specificnost IHC primarnog protutijela za demonstracija ciljnog antigena i
davanje indikacije specificnog pozadinskog bojenja (lazno pozitivno bojenje).
Takoder, raznolikost razlicitih tipova stanica prisutnih u vecini dijelova tkiva
moze koristiti ih laboratorij kao mjesta interne negativne kontrole za provjeru
rada IHC-a tehnicki podaci. Vrste i izvori uzoraka koji se mogu koristiti za
negativno tkivo kontrole su navedene u odjeljku Karakteristike izvedbe.

Ako dode do specificnog bojenja (lazno pozitivno bojenje) u negativnoj
kontroli tkiva, rezultate s uzorcima pacijenata treba smatrati nevaze¢ima.

Nespecificna negativna kontrola reagensa:

Upotrijebite nespecificnu negativnu kontrolu reagensa umjesto primarnog
protutijela s dijelom svakog pacijentovog uzorka za procjenu nespecificnog
bojenja i

omogucuju bolje tumacenje specificnog bojenja na mjestu antigena. U
idealnom slucaju, negativnha kontrola reagensa sadrZi proizvedeno i
pripremljeno protutijelo (tj. razrijedeno na istu koncentraciju pomocu istog
razrjedivaca) za upotrebu na isti naCin kao primarno protutijelo, ali ne
pokazuje specificnu reaktivnost s ljudskim tkivima u istoj matrici/otopini kao
primarno protutijelo . Sam razrjedivaC moze se koristiti kao manje pozeljna
alternativa prethodno opisanim negativnim kontrolama reagensa. Razdoblje
inkubacije za negativnu kontrolu reagensa treba odgovarati onom primarnog
protutijela.

Kada se paneli nekoliko protutijela koriste na serijskim presjecima, negativho
obojena podrudja jednog stakalca mogu posluZziti kao negativna/nespecificna
pozadinska kontrola za druga protutijela. Kako bi se razlikovala endogena

aktivnost enzima ili nespecificno vezanje enzima od specifine
imunoreaktivnosti, dodatna tkiva bolesnika mogu se obojiti iskljucivo
supstrat-kromogenom ili enzimskim kompleksima (PAP, avidin-biotin,

streptavidin) odnosno supstrat-kromogenom.

Provjera testa:

Prije poCetne upotrebe antitijela ili sustava bojenja u dijagnostickom
postupku, korisnik bi trebao potvrditi specificnost antitijela testiranjem na
nizu internih tkiva s poznatim karakteristkama imunohistokemijske
ucinkovitosti koja predstavljaju poznata pozitivna i negativna tkiva.
Pogledaijte postupke kontrole kvalitete prethodno navedene u ovom odjeljku
uputa za proizvod i preporuke za kontrolu kvalitete CAP programa
certifikacijer za imunohistokemiju i/ili NCCLS IHC smjernice:. Ove postupke
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kontrole kvalitete treba ponoviti za svaku novu seriju antitijela ili kad god
dode do promjene parametara testa. Tkiva navedena u odjeljku
Karakteristike izvedbe prikladna su za provjeru analize.

Rjesavanje problema:

Slijedite preporuke protokola specificnih za antitijela u skladu s dostavljenom
podatkovnom tablicom. Ako dode do netipicnih rezultata, kontaktirajte
Biocare tehnicku podrsku na 1-800-542-2002.

Tumacenje bojenja:

DAB Sparkle proizvodi pojaanu reakciju smede boje na antigenskim
mjestima lokaliziranim primarnim antitijelima. Prije tumacenja rezultata
pacijenta, bojenje kontrola mora procijeniti kvalificirani patolog. Negativhe
kontrole se procjenjuju i usporeduju s obojenim stakalcima kako bi se
osiguralo da uoCeno bojenje nije rezultat nespecificnih interakcija.

Pozitivna kontrola tkiva:

Prvo treba ispitati pozitivnu kontrolu tkiva obojenu navedenim protutijelima
kako bi se utvrdilo da svi reagensi ispravno funkcioniraju. Odgovarajuce
bojenje ciljnih stanica (kako je gore navedeno) pokazatelj je pozitivne
reaktivnosti. Ako pozitivne kontrole tkiva ne pokazu pozitivno bojenje, sve
rezultate s ispitnim uzorcima treba smatrati nevazec¢ima.

Boja produkta reakcije moZe varirati ovisno o koristenim kromogenima

supstrata. Za ocekivane reakcije boja pogledajte upute za pakiranje supstrata.

Nadalje, metakromazija se moze uociti u varijacijama metode bojenja. =
Kada se koristi protubojenje, ovisno o duljini inkubacije i jacini koristenog
protubojanja, suprotno bojenje Ce rezultirati obojenjem stani¢nih jezgri.
Pretjerano ili nepotpuno kontrastno bojenje moZze ugroziti pravilno tumacenje
rezultata. Pogledajte protokol(e) za preporuceno kontrastno bojenje.

Negativna kontrola tkiva:

Negativnu kontrolu tkiva treba pregledati nakon pozitivhe kontrole tkiva kako
bi se potvrdila specificnost obiliezavanja cilijnog antigena primarnim
protutijelom. Odsutnost specifichog bojenja u negativnoj kontroli tkiva
potvrduje nedostatak unakrsne reaktivnosti protutijela na stanice/stanicne
komponente. Ako dode do specificnog bojenja (laZzno pozitivho bojenje) u
negativnoj vanjskoj kontroli tkiva, rezultate uzorka s pacijenta treba smatrati
nevazeéima.

Nespecifitno bojenje, ako je prisutno, obi¢no ima difuzan izgled. Sporadi¢no
bojenje vezivnog tkiva takoder se moze primijetiti u dijelovima tkiva koji su
previse fiksirani formalinom. Koristite intaktne stanice za tumacenje rezultata
bojenja. Nekroticne ili degenerirane stanice Cesto se boje nespecifi¢no.

Tkivo pacijenta:

Pregledajte uzorke pacijenata obojene navedenim protutijelima posljednji.
Intenzitet pozitivnog bojenja treba procijeniti u kontekstu bilo kojeg
nespecifitnog pozadinskog bojenja negativne kontrole reagensa. Kao i kod
svakog imunohistokemijskog testa, negativan rezultat znaci da antigen nije
otkriven, a ne da antigen nije bio prisutan u testiranim stanicama/tkivu. Ako
je potrebno, upotrijebite panel protutijela za identifikaciju lazno negativnih
reakcija.

Pogledajte SaZetak i objasnjenje, OgraniCenja i Radne karakteristike za
specificne informacije u vezi s indiciranom imunoreaktivnos¢u protutijela.

Ogranicenja:

Opca ogranicenja:
1. Zain vitro dijagnosticka (IVD) upotreba
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2. Ovaj proizvod je samo za profesionalnu upotrebu: Imunohistokemija je
viSestupanjski dijagnosticki proces koji se sastoji od specijalizirane
obuke u odabiru odgovarajucih reagensa; selekcija, fiksacija i obrada
tkiva; priprema IHC stakalca; i tumacenje rezultata bojenja.

3. Za koristenje samo prema lijecnickom receptu. (Samo Rx)

4. Bojanje tkiva ovisi o rukovanju i obradi tkiva prije bojenja.
Neodgovarajuce fiksiranje, zamrzavanje, odmrzavanje, pranje, susenje,
zagrijavanje, rezanje ili kontaminacija drugim tkivima ili tekuc¢inama
moze proizvesti artefakte, hvatanje antitijela ili lazno negativne
rezultate. Nedosljedni rezultati mogu biti posljedica varijacija u
metodama fiksacije i ugradnje ili inherentnih nepravilnosti unutar tkiva.:

5. Pretjerano ili nepotpuno kontrastno bojenje moZe ugroziti pravilno
tumacenje rezultata.

6. Klinicku interpretaciju bilo kojeg pozitivnog ili negativnog bojenja treba
procijeniti u kontekstu klinicke slike, morfologije i drugih histopatoloskih
kriterija. Klinicku interpretaciju bilo kojeg pozitivnog ili negativnog
bojenja treba nadopuniti morfoloskim studijama uz koriStenje
odgovarajucih pozitivnih i negativnih unutarnjih i vanjskih kontrola, kao
i drugih dijagnostickih testova. Odgovornost je kvalificiranog patologa
koji je upoznat s pravilnom upotrebom IHC protutijela, reagensa i
metoda za tumacenje svih koraka koristenih za pripremu i tumacenje
konacnog IHC pripravka.

7. Optimalni protokoli za odredenu aplikaciju mogu varirati. To ukljucuje,
ali nije ograni¢eno na fiksaciju, metodu povrata topline, vrijeme
inkubacije, razrjedivanje antitijela, debljinu presjeka tkiva i koristeni
pribor za otkrivanje. Za preporuCene protokole i uvjete za upotrebu
pogledajte upute za uporabu primarnog protutijela i drugih pomocnih
reagensa. Preporuke i protokoli u podatkovnom listu temelje se na
iskljucivoj uporabi Biocare proizvoda. U konacnici, odgovornost je
istrazivacCa da odredi optimalne uvjete.

8. Ovaj proizvod nije namijenjen za upotrebu u protocnoj citometriji.
Radne karakteristike nisu utvrdene za protoCnu citometriju.

9. Tkiva osoba zaraZenih virusom hepatitisa B i koja sadrze povrsinski
antigen hepatitisa B (HBsAg) mogu pokazivati nespecificno obojenje
peroksidazom hrena.=

10. Reagensi mogu pokazati neoCekivane reakcije u prethodno netestiranim
tkivima. Mogucnost neocekivanih reakcija Cak ni u ispitivanim
skupinama tkiva ne moze se u potpunosti eliminirati zbog bioloske
varijabilnosti ekspresije antigena u novotvorinama, odnosno drugim
patoloskim tkivima.:s Obratite se Biocare tehnickoj podrsci na 1-800-
542-2002 ili putem informacija o tehnickoj podrsci na biocare.net, uz
dokumentirane neocekivane reakcije.

11. Normalni/neimuni serumi iz istog Zivotinjskog izvora kao i sekundarni
antiserumi koristeni u koracima blokiranja mogu izazvati laZno
negativne ili lazno pozitivne rezultate zbog autoantitijela ili prirodnih
antitijela.

12. Lazno pozitivni rezultati mogu se vidjeti zbog neimunoloskog vezanja
proteina ili proizvoda reakcije supstrata. Takoder mogu biti uzrokovane
aktivnoséu pseudo peroksidaze (eritrociti), endogenom aktivnoscu
peroksidaze (citokrom C) ili endogenim biotinom (npr. jetra, dojka,
mozak, bubreg) ovisno o vrsti koristenog imunoloskog bojenja.»

13. Negativan rezultat znaci da antigen nije detektiran, a ne da antigena
nije bilo u ispitivanim stanicama ili tkivu.

Specifi¢na ograni¢enja proizvoda:
Nema dodatnih specificnih ogranicenja proizvoda.

Karakteristike izvedbe:

Bojanje je provedeno koriStenjem protokola navedenih u uputama za
uporabu specifitnih za antitijela ili kako je navedeno. Osjetljivost i
specificnost bojenja procijenjena je u nizu tipova normalnih i neoplastic¢nih
tkiva procijenjenih tijekom razvoja primarnih protutijela.
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Ponovljivost:

Ponovljivost Biocare DAB Sparkle provijerena je mijerenjem srednje
preciznosti u kojem su razliCite serije reagensa testirane tijekom duljeg
vremenskog razdoblja koristenjem razli¢itih operatera, analitiCara, serija
reagensa, uzoraka tkiva i opreme. Bojanje dobiveno za svaki reagens bilo je
dosljedno i izvedeno prema ocekivanjima.

Rjesavanje problema:

Nema bojanja niti na jednom predmetnom stakalcu — Provjerite jesu li
koristena odgovarajuca pozitivna kontrola tkiva, antitijela i proizvoda za
otkrivanje. Provjerite postoji li nepotpuno ili nepravilno uklanjanje ili
prethodna obrada voska.

2. Slabo bojenje svih stakalca — Provjerite je li koristeno odgovarajuce
tkivo pozitivhe kontrole, antitijela i proizvodi za otkrivanje.

3. Prevelika pozadina svih stakalca — Mogu postojati visoke razine
endogenog biotina (ako se koriste proizvodi za detekciju na bazi biotina),
endogena HRP aktivnost koja pretvara kromogen u obojeni krajnji
proizvod (koristite blok peroksidaze) ili prekomjerna nespecificna
interakcija proteina (koristite protein blok, kao Sto je otopina za
blokiranje na bazi seruma ili kazeina).

4. Dijelovi tkiva ispiru se sa stakalca tijekom inkubacije — Provjerite
stakalca kako biste bili sigurni da su pozitivho nabijena.

5. Specifitno bojenje pretamno — Provjerite protokol kako biste utvrdili je
li na stakalcu primijenjen ispravan titar protutijela, kao i ispravna
vremena inkubacije za sve reagense. Osim toga, osigurajte da protokol
ima dovoljno koraka ispiranja za uklanjanje viska reagensa nakon
zavrsSetka koraka inkubacije.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Zamyslené pouziti:
Pro/n vitro Diagnostické pouZiti

DAB Sparkle je urlen k pouziti v protokolech manualniho
imunohistochemického barveni (IHC) pro zlepSeni barveni tkani fixovanych
ve formalinu, zalitych v parafinu (FFPE), pokud se pouziva ve spojeni s
prislusnym detekénim systémem HRP a primarnimi protilatkami. Klinicka
interpretace jakéhokoli zabarveni nebo jeho nepfitomnosti by méla byt
dopInéna morfologickymi studiemi a fadnymi kontrolami a méla by byt
vyhodnocena v kontextu pacientovy klinické anamnézy a dalSich
diagnostickych testl kvalifikovanym patologem.

Shrnuti a vysvétleni:
DAB Sparkle je specialné formulovany zlepsujici roztok pfipraveny k pouziti
pro zvyseni citlivosti a kontrastu tkani obarvenych DAB.

Princip postupu:

Toto cinidlo pfi pouziti pfi IHC testovani FFPE tkanovych Fezli umoziiuje lepsi
vizualizaci antigend pomoci sekvencni aplikace specificka protilatka k
antigenu (primarni protilatka), sekundarni protildtka k primarni protilatce
(volitelnd vazba protildtka/sonda), enzymovy komplex a chromogenni
substrat s vloZzenymi promyvacimi kroky. Enzymaticka aktivace chromogenu
vede k viditelnému reakénimu produktu v misté antigenu. Vzorek pak mize
byt kontrastné obarven a zakryt krycim sklickem. Vysledky jsou
interpretovany pomoci svétla mikroskop a pomlcka pfi diferencidlni
diagnostice patofyziologickych procest, které mohou popf nemusi byt spojen
s konkrétnim antigenem.

Materialy a metody:

Dodavana Cinidla:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Rekonstituce, michani, fedéni, titrace:

Cinidlo DAB Sparkle je optimalizovano a pfipraveno k pouziti s protilatkami
Biocare a pomocnymi Cinidly. Neni nutna zadna rekonstituce, michani, fedéni
nebo titrace.

Znamé aplikace:
Imunohistochemie (tkané zalité v parafinu fixované formalinem)

Dodavano jako:
0,5% roztok pentahydratu siranu médnatého. Dalsi podrobnosti viz
Bezpecnostni list.

Potiebné materidly a Cinidla, které nejsou soucasti dodavky:
Mikroskopicka sklicka, kladné nabita

Pozitivni a negativni tkafové kontroly

Poustni komora* nebo podobna Susici pec (volitelné)
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Xylen nebo nahrada xylenu

Ethanol nebo reagenéni alkohol
Decloaking Chamber* nebo podobny tlakovy hrnec (volitelné)
Deionizovana nebo destilovana voda
Promyvaci pufr*

Cinidla pro predipravu* (volitelné)
Enzymové traveni* (volitelné)
Peroxidazovy blok* (volitelné)
Proteinovy blok* (volitelné)

Primarni protilatka*

Negativni kontrolni Cinidla*

Detekéni sady*

Hematoxylin* (kontrabarva)
Blueingovo cinidlo*

Montazni médium*

Kryci sklo

Svételny mikroskop (40-400x zvétSeni)

* Biocare Medical Products: Informace tykajici se katalogovych Cisel a
objednavek naleznete na webovych strankach Biocare Medical na adrese
http://biocare.net. Néktera vySe uvedena cinidla jsou zaloZena na specifické
aplikaci a pouzitém detekénim systému.

Skladovani a stabilita:

Skladujte pfi pokojové teploté (RT). PFi skladovani za téchto podminek je
pfipravek stabilni do data exspirace vytisténého na Stitku lahvicky.
Nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti. Skladovani za jakychkoliv jinych
nez uvedenych podminek musi byt ovéfeno. Stabilita uzivatelem nafedéného
Cinidla nebyla spolecnosti Biocare stanovena.

Pozitivni a negativni kontroly by mély byt provadény soucasné se vsemi
vzorky pacientl. Pokud zpozorujete neolekdvané zbarveni, které nelze
vysvétlit odchylkami v laboratornich postupech, a mate podezieni na problém
s protilatkou, kontaktujte technickou podporu spolecnosti Biocare na cisle 1-
800-542-2002 nebo prostfednictvim informaci o technické podpore na webu
biocare.net.

Priprava vzorku:

Tkéné fixované ve formalinu jsou vhodné pro pouziti pred zalitim parafinem.
Kostni tkané by mély byt pfed zpracovanim tkané odvapnény, aby se
usnadnilo Fezani tkané a zabranilo se poskozeni ¢epeli mikrotomu.:=

Spravné fixované a zapusténé tkané exprimujici specifikovany cilovy antigen
by mély byt skladovany na chladném misté. Clinical Laboratory Improvement
Act (CLIA) z roku 1988 vyZaduje v 42 CFR§493.1259(b), Ze ,Laborator musi
uchovavat obarvena sklicka nejméné deset let od data vySetfeni a uchovavat
bloky vzorkd nejméné dva roky od data vysetfeni.":

Osetreni tkani pred barvenim:

Provedte Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) podle doporuceného
protokolu nize. Ukazalo se, Ze rutinni pouziti HIER pred IHC minimalizuje
nekonzistenci a standardizuje barveni.«s

Upozornéni a bezpec€nostni opatfeni:

1. DAB Sparkle obsahuje pentahydrat siranu médnatého. PFfi manipulaci
pouzivejte rukavice a ochranny odév a pfijméte pfimérena opatteni, protoze
DAB Sparkle je klasifikovan jako drazdivy a mlZe zpUsobit senzibilizaci pfi
kontaktu s pokozkou. Zabrarite kontaktu s o¢ima, kdizi a sliznicemi.

2. Zachazejte s materialy lidského nebo zvifeciho plivodu jako s potencialné
biologicky nebezpecnymi a likvidujte je s nalezitymi opatfenimi. V pripadé
expozice se fidte zdravotnimi smérnicemi odpovédnych Gfadd, kde byly
pouzity.e7
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3. Se vzorky pred a po fixaci a se vSemi materialy, které jim byly vystaveny,
by se mélo zachdzet jako s témi, které mohou prenaset infekci, a likvidujte
je podle naleZitych opatfeni. Nikdy nepipetujte reagencie Usty a vyhnéte se
kontaktu kdze a sliznic s reagenciemi a vzorky. Pokud se Cinidla nebo vzorky
dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym mnoZstvim
vody.s

4. Mikrobialni kontaminace reagencii mlze vést ke zvySeni nespecifického
zbarveni.

5. Jiné nez specifikované doby inkubace nebo teploty mohou vést k chybnym
vysledk@m. UZivatel musi kazdou takovou zménu potvrdit.

6. Nepouzivejte Cinidlo po uplynuti doby pouZitelnosti vytisténé na lahvicce.

7. Cinidla mikropolymerové detekéni soupravy jsou optimalizovana a
pripravena k pouZziti s protilatkami Biocare a pomocnymi Cinidly. Doporucené
protokoly a podminky pouZiti naleznete v pokynech k pouZiti primarni
protilatky a dalsich pomocnych cinidel.

8. Dodrzujte poZadavky mistnich a/nebo statnich Gradl na zplsob likvidace.
9. BezpeCnostni list je k dispozici na vyzadani a je umistén na
adresehttp://biocare.net.

10. Oznamte jakékoli vézné incidenty souvisejici s timto zafizenim
kontaktovanim mistniho zastupce spolecnosti Biocare a pfislusného uradu
Clenského statu nebo zemé, kde se uzivatel nachazi.

Toto cinidlo obsahuje slozky klasifikované tak, jak je uvedeno v tabulce nize
v souladu s Nafizenim (ES) ¢. 1272/2008

Nebezpeci Kod Prohlaseni o nebezpecnosti

H316 | Zplsobuje mirné podrazdéni pokozky
H400 | Vysoce toxicky pro vodni organismy

Navod k pouziti:

Reagencie chromogenové sady jsou optimalizovany pro pouZiti s protilatkami
Biocare a pomocnymi reagenciemi. Doporucené protokoly a podminky pouZiti
naleznete v pokynech k pouziti primarni protildtky a dalSich pomocnych
Cinidel. Inkubacni doby a teploty se budou liSit v zavislosti na specifickém
protokolu protilatek.

Pfi pouZiti automatického barviciho pfistroje si provozni parametry
prostudujte v navodu k obsluze konkrétniho pfistroje a v navodu k pouZiti.

Obecné proceduralni kroky pro provadéni IHC:

1. Chromogen: Inkubujte 5 minut pfi teploté mistnosti s Biocare's DAB

2. DAB Sparkle: Aplikujte 4 kapky DAB Sparkle na tkan obarvenou DAB.
Inkubujte 1 minutu. Oplachnéte deionizovanou vodou.

3. Kontrabarva: Kontrabarva hematoxylinem. Oplachnéte deionizovanou
vodou. Aplikujte Tacha's Blueing Solution na 1 minutu. Oplachnéte
deionizovanou vodou.

Kontrola kvality:

Viz standardy kvality CLSI pro navrh a implementaci imunohistochemickych
testd; Schvalena smérnice — druhé vydani (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA
(www.clsi.org). 2011¢

Pozitivni tkarova kontrola:

Materialy pro externi pozitivni kontrolu by mély byt Cerstvé vzorky fixované,
zpracované a zalité co nejdfive stejnym zplisobem jako vzorky pacienta.
Pozitivni tkariové kontroly ukazuji na spravné pripravené tkané a spravné
techniky barveni. V kazdém cyklu barveni by méla byt zahrnuta jedna
pozitivni externi tkarfiova kontrola pro kazdou sadu testovacich podminek.
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Tkané pouzité pro externi materialy pro pozitivni kontrolu by mély byt
vybrany ze vzorkd pacientl s dobre charakterizovanou nizkou trovni pozitivni
cilové aktivity, ktera poskytuje slabé pozitivni barveni. Nizka Groven pozitivity
pro externi pozitivni kontroly je navrZena tak, aby zajistila detekci jemnych
zmén citlivosti primarnich protilatek z nestability nebo problém& s IHC
metodikou. Komercné dostupna tkanova kontrolni sklicka nebo vzorky
zpracované odlisné od vzorku (vzorkd) pacienta pouze ovéfuji Gcinnost
reagencii a neovéruji pripravu tkané.

Znamé pozitivni tkanové kontroly by se mély pouZivat pouze pro
monitorovani spravného vykonu zpracovanych tkani a testovacich cinidel,
spise neZ jako pomicka pfi formulovani specifické diagnézy vzorkd pacientd.
Pokud pozitivni tkanové kontroly nevykazuji pozitivni zabarveni, vysledky s
testovacimi vzorky by mély byt povazovany za neplatné.

Negativni tkanova kontrola:

PouZijte negativni tkarovou kontrolu fixovanou, zpracovanou a zalitou
stejnym zplisobem jako vzorek (vzorky) pacienta s kazdym barvenim, abyste
oveéfili specifitu primarni IHC protilatky pro prokazani cilového antigenu a
poskytnuti indikace specifického barveni pozadi (falesné pozitivni barveni).
Také mlze byt rozmanitost riznych typl bunék pfitomnych ve vétsiné
tkanovych fez byt pouzivany laboratofi jako interni negativni kontrolni mista
k ovéreni vykonu IHC Specifikace. Typy a zdroje vzorkd, které Ize pouzit pro
negativni tkan ovladaci prvky jsou uvedeny v Casti Vykonové charakteristiky.

Pokud se u negativni tkanové kontroly objevi specifické zbarveni (falesné
pozitivni barveni), vysledky se vzorky pacienta by mély byt povazovany za
neplatné.

Nespecificka kontrola negativnich Cinidel:

PouZijte nespecifickou negativni reagencni kontrolu misto primarni protilatky
s fezem kazdého vzorku pacienta k vyhodnoceni nespecifického zbarveni a
umozniuji lepsi interpretaci specifického zbarveni v misté antigenu. V idealnim
pfipadé negativni reagencni kontrola obsahuje vyrobenou a pfipravenou
protilatku (tj. nafedénou na stejnou koncentraci za pouziti stejného fedidla)
pro pouziti stejnym zplsobem jako primarni protilatka, ale nevykazuje
Zadnou specifickou reaktivitu s lidskymi tkanémi ve stejné matrici/roztoku
jako primarni protildtka . Samotné Fedidlo mdZe byt pouzito jako méné
Zadouci alternativa k dfive popsanym negativnim reagencnim kontrolam.
Inkubacni doba pro negativni reagencni kontrolu by méla odpovidat
inkubacni dobé primarni protilatky.

KdyZz se na sériovych fezech pouziji panely nékolika protilatek, negativné
barvené oblasti jednoho sklicka mohou slouZit jako negativni/nespecificka
vazebna kontrola pozadi pro jiné protilatky. Pro odliSeni endogenni enzymové
aktivity nebo nespecifické vazby enzym od specifické imunoreaktivity
mohou byt dalsi tkané pacienta obarveny vyhradné substrat-chromogen
nebo komplexy enzym@ (PAP, avidin-biotin, streptavidin) a substrat-
chromogen, v daném poradi.

Ovéreni testu:

Pfed prvnim pouzitim protilatky nebo barviciho systému v diagnostickém
postupu by mél uZivatel ovéfit specifitu protildtky testovanim na fadé
vlastnich tkéni se zndmymi imunohistochemickymi charakteristikami, které
pfedstavuji znamé pozitivni a negativni tkané. Viz postupy kontroly kvality
dfive uvedené v této Casti pribalové informace k produktu a doporuceni
kontroly kvality certifikatniho programu CAP» pro imunohistochemii a/nebo
doporucéeni NCCLS IHCx. Tyto postupy kontroly kvality by se mély opakovat
pro kazdou novou Sarzi protilatek nebo kdykoli dojde ke zméné parametr(i
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testu. Tkané uvedené v Casti Vykonnostni charakteristiky jsou vhodné pro
ovéreni testu.

Odstranovani problémii:

Dodrzujte doporuceni specifického protokolu protilatek podle dodaného
datového listu. Pokud se objevi atypické vysledky, kontaktujte technickou
podporu Biocare na Cisle 1-800-542-2002.

Interpretace barveni:

DAB Sparkle vytvari zesilenou hnédou barevnou reakci v mistech antigenu
lokalizovanych primarni protilatkou. Pfed interpretaci vysledk(l pacienta musi
barveni kontrol vyhodnotit kvalifikovany patolog. Negativni kontroly se
vyhodnoti a porovnaji s obarvenymi sklicky, aby se zajistilo, Ze jakékoli
pozorované zbarveni neni vysledkem nespecifickych interakci.

Pozitivni tkarfova kontrola:

Pozitivni tkanova kontrola obarvena indikovanou protildtkou by méla byt
nejprve vysSetfena, aby se Zjistilo, Ze vSechna Cinidla funguji spravné. Vhodné
barveni cilovych bunék (jak je uvedeno vyse) svédc¢i o pozitivni reaktivité.
Pokud pozitivni tkanové kontroly nevykazuji pozitivni zabarveni, jakékoli
vysledky s testovacimi vzorky by mély byt povaZovany za neplatné.

Barva reakéniho produktu se mize lisit v zavislosti na pouZitych
substratovych chromogenech. Ocekavané barevné reakce naleznete v
pribalovych informacich substratu. Dale mdze byt ve variantach zplsobu
barveni pozorovana metachromazie.:

KdyZz se pouZije kontrastni barvivo, v zavislosti na délce inkubace a sile
pouZitého kontrastniho barviva, povede kontrastni barvivo ke zbarveni
bunécnych jader. Nadmérné nebo nelplné kontrastni barveni miize ohrozit
spravnou interpretaci vysledk@. Doporutené kontrastni barvivo viz
protokol(y).

Negativni tkériova kontrola:

Negativni tkanova kontrola by méla byt vySetfena po pozitivni tkarnové
kontrole, aby se ovéfila specificita znaceni cilového antigenu primarni
protildtkou. Absence specifického barveni v negativni tkanové kontrole
potvrzuje nedostatek zkfizené reaktivity protilatek s burikami/bunécnymi
slozkami. Pokud se u negativni externi tkanové kontroly objevi specifické
zbarveni (falesné pozitivni barveni), vysledky se vzorkem pacienta by mély
byt povazovany za neplatné.

Nespecifické zbarveni, pokud je pfitomno, ma obvykle diflzni vzhled.
Sporadické barveni pojivové tkané Ize také pozorovat v fezech z tkani
nadmérné fixovanych formalinem. Pro interpretaci vysledkd barveni pouzijte
neporusené buriky. Nekrotické nebo degenerované burky se Casto barvi
nespecificky.

Pacientska tkan:

Prohlédnéte si vzorky pacientd obarvené indikovanou protildtkou posledni.
Intenzita pozitivniho zbarveni by méla byt posouzena v kontextu jakéhokoli
nespecifického zbarveni pozadi negativni kontroly reagencii. Jako u kazdého
imunohistochemického testu negativni vysledek znamena, Ze antigen nebyl
detekovan, nikoli Ze antigen v testovanych bunkach/tkani chybél. V pfipadé
potfeby pouZijte panel protilatek k identifikaci faleSné negativnich reakci.

Specifické informace tykajici se indikované imunoreaktivity protilatek
naleznete v Casti Souhrn a vysvétleni, omezeni a vykonnostni charakteristiky.
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Omezeni:

Obecna omezeni:

1. Pro/n vitro diagnostické (IVD) PouZiti

2. Tento produkt je uréen pouze pro profesionalni pouZiti:
Imunohistochemie je vicestupriovy diagnosticky proces, ktery se sklada
ze specializovaného skoleni ve vybéru vhodnych Cinidel; vybér tkané,
fixace a zpracovani; priprava podlozniho sklicka IHC; a interpretaci
vysledkd barveni.

3. Pro pouziti pouze na |ékarsky predpis. (Pouze Rx)

4.  Barveni tkdné zavisi na manipulaci a zpracovani tkané pred barvenim.
Nespravna fixace, zmrazovani, rozmrazovani, myti, suSeni, zahtivani,
krajeni nebo kontaminace jinymi tkanémi nebo tekutinami mlze
zpUsobit artefakty, zachyceni protilatek nebo faleSné negativni vysledky.
Nekonzistentni vysledky mohou byt zpdsobeny odchylkami v metodach
fixace a zalévani nebo pfirozenymi nepravidelnostmi v tkani.:

5. Nadmérné nebo nelpIné kontrastni barveni mdze ohrozit spravnou
interpretaci vysledkd.

6. Klinickd interpretace jakéhokoli pozitivniho nebo negativniho zbarveni
by méla byt vyhodnocena v kontextu klinické prezentace, morfologie a
dalSich histopatologickych kritérii. Klinicka interpretace jakéhokoli
pozitivniho nebo negativniho zbarveni by méla byt doplnéna
morfologickymi studiemi s pouzitim spravnych pozitivnich a negativnich
internich a externich kontrol, jakoZ i dalsich diagnostickych testd. Je
odpovédnosti  kvalifikovaného patologa, ktery je obeznamen se
spravnym pouzitim IHC protildtek, Cinidel a metod, aby interpretoval
vSechny kroky pouzité k pfipravé a interpretaci kone¢ného IHC
pFipravku.

7. Optimalni protokoly pro konkrétni aplikaci se mohou liSit. Mezi né patfi
mimo jiné fixace, metoda ziskavani tepla, inkubacni doby, Fedéni
protildtek, tloustka Fezu tkané a pouZitd detekéni souprava.
Doporucené protokoly a podminky pouziti naleznete v pokynech k
pouZiti primarni protildtky a dalSich pomocnych cinidel. Doporuceni a
protokoly datovych listd jsou zalozeny na vyhradnim pouZiti produktf
Biocare. V kone¢ném disledku je odpovédnosti vySetfovatele urdit
optimalni podminky.

8. Tento produkt neni uren pro pouziti v pritokové cytometrii.
Vykonnostni  charakteristiky nebyly pro préitokovou cytometrii
stanoveny.

9. Tkané osob infikovanych virem hepatitidy B a obsahujici povrchovy
antigen hepatitidy B (HBsAg) mohou vykazovat nespecifické barveni
kfenovou peroxidazou.

10. Reagencie mohou vykazovat neoCekavané reakce v dfive
netestovanych tkanich. MoZnost neoCekavanych reakci i u testovanych
skupin tkani nelze zcela eliminovat z dfivodu biologické variability
exprese antigenu v novotvarech nebo jinych patologickych tkanich.:s
Kontaktujte technickou podporu spolecnosti Biocare na Cisle 1-800-542-
2002 nebo prostfednictvim informaci o technické podpore uvedenych
na biocare.net se zdokumentovanymi neoCekavanymi reakcemi.

11. Normalni/neimunitni séra ze stejného zvifeciho zdroje jako sekundarni
antiséra pouZita v blokovacich krocich mohou zplsobit falesné negativni
nebo falesné pozitivni vysledky v ddsledku autoprotilatek nebo
prirozenych protilatek.

12. Fale$né pozitivni vysledky mohou byt pozorovény v disledku
neimunologické vazby proteinl nebo produktl reakce substratu. Mohou
byt také zplisobeny pseudoperoxiddzovou aktivitou (erytrocyty),
endogenni peroxidazovou aktivitou (cytochrom C) nebo endogennim
biotinem (napf. jatra, prsa, mozek, ledviny) v zavislosti na typu
pouzitého imunobarveni.:

13. Negativni vysledek znamena, Ze antigen nebyl detekovan, nikoli ze
antigen ve vySetfovanych burkach nebo tkani chybél.

Specifickd omezeni produktu:
Zadné dalsi specifickd omezeni produktu.
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Vykonnostni charakteristiky:

Barveni bylo provedeno pomoci protokoll poskytnutych v pokynech pro
pouziti specifickych pro protilatku nebo jak je uvedeno. Citlivost a specificita
barveni byla hodnocena v celé fadé normalnich a neoplastickych typl tkani
hodnocenych béhem vyvoje primarnich protilatek.

Reprodukovatelnost:
Reprodukovatelnost Biocare DAB Sparkle je ovéfena méfenim stredni
presnosti, pfi kterém byly rlizné Sarze reagencii testovany po delsi dobu

pomoci riiznych operatord, analytikd, Sarzi reagencii, vzorkd tkani a vybaveni.

Barveni ziskané pro kazdé Cinidlo bylo konzistentni a provedlo se podle
ocekavani.

Odstrafiovani problémii:

1. Zadné barveni sklicek — Zkontrolujte, zda byly pouzity vhodné pozitivni
kontrolni tkané, protilatky a detekéni produkty. Zkontrolujte nelpiné
nebo nespravné odstranéni vosku nebo predipravu.

2. Slabé zabarveni v3ech sklicek — Zkontrolujte, zda byly pouzity vhodné
pozitivni kontrolni tkané, protilatky a detek¢ni produkty.

3. Nadmérné pozadi vsech preparatd — Mohou existovat vysoké hladiny
endogenniho biotinu (pokud pouZivate detekéni produkty na bazi
biotinu), endogenni aktivita HRP pfeménujici chromogen na barevny
konecny produkt (pouZijte peroxidazovy blok) nebo nadmérna
nespecifickd proteinova interakce (pouzijte protein blok, jako je
blokovaci roztok na bazi séra nebo kaseinu).

4.  Tkénové fezy smyjte sklicka béhem inkubace — Zkontrolujte sklicka,
abyste se ujistili, Ze jsou kladné nabita.

5.  Specifické barveni je prilis tmavé — Zkontrolujte protokol, abyste zjistili,
zda byl na sklicko aplikovan spravny titr protilatek, a také spravné
inkubacni doby pro vSechna cinidla. Dale zajistéte, aby protokol
obsahoval dostatek promyvacich krokll k odstranéni pfebytecnych
Cinidel po dokonceni inkubacnich krokd.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Anvendelsesformal:
Tilin vitro Diagnostisk brug

DAB Sparkle er beregnet til brug i manuel immunhistokemi (IHC)
farvningsprotokoller til forbedring af farvning af formalinfikserede,
paraffinindlejrede (FFPE) veev, nér det bruges sammen med det relevante
HRP-detektionssystem og primaere antistoffer. Den kliniske fortolkning af
enhver farvning eller dens fravaer bgr suppleres af morfologiske
undersggelser og korrekte kontroller og bgr evalueres i sammenhasng med
patientens kliniske historie og andre diagnostiske test af en kvalificeret
patolog.

Sammenfatning og forklaring:
DAB Sparkle er en specialformuleret klar-til-brug-forstaerkende oplgsning til
at gge falsomheden og kontrasten af DAB-farvede vaev.

Procedureprincip:

Dette reagens, nér det bruges i IHC-test af FFPE-vaevssnit, giver mulighed
for forbedret visualisering af antigener via sekventiel pafaring af en specifikt
antistof til antigenet (primaert antistof), et sekundaert antistof til det primaere
antistof (valgfrit link-antistof/probe), et enzymkompleks og et kromogent
substrat med indskudte vasketrin. Den enzymatiske aktivering af kromogenet
resulterer i et synligt reaktionsprodukt pd antigenstedet. Praven kan derefter
modfarves og daekglas. Resultater fortolkes ved hjeelp af et lys mikroskop og
hjeelp til differentialdiagnose af patofysiologiske processer, som evt er
muligvis ikke forbundet med et bestemt antigen.

Materialer og metoder:

Medfglgende reagenser:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x 25 mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Rekonstitution, blanding, fortynding, titrering:

DAB Sparkle-reagenset er optimeret og klar til brug med Biocare-antistoffer
og hjeelpereagenser. Ingen rekonstitution, blanding, fortynding eller titrering
er pdkraevet.

Kendte applikationer:
Immunhistokemi (formalinfikseret paraffinindlejret vaev)

Leveres som:
0,5 % kobbersulfatpentahydratoplgsning. Se sikkerhedsdatabladet for
yderligere detaljer.

Ngdvendige, men ikke medfglgende materialer og reagenser:
Mikroskopobjektglas, positivt ladede

Positive og negative vaevskontroller

Desert Chamber* eller lignende tgrreovn (valgfrit)

Xylen eller xylenerstatning
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Ethanol eller reagens alkohol
Decloaking Chamber* eller lignende trykkoger (valgfrit)
Deioniseret eller destilleret vand
Vaskebuffer*
Forbehandlingsreagenser* (valgfrit)
Enzymfordgjelse* (valgfrit)
Peroxidaseblok* (valgfrit)
Proteinblok* (valgfrit)

Primaert antistof*

Negative kontrolreagenser*
Detektionssaet*

Haematoxylin* (modfarvning)
Bldreagens*

Monteringsmedium*

Daekglas

Lysmikroskop (40-400X forstgrrelse)

* Biocare Medical Products: Se Biocare Medicals websted pa
http://biocare.net for at fa oplysninger om katalognumre og bestilling. Visse
reagenser anfgrt ovenfor er baseret pd specifik anvendelse og det anvendte
detektionssystem.

Opbevaring og stabilitet:

Opbevares ved stuetemperatur (RT). Produktet er stabilt til den udlgbsdato,
der er trykt pd haetteglasetiketten, nér det opbevares under disse forhold.
M3 ikke bruges efter udlgbsdatoen. Opbevaring under alle andre forhold end
de specificerede skal verificeres. Stabiliteten af brugerfortyndet reagens er
ikke blevet fastsldet af Biocare.

Positive og negative kontroller skal kgres samtidigt med alle patientprgver.
Hvis der observeres uventet farvning, som ikke kan forklares med variationer
i laboratorieprocedurer, og der er mistanke om et problem med antistoffet,
skal du kontakte Biocares tekniske support p& 1-800-542-2002 eller via den
tekniske supportinformation, der findes pd biocare.net.

Prgveforberedelse:

Veev fikseret i formalin er velegnede til brug fgr paraffinindstgbning. Ossgst
vaev bgr afkalkes fgr veevsbehandling for at lette vaevsskeering og forhindre
beskadigelse af mikrotomblade.::

Korrekt fikserede og indlejrede veaev, der udtrykker det specificerede
antigenmdl, skal opbevares p& et kgligt sted. Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA) fra 1988 kreever i 42 CFR8493.1259(b), at
"Laboratoriet skal opbevare farvede objektglas mindst ti &r fra datoen for
undersggelse og behold prgveblokke mindst to &r fra eksamensdatoen."

Behandling af vaev fgr farvning:
Udfgr Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) i henhold til den anbefalede

protokol nedenfor. Den rutinemaessige brug af HIER fgr IHC har vist sig at
minimere inkonsistens og standardisere farvning.«s

Advarsel og forholdsregler:
1. DAB Sparkle indeholder Cupric Sulfate Pentahydrate. Baer handsker og

beskyttelsestgj og tag rimelige forholdsregler ved h&ndtering, da DAB Sparkle
er klassificeret som irriterende og kan fordrsage hudkontaktsensibilisering.
Undgd kontakt med gjne, hud og slimhinder.

2. Handter materialer af menneskelig eller animalsk oprindelse som potentielt
biofarlige og bortskaf sddanne materialer med passende forholdsregler. I
tifeelde af eksponering, fglg sundhedsdirektiverne fra de ansvarlige
myndigheder, hvor det anvendes.s’

3. Prgver, far og efter fiksering, og alle materialer, der udsaettes for dem,
skal h&ndteres, som om de er i stand til at overfgre infektion og bortskaffes
med passende forholdsregler. Pipettér aldrig reagenser gennem munden, og
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undgd at komme i kontakt med hud og slimhinder med reagenser og prgver.
Hvis reagenser eller praver kommer i kontakt med fglsomme omrader, skal
du vaske med rigelige maengder vand.s

4. Mikrobiel kontaminering af reagenser kan resultere i en stigning i uspecifik
farvning.

5. Andre inkubationstider eller temperaturer end de angivhe kan give
fejlagtige resultater. Brugeren skal validere enhver sddan aendring.

6. Brug ikke reagens efter den udlgbsdato, der er trykt pd heetteglasset.

7. Mikropolymerdetektionsreagenserne er optimeret og klar til brug med
Biocare-antistoffer og hjeelpereagenser. Se instruktionerne til det primaere
antistof og andre hjeelpereagenser til brug for anbefalede protokoller og
betingelser for brug.

8. Fglg lokale og/eller statslige myndigheders krav til bortskaffelsesmetode.
9. SDS er tilgeengeligt efter anmodning og er placeret p&http://biocare.net.
10. Rapporter alle alvorlige haendelser relateret til denne enhed ved at
kontakte den lokale Biocare-repraesentant og den relevante kompetente
myndighed i den medlemsstat eller det land, hvor brugeren befinder sig.

Dette reagens indeholder komponenter, der er klassificeret som angivet i
tabellen nedenfor i overensstemmelse med forordning (EF) nr. 1272/2008

Fare Kode Faresaetning

H316 | Fordrsager mild hudirritation
H400 | Meget giftig for vandlevende organismer

Brugsanvisning:

Chromogen kit-reagenserne er optimeret til brug med Biocare-antistoffer og
hjeelpereagenser. Se instruktionerne til det primazere antistof og andre
hjaelpereagenser til brug for anbefalede protokoller og betingelser for brug.
Inkubationstider og temperaturer vil variere afhaengigt af den specifikke
antistofprotokol, der falges.

N&r du bruger et automatiseret farvningsinstrument, skal du se den
specifikke betjeningsvejledning til instrumentet og brugsanvisningen for
driftsparametre.

Generelle proceduremaessige trin til udfgrelse af IHC:

1. Chromogen: Inkuber i 5 minutter ved stuetemperatur med Biocares DAB

2. DAB Sparkle: Pafgr 4 drdber DAB Sparkle pd det DAB-farvede vaev. Inkuber
i 1 minut. Skyl med deioniseret vand.

3. Modfarvning: Modfarvning med haematoxylin. Skyl med deioniseret vand.
P&fgr Tacha's Blueing Solution i 1 minut. Skyl med deioniseret vand.

Kvalitetskontrol:

Se CLSI kvalitetsstandarder for design og implementering af
immunhistokemiske analyser; Godkendt guideline-anden udgave (I/LA28-A2)
CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011:

Positiv vaevskontrol:

Eksterne positive kontrolmaterialer skal veere friske prgver fikseret,
behandlet og indlejret sd hurtigt som muligt pd samme mé&de som
patientprgven/patienterne. Positive vaevskontroller er tegn pd korrekt
forberedt vaev og korrekte farvningsteknikker. En positiv ekstern vaevskontrol
for hvert szet af testbetingelser bgr inkluderes i hver farvningskgrsel.

De veev, der anvendes til de eksterne positive kontrolmaterialer, bgr vaelges
fra patientprgver med velkarakteriserede lave niveauer af den positive
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malaktivitet, der giver svag positiv farvning. Det lave niveau af positivitet for
eksterne positive kontroller er designet til at sikre pdvisning af subtile
aendringer i det primeere antistoffglsomhed fra ustabilitet eller problemer
med IHC-metoden. Kommercielt tilgaengelige veevskontrolobjektglas eller -
praver, der er behandlet anderledes end patientprgven(-erne), validerer kun
reagensydelse og verificerer ikke vaevsforberedelse.

Kendte positive vaevskontroller bgr kun bruges til at overvdge den korrekte
ydeevne af behandlet vaev og testreagenser, snarere end som en hjzelp til at
formulere en specifik diagnose af patientprgver. Hvis de positive
vaevskontroller ikke viser positiv farvning, bgr resultaterne med testprgverne
betragtes som ugyldige.

Negativ veevskontrol:

Brug en negativ vaevskontrol fikseret, behandlet og indlejret pd en méde, der
er identisk med patientprgven/patienterne med hver farvningskgrsel for at
verificere specificiteten af det primaere IHC-antistof for demonstration af
mélantigenet og for at give en indikation af specifik baggrundsfarvning (falsk
positiv farvning). Det kan ogsd de mange forskellige celletyper, der findes i
de fleste vaevssnit bruges af laboratoriet som interne negative kontrolsteder
for at verificere IHC's ydeevne specifikationer. Typer og kilder til prgver, der
kan bruges til negativt vaev kontroller er angivet i afsnittet
Ydelsesegenskaber.

Hvis der forekommer specifik farvning (falsk positiv farvning) i den negative
vaevskontrol, bgr resultaterne med patientprgverne betragtes som ugyldige.

Uspecifik negativ reagenskontrol:

Brug en uspecifik negativ reagenskontrol i stedet for det primaere antistof
med et udsnit af hver patientprgve til at evaluere uspecifik farvning og
tillade bedre fortolkning af specifik farvning pd antigenstedet. Ideelt set
indeholder en negativ reagenskontrol et antistof produceret og forberedt (dvs.
fortyndet til samme koncentration ved brug af samme fortyndingsmiddel) til
brug pd samme mé&de som det primaere antistof, men udviser ingen specifik
reaktivitet med humant vaev i samme matrix/oplgsning som det primaere
antistof . Fortyndingsmiddel alene kan anvendes som et mindre gnskeligt
alternativ  til de tidligere beskrevne negative reagenskontroller.
Inkubationsperioden for den negative reagenskontrol skal svare til den for
det primaere antistof.

N&r paneler af flere antistoffer anvendes pd serielle snit, kan de negativt
farvningsomrdder pd et objektglas tjene som en negativ/uspecifik
bindingsbaggrundskontrol for andre antistoffer. For at differentiere endogen
enzymaktivitet eller uspecifik binding af enzymer fra specifik
immunreaktivitet, kan vyderligere patientvaev udelukkende farves med
henholdsvis substrat-chromogen eller enzymkomplekser (PAP, avidin-biotin,
streptavidin) og substrat-chromogen.

Assaybekreeftelse:

Fgr den fgrste brug af et antistof eller farvningssystem i en diagnostisk
procedure, skal brugeren verificere antistoffets specificitet ved at teste det
pd en raxkke interne vaev med kendte immunhistokemiske
preestationskarakteristika, der repraesenterer kendte positive og negative
vaev. Se de kvalitetskontrolprocedurer, der tidligere er beskrevet i dette afsnit
af produktindlaegget og til kvalitetskontrolanbefalingerne fra CAP-
certificeringsprogrammete til immunhistokemi og/eller NCCLS IHC guideline:.
Disse kvalitetskontrolprocedurer bgr gentages for hvert nyt antistoflot, eller
ndr der er en aendring i assayparametrene. Vayv, der er angivet i afsnittet
Ydelsesegenskaber, er egnede til assayverifikation.

EMERGO EUROPE
Westervoortsedijk 60
6827 AT Arnhem

TP V3 (12/15/2021)

USA

The Netherlands

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080


http://biocare.net/

DAB Sparkle

DAB Post-Enhancing Solution
901-DS830-022024

Danish

Fejlfinding:

Fglg de antistofspecifikke protokolanbefalinger i henhold til det medfglgende
datablad. Hvis der opstdr atypiske resultater, skal du kontakte Biocares
tekniske support p& 1-800-542-2002.

Fortolkning af farvning:

DAB Sparkle producerer en forsteerket brunfarvereaktion pd antigenstederne
lokaliseret af det primaere antistof. Inden fortolkning af patientresultater skal
farvningen af kontroller evalueres af en kvalificeret patolog. Negative
kontroller evalueres og sammenlignes med farvede objektglas for at sikre, at
enhver observeret farvning ikke er et resultat af uspecifikke interaktioner.

Positiv vaevskontrol:

Den positive vaevskontrol farvet med det angivne antistof bgr undersgges
fgrst for at sikre, at alle reagenser fungerer korrekt. Den passende farvning
af mélceller (som angivet ovenfor) er tegn pa positiv reaktivitet. Hvis de
positive vaevskontroller ikke viser positiv farvning, bgr alle resultater med
testprgverne betragtes som ugyldige.

Farven pd reaktionsproduktet kan variere afhaengigt af de anvendte
substratkromogener. Se substratets indlaegssedler for forventede
farvereaktioner. Yderligere kan metakromasi observeres i variationer af
farvningsmetoden.=

N&r der anvendes en modfarvning, vil modfarvning, afhaengigt af
inkubationsleengden og styrken af den anvendte modfarvning, resultere i en
farvning af cellekernerne. Overdreven eller ufuldstaendig modfarvning kan
kompromittere korrekt fortolkning af resultater. Se protokollen(er) for
anbefalet modfarvning.

Negativ vaevskontrol:

Den negative vaevskontrol bgr undersgges efter den positive vaevskontrol for
at verificere specificiteten af maerkningen af malantigenet med det primaere
antistof. Fravaeret af specifik farvning i den negative vaevskontrol bekraefter
manglen pd antistofkrydsreaktivitet over for celler/cellulzere komponenter.
Hvis specifik farvning (falsk positiv farvning) forekommer i den negative
eksterne vaevskontrol, bgr resultaterne med patientprgven betragtes som
ugyldige.

Uspecifik farvning, hvis den er til stede, har normalt et diffust udseende.
Sporadisk farvning af bindeveev kan o0gsd observeres i snit fra
formalinfikseret vaev. Brug intakte celler til fortolkning af farvningsresultater.
Nekrotiske eller degenererede celler farves ofte uspecifikt.

Patientveev:

Undersgg patientprgver farvet med angivet antistof sidst. Positiv
farvningsintensitet bgr vurderes i sammenhaeng med enhver uspecifik
baggrundsfarvning af den negative reagenskontrol. Som med enhver
immunhistokemisk test betyder et negativt resultat, at antigenet ikke blev
pévist, ikke at antigenet var fraveerende i de analyserede celler/vaev. Brug
om ngdvendigt et panel af antistoffer til at identificere falsk-negative
reaktioner.

Se Resumé og forklaring, begraensninger og ydeevnekarakteristika for
specifik information vedrgrende indiceret antistof-immunreaktivitet.

Begraensninger:

Generelle begraensninger:

1. Tilin vitro diagnostisk (IVD) brug

2. Dette produkt er kun til professionel brug: Immunhistokemi er en
flertrins diagnostisk proces, der bestdr af specialiseret traening i
udveelgelsen af de passende reagenser; vaevsudveelgelse, fiksering og
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behandling; forberedelse af IHC-glasset; og fortolkning af
farvningsresultaterne.

3. Kun til brug efter laegerecept. (Kun Rx)

4. Veevsfarvning er afhaengig af hdndtering og behandling af veevet for
farvning. Forkert fiksering, frysning, optgning, vask, tgrring,
opvarmning, sektionering eller kontaminering med andre veev eller
vaesker kan producere artefakter, antistoffangning eller falsk negative
resultater. Inkonsistente resultater kan skyldes variationer i fikserings-
og indlejringsmetoder eller iboende uregelmaessigheder i vaevet.»

5. Overdreven eller ufuldstaendig modfarvning kan kompromittere korrekt
fortolkning af resultater.

6. Den Kkliniske fortolkning af enhver positiv eller negativ farvning bgr
evalueres i sammenhaeng med klinisk praesentation, morfologi og andre
histopatologiske kriterier. Den kliniske fortolkning af enhver positiv eller
negativ farvning bgr suppleres med morfologiske undersggelser med
korrekte positive og negative interne og eksterne kontroller samt andre
diagnostiske tests. Det er en kvalificeret patologs ansvar, som er
fortrolig med den korrekte brug af IHC-antistoffer, reagenser og
metoder, at fortolke alle de trin, der bruges til at forberede og fortolke
det endelige IHC-praeparat.

7. De optimale protokoller til en specifik applikation kan variere. Disse
omfatter, men er ikke begraenset til fiksering, varmehentningsmetode,
inkubationstider, antistoffortynding, vaevssnittykkelse og det anvendte
detektionskit. Se instruktionerne til det primaere antistof og andre
hjeelpereagenser til brug for anbefalede protokoller og betingelser for
brug. Databladets anbefalinger og protokoller er baseret p& eksklusiv
brug af Biocare-produkter. I sidste ende er det efterforskerens ansvar
at bestemme optimale forhold.

8. Dette produkt er ikke beregnet til brug i flowcytometri.
Ydeevnekarakteristika er ikke blevet bestemt for flowcytometri.

9. Veev fra personer inficeret med hepatitis B-virus og indeholdende
hepatitis B-overfladeantigen (HBsAg) kan udvise uspecifik farvning med
peberrodsperoxidase.

10. Reagenser kan udvise uventede reaktioner i tidligere utestede vaev.
Muligheden for uventede reaktioner selv i testede vaevsgrupper kan
ikke fuldsteendigt elimineres p& grund af biologisk variabilitet af
antigenekspression i neoplasmer eller andre patologiske vaev.:s Kontakt
Biocares tekniske support p& 1-800-542-2002 eller via de tekniske
supportoplysninger, der er angivet pa biocare.net, med dokumenterede
uventede reaktioner.

11. Normale/ikke-immune sera fra samme dyrekilde som sekundaere
antisera, der anvendes i blokeringstrin, kan fordrsage falsk-negative
eller falsk-positive resultater pd grund af autoantistoffer eller naturlige
antistoffer.

12. Falsk-positive resultater kan ses pd grund af ikke-immunologisk binding
af proteiner eller substratreaktionsprodukter. De kan o0gsd veere
fordrsaget af pseudoperoxidaseaktivitet (erythrocytter), endogen
peroxidaseaktivitet (cytochrom C) eller endogen biotin (f.eks. lever,
bryst, hjerne, nyre) afhaengigt af den anvendte type immunfarvning.=

13. Et negativt resultat betyder, at antigenet ikke blev pdvist, ikke at
antigenet var fravaerende i de undersggte celler eller vaev.

Produktspecifikke begraensninger:
Ingen yderligere produktspecifikke begraensninger.

Ydelseskarakteristika:

Farvning blev udfgrt ved hjeelp af protokoller, der er angivet i de
antistofspecifikke brugsanvisninger eller som specificeret. Sensitivitet og
specificitet af farvning blev evalueret pd tvaers af en reckke normale og
neoplastiske vaevstyper evalueret under udvikling af primaere antistoffer.

Reproducerbarhed:
Reproducerbarheden af Biocares DAB Sparkle er verificeret gennem en

maéling af mellempraecision, hvor forskellige reagenslots blev testet over en
lzengere periode ved hjeelp af forskellige operatgrer, analytikere, reagensilots,
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vaevsprgver og udstyr. Farvningen opndet for hvert reagens var konsistent
og udfgrt som forventet.

Fejlfinding:

1. Ingen farvning af nogen objektglas — Tjek for at fastsld, om der er brugt
passende positivt kontrolvaev, antistof og detektionsprodukter. Tjek for
ufuldstaendig eller ukorrekt voksfjernelse eller forbehandling.

2. Svag farvning af alle objektglas — Tjek for at fastsld, om der er anvendt
passende positivt kontrolvaev, antistof og detektionsprodukter.

3. Overdreven baggrund af alle objektglas - Der kan vaere hgje niveauer
af  endogent biotin  (hvis der bruges biotinbaserede
detektionsprodukter), endogen HRP-aktivitet, der omdanner kromogen
til farvet slutprodukt (brug peroxidaseblok) eller overskydende uspecifik
proteininteraktion (brug et protein blokering, sdsom serum- eller
kaseinbaseret blokeringsoplgsning).

4.  Veevssektioner vasker objektglas af under inkubation — Tjek objektglas
for at sikre, at de er positivt ladede.

5. Specifik farvning for mgrk — Tjek protokollen for at bestemme, om

korrekt antistoftiter blev anvendt pd objektglasset, samt korrekte

inkubationstider for alle reagenser. Sgrg desuden for, at protokollen har
nok vasketrin til at fjerne overskydende reagenser, efter at
inkubationstrinene er afsluttet.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Beoogd gebruik:
Voorin vitro Diagnostisch gebruik

De DAB Sparkle is bedoeld voor gebruik in handmatige immunohistochemie
(IHC) kleuringsprotocollen voor het verbeteren van de kleuring van in
formaline gefixeerde, in paraffine ingebedde (FFPE) weefsels bij gebruik in
combinatie met het juiste HRP-detectiesysteem en primaire antilichamen. De
klinische interpretatie van eventuele kleuringen of de afwezigheid ervan moet
worden aangevuld met morfologisch onderzoek en goede controles, en moet
worden geévalueerd binnen de context van de klinische geschiedenis van de
patiént en andere diagnostische tests door een gekwalificeerde patholoog.

Samenvatting en uitleg:
DAB Sparkle is een speciaal samengestelde gebruiksklare oplossing om de
gevoeligheid en het contrast van met DAB gekleurde weefsels te verhogen.

Principe van procedure:

Wanneer dit reagens wordt gebruikt bij IHC-testen van FFPE-weefselcoupes,
maakt het een verbeterde visualisatie van antigenen mogelijk via de
opeenvolgende toepassing van een specifiek antilichaam tegen het antigeen
(primair antilichaam), een secundair antilichaam tegen het primaire
antilichaam (optioneel verbindingsantilichaam/probe), een enzymcomplex en
een chromogeen substraat met tussenliggende wasstappen. De
enzymatische activering van het chromogeen resulteert in een zichtbaar
reactieproduct op de antigeenplaats. Het monster kan vervolgens worden
tegengekleurd en afgedekt. De resultaten worden geinterpreteerd met
behulp van een lamp microscoop en hulp bij de differentiéle diagnose van
pathofysiologische processen, die mogelijk is mogelijk niet geassocieerd met
een bepaald antigeen.

Materialen en methodes:

Meegeleverde reagentia:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1 x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Reconstitutie, mengen, verdunnen, titratie:

Het DAB Sparkle-reagens is geoptimaliseerd en klaar voor gebruik met
Biocare-antilichamen en aanvullende reagentia. Er is geen reconstitutie,
menging, verdunning of titratie vereist.

Bekende toepassingen:
Immunohistochemie (formaline-gefixeerde, in paraffine ingebedde weefsels)

Geleverd als:
0,5% kopersulfaatpentahydraatoplossing. Zie het veiligheidsinformatieblad
voor aanvullende details.

Materialen en reagentia die nodig zijn, maar niet worden meegeleverd:
Microscoopglaasjes, positief geladen
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Positieve en negatieve weefselcontroles
Woestijnkamer* of soortgelijke droogoven (optioneel)
Xyleen of xyleenvervanger

Ethanol of reagensalcohol

Onthulkamer* of soortgelijke snelkookpan (optioneel)
Gedeioniseerd of gedestilleerd water

Wasbuffer*

Voorbehandelingsreagentia* (optioneel)
Enzymvertering* (optioneel)

Peroxidaseblok* (optioneel)

Eiwitblok* (optioneel)

Primair antilichaam*

Negatieve controlereagentia*

Detectiekits*

Hematoxyline* (tegenkleuring)

Blauwingsreagens*

Montagemedium*

Dekglaasje

Lichtmicroscoop (40-400x vergroting)

* Biocare Medical Products: Raadpleeg de Biocare Medical-website op
http://biocare.net voor informatie over catalogusnummers en bestellingen.
Bepaalde hierboven genoemde reagentia zijn gebaseerd op de specifieke
toepassing en het gebruikte detectiesysteem.

Opslag en stabiliteit:

Bewaren bij kamertemperatuur (RT). Het product is stabiel tot de
vervaldatum die op het etiket van de injectieflacon staat vermeld, wanneer
het onder deze omstandigheden wordt bewaard. Niet gebruiken na de
vervaldatum. Opslag onder alle andere omstandigheden dan gespecificeerd
moet worden geverifieerd. De stabiliteit van door de gebruiker verdund
reagens is niet vastgesteld door Biocare.

Positieve en negatieve controles moeten gelijktijdig met alle patiéntmonsters
worden uitgevoerd. Als er onverwachte kleuring wordt waargenomen die niet
kan worden verklaard door variaties in laboratoriumprocedures en er wordt
vermoed dat er een probleem is met het antilichaam, neem dan contact op
met de technische ondersteuning van Biocare op 1-800-542-2002 of via de
technische ondersteuningsinformatie op biocare.net.

Monstervoorbereiding:

In formaline gefixeerde weefsels zijn geschikt voor gebruik vadr het inbedden
in paraffine. Botweefsel moet vodr de weefselverwerking worden ontkalkt
om het snijden van het weefsel te vergemakkelijken en schade aan de
microtoombladen te voorkomen.:

Goed gefixeerde en ingebedde weefsels die het gespecificeerde antigeendoel
tot expressie brengen, moeten op een koele plaats worden bewaard. De
Clinical Laboratory Improvement Act (CLIA) van 1988 vereist 42
CFR8493.1259(b) dat “Het laboratorium gekleurde objectglaasjes ten minste
tien jaar vanaf de datum van onderzoeken en monsterblokken ten minste
twee jaar na de datum van onderzoek bewaren.”

Behandeling van weefsels voorafgaand aan kleuring:
Voer Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) uit volgens het aanbevolen

protocol hieronder. Er is aangetoond dat het routinematige gebruik van HIER
voorafgaand aan IHC de inconsistentie minimaliseert en de kleuring
standaardiseert.:s

Waarschuwing en voorzorgsmaatregelen:
1. DAB Sparkle bevat kopersulfaat-pentahydraat. Draag handschoenen en

beschermende kleding en neem redelijke voorzorgsmaatregelen bij het
hanteren, aangezien DAB Sparkle geclassificeerd is als irriterend en
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huidcontactsensibilisering kan veroorzaken. Vermijd contact met ogen, huid
en slijmvliezen.

2. Behandel materialen van menselijke of dierlijke oorsprong als potentieel
biologisch gevaarlijk en voer dergelijke materialen met de juiste
voorzorgsmaatregelen af. Volg in geval van blootstelling de
gezondheidsrichtlijnen van de verantwoordelijke autoriteiten waar het wordt
gebruikt.e’

3. Monsters, voor en na fixatie, en alle materialen die eraan worden
blootgesteld, moeten worden behandeld alsof ze infecties kunnen
overbrengen, en moeten met de juiste voorzorgsmaatregelen worden
verwijderd. Pipetteer reagentia nooit via de mond en vermijd contact van de
huid en slijmvliezen met reagentia en monsters. Als reagentia of monsters in
contact komen met gevoelige gebieden, spoel ze dan met grote
hoeveelheden water.

4. Microbiéle contaminatie van reagentia kan resulteren in een toename van
niet-specifieke kleuring.

5. Andere incubatietijden of temperaturen dan gespecificeerd kunnen
foutieve resultaten opleveren. De gebruiker moet een dergelijke wijziging
valideren.

6. Gebruik geen reagens na de vervaldatum die op de injectieflacon staat
vermeld.

7. De reagens(en) van de micropolymeerdetectiekit zijn geoptimaliseerd en
klaar voor gebruik met Biocare-antilichamen en aanvullende reagentia.
Raadpleeg de gebruiksaanwijzingen voor het primaire antilichaam en andere
aanvullende reagentia voor aanbevolen protocollen en
gebruiksomstandigheden.

8. Volg de plaatselijke en/of nationale vereisten voor de
verwijderingsmethode.

9. Het veiligheidsinformatieblad is op aanvraag verkrijgbaar en bevindt zich
ophttp://biocare.net.

10. Meld eventuele ernstige incidenten met betrekking tot dit apparaat door
contact op te nemen met de plaatselijke Biocare-vertegenwoordiger en de
toepasselijke bevoegde autoriteit van de lidstaat of het land waar de
gebruiker zich bevindt.

Dit reagens bevat componenten die zijn geclassificeerd zoals aangegeven in
de onderstaande tabel in overeenstemming met Verordening (EG) nr.
1272/2008

Gevaar Code Gevarenaanduiding
H316 Veroorzaakt milde huidirritatie
Zeer giftig voor in het water levende
H400 ?
organismen

Gebruiksaanwijzing:

De chromogenkit-reagentia zijn geoptimaliseerd voor gebruik met Biocare-
antilichamen en aanvullende reagentia. Raadpleeg de gebruiksaanwijzingen
voor het primaire antilichaam en andere aanvullende reagentia voor
aanbevolen protocollen en gebruiksomstandigheden. De incubatietijden en -
temperaturen zullen variéren afhankelijk van het gevolgde specifieke
antilichaamprotocol.

Wanneer u een geautomatiseerd kleuringsinstrument gebruikt, raadpleeg
dan de specifieke bedieningshandleiding van het instrument en de
gebruiksinstructies voor de bedrijfsparameters.

Algemene procedurestappen voor het uitvoeren van IHC:
1. Chromogen: Incubeer gedurende 5 minuten bij kamertemperatuur met
DAB van Biocare

d Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553

[w] C€

2. DAB Sparkle: Breng 4 druppels DAB Sparkle aan op het met DAB gekleurde
weefsel. Incubeer gedurende 1 minuut. Spoelen met gedeioniseerd water.
3. Tegenkleuring: Tegenkleuring met hematoxyline. Spoelen met
gedeioniseerd water. Breng Tacha’s Blueing Solution aan gedurende 1
minuut. Spoelen met gedeioniseerd water.

Kwaliteitscontrole:

Raadpleeg de CLSI-kwaliteitsnormen voor ontwerp en implementatie van
immunohistochemische tests; Goedgekeurde richtlijn-tweede editie (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011°

Positieve weefselcontrole:

Externe positieve controlematerialen moeten verse monsters zijn die zo snel
mogelijk op dezelfde manier zijn gefixeerd, verwerkt en ingebed als de
patiéntmonsters. Positieve weefselcontroles duiden op correct geprepareerde
weefsels en juiste kleuringstechnieken. Bij elke kleuringsrun moet voor elke
reeks testomstandigheden één positieve externe weefselcontrole worden
meegenomen.

De weefsels die voor de externe positieve controlematerialen worden
gebruikt, moeten worden geselecteerd uit patiéntspecimens met goed
gekarakteriseerde lage niveaus van de positieve doelactiviteit die een zwakke
positieve kleuring veroorzaken. Het lage niveau van positiviteit voor externe
positieve controles is zo ontworpen dat detectie van subtiele veranderingen
in de primaire antilichaamgevoeligheid als gevolg van instabiliteit of
problemen met de IHC-methodologie wordt gegarandeerd. In de handel
verkrijgbare objectglaasjes of monsters voor weefselcontrole die op een
andere manier zijn verwerkt dan het/de patiéntmonster(s), valideren alleen
de prestaties van het reagens en verifi€ren de weefselpreparatie niet.

Bekende positieve weefselcontroles mogen alleen worden gebruikt voor het
monitoren van de juiste prestatie van verwerkte weefsels en testreagentia,
en niet als hulpmiddel bij het formuleren van een specifieke diagnose van
patiéntmonsters. Als de positieve weefselcontroles geen positieve kleuring
vertonen, moeten de resultaten met de testmonsters als ongeldig worden
beschouwd.

Negatieve weefselcontrole:

Gebruik bij elke kleuringsrun een negatieve weefselcontrole die is gefixeerd,
verwerkt en ingebed op een manier die identiek is aan het/de
patiéntmonster(s) om de specificiteit van het primaire IHC-antilichaam te
verifiéren. demonstratie van het doelantigeen, en om een indicatie te geven
van specifieke achtergrondkleuring (vals-positieve kleuring). Ook de
verscheidenheid aan verschillende celtypen die in de meeste weefselcoupes
aanwezig zijn, kan dat doen door het laboratorium worden gebruikt als
interne negatieve controlelocaties om de prestaties van de IHC te verifiéren
specificaties. De soorten en bronnen van specimens die voor negatief weefsel
kunnen worden gebruikt bedieningselementen vindt u in het gedeelte
Prestatiekenmerken.

Als er specifieke kleuring (vals-positieve kleuring) optreedt in de negatieve
weefselcontrole, moeten de resultaten met de patiéntspecimens als ongeldig
worden beschouwd.

Niet-specifieke negatieve reagenscontrole:

Gebruik een niet-specifieke negatieve reagenscontrole in plaats van het
primaire antilichaam met een deel van elk patiéntmonster om niet-specifieke
kleuring en
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maken een betere interpretatie van specifieke kleuring op de antigeenplaats
mogelijk. Idealiter bevat een negatieve reagenscontrole een antilichaam dat
is geproduceerd en bereid (d.w.z. verdund tot dezelfde concentratie met
hetzelfde verdunningsmiddel) voor gebruik op dezelfde manier als het
primaire antilichaam, maar vertoont geen specifieke reactiviteit met
menselijke weefsels in dezelfde matrix/oplossing als het primaire
antilichaam. . Alleen verdunningsmiddel kan worden gebruikt als een minder
wenselijk alternatief voor de eerder beschreven negatieve reagenscontroles.
De incubatietijd voor de negatieve reagenscontrole moet overeenkomen met
die van het primaire antilichaam.

Wanneer op seriéle secties panels van verschillende antilichamen worden
gebruikt, kunnen de negatief kleurende gebieden van één objectglaasje
dienen als een negatieve/niet-specifieke bindende achtergrondcontrole voor
andere antilichamen. Om endogene enzymactiviteit of niet-specifieke binding
van enzymen te onderscheiden van specifieke immuunreactiviteit, kunnen
extra patiéntweefsels uitsluitend worden gekleurd met respectievelijk
substraat-chromogeen of enzymcomplexen (PAP,  avidine-biotine,
streptavidine) en substraat-chromogeen.

Assayverificatie:

Voorafgaand aan het eerste gebruik van een antilichaam of kleursysteem in
een diagnostische procedure moet de gebruiker de specificiteit van het
antilichaam verifiéren door het te testen op een reeks interne weefsels met
bekende immunohistochemische prestatieckenmerken die bekende positieve
en negatieve weefsels vertegenwoordigen. Raadpleeg de
kwaliteitscontroleprocedures die eerder in dit gedeelte van de
productbijsluiter zijn beschreven en de aanbevelingen voor kwaliteitscontrole
van het CAP-certificeringsprogramma voor immunohistochemie en/of de
NCCLS IHC-richtlijn:. Deze kwaliteitscontroleprocedures moeten worden
herhaald voor elke nieuwe partij antilichamen, of telkens wanneer er een
verandering in de testparameters optreedt. Weefsels vermeld in de sectie
Prestatiekenmerken zijn geschikt voor assayverificatie.

Probleemoplossen:

Volg de antilichaamspecifieke protocolaanbevelingen volgens het
meegeleverde gegevensblad. Als er atypische resultaten optreden, neem dan
contact op met de technische ondersteuning van Biocare op 1-800-542-2002.

Interpretatie van kleuring:

De DAB Sparkle produceert een versterkte bruine kleurreactie op de
antigeenplaatsen die door het primaire antilichaam zijn gelokaliseerd.
Voordat de patiéntresultaten worden geinterpreteerd, moet de kleuring van
controles worden beoordeeld door een gekwalificeerde patholoog. Negatieve
controles worden geévalueerd en vergeleken met gekleurde objectglaasjes
om er zeker van te zijn dat eventuele waargenomen kleuring niet het
resultaat is van niet-specifieke interacties.

Positieve weefselcontrole:

De positieve weefselcontrole, gekleurd met het aangegeven antilichaam,
moet eerst worden onderzocht om er zeker van te zijn dat alle reagentia goed
functioneren. De juiste kleuring van doelcellen (zoals hierboven aangegeven)
is indicatief voor positieve reactiviteit. Als de positieve weefselcontroles geen
positieve kleuring vertonen, moeten alle resultaten met de testmonsters als
ongeldig worden beschouwd.

De kleur van het reactieproduct kan variéren afhankelijk van de gebruikte
substraatchromogenen. Raadpleeg de bijsluiters van het substraat voor de
verwachte kleurreacties. Verder kan metachromasie worden waargenomen
bij variaties op de kleuringsmethode.=

Wanneer een tegenkleuring wordt gebruikt, zal de tegenkleuring, afhankelijk
van de incubatieduur en de sterkte van de gebruikte tegenkleuring,
resulteren in een verkleuring van de celkernen. Overmatige of onvolledige
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tegenkleuring kan de juiste interpretatie van de resultaten in gevaar brengen.
Raadpleeg protocol(len) voor aanbevolen tegenkleuring.

Negatieve weefselcontrole:

De negatieve weefselcontrole moet na de positieve weefselcontrole worden
onderzocht om de specificiteit van de labeling van het doelantigeen door het
primaire antilichaam te verifiéren. De afwezigheid van specifieke kleuring in
de negatieve weefselcontrole bevestigt het ontbreken van kruisreactiviteit
van antilichamen met cellen/cellulaire componenten. Als er specifieke
kleuring (vals-positieve kleuring) optreedt in de negatieve externe
weefselcontrole, moeten de resultaten met het pati€éntmonster als ongeldig
worden beschouwd.

Niet-specifieke kleuring, indien aanwezig, heeft gewoonlijk een diffuus
uiterlijk. Sporadische kleuring van bindweefsel kan ook worden
waargenomen in coupes van overmatig formalinegefixeerd weefsel. Gebruik
intacte cellen voor de interpretatie van kleuringsresultaten. Necrotische of
gedegenereerde cellen kleuren vaak niet-specifiek.

Patiéntenweefsel:

Onderzoek patiéntenspecimens die zijn gekleurd met het aangegeven
antilichaam laatst. De positieve kleurintensiteit moet worden beoordeeld
binnen de context van eventuele niet-specifieke achtergrondkleuring van de
negatieve reagenscontrole. Zoals bij elke immunohistochemische test
betekent een negatief resultaat dat het antigeen niet is gedetecteerd, en niet
dat het antigeen afwezig was in de geteste cellen/weefsels. Gebruik indien
nodig een panel antilichamen om vals-negatieve reacties te identificeren.

Raadpleeg de Samenvatting en uitleg, beperkingen en prestatiekenmerken
voor specifieke informatie over de aangegeven immunoreactiviteit van
antilichamen.

Beperkingen:

Algemene beperkingen:

1. Voorin vitro diagnostisch (IVD) gebruik

2. Dit product is uitsluitend bedoeld voor professioneel gebruik:
Immunohistochemie is een uit meerdere stappen bestaand diagnostisch
proces dat bestaat uit gespecialiseerde training in de selectie van de
juiste reagentia; weefselselectie, fixatie en verwerking; voorbereiding
van het IHC-glaasje; en interpretatie van de kleuringsresultaten.

3. Alleen voor gebruik op doktersvoorschrift. (Alleen Rx)

4.  Weefselkleuring is afhankelijk van de behandeling en verwerking van
het weefsel voorafgaand aan de kleuring. Onjuiste fixatie, invriezen,
ontdooien, wassen, drogen, verwarmen, snijden of contaminatie met
andere weefsels of vloeistoffen kan artefacten, het opsluiten van
antilichamen of vals-negatieve resultaten veroorzaken. Inconsistente
resultaten kunnen te wijten zijn aan variaties in de fixatie- en
inbeddingsmethoden, of aan inherente onregelmatigheden in het
weefsel.u

5.  Overmatige of onvolledige tegenkleuring kan de juiste interpretatie van
de resultaten in gevaar brengen.

6. De klinische interpretatie van elke positieve of negatieve kleuring moet
worden beoordeeld binnen de context van de klinische presentatie,
morfologie en andere histopathologische criteria. De klinische
interpretatie van elke positieve of negatieve kleuring moet worden
aangevuld met morfologisch onderzoek waarbij gebruik wordt gemaakt
van de juiste positieve en negatieve interne en externe controles,
evenals andere diagnostische tests. Het is de verantwoordelijkheid van
een gekwalificeerde patholoog die bekend is met het juiste gebruik van
IHC-antilichamen, reagentia en methoden om alle stappen te
interpreteren die worden gebruikt om het uiteindelijke IHC-preparaat
voor te bereiden en te interpreteren.
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10.

11.

12

13.

De optimale protocollen voor een specifieke toepassing kunnen variéren.

Deze omvatten, maar zijn niet beperkt tot, fixatie,
warmtewinningsmethode, incubatietijden, antilichaamverdunning,
dikte van de weefselsectie en de gebruikte detectiekit. Raadpleeg de
gebruiksaanwijzingen voor het primaire antilichaam en andere
aanvullende  reagentia  voor  aanbevolen  protocollen en
gebruiksomstandigheden. De aanbevelingen en protocollen in het
gegevensblad zijn gebaseerd op exclusief gebruik van Biocare-
producten. Uiteindelijk is het de verantwoordelijkheid van de
onderzoeker om optimale omstandigheden te bepalen.

Dit product is niet bedoeld voor gebruik bij flowcytometrie.
Prestatiekenmerken zijn niet bepaald voor flowcytometrie.

Weefsels van personen die zijn geinfecteerd met het hepatitis B-virus
en die hepatitis B-oppervlakteantigeen (HBsAg) bevatten, kunnen niet-
specifieke kleuring vertonen met mierikswortelperoxidase.

Reagentia kunnen onverwachte reacties vertonen in niet eerder geteste
weefsels. De mogelijkheid van onverwachte reacties, zelfs in geteste
weefselgroepen, kan niet volledig worden uitgesloten vanwege de
biologische variabiliteit van antigeenexpressie in neoplasmata of andere
pathologische weefsels.= Neem contact op met de technische
ondersteuning van Biocare op 1-800-542-2002, of via de technische
ondersteuningsinformatie op biocare.net, met gedocumenteerde
onverwachte reactie(s).

Normale/niet-immune sera uit dezelfde dierlijke bron als secundaire
antisera die bij blokkeringsstappen worden gebruikt, kunnen vals-
negatieve of vals-positieve resultaten veroorzaken als gevolg van auto-
antilichamen of natuurlijke antilichamen.

Er kunnen vals-positieve resultaten optreden als gevolg van niet-
immunologische binding van eiwitten of substraatreactieproducten. Ze
kunnen ook worden veroorzaakt door pseudo-peroxidase-activiteit
(erytrocyten), endogene peroxidase-activiteit (cytochroom C) of
endogene biotine (bijv. Lever, borst, hersenen, nier), afhankelijk van
het gebruikte type immunokleuring.:

Een negatief resultaat betekent dat het antigeen niet is gedetecteerd
en niet dat het antigeen afwezig is in de onderzochte cellen of weefsels.

Productspecifieke beperkingen:

Geen aanvullende productspecifieke beperkingen.

Prestatiekenmerken:

De ki

leuring werd uitgevoerd met behulp van de protocollen die in de

antilichaamspecifieke gebruiksinstructies zijn vermeld of zoals gespecificeerd.
De gevoeligheid en specificiteit van de kleuring werden geévalueerd voor een

reeks

normale en neoplastische weefseltypen die werden beoordeeld tijdens

de ontwikkeling van primaire antilichamen.

Reproduceerbaarheid:

De reproduceerbaarheid van Biocare’s DAB Sparkle wordt geverifieerd door
middel van een meting van gemiddelde nauwkeurigheid waarbij verschillende
reagenspartijen gedurende een langere periode werden getest met behulp
van verschillende operators, analisten, reagenspartijen, weefselmonsters en
apparatuur. De voor elk reagens verkregen kleuring was consistent en werd
uitgevoerd zoals verwacht.

Prob
1.

leemoplossen:
Geen kleuring van objectglaasjes — Controleer of er geschikt positief
controleweefsel, antilichaam en detectieproducten zijn gebruikt.
Controleer op onvolledige of onjuiste wasverwijdering of
voorbehandeling.
Zwakke kleuring van alle objectglaasjes — Controleer of er geschikt

positief controleweefsel, antilichaam en detectieproducten zijn gebruikt.

Overmatige achtergrond van alle objectglaasjes — Er kunnen hoge
niveaus van endogeen biotine zjn (bij gebruik van op biotine
gebaseerde  detectieproducten), endogene HRP-activiteit die
chromogeen omzet in gekleurd eindproduct (gebruik peroxidaseblok)
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of overmatige niet-specifieke eiwitinteractie (gebruik een eiwit blok,
zoals een blokkeeroplossing op basis van serum of caseine).
Weefselcoupes worden tijdens de incubatie van de objectglaasjes
gewassen — Controleer de objectglaasjes om er zeker van te zijn dat ze
positief geladen zijn.

Specifieke kleuring te donker — Controleer het protocol om te bepalen
of de juiste antilichaamtiter op het objectglaasje is aangebracht,
evenals de juiste incubatietijden voor alle reagentia. Zorg er bovendien
voor dat het protocol voldoende wasstappen heeft om overtollige
reagentia te verwijderen nadat de incubatiestappen zijn voltooid.

Referenties:

1.

2.

ow

10.

11.

12.

13.

14.

15.
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CLSI Quality Standards for Design and Implementation of
Immunohistochemistry Assays; Approved Guideline-Second edition
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4040.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Moeldud kasutamiseks:
Sest/n vitro Diagnostiline kasutamine

DAB Sparkle on ette ndhtud kasutamiseks kasitsi immunohistokeemia (IHC)
varvimisprotokollides, et parandada formaliiniga fikseeritud, parafiiniga
manustatud (FFPE) kudede varvimist, kui seda kasutatakse koos sobiva HRP
tuvastamissiisteemi ja primaarsete antikehadega. Mis tahes vérvimise voi
selle puudumise kliinilist tdlgendamist peaksid tdiendama morfoloogilised
uuringud ja nduetekohased kontrollid ning kvalifitseeritud patoloog peaks
seda hindama patsiendi kliinilise ajaloo ja muude diagnostiliste testide
kontekstis.

Kokkuvote ja selgitus:
DAB Sparkle on spetsiaalselt koostatud kasutusvalmis parandav lahus, mis
suurendab DAB-varviga kudede tundlikkust ja kontrastsust.

Menetluse pohimote:

Kui seda reaktiivi kasutatakse FFPE koeldikude IHC testimisel, vGimaldab see
antigeenide paremat visualiseerimist jarjestikuse antigeeni vastane
spetsiifiline antikeha (primaarne antikeha), primaarse antikeha sekundaarne
antikeha (valikuline linkantikeha/sond), enstitimikompleks ja kromogeenne
substraat, millesse on paigutatud pesemisetapid. Kromogeeni ensiimaatiline
aktiveerimine annab antigeeni kohas nahtava reaktsiooniprodukti. Seejarel
vOib proovi vérvida ja katta katteklaasiga. Tulemusi tdlgendatakse valguse
abil mikroskoop ja abi patofiisioloogiliste protsesside
diferentsiaaldiagnostikas, mis voivad voi ei pruugi olla seotud konkreetse
antigeeniga.

Materjalid ja meetodid:

Kaasasolevad reaktiivid:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Lahustamine, segamine, lahjendamine, tiitrimine:

DAB Sparkle'i reaktiiv on optimeeritud ja valmis kasutamiseks koos Biocare'i
antikehade ja abireaktiividega. Lahustamine, segamine, lahjendamine ega
tiitrimine pole vajalik.

Tuntud rakendused:
Immunohistokeemia (formaliiniga fikseeritud parafiiniga kaetud koed)

Tarnitakse jargmiselt:
0,5% vasksulfaatpentahiidraadi lahus. Lisateabe saamiseks vaadake
ohutuskaarti.

Vajalikud materjalid ja reaktiivid, mida pole kaasas:
Mikroskoobi slaidid, positiivselt laetud

Positiivsed ja negatiivsed koekontrollid

Desert Chamber* vdi sarnane kuivatusahi (valikuline)
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Ksiileen vdi ksiileeni asendaja

Etanool voi reaktiivalkohol

Decloaking Chamber* vGi sarnane kiirkeetja (valikuline)
Deioniseeritud voi destilleeritud vesi
pesupuhver*

Eeltdotlusreaktiivid* (valikuline)
Enstimi seedimine* (valikuline)
Peroksidaasi blokk* (valikuline)
Valguplokk* (valikuline)

Primaarne antikeha*

Negatiivsed kontrollreaktiivid*
Tuvastamiskomplektid*

Hematoksiiliin* (vastuvarv)

Sinistamise reaktiiv*

Paigaldusvahend*

Katteklaas

Valgusmikroskoop (40-400X suurendus)

* Biocare Medical Products: katalooginumbrite ja tellimise kohta teabe
saamiseks vaadake Biocare Medicali veebisaiti aadressil http://biocare.net.
Teatud Ulaltoodud reaktiivid pohinevad konkreetsel kasutusel ja kasutataval
tuvastamisstisteemil.

Séilitamine ja stabiilsus:

Hoida toatemperatuuril (RT). Toode on sellistes tingimustes sdilitamisel
stabiilne kuni viaali etiketile triikitud aegumiskuupéevani. Arge kasutage
parast aegumiskuupdeva. Sailitamist muudes tingimustes kui ette nahtud
tuleb kontrollida. Biocare ei ole kindlaks teinud kasutaja lahjendatud reaktiivi
stabiilsust.

Positiivsed ja negatiivsed kontrollid tuleb labi viia samaaegselt kdigi patsiendi
proovidega. Kui taheldatakse ootamatut varvimist, mida ei saa seletada
erinevustega laboratoorsetes protseduurides, ja kahtlustate probleemi
antikehaga, votke ihendust Biocare'i tehnilise toega numbril 1-800-542-2002
vOi veebisaidil biocare.net pakutava tehnilise toe teabe kaudu.

Proovi ettevalmistamine:

Formaliinis fikseeritud koed sobivad kasutamiseks enne parafiini manustamist.
Luukuded tuleb enne kudede té6tlemist katlakivi eemaldada, et holbustada
kudede Idikamist ja valtida mikrotoomi labade kahjustamist.:

Korralikult fikseeritud ja sisestatud kudesid, mis ekspresseerivad maaratud
sihtmarkantigeeni, tuleb hoida jahedas. 1988. aasta Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA) nduab 42 CFR-i§493.1259(b), et ,Labor peab
sdilitama varvitud objektiklaase vahemalt kiimme aastat alates uurige ja
sailitage prooviplokid véahemalt kaks aastat alates uurimise kuupdevast."

Kudede téotlemine enne varvimist:

Tehke kuumuse pohjustatud epitoopide otsimine (HIER) vastavalt allolevale
soovitatud protokollile. On ndidatud, et HIER-i rutiinne kasutamine enne IHC-
d vahendab ebakdlasid ja standardiseerib varvimist.:s

Hoiatus ja ettevaatusabindud:
1. DAB Sparkle sisaldab vasksulfaatpentahiidraati. Kandke kindaid ja

kaitseriietust  ning  vOtke  kasitsemisel kasutusele  mdistlikud
ettevaatusabindud, kuna DAB Sparkle on klassifitseeritud &rritavaks ja voib
pohjustada kokkupuutel nahaga dlitundlikkust. Valtida kokkupuudet silmade,
naha ja limaskestadega.

2. Kasitsege inim- v0i loomset péritolu materjale kui potentsiaalselt
bioloogiliselt ohtlikke materjale ja korvaldage need materjalid asjakohaste
ettevaatusabindudega. Kokkupuute korral jérgige kasutamise korral
vastutavate asutuste tervisejuhiseid.s’
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3. Proove enne ja pérast fikseerimist ning koiki nendega kokkupuutuvaid
materjale tuleb kasitseda nii, nagu need oleksid vGimelised nakkust edasi
kandma, ja kdrvaldada asjakohaste ettevaatusabindudega. Arge kunagi
pipeteerige reaktiive suu kaudu ning valtige reaktiivide ja proovidega
kokkupuudet naha ja limaskestadega. Kui reaktiivid voi proovid puutuvad
kokku tundlike piirkondadega, peske neid rohke veega.:

4. Reaktiivide mikroobne saastumine vGib pdhjustada mittespetsiifilise
varvumise suurenemist.

5. Maaratletust erinevad inkubatsiooniajad voi temperatuurid voivad anda
ekslikke tulemusi. Kasutaja peab koik sellised muudatused kinnitama.

6. Arge kasutage reaktiivi parast viaalile triikitud kdlblikkusaega.

7. Mikropoliimeeride tuvastamise komplekti reaktiiv(id) on optimeeritud ja
valmis kasutamiseks koos Biocare'i antikehade ja abireaktiividega.
Soovitatavate protokollide ja kasutustingimuste kohta vaadake esmase
antikeha ja teiste lisareaktiivide kasutusjuhiseid.

8. Jargige korvaldamismeetodi osas kohalike ja/vdi riigiasutuste ndudeid.

9. SDS on saadaval ndudmisel ja asub aadressilhttp://biocare.net.

10. Teatage koigist selle seadmega seotud tOsistest vahejuhtumitest, vottes
tihendust kohaliku Biocare'i esindaja ja kasutaja asukohaliikmesriigi vdi riigi
padeva asutusega.

See reaktiiv sisaldab komponente, mis on Kklassifitseeritud vastavalt
maarusele (EU) nr 1272/2008, nagu on ndidatud allolevas tabelis.

Oht Kood Ohuavaldus

H316 Pohjustab kerget nahadrritust
H400 Vdga miirgine veeorganismidele

Kasutusjuhend:

Kromogeenikomplekti reaktiivid on optimeeritud kasutamiseks koos Biocare'i
antikehade ja  abireagentidega.  Soovitatavate  protokollide ja
kasutustingimuste kohta vaadake esmase antikeha ja teiste lisareaktiivide
kasutusjuhiseid. Inkubatsiooniajad ja temperatuurid varieeruvad sGltuvalt
jargitavast spetsiifilisest antikehade protokollist.

Automaatse varvimisinstrumendi kasutamisel lugege téoparameetrite kohta
konkreetse instrumendi kasutusjuhendit ja kasutusjuhendit.

Uldised protseduurietapid IHC labiviimiseks:

1. Kromogeen: inkubeerige 5 minutit toatemperatuuril Biocare'i DAB-ga

2. DAB Sparkle: kandke 4 tilka DAB Sparkle'i DAB-vérvitud koele. Inkubeerige
1 minut. Loputage deioniseeritud veega.

3. Vastuvdrv: hematoksiiliiniga vastuvarvimine. Loputage deioniseeritud
veega. Kandke Tacha sinisetuslahust 1 minutiks. Loputage deioniseeritud
veega.

Kvaliteedi kontroll:

Vaadake CLSI kvaliteedistandardeid immunohistokeemiliste anallitside
kavandamiseks ja rakendamiseks; Heakskiidetud juhiste teine valjaanne
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011. aastal°

Positiivhe koekontroll:

Valised positiivse kontrolli materjalid peaksid olema vérsked proovid, mis on
fikseeritud, toodeldud ja sisestatud voimalikult kiiresti samamoodi nagu
patsiendi proovid. Positiivsed koekontrollid nditavad Gigesti ettevalmistatud
kudesid ja digeid varvimistehnikaid. Igasse varvimistsiiklisse tuleks lisada tiks
positiivne valine koekontroll iga katsetingimuste komplekti kohta.
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Valiste positiivsete kontrollmaterjalide jaoks kasutatavad koed tuleks valida
patsiendi proovidest, millel on hasti iseloomustatud madal positiivse
sihtaktiivsuse tase, mis annab ndrga positiivse varvumise. Valiste positiivsete
kontrollide madal positivsuse tase on loodud selleks, et tagada
ebastabiilsusest vdi IHC metoodikaga seotud probleemidest tingitud peente
muutuste tuvastamine primaarse antikeha tundlikkuses. Kaubanduslikult
saadavad koekontrolli objektiklaasid voi patsiendi proovidest erinevalt
téddeldud proovid kinnitavad ainult reaktiivi toimivust ega kontrolli koe
ettevalmistamist.

Teadaolevaid positiivseid koekontrolle tuleks kasutada ainult téédeldud
kudede ja testreaktiivide Oige toimimise jalgimiseks, mitte abivahendina
patsiendi proovide spetsiifilise diagnoosi koostamisel. Kui positiivsed
koekontrollid ei ndita positiivset varvumist, tuleks analiilisitavate proovide
tulemused lugeda kehtetuks.

Negatiivsete kudede kontroll:

Kasutage igas varvimistsiiklis negatiivset koekontrolli, mis on fikseeritud,
tdddeldud ja sisestatud patsiendi proovi(de)ga identsel viisil, et kontrollida
IHC primaarse antikeha spetsiifilisust. sihtantigeeni demonstreerimine ja
spetsiifilise taustavarvimise indikaator (valepositiivne varvimine). Samuti
voivad enamikus koeosades esinevad erinevad rakutiilibid labori poolt
kasutada sisemiste negatiivsete kontrollikohtadena, et kontrollida IHC
toimivust spetsifikatsioonid. Negatiivse koe jaoks kasutatavate proovide
tlilibid ja allikad juhtelemendid on loetletud jaotises Toimivusnaitajad.

Kui negatiivse koekontrolli puhul ilmneb spetsiifiine varvumine
(valepositiivne varvumine), tuleb patsiendi proovide tulemusi Ilugeda
kehtetuks.

Mittespetsiifiline negatiivse reaktiivi kontroll:

Kasutage primaarse antikeha asemel mittespetsiifilist negatiivset reagendi
kontrolli koos iga patsiendi proovi osaga, et hinnata mittespetsiifilist varvimist
ja

voimaldavad paremini tdlgendada spetsiifilist varvumist antigeeni saidil.
Ideaalis sisaldab negatiivne reaktiivi kontroll antikeha, mis on toodetud ja
valmistatud (st lahjendatud sama kontsentratsioonini, kasutades sama
lahjendit) kasutamiseks samal viisil kui esmane antikeha, kuid sellel puudub
spetsiifiline reaktiivsus inimese kudedega samas maatriksis/lahuses kui
esmane antikeha. . Ainuliksi lahjendit v3ib kasutada véhem soovitava
alternatiivina eelnevalt kirjeldatud negatiivsete reaktiivide kontrollidele.
Negatiivse reaktiivi kontrolli inkubatsiooniperiood peaks vastama primaarse
antikeha inkubatsiooniperioodile.

Kui seerialdikudel kasutatakse mitme antikeha paneele, vdivad (ihe
objektiklaasi negatiivselt vérvunud alad toimida negatiivse/mittespetsiifilise
seondumise taustakontrollina teiste antikehade jaoks. Endogeense ensuimi
aktiivsuse vOi ensliimide mittespetsiifilise seondumise eristamiseks
spetsiifilisest immunoreaktiivsusest voib tdiendavaid patsiendi kudesid
vérvida ainult substraat-kromogeeni v&i ensiiimi kompleksidega (PAP,
avidiin-biotiin, streptavidiin) ja substraat-kromogeeniga.

Testi kinnitamine:

Enne antikeha vGi varvimissiisteemi esmakordset kasutamist diagnostilises
protseduuris peaks kasutaja kontrollima antikeha spetsiifilisust, testides seda
mitmel ettevottesisesel kudedel, millel on teadaolevad
immunohistokeemilised omadused, mis esindavad teadaolevaid positiivseid
ja negatiivseid kudesid. Vaadake eelnevalt selles tootelehe jaotises
kirjeldatud kvaliteedikontrolli protseduure ja CAP sertifitseerimisprogrammi
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kvaliteedikontrolli soovitusi.» immunohistokeemia ja/vdi NCCLS IHC juhiste
jaoksu. Neid kvaliteedikontrolli protseduure tuleks korrata iga uue
antikehapartii puhul vGi alati, kui analllsiparameetrid muutuvad. Katse
kontrollimiseks sobivad koed, mis on loetletud jaotises Performance
Characteristics.

Veaotsing:

Jargige antikehaspetsiifilise protokolli soovitusi vastavalt kaasasolevale
andmelehele. Ebatipiliste tulemuste ilmnemisel vétke (ihendust Biocare'i
tehnilise toega numbril 1-800-542-2002.

Varvimise tolgendamine:

DAB Sparkle tekitab primaarse antikeha poolt lokaliseeritud antigeeni saitides
téiustatud pruuni varvuse reaktsiooni. Enne patsiendi tulemuste tdlgendamist
peab kvalifitseeritud patoloog kontrollide varvimist hindama. Negatiivseid
kontrolle hinnatakse ja vorreldakse varvitud objektiklaasidega, et tagada, et
taheldatud varvumine ei ole mittespetsiifiliste interaktsioonide tagajarg.

Positiivhe koekontroll:

Naidatud antikehaga varvitud positiivset koekontrolli tuleks esmalt uurida, et
teha kindlaks, kas koik reaktiivid tootavad korralikult. Sihtrakkude sobiv
varvimine (nagu Ulalpool ndidatud) naitab positiivset reaktsioonivoimet. Kui
positiivsed koekontrollid ei ndita positiivset varvumist, tuleks katseproovide
tulemused lugeda kehtetuks.

Reaktsiooniprodukti varvus voib varieeruda soltuvalt kasutatud substraadi
kromogeenidest. Oodatavate varvireaktsioonide kohta vaadake aluspinna
pakendi infolehti. Lisaks vdib metakromaasiat tdheldada varvimismeetodi
variatsioonides.»

Kui kasutatakse vastuvarvi, olenevalt kasutatud vastuvarvi inkubatsiooni
pikkusest ja tohususest, pohjustab vastuvarvimine raku tuumade vérvuse.
Liigne voi mittetdielik vastuvarvimine vGib kahjustada tulemuste Giget

tolgendamist. Soovitatud vastuvarvimise kohta vaadake protokolli/protokollis.

Negatiivsete kudede kontroll:

Negatiivset koekontrolli tuleks uurida parast positiivset koekontrolli, et
kontrollida sihtantigeeni madrgistamise spetsiifilisust primaarse antikehaga.
Spetsiifilise varvumise puudumine negatiivses koekontrollis kinnitab
antikehade ristreaktiivsuse puudumist rakkude/rakukomponentide suhtes.
Kui negatiivse valiskoe kontrolli korral ilmneb spetsiifiline varvumine
(valepositiivne varvumine), tuleb patsiendi proovi tulemusi lugeda kehtetuks.

Mittespetsiifiline varvumine, kui see on olemas, on tavaliselt hajusa
vadlimusega. Sidekoe juhuslikku varvimist voib téheldada ka liigselt
formaliiniga fikseeritud kudede IGikudes. Varvimistulemuste tdlgendamiseks
kasutage terveid rakke. Nekrootilised vdi degenereerunud rakud vérvuvad
sageli mittespetsiifiliselt.

Patsiendi kude:

Uurige naidatud antikehaga vérvitud patsiendi proove viimane. Positiivset
varvimise intensiivsust tuleks hinnata negatiivse reaktiivi kontrolli mis tahes
mittespetsiifilise taustavarvimise kontekstis. Nagu iga immunohistokeemilise
testi puhul, tdhendab negatiivne tulemus seda, et antigeeni ei tuvastatud,
mitte seda, et antigeen ei olnud anallilisitud rakkudes/koes. Vajadusel
kasutage valenegatiivsete reaktsioonide tuvastamiseks antikehade paneeli.

Tapsemat teavet ndidatud antikehade immunoreaktiivsuse kohta leiate
jaotisest Kokkuvdte ja selgitus, Piirangud ja Toimivusomadused.
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Sestin vitro diagnostika (IVD) kasutamine

See toode on mdeldud ainult professionaalseks kasutamiseks:
Immunohistokeemia on mitmeastmeline diagnostiline protsess, mis
koosneb sobivate reaktiivide valimise erikoolitusest; kudede valik,
fikseerimine ja todtlemine; IHC slaidi ettevalmistamine; ja
varvimistulemuste tolgendamine.

Kasutamiseks ainult arsti retsepti alusel. (Ainult Rx)

Kudede varvimine soltub koe kasitsemisest ja tddtlemisest enne
varvimist. Ebadige fikseerimine, kiilmutamine, sulatamine, pesemine,
kuivatamine, kuumutamine, IGikamine voi saastumine teiste kudede voi
vedelikega vGib pdhjustada artefakte, antikehade kinnijaamist vGi
valenegatiivseid tulemusi. Ebajarjekindlad tulemused vdivad olla
tingitud fikseerimis- ja kinnistamismeetodite erinevustest voi koe
omastest ebakorrapdrasustest. =

Liigne voi mittetdielik vastuvarvimine vaib kahjustada tulemuste Giget
tolgendamist.

Iga positiivse vOi negatiivse varvumise Kliinilist tdlgendust tuleks
hinnata Kliinilise pildi, morfoloogia ja muude histopatoloogiliste
kriteeriumide kontekstis. Positiivse vOi negatiivse varvumise Kliinilist
tolgendamist tuleks tdiendada morfoloogiliste uuringutega, milles
kasutatakse nduetekohast positiivset ja negatiivset sise- ja valiskontrolli
ning muid diagnostilisi teste. Kvalifitseeritud patoloog, kes tunneb IHC
antikehade, reaktiivide ja meetodite diget kasutamist, vastutab koigi
IHC I0pliku preparaadi ettevalmistamiseks ja tdlgendamiseks kasutatud
etappide tolgendamise eest.

Konkreetse rakenduse optimaalsed protokollid vdivad erineda. Nende
hulka kuuluvad (kuid mitte ainult) fikseerimine, kuumuse taastamise
meetod, inkubatsiooniajad, antikehade lahjendamine, koeldike paksus
ja kasutatud tuvastamiskomplekt. Soovitatavate protokollide ja
kasutustingimuste kohta vaadake esmase antikeha ja teiste
lisareaktiivide kasutusjuhiseid. Andmelehe soovitused ja protokollid
pohinevad ainult Biocare toodete kasutamisel. LSppkokkuvottes
vastutab uurija optimaalsete tingimuste kindlaksmdaramise eest.

See toode ei ole ette nahtud kasutamiseks voolutsiitomeetrias.
Voolutsiitomeetria joudlusnaitajaid ei ole maaratud.

B-hepatiidi viirusega nakatunud ja B-hepatiidi pinnaantigeeni (HBsAg)
sisaldavate inimeste kudedel voib ilmneda méadardika peroksiidaasiga
mittespetsiifiline varvumine.=

Reaktiivid vdivad avaldada ootamatuid reaktsioone varem testimata
kudedes. Ootamatute reaktsioonide vdimalust isegi testitud
koerlihmades ei saa taielikult valistada antigeeni ekspressiooni
bioloogilise varieeruvuse tottu kasvajates vGi muudes patoloogilistes
kudedes.s Dokumenteeritud ootamatu(te) reaktsiooni(de)ga votke
Uihendust Biocare'i tehnilise toega numbril 1-800-542-2002 vGi
veebisaidil biocare.net pakutava tehnilise toe teabe kaudu.
Normaalsed/mitteimmuunsed seerumid, mis péarinevad samast
loomsest allikast kui blokeerimisetappides kasutatavad sekundaarsed
antiseerumid, voivad autoantikehade vdi looduslike antikehade t6ttu
pOhjustada valenegatiivseid voi valepositiivseid tulemusi.
Valepositiivseid  tulemusi voib naha valkude v&i substraadi
reaktsiooniproduktide mitteimmunoloogilise seondumise tottu. Need
voivad olla pohjustatud ka pseudoperoksidaasi —aktiivsusest
(eriitrotsiitidid), endogeense peroksidaasi aktiivsusest (tsiitokroom C)
vOi endogeensest biotiinist (nt maks, rind, aju, neer), olenevalt
kasutatavast immunovarvi tlilbist.=

Negatiivne tulemus tdhendab, et antigeeni ei tuvastatud, mitte seda, et
uuritud rakkudes voi koes antigeen puudus.
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Tootepdhised piirangud:
Tdiendavaid tootespetsiifilisi piiranguid pole.

Joudlusnaitajad:
Véarvimine viidi 18bi, kasutades protokolle, mis on esitatud
antikehaspetsiifilistes kasutusjuhistes voi vastavalt tépsustatule. Varvimise
tundlikkust ja spetsiifilisust hinnati mitmesuguste normaalsete ja
neoplastiliste koettilipide puhul, mida hinnati primaarsete antikehade
véljatédtamise ajal.

Reprodutseeritavus:

Biocare'i DAB Sparkle'i reprodutseeritavust kontrollitakse keskmise tapsusega
mootmise teel, mille kaigus testiti erinevaid reaktiivipartiisid pikema aja
jooksul, kasutades erinevaid operaatoreid, analiilitikuid, reaktiivipartiisid,
koeproove ja seadmeid. Iga reagendi varvimine oli Uhtlane ja toimis
ootusparaselt.

Veaotsing:

1. Objektiklaasid ei varvunud — Kontrollige, kas on kasutatud sobivat
positiivset kontrollkudet, antikeha ja tuvastamisprodukte. Kontrollige,
kas vaha eemaldamine vdi eelto6tlemine on puudulik vdi vale.

2. Koigi objektiklaaside ndrk varvumine — Kontrollige, kas on kasutatud
sobivat positiivset kontrollkudet, antikeha ja tuvastamistooteid.

3.  KOoigi slaidide liigne taust — v3ib esineda kdrge endogeense biotiini tase
(kui kasutate biotiinipShiseid tuvastamistooteid), endogeenset HRP
aktiivsust, mis muudab kromogeeni varviliseks I6pptooteks (kasutage
peroksidaasi plokki), voi voib esineda liigne mittespetsiifiline valgu
interaktsioon (kasutage valku). blokk, nagu seerumi- vdi kaseiinipohine
blokeeriv lahus).

4.  Koeosad pesevad slaididelt inkubeerimise ajal maha — Kontrollige slaide,
et veenduda, et need on positiivselt laetud.

5.  Spetsiifiline varvumine on liiga tume — kontrollige protokolli, et teha
kindlaks, kas objektiklaasile on rakendatud &ige antikehade tiiter,
samuti koigi reaktiivide diged inkubatsiooniajad. Lisaks veenduge, et
protokollis on piisavalt pesemisetappe, et eemaldada pdrast
inkubatsioonietappide 10ppu liigsed reaktiivid.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL
Kayttotarkoitus:

varten/n vitro Diagnostinen kayttd

DAB Sparkle on tarkoitettu kdytettdvaksi manuaalisissa immunohistokemian
(IHC) varjaysprotokollassa formaliinikiinnitettyjen, parafiiniin upotettujen
(FFPE) kudosten varjaytymisen tehostamiseksi, kun sita kdytetdan yhdessa
sopivan HRP-tunnistusjarjestelman ja primadristen vasta-aineiden kanssa.
Minkd tahansa varjdytymisen tai sen puuttumisen Kkliinista tulkintaa tulisi
tdydentdd morfologisilla tutkimuksilla ja asianmukaisilla kontrolleilla, ja
patevan patologin tulee arvioida potilaan kliinisen historian ja muiden
diagnostisten testien yhteydessa.

Yhteenveto ja selitys:
DAB Sparkle on erityisesti suunniteltu kdyttévalmis tehostava liuos, joka lisaa
DAB-varjdytyneiden kudosten herkkyytta ja kontrastia.

Menettelyn periaate:

Kun tata reagenssia kdytetdan FFPE-kudosleikkeiden IHC-testauksessa, se
mahdollistaa antigeenien paremman visualisoinnin kayttamalla perakkaista
spesifinen vasta-aine antigeenille (primaarinen vasta-aine), sekundaarinen
vasta-aine primaariselle vasta-aineelle (valinnainen linkkivasta-aine/koetin),
entsyymikompleksi ja kromogeeninen substraatti, jossa on pesuvaiheet.
Kromogeenin entsymaattinen aktivaatio johtaa ndkyvaan reaktiotuotteeseen
antigeenikohdassa. Ndyte voidaan sitten vastavdrjata ja peittdd. Tulokset
tulkitaan valon avulla mikroskooppi ja apu patofysiologisten prosessien
erotusdiagnoosissa, jotka voivat tai olla ei valttamatta liity tiettyyn
antigeeniin.

Materiaalit ja menetelmat:

Mukana toimitetut reagenssit:

Component Catalog Component Quantity x
No. Description Volume

DS830H DAB Sparkle 1x25mL

DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Liuottaminen, sekoitus, laimennus, titraus:

DAB Sparkle -reagenssi on optimoitu ja valmis kaytettavaksi Biocare-vasta-
aineiden ja apureagenssien kanssa. Kayttovalmiiksi saattamista,
sekoittamista, laimentamista tai titrausta ei tarvita.

Tunnetut sovellukset:
Immunohistokemia (formaliinilla kiinnitetyt parafiiniin upotetut kudokset)

Toimitettu nimella:
0,5 % kuparisulfaattipentahydraattiliuos. Katso lisdtietoja
kayttoturvallisuustiedotteesta.

Tarvittavat materiaalit ja reagenssit, joita ei toimiteta:
Mikroskoopin objektilasit, positiivisesti varautuneet
Positiiviset ja negatiiviset kudoskontrollit

Desert Chamber* tai vastaava kuivausuuni (valinnainen)
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Ksyleeni tai ksyleenin korvike

Etanoli tai reagenssialkoholi

Decoaking Chamber* tai vastaava painekattila (valinnainen)
Deionisoitu tai tislattu vesi
Pesupuskuri*

Esikasittelyreagenssit* (valinnainen)
Entsyymisulatus* (valinnainen)
Peroksidaasiestos* (valinnainen)
Proteiinilohko* (valinnainen)
Primaarinen vasta-aine*

Negatiiviset kontrollireagenssit*
Tunnistussarjat*

Hematoksyliini* (vastavarjays)
Sinitysreagenssi*

Asennusvaline*

Suojalasi

Valomikroskooppi (40-400X suurennus)

* Biocare Medical Products: Lisdtietoja luettelonumeroista ja tilauksesta on
Biocare Medicalin verkkosivustolla osoitteessa http://biocare.net. Tietyt
edelld luetellut reagenssit perustuvat tiettyyn sovellukseen ja kaytettyyn
tunnistusjarjestelmaan.

Varastointi ja vakaus:

Sailyta huoneenlammdssa (RT). Tuote sdilyy ndissa olosuhteissa sailytettyna
injektiopullon etikettiin painettuun viimeiseen kayttopaivaan asti. Ala kayta
viimeisen kayttopdivén jalkeen. Varastointi muissa kuin madritellyissa
olosuhteissa on tarkistettava. Biocare ei ole vahvistanut kayttdjan
laimennetun reagenssin stabiilisuutta.

Positiiviset ja negatiiviset kontrollit tulee suorittaa samanaikaisesti kaikkien
potilasndytteiden kanssa. Jos havaitaan odottamatonta varjdytymista, jota ei
voida selittdd laboratoriomenetelmien vaihteluilla, ja epaillddn vasta-
aineongelmaa, ota yhteytta Biocaren tekniseen tukeen numeroon 1-800-542-
2002 tai biocare.net-sivustolla olevien teknisen tuen tietojen kautta.

Néytteen valmistus:

Formaliiniin kiinnitetyt kudokset soveltuvat kaytettavaksi ennen parafiiniin
upottamista. Luukudokset tulee poistaa kalkki ennen kudosten kasittelya
kudoksen leikkaamisen helpottamiseksi ja mikrotomin terien vaurioitumisen
estamiseksi.:

Asianmukaisesti kiinnitetyt ja upotetut kudokset, jotka ilmentavat maaritettya
antigeenikohdetta, tulee sailyttda viiledssa paikassa. Vuoden 1988 Clinical
Laboratory Improvement Act (CLIA) -laki edellyttaa 42 CFR:ss&§493.1259(b),
jonka mukaan "Laboratorion on sdilytettdva varjatyt objektilasit vahintdadn
kymmenen vuotta tutkia ja sdilyttda naytekappaleet vahintaan kaksi vuotta
tutkimuspaivasta."

Kudosten hoito ennen vérjdysta:
Suorita Heat Induced Epitoope Retrieval (HIER) alla suositellun protokollan

mukaisesti. HIER:n rutiininomaisen kdyton ennen IHC:td on osoitettu
minimoivan epdjohdonmukaisuudet ja standardoivan varjdytymista.:s

Varoitukset ja varotoimet:

1. DAB Sparkle sisaltda kuparisulfaattipentahydraattia. Kayta kdsineita ja
suojavaatetusta ja ryhdy kohtuullisiin varotoimiin kasitellessasi, koska DAB
Sparkle on luokiteltu drsyttdvadksi ja voi aiheuttaa ihokosketuksen
herkistymistd. Valta joutumista silmiin, iholle ja limakalvoille.

2. Kasittele ihmis- tai eldinperdisida materiaaleja mahdollisesti biologisesti
vaarallisina ja havita tallaiset materiaalit asianmukaisin varotoimin. Noudata
altistumistapauksessa vastaavien viranomaisten antamia
terveysmaarayksid.s”
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3. Naytteitd ennen kiinnitysta ja sen jalkeen seka kaikkia niille altistettuja
materiaaleja tulee kasitelld ikaan kuin ne voisivat siirtda infektiota, ja ne on
havitettiva asianmukaisin varotoimin. Ald koskaan pipetoi reagensseja suun
kautta ja valta koskettamasta ihoa ja limakalvoja reagenssien ja naytteiden
kanssa. Jos reagenssit tai ndytteet joutuvat kosketuksiin herkkien alueiden
kanssa, pese runsaalla vedella.:

4. Reagenssien mikrobikontaminaatio voi johtaa epaspesifisen varjaytymisen
lisddntymiseen.

5. Muut kuin ilmoitetut inkubointiajat tai lampdtilat voivat antaa virheellisia
tuloksia. Kayttdjan on vahvistettava kaikki téllaiset muutokset.

6. Al kdytd reagenssia pulloon painetun viimeisen kéyttdpdivamasran
jalkeen.

7. Mikropolymeerien tunnistussarjan reagenssi(t) on optimoitu ja valmis
kaytettavaksi Biocare-vasta-aineiden ja apureagenssien kanssa. Katso
suositellut protokollat ja kdyttdolosuhteet ensisijaisen vasta-aineen ja muiden
apureagenssien kayttdohjeista.

8. Noudata paikallisten ja/tai valtion viranomaisten vaatimuksia
havitysmenetelmistd.

9. Kayttoéturvallisuustiedote on saatavilla pyynnéstd ja se sijaitsee
osoitteessahttp://biocare.net.

10. Ilmoita kaikista tahan laitteeseen liittyvista vakavista tapahtumista
ottamalla yhteytta paikalliseen Biocaren edustajaan ja sen jdsenvaltion tai
maan toimivaltaiseen viranomaiseen, jossa kayttaja sijaitsee.

Tama reagenssi sisaltdd komponentteja, jotka on luokiteltu alla olevan
taulukon mukaisesti asetuksen (EY) N:o 1272/2008 mukaisesti.

Vaara Koodi Vaaralauseke

H316 Aiheuttaa lievaa ihodrsytysta
H400 Erittdin myrkyllista vesielidille

Kayttoohjeet:

Kromogeenisarjan reagenssit on optimoitu kaytettdviksi Biocare-vasta-
aineiden ja apureagenssien kanssa. Katso suositellut protokollat ja
kayttdolosuhteet ensisijaisen vasta-aineen ja muiden apureagenssien
kayttdohjeista. Inkubointiajat ja -ldmpdtilat vaihtelevat noudatetun spesifisen
vasta-aineprotokollan mukaan.

Kun kaytat automaattista varjaysinstrumenttia, katso laitteen kayttdoppaasta
ja kayttoohjeista kdyttoparametreja.

Yleiset menettelyvaiheet IHC:n suorittamiseksi:

1. Kromogeeni: Inkuboi 5 minuuttia huoneenlampdtilassa Biocaren DAB:n
kanssa

2. DAB Sparkle: Levita 4 tippaa DAB Sparklea DAB-varjatylle kudokselle.
Inkuboi 1 minuutti. Huuhtele deionisoidulla vedella.

3. Vastavdrjdys: Vastavarjdys hematoksyliinilld. Huuhtele deionisoidulla
vedelld. Levitd Tacha's Bluing -liuosta 1 minuutin ajan. Huuhtele
deionisoidulla vedella.

Laadunvalvonta:

Katso CLSI-laatustandardit immunohistokemiallisten madritysten
suunnittelua ja toteutusta varten; Hyvdksytty Guideline-Second edition
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011¢

Positiivinen kudoskontrolli:

Ulkoisten positiivisten kontrollimateriaalien tulee olla tuoreita naytteita, jotka
on kiinnitetty, kasitelty ja upotettava mahdollisimman pian samalla tavalla
kuin  potilasndytteet.  Positiiviset  kudoskontrollit ~ osoittavat oikein
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valmistettuja kudoksia ja asianmukaisia varjdystekniikoita. Yksi positiivinen
ulkoinen kudoskontrolli jokaista testiolosuhteita kohden tulisi sisdllyttaa
jokaiseen varjaysajoon.

Ulkoisiin positiivisiin kontrollimateriaaleihin kdytetyt kudokset tulee valita
potilasnaytteistd, joissa on hyvin karakterisoitu alhainen positiivinen
kohdeaktiivisuus, joka antaa heikon positiivisen varjdytymisen. Ulkoisten
positiivisten  kontrollien  alhainen positiivisuustaso on  suunniteltu
varmistamaan pienten muutosten havaitseminen primaarisen vasta-aineen
herkkyydessa epastabiilisuudesta tai IHC-metodologian ongelmista.
Kaupallisesti saatavilla olevat kudoskontrollilevyt tai ndytteet, jotka on
kasitelty eri tavalla kuin potilasndyte(t), validoivat vain reagenssin
suorituskyvyn, eivatka ne varmista kudosten valmistelua.

Tunnettuja positiivisia kudoskontrolleja tulee kdyttdaa vain prosessoitujen
kudosten ja testireagenssien oikean suorituskyvyn seurantaan sen sijaan,
etta ne olisivat apuna potilasnadytteiden erityisen diagnoosin laatimisessa. Jos
positiiviset  kudoskontrollit eivat osoita positiivista  varjdytymistd,
testindytteiden tuloksia on pidettava virheellisina.

Negatiivisten kudosten kontrolli:

Kayta negatiivista kudoskontrollia, joka on kiinnitetty, kdsitelty ja upotettu
identtisella  tavalla  potilasndytteiden  kanssa joka varjdysajossa
varmistaaksesi IHC:n primaarisen vasta-aineen spesifisyyden.
kohdeantigeenin  osoittamiseen ja  spesifisen  taustavarjdytymisen
osoittamiseen (vadra positiivinen varjdys). Myds useimmat eri solutyypit,
joita esiintyy useimmissa kudosleikkeissd, voivat laboratorio kayttda niita
sisdisind negatiivisina kontrollipaikkoina IHC:n suorituskyvyn tarkistamiseen
tekniset tiedot. Naytetyypit ja -lahteet, joita voidaan kdyttda negatiiviseen
kudokseen sddtimet on lueteltu Suorituskykyominaisuudet-osiossa.

Jos negatiivisessa kudoskontrollissa esiintyy spesifista varjaytymistd (vaara
positiivinen varjdytyminen), potilasndytteilld saatuja tuloksia on pidettava
virheellisina.

Epéspesifinen negatiivinen reagenssikontrolli:

Kayta epaspesifista negatiivista reagenssikontrollia primaarisen vasta-aineen
sijasta kunkin potilasndytteen leikkeen kanssa arvioidaksesi epaspesifista
varjaytymista ja

mahdollistaa spesifisen varjaytymisen paremman tulkinnan
antigeenikohdassa. Ihannetapauksessa negatiivinen reagenssikontrolli
sisaltaa vasta-aineen, joka on tuotettu ja valmistettu (eli laimennettu samaan
konsentraatioon kayttden samaa laimennusainetta) kaytettavaksi samalla
tavalla kuin primaarinen vasta-aine, mutta silla ei ole spesifista reaktiivisuutta
ihmiskudosten kanssa samassa matriisissa/liuoksessa kuin ensisijainen vasta-
aine. . Pelkkaa laimennusainetta voidaan kdyttda véhemman toivottavana
vaihtoehtona aiemmin kuvatuille negatiivisille reagenssikontrolleille.
Negatiivisen reagenssikontrollin inkubaatioajan tulee vastata primaarisen
vasta-aineen inkubaatioaikaa.

Kun sarjaleikkeissa kdytetddn useiden vasta-aineiden paneeleja, yhden
objektilasin negatiivisesti varjdytyneet  alueet  voivat  toimia
negatiivisena/epéaspesifisend sitoutumisen taustakontrollina muille vasta-
aineille. Endogeenisen entsyymiaktiivisuuden tai entsyymien epaspesifisen
sitoutumisen erottamiseksi spesifisesta immunoreaktiivisuudesta voidaan
potilaan lisakudoksia varjatda yksinomaan substraatti-kromogeeni- tai
entsyymikomplekseilla (PAP, avidiini-biotiini, streptavidiini) ja substraatti-
kromogeenilla, vastaavasti.
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Madrityksen vahvistus:

Ennen vasta-aineen tai varjdysjarjestelman ensimmaista kayttoa
diagnostisessa toimenpiteessa kayttdjén tulee varmistaa vasta-aineen
spesifisyys testaamalla se sarjalla yrityksen sisdisia kudoksia, joiden
immunohistokemialliset  suorituskykyominaisuudet tunnetaan ja jotka
edustavat tunnettuja positiivisia ja negatiivisia kudoksia. Tutustu
laadunvalvontamenettelyihin, jotka on kuvattu aiemmin tassa tuoteselosteen
osassa ja CAP-sertifiointiohjelman laadunvalvontasuosituksissa.
Immunohistokemiaa ja/tai NCCLS IHC -ohjetta varten:. Nama
laadunvalvontatoimenpiteet on toistettava jokaiselle uudelle vasta-aineerdlle
tai aina, kun madritysparametreissa tapahtuu muutoksia.
Suorituskykyominaisuudet-osiossa luetellut kudokset soveltuvat maarityksen
todentamiseen.

Ongelmien karttoittaminen:

Noudata  vasta-ainekohtaisia protokollan  suosituksia  toimitetun
tietolomakkeen mukaisesti. Jos epatyypillisia tuloksia iimenee, ota yhteytta
Biocaren tekniseen tukeen numerossa 1-800-542-2002.

Varjayksen tulkinta:
DAB Sparkle tuottaa tehostetun ruskean vérireaktion primaarisen vasta-

aineen paikantamissa antigeenikohdissa. Ennen potilastulosten tulkintaa
patevan patologin on arvioitava kontrollien varjdys. Negatiiviset kontrollit
arvioidaan ja niitd verrataan varjattyihin objektilaseihin sen varmistamiseksi,
ettd havaittu varjdytyminen ei ole seurausta epaspesifisista
vuorovaikutuksista.

Positiivinen kudoskontrolli:

Osoitetuilla vasta-aineilla varjatty positiivinen kudoskontrolli tulee ensin
tutkia sen varmistamiseksi, etta kaikki reagenssit toimivat oikein.
Kohdesolujen asianmukainen varjdys (kuten edelld on osoitettu) osoittaa
positiivista reaktiivisuutta. Jos positiiviset kudoskontrollit eivat osoita
positiivista varjdytymista, testindytteilld saatuja tuloksia on pidettava
virheellisina.

Reaktiotuotteen vari VOi vaihdella riippuen kaytetyista
substraattikromogeeneista. Katso  odotetut  vdrireaktiot  alustan
pakkausselosteista. Lisaksi metakromiaa voidaan havaita varjdysmenetelman
muunnelmissa.:

Kun kaytetaan vastavarjdystd, riippuen kdytetyn vastavarjayksen inkubaation
pituudesta ja tehokkuudesta, vastavarjdys johtaa soluytimien varjddmiseen.
Liiallinen tai epéatdydellinen vastavarjdys voi vaarantaa tulosten oikean
tulkinnan. Katso suositellut vastavarjdyskaytannot.

Negatiivinen kudoskontrolli:

Negatiivinen kudoskontrolli tulee tutkia positiivisen kudoskontrollin jélkeen
primaarisen  vasta-aineen  kohdeantigeenin  leiman  spesifisyyden
varmistamiseksi. Spesifisen varjdytymisen puuttuminen negatiivisessa
kudoskontrollissa vahvistaa vasta-aineen ristireaktiivisuuden puuttumisen
soluja/solukomponentteja  kohtaan. Jos  negatiivisessa  ulkoisessa
kudoskontrollissa esiintyy erityistd varjdytymista (vaara positiivinen
varjdytyminen), potilasndytteen tuloksia on pidettdva virheellising.

Epaspesifinen varjdys, jos sitd esiintyy, on yleensa hajanainen. Sidekudoksen
satunnaista varjdytymista voidaan havaita my0s leikkeissd, jotka ovat
perdisin liilkaa formaliinista kiinnitetyista kudoksista. Kadyta ehjia soluja
varjaystulosten tulkitsemiseen. Nekroottiset tai rappeutuneet solut
varjaytyvat usein epaspesifisesti.

Potilaan kudos:

Tutki potilasndytteet, jotka on varjatty osoitetulla vasta-aineella kestda.
Positiivinen  varjdytymisintensiteetti  tulee  arvioida negatiivisen
reagenssikontrollin epdspesifisen taustavarjdyksen yhteydessa. Kuten missa
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tahansa immunohistokemiallisessa testissa, negatiivinen tulos tarkoittaa, etta
antigeenia ei havaittu, ei sitd, ettd antigeeni puuttui madritetyista
soluista/kudoksesta. Kayta tarvittaessa vasta-ainepaneelia tunnistaaksesi
vaarat negatiiviset reaktiot.

Katso Yhteenveto ja selitys, Rajoitukset ja Suorituskykyominaisuudet
saadaksesi erityisia tietoja osoitetusta vasta-aineen immunoreaktiivisuudesta.

Rajoitukset:

Yleiset rajoitukset:

1. varten/n vitro diagnostinen (IVD) kaytto

2. Tama tuote on tarkoitettu vain ammattikdyttédn: Immunohistokemia
on  monivaiheinen  diagnostinen  prosessi, joka  koostuu
erityiskoulutuksesta sopivien reagenssien valinnassa; kudosten valinta,
kiinnitys ja kasittely; IHC-levyn valmistus; ja varjdystulosten tulkinta.

3. Vain laakarin madrayksesta kaytettavaksi. (vain Rx)

4.  Kudosvarjdys riippuu kudoksen kasittelystd ja prosessoinnista ennen
varjaysta. Vaara kiinnitys, jaddyttdminen, sulattaminen, pesu, kuivaus,
kuumennus, leikkaus tai kontaminaatio muilla kudoksilla tai nesteilla voi
aiheuttaa artefakteja, vasta-aineiden vangitsemista tai vaaria
negatiivisia tuloksia. Ep&johdonmukaiset tulokset voivat johtua
vaihteluista kiinnitys- ja upotusmenetelmissa tai kudoksen sisdisista
epasaannollisyyksistd.=

5. Liiallinen tai epataydellinen vastavarjdys voi vaarantaa tulosten oikean
tulkinnan.

6. Kaikkien positiivisten tai negatiivisten varjaytymien kliininen tulkinta on
arvioitava kliinisen esityksen, morfologian ja muiden histopatologisten
kriteerien yhteydessa. Positiivisen tai negatiivisen varjdytymisen
kliinista tulkintaa tulisi tdydentdd morfologisilla tutkimuksilla, joissa
kaytetdan asianmukaisia positiivisia ja negatiivisia sisdisid ja ulkoisia
kontrolleja seka muita diagnostisia testeja. Patevan patologin, joka
tuntee IHC-vasta-aineiden, reagenssien ja menetelmien oikean kdyton,
vastuulla on tulkita kaikki vaiheet, joita kaytetadn lopullisen IHC-
valmisteen valmistelussa ja tulkinnassa.

7.  Optimaaliset protokollat tietylle sovellukselle voivat vaihdella. Naitd ovat
muun muassa kiinnitys, ldmmon talteenottomenetelmd, inkubaatioajat,
vasta-ainelaimennus, kudosleikkeen paksuus  ja kaytetty
havaitsemispakkaus. Katso suositellut protokollat ja kayttdolosuhteet
ensisijaisen vasta-aineen ja muiden apureagenssien kdyttoohjeista.
Kayttoturvallisuustiedotteen suositukset ja protokollat perustuvat
Biocare-tuotteiden yksinomaiseen kayttdon. Viime kadessa on tutkijan
vastuulla madrittaa optimaaliset olosuhteet.

8. Tata tuotetta ei ole tarkoitettu kaytettdvaksi virtaussytometriassa.
Virtaussytometrian suorituskykyominaisuuksia ei ole maaritetty.

9. Hepatiitti B -viruksella infektoituneiden henkildiden kudoksissa, jotka
sisdltdvat hepatiitti B -pinta-antigeenia (HBsAg), voi esiintya
epaspesifista piparjuuriperoksidaasin varjaytymista. =

10. Reagenssit voivat osoittaa odottamattomia reaktioita aiemmin
testaamattomissa kudoksissa. Odottamattomien reaktioiden
mahdollisuutta ei edes testatuissa kudosryhmissd voida tdysin
eliminoida antigeenin ilmentymisen biologisen vaihtelun vuoksi
kasvaimissa tai muissa patologisissa kudoksissa.:s Ota yhteytta Biocaren
tekniseen tukeen numerossa 1-800-542-2002 tai biocare.net-sivustossa
olevien teknisen tuen tietojen kautta ja kerro dokumentoiduista
odottamattomista reaktioista.

11. Normaalit/ei-immuuniseerumit samasta eldinlahteesta kuin
estovaiheissa kaytetyt sekundaariset antiseerumit voivat aiheuttaa
vaadrid negatiivisia tai vaaria positiivisia tuloksia autovasta-aineista tai
luonnollisista vasta-aineista johtuen.

12. Vaarid positiivisia tuloksia voidaan nahda johtuen proteiinien tai
substraattireaktiotuotteiden ei-immunologisesta sitoutumisesta. Ne
voivat johtua myds pseudoperoksidaasiaktiivisuudesta (erytrosyytit),
endogeenisesta  peroksidaasiaktiivisuudesta  (sytokromi C) tai
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endogeenisesta biotiinista (esim. maksa, rinta, aivot, munuaiset)
riippuen kdytetyn immunovarjdyksen tyypista.s

Negatiivinen tulos tarkoittaa, ettd antigeenid ei havaittu, ei sita, ettd
antigeeni puuttui tutkituista soluista tai kudoksesta.

13.

Tuotekohtaiset rajoitukset:
Ei muita tuotekohtaisia rajoituksia.

Suorituskykyominaisuudet:

Varjdys suoritettin  kdyttdmalld  vasta-ainekohtaisissa  kdyttdohjeissa
annettuja tai maariteltyjé protokollia. Varjdytymisen herkkyys ja spesifisyys
arvioitiin useissa normaaleissa ja neoplastisissa kudostyypeissd, jotka
arvioitiin primaaristen vasta-aineiden kehittymisen aikana.

Toistettavuus:

Biocaren DAB Sparklen toistettavuus varmistetaan keskimadradisen
tarkkuuden mittauksella, jossa eri reagenssierat testattiin pitkan ajanjakson
ajan  kadyttamalld  erilaisia toimijoita, analyytikoita, reagenssierid,
kudosnaytteitd ja laitteita. Jokaiselle reagenssille saatu varjdys oli
johdonmukainen ja suoritettiin odotetulla tavalla.

Ongelmien karttoittaminen:
1. Objektilasit ei varjaytyneet — Tarkista, ettd on kaytetty asianmukaista
positiivista kontrollikudosta, vasta-ainetta ja havaitsemistuotteita.

Tarkista, ettei vahanpoisto tai esikasittely ole taydellinen tai virheellinen.

2. Kaikkien objektilasien heikko varjdys — Tarkista, ettd on kaytetty
asianmukaista  positiivista  kontrollikudosta,  vasta-ainetta  ja
havaitsemistuotteita.

3.  Kaikkien objektilasien liiallinen tausta — Endogeenistd biotiinia (jos
kaytat biotiinipohjaisia  tunnistustuotteita), endogeenista HRP-
aktiivisuutta, joka muuttaa kromogeenin varilliseksi lopputuotteeksi
(kayta peroksidaasisalpaa), tai  ylimaardistda  epaspesifista
proteiinivuorovaikutusta (kaytd proteiinia) esto, kuten seerumi- tai
kaseiinipohjainen estoliuos).

4. Kudososat pesevat objektilasit pois inkubaation aikana — Tarkista
objektilasit varmistaaksesi, ettd ne ovat positiivisesti varautuneita.

5. FErityinen varjdys liilan tumma — Tarkista protokolla maarittaaksesi, onko
objektilasiin kdytetty oikea vasta-ainetiitteri, sekd oikeat inkubaatioajat
kaikille reagenssille. Varmista lisdksi, ettd protokollassa on riittavasti
pesuvaiheita ylimaaraisten reagenssien poistamiseksi
inkubointivaiheiden jalkeen.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Utilisation prévue :
Pourin vitro Utilisation diagnostique

Le DAB Sparkle est destiné a étre utilisé dans les protocoles de coloration
manuelle d'immunohistochimie (IHC) pour améliorer la coloration des tissus
fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE) lorsqu!'il est utilisé conjointement
avec le systéme de détection HRP approprié et les anticorps primaires.
L'interprétation clinique de toute coloration ou de son absence doit étre
complétée par des études morphologiques et des contrdles appropriés et doit
étre évaluée dans le contexte des antécédents cliniques du patient et d’autres
tests diagnostiques effectués par un pathologiste qualifié.

Résumé et explication :

DAB Sparkle est une solution améliorée préte a l'emploi spécialement
formulée pour augmenter la sensibilité et le contraste des tissus colorés au
DAB.

Principe de procédure :

Ce réactif, lorsqu'il est utilisé dans les tests IHC de coupes de tissus FFPE,
permet une visualisation améliorée des antigenes via Il'application
séquentielle d'un un anticorps spécifique de I'antigéne (anticorps primaire),
un anticorps secondaire de Il'anticorps primaire (lien optionnel
anticorps/sonde), un complexe enzymatique et un substrat chromogénique
avec étapes de lavage interposées. L'activation enzymatique du chromogéne
entraine un produit de réaction visible au site de I'antigéne. Le spécimen peut
ensuite étre contre-coloré et recouvert d'une lamelle. Les résultats sont
interprétés a I'aide d'une lumiére microscope et aide au diagnostic différentiel
des processus physiopathologiques, qui peuvent ou peut ne pas étre associé
a un antigéne particulier.

Matériels et méthodes:

Réactifs fournis :

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1 x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Reconstitution, Mélange, Dilution, Titrage :

Le réactif DAB Sparkle est optimisé et prét a étre utilisé avec les anticorps
Biocare et les réactifs auxiliaires. Aucune reconstitution, mélange, dilution ou
titrage n’est requis.

Applications connues :
Immunohistochimie (tissus inclus en paraffine fixés au formol)

Fourni comme :
Solution de sulfate de cuivre pentahydraté a 0,5%. Voir la fiche de données
de sécurité pour plus de détails.

Matériels et réactifs nécessaires mais non fournis :
Lames de microscope, chargées positivement
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Controles tissulaires positifs et négatifs

Chambre du désert* ou étuve de séchage similaire (en option)
Xyléne ou substitut de xylene

Ethanol ou alcool réactif

Chambre de décloisonnement* ou autocuiseur similaire (facultatif)
Eau désionisée ou distillée

Tampon de lavage*

Réactifs de prétraitement* (facultatif)

Digestion enzymatique* (facultatif)

Blocage de la peroxydase* (facultatif)

Bloc de protéines* (facultatif)

Anticorps primaire*

Réactifs de contréle négatif*

Kits de détection*

Hématoxyline* (contre-colorant)

Réactif de bleuissement*

Support de montage*

Lamelle de verre

Microscope optique (grossissement 40-400X)

* Produits Biocare Medical : reportez-vous au site Web Biocare Medical situé

a l'adresse http://biocare.net pour plus d'informations sur les numéros de
catalogue et les commandes. Certains réactifs répertoriés ci-dessus sont
basés sur une application spécifique et sur le systeme de détection utilisé.

Stockage et stabilité :
Conserver a température ambiante (TA). Le produit est stable jusqu'a la date

de péremption imprimée sur I'étiquette du flacon lorsqu'il est conservé dans
ces conditions. Ne pas utiliser apreés la date de péremption. Le stockage dans
des conditions autres que celles spécifiées doit étre vérifié. La stabilité du
réactif dilué par I'utilisateur n'a pas été établie par Biocare.

Les contrGles positifs et négatifs doivent étre effectués simultanément avec
tous les échantillons de patients. Si une coloration inattendue est observée
qui ne peut pas étre expliquée par des variations dans les procédures de
laboratoire et qu'un probléme avec l'anticorps est suspecté, contactez le
support technique de Biocare au 1-800-542-2002 ou via les informations
d'assistance technique fournies sur biocare.net.

Préparation des échantillons :

Les tissus fixés dans du formol peuvent étre utilisés avant l'inclusion en
paraffine. Les tissus osseux doivent étre décalcifiés avant le traitement des
tissus pour faciliter la coupe des tissus et éviter d'endommager les lames du
microtome.:?

Les tissus correctement fixés et intégrés exprimant I'antigéne cible spécifié
doivent étre conservés dans un endroit frais. La loi sur I'amélioration des
laboratoires cliniques (CLIA) de 1988 exige dans 42 CFR§493.1259(b) que
« Le laboratoire doit conserver les lames colorées au moins dix ans a compter
de la date de examen et conserver les blocs d’échantillons au moins deux ans
a compter de la date de I'examen.:

Traitement des tissus avant coloration :

Effectuer la récupération d’épitopes induite par la chaleur (HIER) selon le
protocole recommandé ci-dessous. Il a été démontré que lutilisation
systématique de HIER avant I'THC minimise les incohérences et standardise
la coloration.ss

Avertissement et précautions:

1. DAB Sparkle contient du sulfate de cuivre pentahydraté. Portez des gants
et des vétements de protection et prenez des précautions raisonnables lors
de la manipulation, car le DAB Sparkle est classé comme irritant et peut
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provoquer une sensibilisation par contact cutané. Evitez tout contact avec les
yeux, la peau et les muqueuses.

2. Manipulez les matériaux d'origine humaine ou animale comme
potentiellement dangereux et éliminez ces matériaux avec les précautions
appropriées. En cas d'exposition, suivre les directives sanitaires des autorités
responsables du lieu d'utilisation.s”

3. Les échantillons, avant et apres fixation, ainsi que tous les matériaux qui
y sont exposés doivent étre manipulés comme s'ils étaient susceptibles de
transmettre une infection et éliminés avec les précautions appropriées. Ne
jamais pipeter les réactifs par la bouche et éviter tout contact avec la peau
et les muqueuses avec les réactifs et les échantillons. Si les réactifs ou les
échantillons entrent en contact avec des zones sensibles, laver
abondamment a l'eau.s

4. La contamination microbienne des réactifs peut entrainer une
augmentation des colorations non spécifiques.

5. Des durées ou des températures d'incubation autres que celles spécifiées
peuvent donner des résultats erronés. L'utilisateur doit valider une telle
modification.

6. Ne pas utiliser de réactif aprés la date de péremption imprimée sur le
flacon.

7. Le(s) réactif(s) du kit de détection de micropolymeres sont optimisés et
préts a étre utilisés avec les anticorps Biocare et les réactifs auxiliaires.
Reportez-vous aux instructions d'utilisation des anticorps primaires et des
autres réactifs auxiliaires pour connaitre les protocoles et les conditions
d'utilisation recommandés.

8. Suivez les exigences des autorités locales et/ou nationales concernant la
méthode d'élimination.

9. La FDS est disponible sur demande et se trouve ahttp://biocare.net.

10. Signalez tout incident grave lié a cet appareil en contactant le
représentant Biocare local et l'autorité compétente applicable de I'Etat
membre ou du pays ou se trouve I'utilisateur.

Ce réactif contient des composants classés comme indiqué dans le tableau
ci-dessous conformément au Réglement (CE) n°® 1272/2008

Danger Code Mention de danger

H316 | Provoque une légére irritation de la peau
H400 | Tres toxique pour la vie aquatique

Mode d'emploi:

Les réactifs du kit chromogéne sont optimisés pour une utilisation avec les
anticorps Biocare et les réactifs auxiliaires. Reportez-vous aux instructions
d'utilisation des anticorps primaires et des autres réactifs auxiliaires pour
connaitre les protocoles et les conditions d'utilisation recommandés. Les
temps et les températures d'incubation varient en fonction du protocole
d'anticorps spécifique suivi.

Lorsque vous utilisez un instrument de coloration automatisé, consultez le
manuel d'utilisation de I'instrument spécifique et les instructions d’utilisation
pour les paramétres de fonctionnement.

Etapes procédurales générales pour effectuer I'THC :

1. Chromogeéne : Incuber pendant 5 minutes a température ambiante avec
le DAB de Biocare

2. DAB Sparkle : appliquez 4 gouttes de DAB Sparkle sur le tissu coloré par
DAB. Incuber pendant 1 minute. Rincer a I'eau déminéralisée.

3. Contre-coloration : Contre-coloration avec de I'hématoxyline. Rincer a I'eau
déminéralisée. Appliquez la solution bleuissante de Tacha pendant 1 minute.
Rincer a l'eau déminéralisée.
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Contrdle de qualité:

Reportez-vous aux normes de qualité du CLSI pour la conception et la mise
en ceuvre de tests d'immunohistochimie ; Directives approuvées-Deuxiéme
édition (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011-

Controle tissulaire positif :

Les matériaux de contréle positif externe doivent étre des échantillons frais
fixés, traités et incorporés dés que possible de la méme maniére que les
échantillons du patient. Les contréles tissulaires positifs indiquent des tissus
correctement préparés et des techniques de coloration appropriées. Un
contrdle tissulaire externe positif pour chaque ensemble de conditions de test
doit étre inclus dans chaque série de coloration.

Les tissus utilisés pour les matériaux de controle positif externe doivent étre
sélectionnés a partir d'échantillons de patients présentant de faibles niveaux
bien caractérisés d‘activité cible positive qui donnent une faible coloration
positive. Le faible niveau de positivité des contrles positifs externes est
congu de maniére a garantir la détection de changements subtils dans la
sensibilité des anticorps primaires dus a une instabilité ou a des probléemes
avec la méthodologie IHC. Les lames de contrdle tissulaire disponibles dans
le commerce ou les échantillons traités différemment des échantillons du
patient valident uniquement les performances du réactif et ne vérifient pas
la préparation des tissus.

Les contréles tissulaires positifs connus ne doivent étre utilisés que pour
surveiller les performances correctes des tissus traités et des réactifs de test,
plutét que pour aider a formuler un diagnostic spécifique a partir
d'échantillons de patients. Si les controles tissulaires positifs ne parviennent
pas a démontrer une coloration positive, les résultats des échantillons de test
doivent étre considérés comme invalides.

Controle tissulaire négatif :

Utilisez un contréle tissulaire négatif fixé, traité et incorporé d'une maniére
identique aux échantillons du patient a chaque cycle de coloration pour
vérifier la spécificité de l'anticorps primaire IHC pour démonstration de
I'antigéne cible et fournir une indication de la coloration de fond spécifique
(coloration faussement positive). En outre, la variété des différents types de
cellules présents dans la plupart des coupes de tissus peut étre utilisé par le
laboratoire comme sites de contrle négatif interne pour vérifier les
performances de ITHC Caractéristiques. Les types et sources d'échantillons
pouvant étre utilisés pour les tissus négatifs les contréles sont répertoriés
dans la section Caractéristiques de performance.

Si une coloration spécifique (fausse coloration positive) se produit dans le
contrble tissulaire négatif, les résultats obtenus avec les échantillons du
patient doivent étre considérés comme invalides.

Controle réactif négatif non spécifique :

Utiliser un controle réactif négatif non spécifique a la place de I'anticorps
primaire avec une section de chaque échantillon de patient pour évaluer la
coloration non spécifique et

permettre une meilleure interprétation de la coloration spécifique au site de
I'antigéne. Idéalement, un controle réactif négatif contient un anticorps
produit et préparé (c'est-a-dire dilué a la méme concentration en utilisant le
méme diluant) pour étre utilisé de la méme maniére que I'anticorps primaire,
mais ne présente aucune réactivité spécifique avec les tissus humains dans
la méme matrice/solution que l'anticorps primaire. . Le diluant seul peut étre
utilisé comme alternative moins souhaitable aux contréles réactifs négatifs
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décrits précédemment. La période d’incubation du contréle réactif négatif
doit correspondre a celle de I'anticorps primaire.

Lorsque des panels de plusieurs anticorps sont utilisés sur des coupes en
série, les zones de coloration négative d’une lame peuvent servir de controle
de fond de liaison négatif/non spécifique pour d‘autres anticorps. Pour
différencier I'activité enzymatique endogene ou la liaison non spécifique des
enzymes de limmunoréactivité spécifique, des tissus supplémentaires du
patient peuvent étre colorés exclusivement avec des complexes substrat-
chromogene ou enzymatiques (PAP, avidine-biotine, streptavidine) et
substrat-chromogene, respectivement.

Vérification des analyses :

Avant la premiére utilisation d'un anticorps ou d’un systéme de coloration
dans une procédure de diagnostic, I'utilisateur doit vérifier la spécificité de
I'anticorps en le testant sur une série de tissus internes présentant des
caractéristiques de performance  immunohistochimiques connues
représentant des tissus positifs et négatifs connus. Référez-vous aux
procédures de contrdle qualité précédemment décrites dans cette section de
la notice du produit et aux recommandations de controle qualité du
programme de certification CAP.« pour I'immunohistochimie et/ou la directive
NCCLS IHC:. Ces procédures de contréle qualité doivent étre répétées pour
chaque nouveau lot d'anticorps ou chaque fois qu'il y a un changement dans
les parametres du test. Les tissus répertoriés dans la section Caractéristiques
de performance conviennent a la vérification du test.

Dépannage:

Suivez les recommandations du protocole spécifique aux anticorps selon la
fiche technique fournie. Si des résultats atypiques apparaissent, contactez le
support technique de Biocare au 1-800-542-2002.

Interprétation de la coloration :
Le DAB Sparkle produit une réaction de couleur brune améliorée au niveau

des sites antigéniques localisés par I'anticorps primaire. Avant l'interprétation
des résultats des patients, la coloration des contrbles doit étre évaluée par
un pathologiste qualifié. Les contrles négatifs sont évalués et comparés aux
lames colorées pour garantir que toute coloration observée n'est pas le
résultat d'interactions non spécifiques.

Controle tissulaire positif :

Le contrdle tissulaire positif coloré avec I'anticorps indiqué doit étre examiné
en premier pour s'assurer que tous les réactifs fonctionnent correctement.
La coloration appropriée des cellules cibles (comme indiqué ci-dessus)
indique une réactivité positive. Si les contrles tissulaires positifs ne
parviennent pas a démontrer une coloration positive, tous les résultats
obtenus avec les échantillons de test doivent étre considérés comme
invalides.

La couleur du produit de réaction peut varier en fonction des chromogénes
du substrat utilisé. Reportez-vous aux notices du substrat pour connaitre les
réactions de couleur attendues. De plus, une métachromasie peut étre
observée dans les variations de la méthode de coloration.:

Lorsqu‘une contre-coloration est utilisée, en fonction de la durée d'incubation
et de la puissance de la contre-coloration utilisée, la contre-coloration
entrainera une coloration des noyaux cellulaires. Une contre-coloration
excessive ou incompléte peut compromettre la bonne interprétation des
résultats. Reportez-vous au(x) protocole(s) pour connaitre la contre-
coloration recommandée.

Controle tissulaire négatif:

Le controle tissulaire négatif doit étre examiné aprés le contréle tissulaire
positif afin de vérifier la spécificité du marquage de I'antigéne cible par
I'anticorps primaire. L'absence de coloration spécifique dans le contréle
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tissulaire négatif confirme I'absence de réactivité croisée des anticorps avec
les cellules/composants cellulaires. Si une coloration spécifique (fausse
coloration positive) se produit dans le contrdle tissulaire externe négatif, les
résultats obtenus avec I'échantillon du patient doivent étre considérés
comme invalides.

La coloration non spécifique, si elle est présente, a généralement un aspect
diffus. Des colorations sporadiques du tissu conjonctif peuvent également
étre observées dans des coupes de tissus excessivement fixés au formol.
Utilisez des cellules intactes pour l'interprétation des résultats de coloration.
Les cellules nécrotiques ou dégénérées se colorent souvent de maniére non
spécifique.

Tissu du patient :

Examiner les échantillons de patients colorés avec |'anticorps indiqué dernier.
L'intensité de la coloration positive doit étre évaluée dans le contexte de toute
coloration de fond non spécifique du contréle réactif négatif. Comme pour
tout test immunohistochimique, un résultat négatif signifie que I'antigéne n'a
pas été détecté, et non que I'antigéne était absent dans les cellules/tissus
analysés. Si nécessaire, utilisez un panel d‘anticorps pour identifier les
réactions faussement négatives.

Reportez-vous au résumé et a I'explication, aux limites et aux caractéristiques
de performance pour obtenir des informations spécifiques concernant
I'immunoréactivité des anticorps indiquée.

Limites:

Limites générales :

1. Pourin vitro utilisation diagnostique (IVD)

2. Ce produit est destiné a un usage professionnel uniquement
L'immunohistochimie est un processus de diagnostic en plusieurs
étapes qui consiste en une formation spécialisée dans la sélection des
réactifs appropriés ; sélection, fixation et traitement des tissus ;
préparation de la lame IHC ; et interprétation des résultats de coloration.

3. Autiliser uniquement sur prescription médicale. (Réception uniquement)

4.  La coloration des tissus dépend de la manipulation et du traitement du
tissu avant la coloration. Une mauvaise fixation, congélation,
décongélation, lavage, séchage, chauffage, sectionnement ou
contamination par d'autres tissus ou fluides peut produire des artefacts,
un piégeage d'anticorps ou des résultats faussement négatifs. Des
résultats incohérents peuvent étre dus a des variations dans les
méthodes de fixation et d'intégration, ou a des irrégularités inhérentes
au tissu.x

5. Une contre-coloration excessive ou incompléte peut compromettre la
bonne interprétation des résultats.

6. L'interprétation clinique de toute coloration positive ou négative doit
étre évaluée dans le contexte de la présentation clinique, de la
morphologie et d'autres critéres histopathologiques. L'interprétation
clinique de toute coloration positive ou négative doit étre complétée par
des études morphologiques utilisant des controles internes et externes
positifs et négatifs appropriés ainsi que d'autres tests de diagnostic. II
est de la responsabilité d'un pathologiste qualifié qui connait I'utilisation
appropriée des anticorps, des réactifs et des méthodes IHC d'interpréter
toutes les étapes utilisées pour préparer et interpréter la préparation
IHC finale.

7.  Les protocoles optimaux pour une application spécifique peuvent varier.
Ceux-ci incluent, sans s'y limiter, la fixation, la méthode de récupération
de chaleur, les temps d'incubation, la dilution des anticorps, I'épaisseur
des coupes de tissu et le kit de détection utilisé. Reportez-vous aux
instructions d'utilisation des anticorps primaires et des autres réactifs
auxiliaires pour connaitre les protocoles et les conditions d'utilisation
recommandés. Les recommandations et protocoles de la fiche
technique sont basés sur I'utilisation exclusive des produits Biocare. En
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fin de compte, il incombe a I'enquéteur de déterminer les conditions
optimales.

8. Ce produit n'est pas destiné a étre utilisé en cytométrie en flux. Les
caractéristiques de performance n'ont pas été déterminées pour la
cytométrie en flux.

9. Les tissus provenant de personnes infectées par le virus de I'hépatite B
et contenant l'antigéne de surface de I'népatite B (AgHBs) peuvent
présenter une coloration non spécifique a la peroxydase de raifort.

10. Les réactifs peuvent présenter des réactions inattendues dans des
tissus non testés auparavant. La possibilité de réactions inattendues,
méme dans les groupes de tissus testés, ne peut étre complétement
éliminée en raison de la variabilité biologique de I'expression de
I'antigéne dans les néoplasmes ou dans d'autres tissus pathologiques.:
Contactez le support technique de Biocare au 1-800-542-2002, ou via
les informations de support technique fournies sur biocare.net, avec
une ou plusieurs réactions inattendues documentées.

11. Les sérums normaux/non immuns provenant de la méme source
animale que les antisérums secondaires utilisés dans les étapes de
blocage peuvent provoquer des résultats faussement négatifs ou
faussement positifs en raison d'auto-anticorps ou d'anticorps naturels.

12. Des résultats faussement positifs peuvent étre observés en raison d’'une
liaison non immunologique des protéines ou des produits de réaction
du substrat. Ils peuvent également étre causés par une activité pseudo-
peroxydase (érythrocytes), une activité peroxydase endogéne
(cytochrome C) ou une biotine endogene (par exemple, foie, sein,
cerveau, rein), selon le type d'immunocoloration utilisé.=

13. Un résultat négatif signifie que I'antigéne n’a pas été détecté et non
que l'antigéne était absent dans les cellules ou les tissus examinés.

Limites spécifiques au produit :
Aucune limitation supplémentaire spécifique au produit.

Caractéristiques de performance:
La coloration a été réalisée en utilisant les protocoles fournis dans les
instructions d'utilisation spécifiques de I'anticorps ou comme spécifié. La
sensibilité et la spécificité de la coloration ont été évaluées sur une gamme
de types de tissus normaux et néoplasiques évalués au cours du
développement d'anticorps primaires.

Reproductibilité :

La reproductibilité du DAB Sparkle de Biocare est vérifiée par une mesure de
précision intermédiaire dans laquelle divers lots de réactifs ont été testés sur
une période prolongée en utilisant divers opérateurs, analystes, lots de
réactifs, échantillons de tissus et équipements. La coloration obtenue pour
chaque réactif était cohérente et réalisée comme prévu.

Dépannage:

1. Aucune coloration des lames — Vérifiez que le tissu de contrdle positif,
les anticorps et les produits de détection appropriés ont été utilisés.
Vérifiez si le retrait ou le prétraitement de la cire est incomplet ou
inapproprié.

2. Faible coloration de toutes les lames — Vérifiez que le tissu de contréle
positif, les anticorps et les produits de détection appropriés ont été
utilisés.

3. Fond excessif de toutes les lames — Il peut y avoir des niveaux élevés
de biotine endogene (si vous utilisez des produits de détection a base
de biotine), une activité HRP endogéne convertissant le chromogéne en
produit final coloré (utiliser un bloc de peroxydase) ou une interaction
protéique non spécifique excessive (utiliser un bloc, comme une
solution de blocage a base de sérum ou de caséine).

4. Les coupes de tissus sont lavées sur les lames pendant l'incubation.

Vérifiez les lames pour vous assurer qu'elles sont chargées positivement.

5. Coloration spécifique trop foncée — Vérifiez le protocole pour déterminer
si le titre d'anticorps approprié a été appliqué a la lame, ainsi que les
temps d'incubation appropriés pour tous les réactifs. De plus, assurez-
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vous que le protocole comporte suffisamment d’étapes de lavage pour
éliminer les réactifs en excés une fois les étapes d'incubation terminées.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL
Verwendungszweck:

Firin vitro Diagnostische Verwendung

Der DAB Sparkle ist fiir den Einsatz in manuellen Farbeprotokollen der
Immunhistochemie  (IHC) zur Verbesserung der Farbung von
formalinfixiertem, in Paraffin eingebettetem (FFPE) Gewebe vorgesehen,
wenn er in Verbindung mit dem entsprechenden HRP-Nachweissystem und
Primarantikérpern verwendet wird. Die klinische Interpretation jeglicher
Verfarbung oder ihres Fehlens sollte durch morphologische Studien und
geeignete Kontrollen erganzt und im Kontext der Krankengeschichte des
Patienten und anderer diagnostischer Tests durch einen qualifizierten
Pathologen bewertet werden.

Zusammenfassung und Erklarung:

DAB Sparkle ist eine speziell formulierte, gebrauchsfertige
Verbesserungslosung zur Erhéhung der Empfindlichkeit und des Kontrasts
von DAB-gefarbtem Gewebe.

Verfahrensgrundsatz:

Wenn dieses Reagenz beim IHC-Testen von FFPE-Gewebeschnitten
verwendet wird, ermdglicht es die verbesserte Visualisierung von Antigenen
durch die sequentielle Anwendung von a spezifischer Antikdrper gegen das
Antigen (primdrer Antikdrper), ein sekundédrer Antikdrper gegen den
primaren Antikorper (optionaler Link-Antikorper/Sonde), ein Enzymkomplex
und ein chromogenes Substrat mit zwischengeschalteten Waschschritten. Die
enzymatische Aktivierung des Chromogens fiihrt zu einem sichtbaren
Reaktionsprodukt an der Antigenstelle. AnschlieBend kann die Probe
gegengefarbt und abgedeckt werden. Die Ergebnisse werden mithilfe eines
Lichts interpretiert Mikroskop und Hilfe bei der Differentialdiagnose
pathophysiologischer Prozesse, die oder ist mdglicherweise nicht mit einem
bestimmten Antigen verbunden.

Materialen und Methoden:

Mitgelieferte Reagenzien:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Rekonstitution, Mischen, Verdiinnung, Titration:

Das DAB Sparkle-Reagenz ist optimiert und gebrauchsfertig mit Biocare-
Antikérpern und Hilfsreagenzien. Es ist keine Rekonstitution, Mischung,
Verdiinnung oder Titration erforderlich.

Bekannte Anwendungen:
Immunhistochemie (formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Gewebe)

Geliefert als:
0,5 % Kupfersulfat-Pentahydrat-Losung. Weitere Einzelheiten finden Sie im
Sicherheitsdatenblatt.
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Bendtigte, aber nicht bereitgestellte Materialien und Reagenzien:
Objekttrager, positiv geladen

Positive und negative Gewebekontrollen
Wistenkammer* oder dhnliches Trockenofen (optional)
Xylol oder Xylolersatz

Ethanol oder Reagenzalkohol

Enttarnungskammer* oder dhnlicher Schnellkochtopf (optional)
Entionisiertes oder destilliertes Wasser

Waschpuffer*

Vorbehandlungsreagenzien* (optional)
Enzymverdauung* (optional)

Peroxidase-Block* (optional)

Proteinblock* (optional)

Primérantikorper*

Negativkontrollreagenzien*

Erkennungskits*

Hamatoxylin* (Gegenfarbung)

Blduungsreagenz*

Eindeckmedium*

Schutzglas

Lichtmikroskop (40-400-fache VergréBerung)

* Produkte von Biocare Medical: Informationen zu Katalognummern und zur
Bestellung finden Sie auf der Website von Biocare Medical unter
http://biocare.net. Bestimmte oben aufgefiihrte Reagenzien basieren auf der
spezifischen Anwendung und dem verwendeten Nachweissystem.

Lagerung und Stabilitat:

Bei Raumtemperatur (RT) lagern. Bei Lagerung unter diesen Bedingungen ist
das Produkt bis zum auf dem Flaschchenetikett aufgedruckten Verfallsdatum
stabil. Nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden. Die Lagerung unter
anderen als den angegebenen Bedingungen muss Uberpriift werden. Die
Stabilitat des vom Benutzer verdiinnten Reagenzes wurde von Biocare nicht
nachgewiesen.

Positiv- und Negativkontrollen sollten gleichzeitig mit allen Patientenproben
durchgefiihrt werden. Wenn eine unerwartete Farbung beobachtet wird, die
nicht durch Abweichungen in den Laborverfahren erklart werden kann, und
ein Problem mit dem Antikérper vermutet wird, wenden Sie sich an den
technischen Support von Biocare unter 1-800-542-2002 oder Uber die
technischen Supportinformationen auf biocare.net.

Probenvorbereitung:
Zur Verwendung vor der Paraffineinbettung eignen sich in Formalin fixierte

Gewebe. Knochengewebe sollte vor der Gewebebearbeitung entkalkt werden,
um das Gewebeschneiden zu erleichtern und Schdden an den
Mikrotomklingen zu verhindern.::

OrdnungsgemaB fixierte und eingebettete Gewebe, die das angegebene
Antigen-Ziel exprimieren, sollten an einem kiihlen Ort gelagert werden. Der
Clinical Laboratory Improvement Act (CLIA) von 1988 schreibt 42 CFR
vor§493.1259(b) besagt: ,Das Labor muss gefarbte Objekttrdger mindestens
zehn Jahre ab dem Datum aufbewahren Priifung durchfiihren und
Probenblocke mindestens zwei Jahre ab dem Datum der Priifung
aufbewahren.™

Behandlung von Geweben vor der Férbung:

Fihren Sie die hitzeinduzierte Epitopgewinnung (HIER) gem&B dem unten
empfohlenen Protokoll durch. Es hat sich gezeigt, dass die routinemaBige
Verwendung von HIER vor der IHC Inkonsistenzen minimiert und die Farbung
standardisiert.«s
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Warnung und VorsichtsmaBnahmen:
1. DAB Sparkle enthdlt Kupfersulfat-Pentahydrat. Tragen Sie Handschuhe

und Schutzkleidung und treffen Sie bei der Handhabung angemessene
VorsichtsmaBnahmen, da DAB Sparkle als reizend eingestuft ist und zu einer
Sensibilisierung der Haut fiihren kann. Kontakt mit Augen, Haut und
Schleimhduten vermeiden.

2. Behandeln Sie Materialien menschlichen oder tierischen Ursprungs als
potenziell biologisch gefahrlich und entsorgen Sie diese Materialien mit den
entsprechenden VorsichtsmaBnahmen. Befolgen Sie im Falle einer Exposition
die Gesundheitsvorschriften der zustédndigen Behérden am Einsatzort.s

3. Proben vor und nach der Fixierung sowie alle ihnen ausgesetzten
Materialien sollten so behandelt werden, als ob sie Infektionen Ubertragen
kénnten, und mit den entsprechenden VorsichtsmaBnahmen entsorgt
werden. Pipettieren Sie Reagenzien niemals mit dem Mund und vermeiden
Sie den Kontakt der Reagenzien und Proben mit der Haut und den
Schleimhduten. Wenn Reagenzien oder Proben mit empfindlichen Bereichen
in Kontakt kommen, waschen Sie diese mit reichlich Wasser ab.s

4. Eine mikrobielle Kontamination der Reagenzien kann zu einer Zunahme
unspezifischer Farbungen fiihren.

5. Andere als die angegebenen Inkubationszeiten oder Temperaturen kénnen
zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren. Der Benutzer muss jede solche
Anderung validieren.

6. Verwenden Sie das Reagenz nach dem auf dem Fldschchen aufgedruckten
Verfallsdatum nicht mehr.

7. Die Reagenzien des Mikropolymer-Nachweiskits sind optimiert und kénnen
mit Biocare-Antikdrpern und Hilfsreagenzien verwendet werden. Empfohlene
Protokolle und  Verwendungsbedingungen finden Sie in den
Gebrauchsanweisungen fiir Primarantikdrper und andere Hilfsreagenzien.

8. Befolgen Sie die Anforderungen der ortlichen und/oder staatlichen
Behdrden hinsichtlich der Entsorgungsmethode.

9. Das Sicherheitsdatenblatt ist auf Anfrage erhadltlich und befindet sich
unterhttp://biocare.net.

10. Melden Sie schwerwiegende Vorfélle im Zusammenhang mit diesem
Gerat, indem Sie sich an den ortlichen Biocare-Vertreter und die zustandige
Behdrde des Mitgliedstaats oder Landes wenden, in dem sich der Benutzer
befindet.

Dieses Reagenz enthdlt Komponenten, die gemaB der Verordnung (EG) Nr.
1272/2008 wie in der folgenden Tabelle angegeben klassifiziert sind

Gefahr Code Gefahrenhinweis

H316 | Verursacht leichte Hautreizungen
H400 Sehr giftig fiir Wasserlebewesen

Gebrauchsanweisung:

Die Reagenzien des Chromogen-Kits sind fiir die Verwendung mit Biocare-
Antikérpern und Hilfsreagenzien optimiert. Empfohlene Protokolle und
Verwendungsbedingungen finden Sie in den Gebrauchsanweisungen fiir
Primdrantikérper und andere Hilfsreagenzien. Die Inkubationszeiten und -
temperaturen variieren je nach dem spezifischen Antikdrperprotokoll.

Wenn Sie ein automatisiertes Farbegerdt verwenden, konsultieren Sie die
jeweilige Bedienungsanleitung und Gebrauchsanweisung des Gerats zu den
Betriebsparametern.

Allgemeine Verfahrensschritte zur Durchfiihrung der IHC:

1. Chromogen: 5 Minuten bei RT mit Biocare DAB inkubieren

2. DAB Sparkle: Tragen Sie 4 Tropfen DAB Sparkle auf das mit DAB befleckte
Gewebe auf. 1 Minute lang inkubieren. Mit entionisiertem Wasser spiilen.
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3. Gegenfarbung: Gegenfarbung mit Hdmatoxylin. Mit entionisiertem Wasser
spilen. Tragen Sie Tachas Blauungslésung 1 Minute lang auf. Mit
entionisiertem Wasser splilen.

Qualitatskontrolle:

Siehe CLSI-Qualitatsstandards fiir Design und Implementierung von
Immunhistochemie-Assays; Genehmigte Richtlinie — Zweite Auflage (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011:

Positive Gewebekontrolle:

Externe positive Kontrollmaterialien sollten frische Proben sein, die so schnell
wie moglich auf die gleiche Weise wie die Patientenprobe(n) fixiert,
verarbeitet und eingebettet werden. Positive Gewebekontrollen weisen auf
korrekt vorbereitetes Gewebe und geeignete Farbetechniken hin. In jedem
Farbedurchlauf sollte eine positive externe Gewebekontrolle fiir jeden Satz
Testbedingungen enthalten sein.

Die fir die externen Positivkontrollmaterialien verwendeten Gewebe sollten
aus Patientenproben mit gut charakterisierten niedrigen Konzentrationen der
positiven Zielaktivitat ausgewahlt werden, die eine schwach positive Farbung
ergeben. Der niedrige Positivitdtsgrad fiir externe Positivkontrollen soll die

Erkennung geringfiigiger Verdnderungen der primdren
Antikdrperempfindlichkeit aufgrund von Instabilitdt oder Problemen mit der
IHC-Methodik gewabhrleisten. Im Handel erhdltliche

Gewebekontrollobjekttrager oder Proben, die anders als die
Patientenprobe(n) verarbeitet wurden, validieren nur die Leistung der
Reagenzien und nicht die Gewebevorbereitung.

Bekannte positive Gewebekontrollen sollten nur zur Uberwachung der
korrekten Leistung verarbeiteter Gewebe und Testreagenzien verwendet
werden und nicht als Hilfe bei der Formulierung einer spezifischen Diagnose
von Patientenproben. Wenn die positiven Gewebekontrollen keine positive
Farbung zeigen, sollten die Ergebnisse mit den Testproben als ungiiltig
betrachtet werden.

Negative Gewebekontrolle:

Verwenden Sie bei jedem Farbedurchlauf eine negative Gewebekontrolle, die
auf die gleiche Weise wie die Patientenprobe(n) fixiert, verarbeitet und
eingebettet ist, um die Spezifitdt des IHC-Primarantikorpers zu Uberpriifen
Nachweis des Zielantigens und um einen Hinweis auf eine spezifische
Hintergrundfarbung zu liefern (falsch positive Farbung). Auch die Vielfalt der
verschiedenen Zelltypen, die in den meisten Gewebeschnitten vorhanden
sind, kann dazu beitragen koénnen vom Laboratorium als interne
Negativkontrollstellen zur Uberpriifung der Leistung des IHC verwendet
werden Spezifikationen. Die Arten und Quellen der Proben, die fiir negatives
Gewebe verwendet werden konnen Die Steuerelemente sind im Abschnitt
,Leistungsmerkmale™ aufgefiihrt.

Wenn in der negativen Gewebekontrolle eine spezifische Farbung (falsch
positive Farbung) auftritt, sollten die Ergebnisse mit den Patientenproben als
ungiiltig betrachtet werden.

Unspezifische Negativreagenzkontrolle:

Verwenden Sie anstelle des Primdrantikdrpers eine unspezifische
Negativreagenzkontrolle mit einem Abschnitt jeder Patientenprobe, um die
unspezifische Farbung zu bewerten und

ermdglichen eine bessere Interpretation der spezifischen Farbung an der
Antigenstelle. Idealerweise enthdlt eine negative Reagenzkontrolle einen
Antikdrper, der auf die gleiche Weise wie der Primarantikorper hergestellt
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und vorbereitet (d. h. mit demselben Verdiinnungsmittel auf die gleiche
Konzentration verdiinnt) wurde, aber keine spezifische Reaktivitdt mit
menschlichen Geweben in derselben Matrix/Lésung wie der Primarantikorper
zeigt . Die Verwendung von Verdinnungsmittel allein kann eine weniger
wiinschenswerte Alternative zu den zuvor beschriebenen negativen
Reagenzienkontrollen sein. Die Inkubationszeit der Negativreagenzkontrolle
sollte der des Primarantikdrpers entsprechen.

Wenn Panels mit mehreren Antikorpern auf Serienschnitten verwendet
werden, konnen die negativ gefarbten Bereiche eines Objekttragers als
negative/unspezifische Bindungshintergrundkontrolle fiir andere Antikdrper
dienen. Um endogene Enzymaktivitdt oder unspezifische Bindung von
Enzymen von spezifischer Immunreaktivitdt zu unterscheiden, kdnnen
zusatzliche Patientengewebe ausschlieBlich mit Substrat-Chromogen oder
Enzymkomplexen (PAP, Avidin-Biotin, Streptavidin) bzw. Substrat-
Chromogen gefarbt werden.

Assay-Verifizierung:

Vor der erstmaligen Verwendung eines AntikOrpers oder Farbesystems in
einem diagnostischen Verfahren sollte der Benutzer die Spezifitat des
Antikorpers Uberpriifen, indem er ihn an einer Reihe interner Gewebe mit
bekannten immunhistochemischen Leistungsmerkmalen testet, die
bekanntermaBen positive und negative Gewebe darstellen. Beachten Sie die
zuvor in diesem Abschnitt der Produktbeilage beschriebenen
Qualitatskontrollverfahren und die Qualitatskontrollempfehlungen des CAP-
Zertifizierungsprogrammse fiir Immunhistochemie und/oder die NCCLS IHC-
Leitlinien. Diese Qualitatskontrollverfahren sollten fiir jede neue
Antikdrpercharge oder bei jeder Anderung der Testparameter wiederholt
werden. Die im Abschnitt ,Leistungsmerkmale™ aufgefiihrten Gewebe sind
fiir die Testverifizierung geeignet.

Fehlerbehebung:

Befolgen Sie die Antikdrper-spezifischen Protokollempfehlungen gemaB dem
bereitgestellten Datenblatt. Wenn atypische Ergebnisse auftreten, wenden
Sie sich unter 1-800-542-2002 an den technischen Support von Biocare.

Interpretation der Farbung:

Der DAB Sparkle erzeugt eine verstérkte braune Farbreaktion an den durch
den Primarantikorper lokalisierten Antigenstellen. Vor der Interpretation der
Patientenergebnisse muss die Farbung der Kontrollen von einem
qualifizierten Pathologen beurteilt werden. Negativkontrollen werden
ausgewertet und mit gefarbten Objekttragern verglichen, um sicherzustellen,
dass die beobachtete Farbung nicht auf unspezifische Wechselwirkungen
zuriickzufiihren ist.

Positive Gewebekontrolle:

Die mit dem angegebenen Antikdrper gefarbte positive Gewebekontrolle
sollte zundchst untersucht werden, um sicherzustellen, dass alle Reagenzien
ordnungsgemdB funktionieren. Die entsprechende Farbung der Zielzellen
(wie oben angegeben) weist auf eine positive Reaktivitat hin. Wenn die
positiven Gewebekontrollen keine positive Farbung zeigen, sollten alle
Ergebnisse mit den Testproben als ungiiltig betrachtet werden.

Die Farbe des Reaktionsprodukts kann abhdngig von den verwendeten
Substratchromogenen variieren. Informationen zu den erwarteten
Farbreaktionen finden Sie in den Packungsbeilagen des Substrats. Dariiber
hinaus kann bei Variationen der Farbemethode Metachromasie beobachtet
werden.»

Wenn eine Gegenfarbung verwendet wird, fiihrt die Gegenfarbung je nach
Inkubationsdauer und Wirksamkeit der verwendeten Gegenfarbung zu einer
Farbung der Zellkerne. UberméBiges oder unvollstindiges Gegenfirben kann
die korrekte Interpretation der Ergebnisse beeintrachtigen. Die empfohlene
Gegenfarbung finden Sie im/in den Protokollen.
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Negative Gewebekontrolle:

Die negative Gewebekontrolle sollte nach der positiven Gewebekontrolle
untersucht werden, um die Spezifitdt der Markierung des Zielantigens durch
den Primarantikdrper zu tberpriifen. Das Fehlen einer spezifischen Farbung
in der negativen Gewebekontrolle bestatigt das Fehlen einer Antikorper-
Kreuzreaktivitat mit Zellen/Zellkomponenten. Wenn bei der negativen
externen Gewebekontrolle eine spezifische Farbung (falsch positive Farbung)
auftritt, sollten die Ergebnisse mit der Patientenprobe als ungiiltig betrachtet
werden.

Wenn eine unspezifische Farbung vorliegt, wirkt sie normalerweise diffus. In
Schnitten aus UbermdBig formalinfixiertem Gewebe kann es auch zu
sporadischen Verfarbungen des Bindegewebes kommen. Verwenden Sie
intakte Zellen zur Interpretation der Farbeergebnisse. Nekrotische oder
degenerierte Zellen verférben sich haufig unspezifisch.

Patientengewebe:

Untersuchen Sie Patientenproben, die mit dem angegebenen Antikdrper
gefarbt sind zuletzt. Die Intensitdt der positiven Farbung sollte im
Zusammenhang mit einer unspezifischen Hintergrundfarbung der negativen
Reagenzkontrolle beurteilt werden. Wie bei jedem immunhistochemischen
Test bedeutet ein negatives Ergebnis, dass das Antigen nicht nachgewiesen
wurde und nicht, dass das Antigen in den untersuchten Zellen/Geweben
fehlte. Verwenden Sie bei Bedarf ein Antikérper-Panel, um falsch-negative
Reaktionen zu identifizieren.

Spezifische Informationen zur angegebenen Antikdrper-Immunreaktivitat
finden Sie unter ,,Zusammenfassung und Erlduterung, Einschrénkungen und
Leistungsmerkmale®.

Einschréankungen:

Allgemeine Einschrénkungen:

1. Fir/n vitro diagnostische (IVD) Verwendung

2.  Dieses Produkt ist nur fiir den professionellen Gebrauch bestimmt: Die
Immunhistochemie ist ein mehrstufiger diagnostischer Prozess, der aus
einer speziellen Schulung zur Auswahl der geeigneten Reagenzien
besteht; Gewebeauswahl, -fixierung und -verarbeitung; Vorbereitung
der IHC-Folie; und Interpretation der Farbeergebnisse.

3. Nur auf drztliche Verschreibung anwenden. (Nur Rx)

4. Die Gewebefarbung hangt von der Handhabung und Verarbeitung des
Gewebes vor der Farbung ab. UnsachgemaBes Fixieren, Einfrieren,
Auftauen, Waschen, Trocknen, Erhitzen, Schneiden oder Kontamination
mit anderen Geweben oder Flissigkeiten kann zu Artefakten,
Antikérpereinschliissen oder falsch negativen Ergebnissen fiihren.
Inkonsistente Ergebnisse koénnen auf unterschiedliche Fixierungs- und
Einbettungsmethoden oder auf inhdrente UnregelmaBigkeiten im
Gewebe zuriickzufiihren sein.«

5. UbermaBiges oder unvollstindiges Gegenfarben kann die korrekte
Interpretation der Ergebnisse beeintrachtigen.

6. Die klinische Interpretation jeder positiven oder negativen Farbung
sollte im Kontext des klinischen Erscheinungsbilds, der Morphologie und
anderer histopathologischer Kriterien bewertet werden. Die klinische
Interpretation jeder positiven oder negativen Farbung sollte durch
morphologische Studien unter Verwendung geeigneter positiver und
negativer interner und externer Kontrollen sowie anderer
diagnostischer Tests erganzt werden. Es liegt in der Verantwortung
eines qualifizierten Pathologen, der mit der ordnungsgemaBen
Verwendung von IHC-Antikdrpern, Reagenzien und Methoden vertraut
ist, alle Schritte zur Vorbereitung und Interpretation der endgdltigen
IHC-Praparation zu interpretieren.

7. Die optimalen Protokolle fiir eine bestimmte Anwendung k&nnen
variieren. Dazu gehdren unter anderem Fixierung,
Warmeriickgewinnungsmethode, Inkubationszeiten,
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Antikdrperverdiinnung, Gewebeschnittdicke und das verwendete
Nachweiskit. Empfohlene Protokolle und Verwendungsbedingungen
finden Sie in den Gebrauchsanweisungen fiir Primarantikdrper und
andere Hilfsreagenzien. Die Empfehlungen und Protokolle im Datenblatt
basieren auf der ausschlieBlichen Verwendung von Biocare-Produkten.
Letztendlich liegt es in der Verantwortung des Forschers, optimale
Bedingungen zu ermitteln.

8.  Dieses Produkt ist nicht fiir die Verwendung in der Durchflusszytometrie
bestimmt. Fir  die  Durchflusszytometrie =~ wurden keine
Leistungsmerkmale ermittelt.

9. Gewebe von Personen, die mit dem Hepatitis-B-Virus infiziert sind und

Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAg) enthalten, kdnnen eine

unspezifische Farbung mit Meerrettichperoxidase aufweisen.=

Reagenzien konnen in zuvor nicht getesteten Geweben unerwartete

Reaktionen hervorrufen. Die Méglichkeit unerwarteter Reaktionen

selbst in getesteten Gewebegruppen kann aufgrund der biologischen

Variabilitat der Antigenexpression in Neoplasmen oder anderen

pathologischen Geweben nicht vollstandig ausgeschlossen werden.:

Kontaktieren Sie den technischen Support von Biocare unter 1-800-542-

2002 oder Uber die technischen Supportinformationen auf biocare.net

mit dokumentierten unerwarteten Reaktionen.

Normale/nichtimmune Seren aus derselben tierischen Quelle wie

sekunddre Antiseren, die in Blockierungsschritten verwendet werden,

kénnen aufgrund von Autoantikdrpern oder natiirlichen Antikérpern zu
falsch negativen oder falsch positiven Ergebnissen fiihren.

Falsch  positive Ergebnisse kdnnen aufgrund einer nicht

immunologischen Bindung von Proteinen oder

Substratreaktionsprodukten auftreten. Abhdngig von der Art der

verwendeten  Immunfarbung kdnnen sie  auch durch

Pseudoperoxidaseaktivitdt (Erythrozyten), endogene

Peroxidaseaktivitat (Cytochrom C) oder endogenes Biotin (z. B. Leber,

Brust, Gehirn, Niere) verursacht werden.:

Ein negatives Ergebnis bedeutet, dass das Antigen nicht nachgewiesen

wurde und nicht, dass das Antigen in den untersuchten Zellen oder im

untersuchten Gewebe fehlte.

10.

11.

12.

13.

Produktsperzifische Einschrankungen:
Keine zusétzlichen produktspezifischen Einschrénkungen.

Leistungsmerkmale:

Die Farbung wurde unter Verwendung der Protokolle durchgefiihrt, die in der
spezifischen Gebrauchsanweisung des Antikdrpers enthalten sind oder wie
angegeben. Die Sensitivitdt und Spezifitdt der Farbung wurde fiir eine Reihe
normaler und neoplastischer Gewebetypen bewertet, die wdhrend der
Entwicklung von Primdrantikdrpern untersucht wurden.

Reproduzierbarkeit:

Die Reproduzierbarkeit des DAB Sparkle von Biocare wird durch eine
Messung mittlerer  Prazision  Uberpriift, bei der verschiedene
Reagenzienchargen (ber einen langeren Zeitraum unter Verwendung
verschiedener Bediener, Analysten, Reagenzienchargen, Gewebeproben und
Gerdte getestet wurden. Die fiir jedes Reagenz erhaltene Farbung war
konsistent und verlief wie erwartet.

Fehlerbehebung:

1. Keine Firbung der Objekttrager — Uberpriifen Sie, ob geeignetes
positives Kontrollgewebe, Antikdrper und Nachweisprodukte verwendet
wurden. Uberpriifen Sie, ob die Wachsentfernung oder Vorbehandlung
unvollstéandig oder unsachgemaB erfolgt ist.

2. Schwache Farbung aller Objekttrager — Uberpriifen Sie, ob geeignetes
positives Kontrollgewebe, Antikdrper und Nachweisprodukte verwendet
wurden.

3. UbermaBiger Hintergrund auf allen Objekttrdgern — Mdglicherweise
liegen hohe Mengen an endogenem Biotin vor (bei Verwendung
biotinbasierter Nachweisprodukte), endogene HRP-Aktivitdt, die
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Chromogen in ein farbiges Endprodukt umwandelt (Peroxidase-Block
verwenden), oder UbermaBige unspezifische Proteininteraktion
(Verwenden eines Proteins). (z. B. eine Serum- oder Casein-basierte
Blockierungsldsung).

Gewebeschnitte werden wédhrend der Inkubation von den
Objekttragern abgewaschen — Uberpriifen Sie die Objekttrager, um
sicherzustellen, dass sie positiv geladen sind.

Spezifische Farbung zu dunkel — Uberpriifen Sie das Protokoll, um
festzustellen, ob der richtige Antikorpertiter auf den Objekttrager
aufgetragen wurde und ob die Inkubationszeiten fiir alle Reagenzien
korrekt sind. Stellen Sie auBerdem sicher, dass das Protokoll geniigend
Waschschritte enthdlt, um Uberschiissige Reagenzien nach Abschluss
der Inkubationsschritte zu entfernen.

Verweise:

1.

2.

ouw

10.

11.

12.

13.

14.

15.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL
MNMpoBAendpevn XpAon:

Main vitro AlayvwoTikn Xprion

To DAB Sparkle npoopileTal yia Xprion o NpwTOKOAA XpWwong XEIPOKIVATNG
avoooioToxnueiag (IHC) yia Tnv evioxuon Tng Xpwong 10TV Mou eival
oTabeponoinpévol Pe Qoppalivn, evowpaTwuévol oe napagivn (FFPE) drav
Xpnoiponoleital oe ouvduaopd Pe To katalnAo cuoTnua avixveuong HRP
Kal Ta NpwTelovTa avTiowpaTa. H KAIVIKF EpUnveia onolagdnnoTe Xpwong
anouciag TnG 6a NpPénel va CUPNANPMVETAl and HOp@ONOYIKEG HEAETEG Kal
KaTaMnhoug eAéyxoug kai Ba npénel va aglohoyeital aTo NAaioio Tou KAIVIKoU
I0TOpIKOU  TOU aoBevolG kal AANwV  SlayVWOTIK@V —EEETACEWV  ano
€€eIdIkeUEVO NaBOAOYO.

MNepiAnyn ka1 Ene§nynon:

To DAB Sparkle eival €18IkG OXeSIQOUEVO ETOINO MPOG XPrON EVIOXUTIKO
dldAupa yia Tnv aufnon Tng euaiobnoiag kar TNG avtifeong Twv
XPWHATIOPEVWY pE DAB 10TMV.

Apxn Aladikaoiag:

AUTO TO avTIdPACTRPIO 6TaV Xpnoiponolgital og dokipéG IHC TuNEATwy 10ToU
FFPE, emiTpénel TNV €VIOXUMEVN OMTIKOMOINGN TWV QVTIYOVWV KHECW TNG
d1adoXIKNG €PAPUOYNG €vog €IBIKO avTiowWa oTo avtiydovo (mpwteliov
avTiowa), éva deuTepeliov avTiowa oTo NpwTeUoV avTiowua (NPoalpETIKO
avTiowyda oUvdeong/avixveutng), éva oUpnAeypa evlUpwv  Kal  €va
XPWHOYOVO UNOOTPWHA HE NapepBardpeva aTadia Ekniuonc. H evluparikn
EVEPYOMOINON TOU XPWHOYOVOU EXEl WG AMOTEAECHA éva opaTd Mpoiov
avTidpaong otn Béon Tou avTiyovou. 3Tn Ouvéxeld, To deiyda pnopei va
avTIXpWHaTIOTEl  Kal va KkaAugBei. Ta anoTeAéopata  epunvevovTal
XPNOILONOIWVTAC £va WG HIKPOOKOMIo Kal BorBgia aTn diagopikn diayvwaon
nabopualohoyIKwV SIEpYAci®V, NoU YMOPEi ) MNopei va pnv oxeTileTal Ye éva
OUYKEKPIPEVO aVTIYOvO.

YAIka kai pEéodor:

Mapexoueva avTidpaoTrpia:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x25 mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

AvacuoTtaon, avapeign, apaiwon, TITA0d0THON:

To avmidpacTrpio DAB Sparkle sival BeATioTONOINKEVO Kal ETOILO YIa XPrion
Me avmiowpata Biocare kai Bon@nTika avTidpacTtrpia. Asv anaiteital
avacloTaon, avapign, apaiwon r TIrAodoTnon.

F'VoOTEG EPUPUOYEG:
AvoooioToxnueia (10Toi EVowpaTwUEVOl O Napagivn aTabeponoinyevol Pe
(oppahivn)

MNapéxeral wg:
AldAupa nevragvudpou Belikou XaAkou 0,5%. Aeite To ®UAO Aedopévav
Aopaleiag yia NnpOoBETEC AENTOUEPEIEG.
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YAIKA kal avTidpacTnpia nou anarolvTal dA\d Sev napeyovrai:
AIaQAVEIEG HIKPOTKOMIOU, BETIKA (POPTICHEVEC

OETIKOI Kal apvnTIKOi EAEYXOI 10TV

Desert Chamber* | napopolog (poUpvog OTEYVMUATOC (MPOAIPETIKO)
ZuAdAIo 1} unokaTaoTaTo EuAoAiou

AIBavoAn rj aAkooAn avTidpaoTnpiou

©ahapog anokdAuync* ) napdpoia xUTpa TaxuTnTag (NPoaipeTIKA)
AnIOVIOUEVO 1} aNECTAYHEVO VEPO

PuBpIoTIKO diaAkupa nAUonc*

AvTiIdpacTrpia npoenegepyaciac* (NpoaipeTika)
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MpwToyevEG avTiowpa*

AvTiIdpaoTrpia apvnTikoU eAEyxou*

KiT avixveuong*

AlpaTto&uAivn’* (avTixpnaon)

MnAe avTidpaoTrpio*

Méoo TonoBETNoNG*

KaAuppa

Mikpookonio pwTAG (Heyebuvan 40-400X)

* TaTpika MpoidvTta Biocare: AvatpéETe aTov IaTdTOMNO TNG Biocare Medical
nou Bpiokeral aTn dielBuvan http://biocare.net yia NAnPoPopIEG OXETIKA HE
TOUG apIBoUG KaTaAdyou Kai TIG napayyeAieg. Opiopéva avTidpaaTnpia nou
ava@EpovTal Napanavw Bacifovral Ge GUYKEKPILEVN EQPApROyn Kal cUCTNUA
QaviXveuaong nou XpnoiponolsiTal.

AnoOnkeuon kai oTabepdTnTa:

®ulaooeTal og Beppokpacia dwuatiou (RT). To npoidv eival oTabepd HEXPI
TNV nuepopnvia ANENG nou avaypageTal aTnv €TIKETA Tou @laAidiou oTav
QUAGOOETal UNO AUTEG TIG OUVONKeG. Na pn xpnoigoroleital JETA Tnv
nuepopnvia AMEnG. H anobrikeuon und onoleadnnoTe CUVBNKEG EKTOG anod
auTég nou kaBopilovrar npénel va enaAnBeletal. H oTabepdTnTa ToU
avTidpaacTnpiou apaiwpévou XpnoTn dev Exel TekUNpiwdei anod Tn Biocare.

O1 BeTIKOI Kal OI apvnTIKOi PAPTUPEC Ba npénel va ekteholvTal TAUTOXpova
He 0ha Ta deiypata acBevwv. Eav napatnpnBei anpoadoknTn Xpwan nou dev
unopei va eEnynOBei and diapopEg aTIC EpyacTnPIakéG dIadIKaaieg Kal UNApXE
unoyia yia npopBAnua He TO avTIOWWA, EMIKOIVWVACTE WE TNV TEXVIKN
YnooTnpi€n Tng Biocare oto 1-800-542-2002 1 YEOW TWV NANPOPOPIGV
TEXVIKNG UNOOTNPIENG Mou napéxovtal aTo biocare.net.

MNpoeToipacia deiyparog:

Ol 1070 OTEPEWEVOI OE POpHaAivn gival kaTahAnAol yia xprion npiv anod Tnv
EVOWUATWON napagivng. O1 0oTIKoi I0Toi Ba NpEnel va anacBeaTwvovTal npiv
and Tnv ene&epyaaia Tou 10ToU yia va dieukoAuvBEi N konr) Tou 10ToU Kal va
ano@euxBei n {nNUIG oTIG AeNideG TOU HIKPOTOWOU. 12

Ol OWOTA OTEPEWUEVOI KAl EVOWHATWHEVO! I0TOI Mou ekPpalouv Tov
KaBopIopEVo aTOXO avTiyovou Ba npénel va QuAGocovTal o SpooEpd HEPOG,.
0 vopog yia Tn BeATiwan Tou kAivikoU gpyaaTnpiou (CLIA) Tou 1988 anarrei
oT0 42 CFR§493.1259(B) 0TI «To gpyacTriplo npénel va diaTnpei ASKIQOUEVEG
QVTIKEINEVOPOPOUG MAAGKEG TOUAAXIOTOV OEka XpoOvia and Tnv nuepopnvia
e€éTaon kal diaTipnon TWV TUNUATWV JelyUaTwy TouhdxioTov dUo Xpovia
and Tnv nuepopnvia e&Etaong.»:

Ogpaneia 10TAV nNpiv and Tn xpmon:

Ektehéote Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) oUpgwva pe TO
NPOTEIVOUEVO NPWTOKOMO napakdTw. H TakTikn xprion Tou HIER npiv and
Tnv IHC éxel anodeixBei OTI eAayioTonolei TNV ACUVENEI KAl TUMOMOIEI TN

Xpon.«s
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Mposidonoinon kai npo@UAAGEEIG:

1. To DAB Sparkle nepigxel nevragvudpo Bsiikd xahkd. dopdate yavTia kai
NPOCTATEUTIKO POUXIOMO Kal AauBaveTe €UAoyeG Npo@UAGEEIG katd To
XEIpIopo kabwg To DAB Sparkle Ta§ivopsital wg €peBIOTIKO Kal WNopei va
npokaA£oel uaioBnTonoinon os enagr Ke 1o deppa. Ano@UYETE TNV €nagn
Me Ta uaTia, To 0€pKa kai Toug BAEVVOYOVOUG,

2. XeIpioTeiTe UNIKG avBpwniving r {wIKNG NPoEAeUang wg duvnTIKa BloAoyIKa
enikivduva kal nNeTA&re autd Ta UNKA PE TIG KATAANAEG Npo@uUAGEEIC. Se
nePINTWOon €KBeoNG, aKOAOUBNOTE TIC UYEIOVOUIKEG OdNYIEC TwWV apHOdIWV
apywv Orou xpnaoldonoleiTal.s,

3. Ta deiypara, npiv Kai HETA T OTEPEWON, Kal OAa Ta UAIKG rou eKTiBevTal
Ot auTta Ba npénel va avTiPeTwni{ovTal oav va Pnopouv va PETadwnoouv
MOAUVON Kal va anoppinTovTal Je TIG KaTAANAEG Npo@UAGEEIG. MoTe pnv
METAPEPETE Ta avTIdPACTNPIa Ke MINETA and To OTOUA Kal ano@UYETE TNV
€nagpn Tou dEPUATOG Kal Twv BAEVVOYOVWY WE avTidpaaTrpia kai deiyuara.
Eav Ta avmidpactrpia r Ta deiydata €pBouv Ot enagr] ME €uaiobnTeg
NEPIOXES, NAUVETE e G@Bovn NocdTNTa vePoU.s

4. H pikpoPBiakn poAuvon Twv avTidpacTnpiwyv Unopei va odnynaoel os alénon
NG N EIBIKMG XPWONG.

5. Xpovol enwaong r) Beppokpaacieg dIAPOPETIKEG anod auTeG nou kabopilovTal
Wnopei va dwoouv eo@alpéva anoTedéoparta. O XprioTng npénel va
ENIKUPWOEI onoiadnnoTe TETold aAAayr.

6. Mn xpnoidonoleite To avTidpacTrpIo WETA TNV nuepopnvia ANENG nou
avaypagetal oTo ialidio.

7. Ta avmidpacTnpia TOU KIT avixVeuong MIKPO-MoAupepols eival
BeATioTONoINWEVA Kal ETOIKA Yia XPRon PE avTiowuaTa Biocare kal BondnTika
avTidpacTrpia. AvaTpéETe  OTIG 0dnyieG XPnonG TOU  MPWTOYEVOUG
avTiowpaTog kar GAMwv BondnTikwv avTidpacTnpiwy yia CuvIoCTOMEVA
NPWTOKOAAG Kal GUVBIKEG XPrionG.

8. AKOAOUBNOTE TIG ANAITAOEIG TWV TOMIKWV /KAl KPATIKQOV apXWV Yid Tn
HEBOBO andppiyng.

9. To SDS ceivar JiaBéoio katomv —aimiuatog kai  PBpiokeTal
oTohttp://biocare.net.

10. AvaQEpeTe TuXOV COBapA MEPIOTATIKA MOU OXETICOVTAl PE QUTAV TN
OUCKEUN EMIKOIVOVAVTAG WE TOV TOMIKO avTinpoowno Tng Biocare kai Tnv
ioxUouca appodia apyr Tou KPAToug HEAOUG N TNG Xwpag onou BpiokeTal o
XPRoTNG.

AuTO TO avTIOPACTNPIO NEPIEXEI CUCTATIKA TAEIVOUNUEVA ONWE UNodeIkvUETal
oTov NapakdaTw nivaka cUPewva pe Tov Kavoviopod (EK) Ap. 1272/2008

Kivduvog Kadikag AnAwon Kivduvou

H316 MpokaAei Anio €peBIOPO Tou SEPUATOG
H400 MoAU TOEIKO yia Tnv udpdBia fwr)

0dnyieg xpnong:

Ta avTidpacTrpia Tou KIT XpwHoyovou gival BeATIoTonoINWEVA Yia Xpron e
avTioopaTta Biocare kai BondnTika avTidpacTripia. AvaTpETe OTIG 0dnyieg
XPONG Tou npwToyevoUG avTIoOPAToG kai  GMwv  BonénTikav
avTIdpacTnpiwV yia CUVIOTOHEVA NPWTOKOANG Kal ouvenkeg xpnong Ol
XpOvol kal ol Beppokpaciec enwacng Oa noikiMouv avaloya He TO
OUYKEKPIPEVO NPWTOKOMO avTIOWUATWV Nou akoAouBeiTal.

‘'OTav XPNOILOMNOIEITE €va QUTOUATO OPYavo XpWwoNnG, OUMPBOUAEUTEITE TO
OUYKEKPILEVO EYXEIPIDIO XEIPIOTH TOU OPYAvoU Kai TIG 0dnyieg Xpriong yia Tig
NapapeTpoug Aeimoupyiac.

Cevika 01adikaoTika BriuaTa yia Tnv ekTéAeon IHC:
1. Xpwpoyovo: EnwdaoTe yia 5 Aentd oe RT pe To DAB TG Biocare
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2. DAB Sparkle: EqapuooTte 4 otayoveg DAB Sparkle oTov 10TO nou éxel
AekiaoTei pe DAB. EnwdaoTe yia 1 AenTo. Z€nAUVETE PE anIOVIOUEVO VEPO.

3. AvTixpnon: AvTixpnon pe aigato€uAivn. ZeNAUVETE pE AMIOVIOUEVO VEPOD.
EpapudoTe Tacha’s Bluing Solution yia 1 AenTo. ZenAUveTe pE AnIOVIGKEVO
VEPO.

EAgyXoG noioTnTAG:

AvaTpé€te ota npdTuna noidtnTag Tou CLSI yia Tov oxediaopd kar Tnv
e@appoyny avahloewv avoooioToxnueiag. Eykekpipévn  Odnyia-AeUTepn
€kdoan (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA HIMA (www.clsi.org). 2011¢

OETIKOG ENeYXOG I0TOU:

Ta uhika eEwTepikoU BeTikoU WapTupa Ba npénel va eival ppéoka deiyuaTta
nou oTepeqvovTal, unoBalovral os ene€epyaoia kal EVOWUATOVOVTAl TO
OUVTOUOTEPO duvaTd We Tov idlo Tpono onwg To(a) deiypa(a) acBevouc. Ol
BeTikoi E\eyxol I0TWV €ival eVOEIKTIKOI TWV OWOTA MPOETOINACHEVOV I0TWV
Kal TwV KaTAANAWV TEXVIKOV Xpwone. 'Evag BeTIKOG eEWTEPIKOC PApTUPAG
10TOU yia kaBe aUvoho ouvBnkwv dokiung Ba npénel va nepIAapBaveral og
KABe SOKIUNA XpWonG.

O1 10Toi Mou XpnoiponoloUvVTal yia Ta UNIKG eEwTePIKOU BeTIKOU eAéyyou Ba
npénel va eniAéyovral and Oeiydata acBevov KeE KAAG XapakTnpiopéva
XaunAd enineda BeTiknG SpacTnEIGTNTAG GTOXOU Mou divel agBevr| BETIKN
Xpwan. To Xapnho eninedo BeTIKOTNTAG yia eEWTEPIKOUC BETIKOUG EAEYXOUG
€xel oxedlaaTel £Tol woTe va daoPaAilel TNV avixveuon avenaiodnrwv
al\ayov oTnv €uaiocdnoia Tou NPWTOYeVoUG avTIoWUATOG and aoTdabela 1
npopAnuara e Tn JebodoAoyia IHC. O1 nAdkeg eAéyxou IaTou nou SiaTiBevTal
OTO €UNOpIO N Ta SeiypaTa nou £Xouv UnoaTei dIaPopeTIKN enegepyaaia anod
Ta deiypata agBevolg ENIKUPMVOUY HOVO TNV anddoon Tou avTidpacTnpiou
kal dev enaAnBeliouv Tnv NposTollaaia IaTou.

01 yvwaoToi BeTIKoi PapTUPEG I0TWV Ba NPENEl va XpNnoiKonoloUvTal ovo yia
TNV napakoAolBnan TnG CwWoTnG anodoong TwV ENEEEPYACHEVWY I0TMV Kal
Twv SOKILAoTIK®Y avTidpacTnpiwy, napd wg Borenua otn diaudpewaon piag
OUYKEKPIPEVNG DIAYVWong SelyHaTwV acBevmv. Eav ol BTIKoi papTUpEG IoTOU
dev KaTtaQepouv va emdeifouv BETIKN XpWON, Ta anoTeEAéopaTa pe Ta
deiypara dokipng Ba npénel va BewpolvTal akupa.

ApvnTikdG €AeyX0G 10TOU:

XpnolgonoinoTe  éva  apvnTIKO  pAPTUPA  I0TOU,  GTABEPOMOINKEVO,
€NeEEPYAOUEVO KAl EVOWUATWHEVO HE TPOMO MAVOMOIOTUNO HE TO(Ta)
deiypa(a) aoBevolg pe kabe diadikacia Xpwong yia va enaAnBelosTe Tnv
€10IKOTNTA Tou MPWTOyevoUG avTiowpatog IHC yia enidei€n Tou avTiyovou
OTOXOU Kal yia napoxn EVOeIEng €I8IKNG Xpwang unoBabpou (weudwg BETIKN
xpwan). Eniong, n noikiAia dla@opeTikaV TUNWV KUTTAPWVY MOU UNApxouv aTa
NePICOOTEPA TUNKATA I0TOU UMOPEi va Xpnaiponoin8ouy and Tov EpyacTnpio
WG EOWTEPIKEG BETEIC apvnTIKOU EAEyXOU yia Tnv enaiBeucn Tng anodoong
Tou IHC Mpodiaypa®éc. O1 TUMOI Kal ol NNYEC Twv SEIYPATWY MOU PnopouV
va xpnoigonoinBolv yia apvnTikO 10TO Ta aToixeia eAéyxou naparibevral
TNV EVOTNTA XapakTnpIoTIKA anodoong,.

Eav pgavioTei e1d1kn xpwon (Weudwg BETIKN Xpwan) OToV apvnTIKO HapTupa
10ToU, Ta anoTeAéopaTa We Ta deiypaTta acbevav Ba npenel va BewpouvTal
akupa.

Mn €18IKOG apvnTIKOG EAEYXOG avTidpaaTnpiou:

XpnoiponoinaoTe €vav pn 101ko papTupa apvnTikoU avTidpacTnpiou aTn B€an
TOU NPWTOYEVOUG QVTIOOKATOC HE [Ia ToUr and kabe deiypa acgBevoug yia va
a&loAoynaosTe Tn [N 181K Xpwon Kai
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€MITPENOUV TNV KAAUTEPN epunveia TNG €IBIKAG Xpwong otn B£on Tou
avTiyovou.  ZTnV  1daviKfy  NEPINTWON, €vag apvnmikog  PApTUpPag
avTidpacTnpiou NepIEXEl €va avTiOwKHa Nou NApayeTdl Kai napackeualeral
(0nAadr apaiwpévo oTnv idIa GUYKEVTPWON XPNOILOMOIOVTAG TO idI0
apaiwTIkO) yia Xpron Ke Tov idio TPOMo Onwe To NPWTEUOV avTiowpd, aAAa
dev napouaoialel €10IKN avTIdPAcTIKOTNTA HE avBp®MIvoug I0ToUg oTnyv idia
WATPa/dIaAuUpa e To NpwTEUOV avTiowua . To apaliwTikd HOvo pnopei va
XpnotponoinBei wg AiyoTepo emBuPNTT) evaAAaKTIKA AUON OTA NMPONYOUHEVHIG
nepIypagevTa apvnTika avTidpacTnpia eAéyxou. H nepiodog enwaong yia Tov
apvnTikd pdpTupa avTIdPaACTNPIOU MPEMEl va avTIOTOIXEl OE auTr Tou
NPWTOYEVOUC avTIOMUATOC,

‘OTav xpnoiponoioUvTal NaveA NoANOV avTICWHPATWV O OEIPIAKEG TOWEG, Ol
apvnTIKa XPWHUATIOPEVEG NEPIOXEG MIAG AVTIKEINEVOPOPOU NAAKAG HNopei va
XPNoIpeUooUV wG EAeyxog unoBadpou apvnTIKAG/UN €1BIKNG SETUEUONG Yia
aMa avrioopata. Ma va diagoponoinBei n  evdoyevng  evIUMIKN
dpaotnpiotnTa N n pn €dikn Ofopeuon evlUpwv and Tnv  EIdIkn
avoooavTIdPacTIKOTNTA, ENIMAEOV 10TOI AOBEVQV UNOPOUV VA XPWHATIOTOUV
anokAEIOTIKG HE OUPNAOKA UMNOOTPMHUATOG-XpwHoYovou 1) eviipou (PAP,
apidivn-BioTivn, oTpenTapidivn) Kal UNOCTPWHA-XPWHOYOVO, avTioToIXd.

EnaAnBeuon dokipaoiag:

Mpiv anod Tnv apxikn Xpnon evog avTiowuaTog 1 CUCTHATOG XPWonG OE Hia
dlayvwoTikn diadikacia, o xproTtng 6a npénel va enaknBeloel Tnv 18IKOTATA
TOU QVTIOWHATOG SOKINAJOVTAG TO O€ I OEIPA ECWTEPIKMY I0TWV HE YVWOTA
avogoioTOXNMIKG XapaKTNPIoTIKA anddoonG Nou avTinpoowneUouy yVwaToug
BeTIkOUG Kal apvnTIKOUG I0ToUG. AvaTpEETe aTIC SIadIKacieg NoIOTIKOU EAEyXOU
nou nepIypa@nKav nponyouHEVWG O auTAV TNV &vOTNTA Tou &VOETou
NpoIGVTOG Kal OTIG OUCTACEIG MOIOTIKOU €AEYXOU TOU  MPOYPAMKATOG
nigTonoinong CAP» yia Tnv avoooioToxnueia kai/ry Tnv KaTeubuvTnpia
ypapun NCCLS IHCu:. AuTég ol diadikaagieg noloTikoU eAéyxou Ba npénel va
enavaAaupavovTal yia kabe véa naptida avTIoWPATWV r OnoTe UNAPXE
al\ayn oTIG napapéTpoug TnG avaiuong. Or 10Toi Mou avageépovTal aTnv
€voTNTa XapakTnpioTika anodoong eival katalnlol yia enaAnBeucn Tng
avaiuong.

AvTigeT®NION NPOoBANUATOV:

AkoAOUBNOTE TIC GUOTACEIG TOU £I0IKOU MPWTOKOMOU yia Ta avTiompara
oUpQWvVa Pe To napexopevo UANO dedopévwv. Eav npokUyouv datuna
anoTeAéouaTa, ENIKOIVWVAOTE JE TNV TeXVIKN YNooTrpiEn Tng Biocare oo 1-
800-542-2002.

Epunveia TnG xp®ong:

To DAB Sparkle napayel pia evioxupévn avTidpaon Kage XpmUaTog OTIg
B£0<Ig avTiyovou nou evTonifovTtal anod To NpwTeUov avTiowa. Mpiv anod Tnv
EPUNVEIQ TWV ANOTEAEOUATWV TWV AGBEVMY, N XPOON TWV HapTUPWV NpPENEl
va afoloynBei and e€eidikeupévo naboAoyo. O1 apvnTiKoi HAPTUPEG
a&loAoyoUvTal Kal GUYKPIVOVTal [E BAUMEVEG QVTIKEIEVOPOPEC NAAKEG yia va
dlacpaNioTei OTI TUXOV XPWON MoU NapaTnpeital dev gival anoTEAEoa pn
€1I0IKOV aMNAENISPATEWV.

OeTIKOG ENeyXOG 10TOU:

O BeTIKOG HAPTUPAG IOTOU MOU EXEI XPWHATIOTE! E EVOEIKVUOHEVO aVTIOWHA
Ba npénel va e€eTaoTei npwTa yia va dianioTwOei 0TI 6Aa Ta avTidpacThpia
Asitoupyolv owaoTa. H katdMnAn Xpwon TV KUTTApwV-oTOXWV (Onwg
UnodeIkVUETAl NApanavw) eival evOEIKTIKA TNG BETIKAG avTidpacTIKOTNTAG.
Edav o1 BeTIKOI HAPTUPEG I0TOU anoTuUxouV va enideiEouv BETIKN Xpwarn, TUXOV
anoTeAéopara e Ta deiypdata dokiung Ba npenel va BswpolvTtal akupa.

To xpwpa Tou NPoiovTog avTidpaong Knopei va noikilel avaloya pe Ta
XPWHOYOVa TOU UNOCTPWKATOG Mou XpnaoidonoloUvTal. AvaTpeETe oTa €vBsTa
OUOKEUAOIag TOU UMOOTPMMATOG VYId TIC QVAMEVOUEVEG XPWHATIKEG

avTidpdoeig. Mepamépw, HeTaxpwpacia unopei va napartnpnbei ot
napalAayeg Tng HeBOdoU XpwangG.:
d Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
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‘OTav XpNoILoNoIEITal avTIXpwon, avaloya He To PRKOG ENwacng kai Tnv 1IoxU
TNG avTIXpWonG Mou Xpnoidonolsital, n avrixp@on 6a odnynosl ot
XPWHATIOPO TWV KUTTAPIKQV Nuprnvwv. H unepBolikr 1 aTeAng avTixpwon
uropei va B£0el 0t KivOUVO Tn OWOTH EPUNVEI TWV AMOTEAEOUATWV.
AvatpeETe aTo(a) NpwTokoAo(a) yia NPOTEIVOUEVN AVTIXPWOT.

ApvnTikodG EAeyX0G 10TOU:

O apvnTikOG papTupag 1otoU Ba npenel va e€etaleTal peTA Tov BETIKO
MapTupa 1oToU yia va enaAnBeuTtei n €8IKOTNTA TNG €NICHUAvVONG Tou
avTIyovou OTOXOU anod To NpwTelov avriowpa. H anouaia €8IKnRG Xpwong
oTov apvnTIkd €Aeyxo 1oToU enmBeBaimvel TNV ENAEIWn SIAOTAUPOUKEVNG
avTidpacTIKOTATAG AVTIOWUATOC Of KUTTApA/KUTTApIKG OuCTaTika. Eav
ep@avioTel €10IKn Xpwaon (Weudwg BETIKN XPWOn) OTOV ApvNnTIKO EEWTEPIKO
MapTupa 10ToU, Ta anoTeAéopaTta pe To deiyda acBevolg Ba npénel va
BzwpnBouv akupa.

H un €18IKr) Xpwaorn, €av undapyel, £xel ouvnBwg dIAXUTN ELPAvion. Znopadikn
XPWOn Tou GUVOETIKOU 10TOU pnopei eniong va napatnpndsi o TOUEG anod
unepPOAIKA OTEPEWHEVOUG WE QOpHaAivn 10ToUC. XpnoldonoinoTe aeikTa
KUTTapa yia TNV €pUNVeia TwV anoTeEAEOPATWV XpWonG Ta VEKPWTIKA 1
ekQUAIopEVA KUTTApa ouxva Xpwyatidovrar Pn €idika.

IoT6¢ aoBevolg:

E€etaoTe Oeiypwata acBevwv Mou €XOUV XPWUATIOTEI HE EVOEIKVUOUEVO
avTiowpa TeheuTaiog. H BeTIkn €vraon xpwong Ba npénel va a&loloyeital oTo
nhaiolo onolacdnnoTe [N €BIKAG XPWong unoBabpou Tou apvnTikoU
avTidpacTnpiou eAéyxou. 'ONw¢ He KABE avoooioTOXNMIKN JOKIUM, £va
apvnTIKO anoTEAEoHa onyaivel 6T To avTiyovo Sev avixvelBnke, OxI OTI TO
avTiyovo anouciale ota kUTTapa/iIoTd nou npoodiopioTnkav. Eav eivai
anapaitnTo, XPNOIKOMNOINCTE HId opdda avTICWHATWV Yyia TOV EVTOMIOHO
WEUBWME apvnTIKWV avTIOPACEWY.

AvatpéEte otnv MNepinyn kai Enegfiynon, otoug Mepiopiopols kai oTa
XapakTnpioTiKa Anod00nG Yia CUYKEKPILEVEG MANPOPOPIEG OXETIKA WE TNV
€VOEIKVUOHEVN AVOOOaVTISPACTIKOTNTA QVTIOWHATWV.

Meplopiopoi:

1. Tain vitro dlayvwaTikn (IVD) Xprion

2. Autd TOo npoidv mpoopileTal povo yia enayyeAuatikn xprion: H
avoooioToxnueia gival pia diayvwaTikr diadikacia noAanA®v oTtadiwv
nou anoteleital ano eEeIBIKEUpPEVN €KNAIdEUon OTNV €miAoyr Twv
KaTaAnAwv avTidpacTnpinv. emAoyr), OTEPEWON Kal ene&epyaaia 1aTou.
npoeToipacia Tng diagaveiag IHC. kal Epunveia TwV ANOTEAEOUATWY
XPQONG.

3. Ta xprion povo pe cuvtayn yiatpou. (Movo Rx)

4.  Hxpwon Tou I0ToU eEapTaTal anod Tov XEIPIoUO Kal Tnv eneggpyaaia Tou
I0TOU mpiv and Tn Xpwon. H akatdMnAn oTepéwon, katayugn,
anowugn, nAUoIpo, oTéyvwua, BEpuavan, komn n JoAuvon pe al\oug
10ToUG 1 Uypd WMOpei va MPOKAAECEl TeXvoupynuarta, nayideuon
avTIoOWUATWV 1 Weudwg apvnTika anoTeAéopara. Ta  acuvenn
anoTeAéouaTa pnopei va o@eilovral e napalAayeg oTig peBOdoUG
OTEPEWONG KAl EVOWHATWONG M) OF EYYEVEIG QVWHANEG EVTOG TOU I0TOU.

5. HunepBoAikr) fj aTeEARG avTixpwaon Unopei va BE0el o Kivduvo Tn owoTh)
EPUNVEIA TWV ANOTEAETUATWV.

6.  H KAk gpunveia onolaodinoTe BETIKNAG ) apvnTIKNG Xpmong 8a npénel
va a&iohoyeital oTo NAdiolo TNG KAIVIKAG €IkOvag, TNG Hopgpoloyiag Kai
aMwv 1oTonaboloyiKwv Kpimnpiwv. H KAIVIKR) epunveia onolaodninoTe
BeTIKNG 1 apvnTIKAG Xpwong Ba npénel va OUPMANPWVETAl ano
HOPPOAOYIKEG HEAETEG HE XPron KATAMNAwv B€TIKQV Kal apvnTIKQV
E0WTEPIKMV KAl EEMTEPIKWV PApTUPWV KaBWG Kal AA®V dlayveoTIKMV
e€eTaoewv. H epunveia 0Awv Twv BnudTwv Nou XpnaoluornolouvTal yia
TNV NPOETOILACIaA Kal TNV gpunveia Tou TeAikoU napackeuaopatog IHC
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gival euBUvn €vog IBIKEUPEVOU NaBoAOYouU Mou gival EOIKEIWHEVOC HE
TN OWOTA XPNoNn TWV AVTIOWHATWY, TWV avTidpacTnpiov Kar Twv
HeBOdwv IHC.

7. Ta BEATIOTA NPWTOKOAG YIA HIA OUYKEKPILEVN €PAPHOYN KNopei va
dlapépouv. Autd nepidapBavouv, evdeIKTIKG Tn oTaBeponoinon, TN
HEBODO avakTnong BepudTNTAG, TOUG XPOVOUG ENMACNG, THV aApdiwan
aVTIOWHATWY, TO NAXOG TOU TUAKATOG 10ToU Kal TO KIT avixveuong nou
Xpnolgonolsital. AvatpgEte oTIC odnyieg Xpnong Tou MpwTOYEVOUG
avTIoOUaTog Kai AAAwv BonenTikwv avTidpacTnpiwy yia CUVIOTOHEVA
NPWTOKOAAG Kal GUVBNKEG Xprionc. Ol CUCTACEIG KAl T NPWTOKOAAG TOU
dehTiou dedopévwy BacilovTal TNV anokAEIOTIKT XPron TWV NPOIOVTwY
Biocare. Tehikd, gival euBUvn Tou gpsuvnTr va kabopioel TIC BEATIOTEC
OUVONKEG,

8.  AuTO TO npoidv dev NpoopieTal yia XpRon oTnV KUTTApOWETPIa PonG.
Ta xapaktnpioTikd anddoong Oev €Xouv MpocdIoPIoTEl yia TV
KUTTapoWETpia por|c.

9. Or ioT0i NG aTopa poAuopéva We Tov 10 TNG nnaTimidag B kai nou
nepIEXoUV emipavelakd avTtiyovo nnatitidag B (HBsAg) unopei va
€lpavioouv pn 1Bk XpWaon We UnepogeIdacn XPEvou. =

10. Ta avTidpacTrpia Pnopei va Napoucidoouv anpoadOKNTEG avTIOPATEIG
og 10TOUG nou dev eixav JOKIUACTEI Mponyoupévwe H mBavotnTta
anpoadoKNTWV avTIdPACEWV aKOUn Kal € JOKIPAOUEVEG OHADES IOTWV
dev pnopei va eEaeIpBei NANPwG Adyw TG BIOAOYIKNG HETABANTOTNTAG
NG €KPPaong avTiyovou oe veonAdoparta fj dAoug naBoAoyikoUg
10ToUC,. s ENIKOIVWVIOTE WE TNV TEXVIKN UNOOTNPIEN TNnG Biocare aTo 1-
800-542-2002 1) PéOW TwWV NANPOPOPIMV TEXVIKNG UMOCTHPIENG Nou
napéxovral oTo biocare.net, He TEKUNPIWHEVEG ANPOOOOKNTEG
avTIdpAcEIG.

11. ®uaioloyikoi/un-avoool opoi and Tnv idla Jwik nnyn HE Toug
deuTepoyeveic  avTiopoUG Mou  XpnaidoroloUvTtal  oTa  Prjara
anokAEIoJoU [nopei va MNpoKaAéoouv Weudwg apvnTIKa 1 Weudwg
BTIKG anoTeAEoUaTa AOYW AUTOAVTICWHATWY 1 PUOIK®V aVTICWHATWV.

12. Eo@aAyéva BeTikG anoTeAéoparta pnopei va napatnpnBolv Aoyw pn
avoooloyIKnG  OECHEUONG MPWTEVWY 1 MPOIdVTWYV — avtidpaong
unooTpWHAToG. Mnopei eniong va npokAnBolv and dSpacTnpioTnTa
Weudo-unepoteidaong (epubpokUTTapa), evdoyevr) dpacTnpIOTNTA
unepogeidaong (kutoxpwpa C) r evdoyevn BioTivn (n.X. ANap, PacTog,
€YKEPANOG, veppdG) avahoya He Tov TUMO TNG Avoooxprong mnou
XpnolJonolsitar.:

13. 'Eva apvnTiKO anoTEAECHa onpaivel 0T To avTiyovo dev aviXVeUTNKE, OxI
OTI TO avTiyovo anouaiale oTa kUTTAPA 1 GTOV IOTO MOU EEETACTNKAV.

Eidikoi nepiopiopoi npoidvTog:
Aev Undpxouv rnpooBETOI NEPIOPICLON YId TO TUYKEKDILEVO MPOIOV.

XapakTnpioTika anodoong:

H xpwan npaypuaTonoindnke XpnoiLonoimvTac npwTOKOAAa nou napexovral
oTIG EIBIKEG 0dNYIEC XPONG avTIowHaTog ) Onwg opietal. H euaiodngoia kai
n €0IKOTNTA TNG XpWong a&loAoynenkav oc €va eUPOG TUNWVY (PUCIOAOYIKWV
Kal VEONAAoMATIKWV 10TWV Mou afioAoynBnkav Kata Tnv avantuén
NPWTOYEVWV AVTICWHATWY.

AvanapaywyioTtnra:

H avanapaywyipdtnTa Tou DAB Sparkle Tng Biocare enaAnBeleTal PEow piag
HETPNONG eVOIAUEDNG akpiBeiag oTnv onoia doKIJAoTNKaY dIAPOopES NApTIOES
avTidpaoTnpiwv  yia  EKTETAPEVN XPOVIKN) MEPIODO  XPNOILOMNOIVTAG
JIAPOPOUG XEIPIOTEG, aVaAUTEG, NapTideg avTidpaaTnpiwy, deiyuaTa IoTAV Kal
€€onAiopd. H xpwaon nou AR@Bnke yia kabs avTidpacTrpIo NTAv GUVENNG Kal
EKTEAEOTNKE ONWG avapevoTav.

AVTIHET®ONION NPOBANHATOV:

1. Aev unapyel xpwon onolwvdnnote nAakwv — EAéyETe yia va
NpoadIopIoETE OTI £XOUV Xpnoidonoindei KaTaANAoG 10TOG BeTIkoU
MapTUpa, avTiowpa Kal npoiovta avixveuong. EAEYETE yia eANInn R
akataAAnAn agaipeon f Nnposne&epyaaia kepiou.
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AaBevnc xpwon 0Awv Twv NAakwv — EAEYETE yia va npoadlopiosTe OTI
£X0UV ¥pnaoidonoinBsi kataAAnhol 1Toi BETIKOU €AEyXOU, avTIoOUATA
Kal NpoidvTa avixveuonge.

YnepBohikd undBabpo OAwv Twv diagaveiwv — Mnopsi va unapyxouv
uwnAa enineda evdoyevoug BloTivng (av xpnoidonolouvTal npoiovTa
avixveuong pe Baon Tn PioTivn), evdoyevig dpacTtnpioTnTa HRP nou
METATPENEI TO XPWHOYOVO OE EyXPWHO TEAIKO Npoidv (Xprion HnAok
unepogeidaong) n unepBolikn aMnAenidpaon pn €BIKAG NPWTEIVNG
(XpnoIHoNoINaTE NPWTEIVN UNAOK, ONWE avaoTaATIKO didAupa e Baon
ToV 0pO N TNV Kalgivn).

Ta TuApata 1oToU EENAEVOUV TIG QVTIKEINEVOPOPEG MAAKEC KATA Tn
dlapkela TNG enwaong — EAEYETE TIG avTIKEINEVOPOPEG NAAKEG yia va
BeBaiwbeiTe OTI gival BETIKA POPTIOHPEVEC,

EdIkr) Xpwon noAU okoUpa — EAéyETe TOo npwTOkoMo vyia va
NpocdIopIoETE €V €PAPUOCTNKE O KATAANAOG TITAOG QVTICWHATWV
OTNV QVTIKEILEVOPOPO NAAKa, KaBwg Kal ol KaTAAANAOI XpOVoIl ENWacng
yla 0Aa Ta avmidpacTnpia. EmnAfov, BeBaiwBeiTe OTI TO NPWTOKOANO
€€l APKETA PruaTta nAUONG yia Tnv agaipeon Tng nepiooeiag
avTIdpacTnpiwv PETA TNV 0AOKANPWON Twv BNUATWV ENWMAcNG.

BiBAIOypapIKEG avapopEG:
1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Rendeltetésszerii hasznalat:
Mertin vitro Diagnosztikai felhasznalas

A DAB Sparkle a kézi immunhisztokémiai (IHC) festési protokollokban vald
felhasznalasra szolgal a formalinhoz rogzitett, paraffinba agyazott (FFPE)
szovetek festésének fokozasara, ha a megfelelé HRP-detektald rendszerrel
és elsGdleges antitestekkel egyditt hasznaljak. Barmely festédés vagy annak
hianya klinikai értelmezését morfoldgiai vizsgalatokkal és megfeleld
kontrollokkal kell kiegésziteni, és a beteg klinikai anamnézisének és egyéb
diagnosztikai vizsgalatainak Gsszefliggésében kell értékelnie egy szakképzett
patoldgusnak.

Osszegzés és magyarazat:
A DAB Sparkle egy specialisan hasznalatra kész javito oldat, amely ndveli a
DAB-festett szévetek érzékenységét és kontrasztjat.

Eljaras elve:

Ez a reagens, amikor az FFPE szdvetmetszetek IHC-tesztjéhez hasznaljak,
lehet6vé teszi az antigének fokozott megjelenitését egy szekvencialis
alkalmazassal. specifikus antitest az antigén ellen (elsGdleges antitest), egy
masodlagos antitest az elsGdleges antitest ellen (opcionalis link
antitest/proba), egy enzimkomplex és egy kromogén szubsztrat,
kozbeiktatott mosasi Iépésekkel. A kromogén enzimatikus aktivalasa az
antigén helyén lathatd reakcidterméket eredményez. A minta ezutén
ellenfesthetd, és fedélemezzel festhetl. Az eredményeket fény segitségével
értelmezziik mikroszkdppal és segitséget nydjt a korélettani folyamatok
differencialdiagnodzisaban, amely lehet, il nem kapcsolddhat egy adott
antigénhez.

Anyagok és metodusok:

Mellékelt reagensek:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Feloldas, keverés, higitas, titralas:

A DAB Sparkle reagens optimalizalva van, és hasznalatra kész Biocare
antitestekkel és kiegészité reagensekkel. Nincs sziikség feloldasra, keverésre,
higitasra vagy titralasra.

Ismert alkalmazasok:
Immunhisztokémia (formalinnal rogzitett paraffinba agyazott szévetek)

igy szallitva:
0,5%-o0s réz-szulfat-pentahidrat oldat. Tovabbi részletekért lasd a biztonsagi
adatlapot.

Sziilkséges, de nem mellékelt anyagok és reagensek:
Mikroszkdp targylemezek, pozitiv toltésii
Pozitiv és negativ szévetkontrollok
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Desert Chamber* vagy hasonl6 szarito siit6 (opcionalis)
Xilol vagy xilol helyettesité

Etanol vagy reagens alkohol

Elzaro kamra* vagy hasonlé gyorsféz6 (opcionalis)
Ionmentesitett vagy desztillalt viz

Mos6 puffer*

ElGkezel6 reagensek* (opcionalis)

Enzimes emésztés* (opcionalis)

Peroxidaz blokk* (opcionalis)

Protein blokk* (opcionalis)

Elsédleges antitest*

Negativ kontroll reagensek*

Erzékel6 készletek*

Hematoxilin* (ellenfesték)

Kék reagens*

Szerelési kozeg*

Feddliveg

Fénymikroszkdp (40-400X nagyitas)

* Biocare Medical Products: A kataldgusszamokkal és a rendeléssel
kapcsolatos informaciokért tekintse meg a Biocare Medical webhelyet a
http://biocare.net cimen. A fent felsorolt egyes reagensek az alkalmazott
specidlis alkalmazason és észlelési rendszeren alapulnak.

Tarolas és stabilitas:

Tarolja szobah6mérsékleten (RT). A termék az injekcids lveg cimkéjén
feltlintetett lejarati idGig stabil, ha ilyen kérilmények kozott taroljak. Ne
hasznalja a lejarati id6 utan. A meghatarozottaktdl eltéré korilmények kozotti
tarolast ellendrizni kell. A felhasznald altal higitott reagens stabilitasat a
Biocare nem allapitotta meg.

A pozitiv és negativ kontrollokat egyidejlileg kell lefuttatni az Gsszes
betegmintaval. Ha varatlan festédést észlel, amely nem magyarazhatd a
laboratériumi eljarasok eltéréseivel, és az antitesttel kapcsolatos probléma
gyanUja merdil fel, Iépjen kapcsolatba a Biocare miiszaki tamogatasaval az 1-
800-542-2002 telefonszamon vagy a biocare.net oldalon talalhaté miiszaki
tamogatasi informaciokon keresztiil.

Minta el6készités:

A formalinban régzitett szovetek alkalmasak a paraffin beagyazodas elGtti
hasznalatra. A csontszGveteket a szbvetfeldolgozas el6tt vizkételeniteni kell
a szOvetvagas megkonnyitése és a mikrotom pengéi karosodasanak
elkeriilése érdekében.:-

A megfeleléen rogzitett és beagyazott, a meghatarozott antigén célpontot
expresszald szoveteket hilivos helyen kell tarolni. Az 1988-as Clinical
Laboratory Improvement Act (CLIA) 42 CFR-t ir el6§493.1259(b) pont, amely
szerint ,A laboratériumnak legalabb tiz évig meg kell Griznie a megfestett
targylemezeket megvizsgalia és meg0lrzi a mintatomboket a vizsgalat
idépontjatdl szamitott legalabb két évig.":

A szovetek kezelése festés elott:

Hajtsa végre a hdindukalt epitop-visszakeresést (HIER) az alabbi javasolt
protokoll szerint. Kimutattak, hogy a HIER rutinszer(i hasznalata az IHC el6tt
minimalisra csokkenti az inkonzisztenciat és szabvanyositja a festGdést.«s

Figyelmeztetés és ovintézkedések:

1. A DAB Sparkle réz-szulfat-pentahidratot tartalmaz. Viseljen keszty(it és
védGruhazatot, és tegye meg a megfeleld dvintézkedéseket a kezelés soran,
mivel a DAB Sparkle irritéldé anyagként van besorolva, és bérrel érintkezve
tulérzékenységet okozhat. Kerlilje a szembe, bdrrel és nyalkahartyakkal valo
érintkezést.

EMERGO EUROPE
Westervoortsedijk 60
6827 AT Arnhem

TP V3 (12/15/2021)

USA
Tel:

The Netherlands

800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080



DAB Sparkle

DAB Post-Enhancing Solution
901-DS830-022024

Hungarian

2. Az emberi vagy allati eredeti anyagokat potencidlisan bioldgiailag
veszélyesként kezelje, és megfelelé dvintézkedésekkel artalmatlanitsa az
ilyen anyagokat. Expozicid esetén kovesse az illetékes hatdsagok
egészségligyi iranyelveit.s”

3. A mintakat a rogzités el6tt és utan, valamint az ezeknek kitett anyagokat
gy kell kezelni, mintha képesek lennének fert6zést tovabbitani, és megfeleld
ovintézkedésekkel kell artalmatlanitani. Soha ne pipettdzzon reagenseket
szajon at, és keriilje a bérrel és a nyalkahartydkkal vald érintkezést a
reagensekkel és a mintakkal. Ha a reagensek vagy a mintdk érzékeny
tertiletekkel érintkeznek, mossa le bo vizzel.s

4. A reagensek mikrobidlis szennyez6dése a nem specifikus fest6dés
novekedését eredményezheti.

5. A megadottdl eltér6 inkubacids idok vagy hdémérsékletek hibas
eredményeket adhatnak. A felhasznalonak minden ilyen valtoztatast
érvényesitenie kell.

6. Ne haszndlja fel a reagenst az injekcids tivegre nyomtatott lejarati id6 utan.
7. A mikropolimer-detektald készlet reagense(i) optimalizaltak, és
hasznalatra készek a Biocare antitestekkel és kiegészité reagensekkel.
Tekintse meg az elsédleges antitest és mas kiegészité reagens hasznalati
Utmutatdjat az ajanlott protokollokhoz és hasznalati feltételekhez.

8. Kbvesse a helyi és/vagy allami hatdsagok elGirasait az artalmatlanitas
madjara vonatkozoan.

9. Az SDS kérésre elérhetd, és a cimen talalhatohttp://biocare.net.

10. Jelentse az eszk6zzel kapcsolatos minden sulyos eseményt a Biocare helyi
képviselGjével és a felhasznald tartdzkodasi helye szerinti tagéllam vagy
orszdg illetékes hatdsagaval.

Ez a reagens az 1272/2008/EK rendeletnek megfeleléen az alabbi tablazat
szerint besorolt 6sszeteviket tartalmaz.

Veszély Kod Veszélyességi nyilatkozat

H316 | Enyhe borirritaciot okoz
H400 | Nagyon mérgez6 a vizi élévilagra

Hasznalati Gtmutato:

A kromogénkészlet reagenseit Biocare antitestekkel és kiegészitd
reagensekkel valé hasznalatra optimalizaltak. Tekintse meg az elsGdleges
antitest és mas kiegészité reagens hasznalati Utmutatdjat az ajanlott
protokollokhoz és haszndlati feltételekhez. Az inkubaciés id6k és
hémeérsékletek a kovetett specifikus antitest protokolltdl fliggéen valtoznak.

Ha automata fest6miszert hasznal, olvassa el az adott miszer kezelési
Utmutatdjat és a hasznalati paramétereket.

Az THC elvégzésének altalanos eljarasi lépései:

1. Kromogén: Inkubalja 5 percig szobah6mérsékleten Biocare DAB-javal

2. DAB Sparkle: Vigyen fel 4 csepp DAB Sparkle-t a DAB-festett szbvetre.
Inkubdljuk 1 percig. Oblitse le ioncserélt vizzel.

3. Ellenfestés: Ellenfestés hematoxilinnel. Oblitse le ioncserélt vizzel.
Alkalmazza a Tacha's Blueing Solution-t 1 percig. Oblitse le ioncserélt vizzel.

Minéség ellendrzés:

Lasd: CLSI minGségi szabvanyok az immunhisztokémiai vizsgalatok
tervezésére és végrehajtasara vonatkozdan; Jdovahagyott Utmutatdé —
Masodik kiadas (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011
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Pozitiv szévetkontroll:

A kils6 pozitiv kontroll anyagoknak friss mintaknak kell lennitik, régzitve,
feldolgozva és a leheté leghamarabb beagyazva, ugyanigy, mint a
betegminta(ka)t. A pozitiv szovetkontroll a megfelelGen el6készitett
szGveteket és a megfelel§ festési technikdkat jelzi. Minden egyes vizsgalati
kortilményhez egy pozitiv kiils6 szvetkontrollt kell bevonni minden festési
futtatasba.

A kiils6 pozitiv kontrollanyagokhoz hasznalt sz6veteket olyan betegmintakbol
kell kivalasztani, amelyekben a pozitiv célaktivitas jol jellemezheté alacsony
szintje, ami gyenge pozitiv festést eredményez. A kiilsé pozitiv kontrollok
alacsony pozitivitasi szintjét (gy tervezték, hogy biztositsa az elsédleges
antitest-érzékenységben az instabilitésbdl vagy az IHC-modszerrel
kapcsolatos problémakbol ered6 finom valtozasokat. A kereskedelemben
kaphatd szovetkontroll targylemezek vagy a paciens mintditdl eltérGen
feldolgozott mintak csak a reagens teljesitményét érvényesitik, és nem
igazoljak a szovet el6készitését.

Az ismert pozitiv szovetkontrollokat csak a feldolgozott szbvetek és
tesztreagensek megfelel6 teljesitményének ellendrzésére szabad hasznalni,
nem pedig a betegmintak specifikus diagndzisanak felallitasahoz. Ha a pozitiv
sz6vetkontroll nem mutat pozitiv fest6dést, a vizsgalati mintak eredményeit
érvénytelennek kell tekinteni.

Negativ sz6vetek kontrollja:

Hasznaljon negativ sz6veti kontrollt fixalt, feldolgozott és beagyazott mddon,
a beteg mintdival azonos mddon minden festési futtatasnal, hogy ellenGrizze
az THC elsGdleges antitest specifitasat a célantigén kimutatasa, valamint a
specifikus hattérfestGdés jelzése (téves pozitiv festés). Ezenkiviil a legtébb
szbvetmetszetben jelenlévé kilonféle sejttipusok sokfélesége képes a
laboratérium  bels6é negativ  kontrollhelyként  hasznalja az IHC
teljesitményének ellenGrzésére specifikaciok. A negativ szovetekhez
haszndlhat6  mintdk tipusai és forrdsai A  vezérlGelemek a
Teljesitményjellemzdk részben talalhatok.

Ha specifikus fest6édés (alpozitiv festédés) fordul el6 a negativ
sz6vetkontrollban, a betegmintak eredményeit érvénytelennek kell tekinteni.

Nem specifikus negativ reagens kontroll:

Hasznaljon nem specifikus negativ reagens kontrollt az elsGdleges antitest
helyett minden egyes betegminta egy metszetével, hogy értékelje a nem
specifikus festédést és

lehet6vé teszik a specifikus festédés jobb értelmezését az antigén helyén.
Idealis esetben a negativ reagens kontroll olyan antitestet tartalmaz, amelyet
elGallitottak és elGallitottak (azaz azonos koncentraciora higitottak
ugyanazzal a higitoszerrel) az els6dleges antitesttel azonos médon térténd
felhasznalasra, de nem mutat specifikus reaktivitast az emberi szévetekkel
ugyanabban a matrixban/oldatban, mint az elsGdleges antitest. . A korabban
leirt negativ reagens kontrollok kevésbé kivanatos alternativajaként a higitd
onmagaban is hasznalhatd. A negativ reagens kontroll inkubacids
idészakanak meg kell egyeznie az elsédleges antitest inkubacids idészakaval.

Ha tobb antitestbdl allé paneleket hasznalnak a sorozatmetszeteken, akkor
az egyik targylemez negativan fest6 teriiletei negativ/nem specifikus kétédési
hattérkontrollként  szolgalhatnak mas antitestekhez. Az endogén
enzimaktivitds vagy az enzimek nem specifikus  kétGdésének
megkiilonboztetésére a specifikus immunreaktivitastol tovabbi betegszévetek
festhet6k kizardlag szubsztrat-kromogén vagy enzimkomplexekkel (PAP,
avidin-biotin, streptavidin), illetve szubsztrat-kromogénnel.
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A vizsgalat ellenGrzése:

Az antitest vagy festGrendszer diagnosztikai eljarasban torténd elsé
hasznalata el6tt a felhasznaldnak ellendriznie kell az antitest specifitasat tgy,
hogy egy sor hazon belllli szoveten teszteli, amelyek ismert
immunhisztokémiai teljesitményjellemzéi ismertek, amelyek ismert pozitiv és
negativ szOveteket képviselnek. Tekintse meg a termékismerteté ezen
részében korabban ismertetett mindség-ellendrzési eljarasokat és a CAP
tanusitasi program minGség-ellendrzési ajanlasait. az immunhisztokémidhoz
és/fvagy az NCCLS IHC-iranyelvéhez:. Ezeket a minGség-ellenGrzési
eljarasokat meg kell ismételni minden Uj antitest-tételnél, vagy amikor a
vizsgalati paraméterek megvaltoznak. A Teljesitményjellemzdék részben
felsorolt szévetek alkalmasak a teszt ellenGrzésére.

Hibaelharitas:

K6vesse az antitest-specifikus protokoll ajanlasait a mellékelt adatlapnak
megfeleléen. Ha atipikus eredményeket észlel, forduljon a Biocare miszaki
tdmogatasahoz az 1-800-542-2002 telefonszamon.

A festés értelmezése:

A DAB Sparkle fokozott barna szin(i reakcidt valt ki az els6dleges antitest altal
lokalizalt antigén helyeken. A betegek eredményeinek értelmezése elétt a
kontrollok festését szakképzett patologusnak kell értékelnie. A negativ
kontrollokat értékeljiik és Gsszehasonlitjuk a festett targylemezekkel, hogy
megbizonyosodjunk arrdl, hogy a megfigyelt festédés nem nem specifikus
kélcsGnhatas eredménye.

Pozitiv szévetkontroll:

A jelzett antitesttel megfestett pozitiv széveti kontrollt el6sz6r meg kell
vizsgalni, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy minden reagens megfeleléen
mikodik. A célsejtek megfelel festése (amint azt fentebb jeleztiik) pozitiv
reaktivitast jelez. Ha a pozitiv szveti kontrollok nem mutatnak pozitiv festést,
a vizsgalati mintak minden eredményét érvénytelennek kell tekinteni.

A reakcidtermék szine az alkalmazott szubsztrat kromogénektdl fiiggéen
valtozhat. A véarhato szinreakciokért lasd az aljzat csomagolasat. Ezenkiviil a
festési modszer valtozataiban metakromazia figyelheté meg.=

Ha ellenfestést hasznalunk, az alkalmazott ellenfestés inkubacios hosszatol
és hatdsossagatdl fliggéen az ellenfestés a sejtmagok elszinezGdését
eredményezi. A tllzott vagy hianyos ellenfestés veszélyeztetheti az
eredmények megfeleld értelmezését. Az ajanlott ellenfestéshez lasd a
protokoll(oka)t.

Negativ sz6vetkontroll:

A negativ szoveti kontrollt a pozitiv széveti kontroll utan meg kell vizsgalni,
hogy ellendrizziik a célantigén elsédleges antitest altali jelolésének
specifitasat. A specifikus fest6dés hidnya a negativ szoveti kontrollban
meger0siti az  antitest  sejtekkel/sejtkomponensekkel szembeni
keresztreaktivitasanak hianyat. Ha specifikus festédés (alpozitiv festGdés)
fordul el6 a negativ kiilsG szdvetkontrollban, a betegminta eredményeit
érvénytelennek kell tekinteni.

A nem specifikus fest6dés, ha van, altaldban diffiz megjelenés(. A tulzottan
formalinban rogzitett szovetekbll szdrmazd metszeteken a kotGszovet
szérvanyos festédése is megfigyelhet6. Hasznaljon ép sejteket a festési
eredmények értelmezéséhez. A nekrotikus vagy degeneralt sejtek gyakran
nem specifikusan festédnek.

Betegszovet:

Vizsgalja meg a jelzett antitesttel megfestett betegmintakat utolsd. A pozitiv
festddés intenzitdsat a negativ reagens kontroll barmely nem specifikus
hattérfestésével  Gsszefliggésben  kell ~ értékelni.  Mint  minden
immunhisztokémiai tesztnél, a negativ eredmény azt jelenti, hogy az antigén
nem volt kimutathatd, nem pedig azt, hogy az antigén hiadnyzik a vizsgalt
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sejtekben/szévetekben. Ha sziikséges, haszndlja az antitestek paneljét az
alnegativ reakciok azonositasahoz.

Tekintse meg az Osszefoglalds és magyardzat, a Korldtozasok és a
Teljesitmény jellemz&i ciml részt a jelzett antitest immunreaktivitéssal
kapcsolatos konkrét informaciokért.

Korlatozasok:

Altaldnos korlatozasok:

1. Mertin vitro diagnosztikai (IVD) Hasznalata

2. Ez a termék kizardlag professziondlis hasznalatra késziilt: Az
immunhisztokémia egy tobblépcs6s diagnosztikai folyamat, amely a
megfelel6 reagensek kivalasztasara vonatkozo specidlis képzésbdl all;
szbvetek kivalasztasa, rogzitése és feldolgozésa; az IHC targylemez
elkészitése; és a festési eredmények értelmezése.

3. Csak orvosi rendelvényre hasznalhato. (Csak Rx)

4. A szOvetfestés a szovet festés el6tti kezelésétdl és feldolgozasatal fligg.
A nem megfelel6 rogzités, fagyasztas, felolvasztas, mosas, szaritas,
melegités, metszés vagy mas szovetekkel vagy folyadékokkal vald
szennyezGdés mlitermékeket, antitest-befogast vagy hamis negativ
eredményeket eredményezhet. Az ellentmondasos eredmények oka
lehet a rogzitési és beagyazasi modszerek eltérése, vagy a széveten
beliili inherens szabalytalansagok.:

5. A tulzott vagy hianyos ellenfestés veszélyeztetheti az eredmények
megfelel6 értelmezését.

6. Barmely pozitiv vagy negativ festédés klinikai értelmezését a klinikai
megjelenés, a morfologia és egyéb kdrszovettani kritériumok
Gsszefiiggésében kell értékelni. A pozitiv vagy negativ fest6dés klinikai
értelmezését megfeleld pozitiv és negativ bels6 és kiilsé kontrollokat,
valamint egyéb diagnosztikai teszteket alkalmazd morfoldgiai
vizsgalatokkal kell kiegésziteni. Az IHC antitestek, reagensek és
modszerek megfeleld hasznalatat ismerG, szakképzett patologus
feladata, hogy értelmezze a végs6 IHC-készitmény elkészitéséhez és
értelmezéséhez hasznalt Gsszes lépést.

7. Egy adott alkalmazashoz az optimalis protokollok valtozhatnak. Ezek
kozé tartozik tobbek kozétt a rogzités, a hlvisszanyerési modszer, az
inkubacios idok, az antitesthigitds, a szOvetmetszet vastagsaga és a
hasznalt kimutatasi készlet. Tekintse meg az elsGdleges antitest és mas
kiegészité reagens hasznalati Utmutatdjat az ajanlott protokollokhoz és
hasznalati feltételekhez. Az adatlap ajanlasai és protokolljai a Biocare
termékek kizérolagos felhasznalasan alapulnak. Végs6 soron a vizsgalo
feladata az optimalis feltételek meghatarozasa.

8.  Ezt a terméket nem aramlasi citometriaban vald hasznalatra tervezték.
Az aramlasi citometria teljesitményjellemz6it nem hataroztak meg.

9. A hepatitis B virussal fert6zott és hepatitis B fellileti antigént (HBsAQ)
tartalmazé személyek szGvetei torma-peroxidazzal nem specifikus
fest6dést mutathatnak.=

10. A reagensek varatlan reakcidkat mutathatnak korabban nem tesztelt
szGvetekben. A nem vart reakciok lehetGsége még a vizsgalt
szovetcsoportokban sem zarhatd ki teljesen az antigénexpresszid
biolégiai variabilitdsa miatt daganatokban vagy mas patoldgias
szGvetekben.s Forduljon a Biocare miszaki tamogatasahoz az 1-800-
542-2002 telefonszamon vagy a biocare.net oldalon talalhaté miiszaki
tamogatasi informaciokon keresztiil dokumentalt varatlan reakciokkal.

11. A blokkold lépésekben hasznalt masodlagos antiszérumokkal azonos
allati forrasbdl szarmazd normal/nem immunszérum alnegativ vagy
alpozitiv eredményeket okozhat az autoantitestek vagy természetes
antitestek miatt.

12. A fehérjék vagy szubsztrdt reakcidtermékek nem immunolégiai
kotédése miatt dlpozitiv eredményeket lehet latni. A pszeudo-peroxidaz
aktivitas (eritrocitak), az endogén peroxidaz aktivitas (citokrom C) vagy
az endogén biotin (példaul maj, emld, agy, vese) is okozhatja a hasznalt
immunfestés tipusatdl fliggéen.:
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13. A negativ eredmény azt jelenti, hogy az antigén nem volt kimutathatd,

nem pedig azt, hogy az antigén hianyzott a vizsgalt sejtekben vagy
szdvetekben.

Termékspecifikus korlatozasok:
Nincsenek tovabbi termékspecifikus korlatozasok.

Teljesitmény jellemzok:

A festést az antitest-specifikus hasznalati utasitdsban megadott protokollok
szerint vagy a megadottak szerint végeztiik. A festGdés érzékenységét és
specificitasat szamos normal és daganatos szovettipuson értékelték,
amelyeket az elsédleges antitestek kialakulasa soran értékeltek.

Reprodukalhatésag:
A Biocare DAB Sparkle reprodukalhatdsagat egy kozepes pontossagu

méréssel

igazoljak, amelyben kiilonb6z6 reagenstételeket teszteltek

hosszabb id6n keresztiil kilonbozé kezeldk, elemzOk, reagenstételek,
sz6vetmintak és berendezések segitségével. Az egyes reagenseknél kapott
festés konzisztens volt, és a vart modon tortént.

Hibaelharitas:

1.

A targylemezek nem festédnek — Ellenérizze, hogy megfelel6 pozitiv
kontrollszGvetet, antitestet és kimutatasi termékeket hasznalt-e.
Ellendrizze a hianyos vagy nem megfeleld viaszeltavolitast vagy
elékezelést.

Az Gsszes targylemez gyengén fest6dott — EllenGrizze, hogy megfeleld
pozitiv kontrollszévetet, antitestet és kimutatdsi termékeket hasznalt-e.
Az Gsszes targylemez tulzott hattere — Magas szintli endogén biotin
(biotin alapt kimutatasi termékek hasznalata esetén), endogén HRP
aktivitas, amely a kromogént szines végtermékké alakitja (hasznaljon
peroxidaz blokkot), vagy tul sok nem specifikus fehérje kdlcsénhatas
(fehérje haszndlata) blokkold, példaul szérum- vagy kazein alapu
blokkol6 oldat).

A szOvetmetszetek lemossak a targylemezeket az inkubacié soran —
Ellendrizze a lemezeket, hogy megbizonyosodjon arrdl, hogy pozitiv
toltéstiek.

A specifikus festés tul s6tét — Ellendrizze a protokollt, hogy megallapitsa,
megfelel6 antitesttitert alkalmaztak-e a targylemezen, valamint az
Gsszes reagens megfelel6 inkubacios idejét. Ezenkivil gy6z6djon meg
arrol, hogy a protokoll elegendé mosasi |épést tartalmaz a felesleges
reagensek eltavolitdsahoz az inkubacids lépések befejezése utan.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Destinazione d'uso:
Perin vitro Uso diagnostico

DAB Sparkle & destinato alluso nei protocolli di colorazione
immunoistochimica (IHC) manuale per il miglioramento della colorazione dei
tessuti fissati in formalina e inclusi in paraffina (FFPE) se utilizzato insieme al
sistema di rilevamento HRP appropriato e agli anticorpi primari.
L'interpretazione clinica di qualsiasi colorazione o della sua assenza deve
essere integrata da studi morfologici e controlli adeguati e deve essere
valutata nel contesto dell'anamnesi clinica del paziente e di altri test
diagnostici da un patologo qualificato.

Riepilogo e spiegazione:

DAB Sparkle & una soluzione potenziante pronta all'uso appositamente
formulata per aumentare la sensibilita e il contrasto dei tessuti colorati con
DAB.

Principio della procedura:

Questo reagente, quando utilizzato nei test IHC di sezioni di tessuto FFPE,
consente la visualizzazione migliorata degli antigeni tramite l'applicazione
sequenziale di un un anticorpo specifico verso l'antigene (anticorpo primario),
un anticorpo secondario verso I'anticorpo primario (collegamento opzionale
anticorpo/sonda), un complesso enzimatico ed un substrato cromogenico con
interposte fasi di lavaggio. L'attivazione enzimatica del cromogeno determina
un prodotto di reazione visibile nel sito dell'antigene. Il campione puo6 quindi
essere sottoposto a controcolorazione e coperto con vetrino coprioggetto. I
risultati vengono interpretati utilizzando una luce microscopio e aiuto nella
diagnosi differenziale dei processi patofisiologici, che possono o potrebbe non
essere associato a un particolare antigene.

Materiali e metodi:

Reagenti forniti:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1 x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Ricostituzione, miscelazione, diluizione, titolazione:

1l reagente DAB Sparkle € ottimizzato e pronto per I'uso con anticorpi Biocare
e reagenti ausiliari. Non € richiesta alcuna ricostituzione, miscelazione,
diluizione o titolazione.

Applicazioni conosciute:
Immunoistochimica (tessuti inclusi in paraffina fissati in formalina)

Fornito come:
Soluzione di solfato rameico pentaidrato allo 0,5%. Consultare la scheda di
sicurezza per ulteriori dettagli.

Materiali e reagenti necessari ma non forniti:
Vetrini per microscopio, caricati positivamente

d Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553

[w] C€

Controlli tissutali positivi e negativi

Desert Chamber* o simile Forno di essiccazione (opzionale)
Xilene o sostituto dello xilene

Etanolo o alcool reagente

Camera di disoccultamento* o pentola a pressione simile (opzionale)
Acqua deionizzata o distillata

Tampone di lavaggio*

Reagenti di pretrattamento* (opzionale)

Digestione enzimatica* (opzionale)

Blocco della perossidasi* (opzionale)

Blocco proteico* (opzionale)

Anticorpo primario*

Reagenti di controllo negativo*

Kit di rilevamento*

Ematossilina* (colorazione di contrasto)

Reagente azzurrante*

Mezzo di montaggio*

Vetro di copertura

Microscopio ottico (ingrandimento 40-400X)

* Prodotti medici Biocare: fare riferimento al sito Web Biocare Medical
all'indirizzo http://biocare.net per informazioni relative ai numeri di catalogo
e agli ordini. Alcuni reagenti sopra elencati si basano sull'applicazione
specifica e sul sistema di rilevamento utilizzato.

Conservazione e stabilita:

Conservare a temperatura ambiente (TA). Il prodotto e stabile fino alla data
di scadenza stampata sull'etichetta del flacone se conservato in queste
condizioni. Non utilizzare dopo la data di scadenza. E necessario verificare la
conservazione in condizioni diverse da quelle specificate. La stabilita del
reagente diluito dall'utente non é stata stabilita da Biocare.

I controlli positivi e negativi devono essere analizzati contemporaneamente
con tutti i campioni dei pazienti. Se si osserva una colorazione inaspettata
che non puo essere spiegata da variazioni nelle procedure di laboratorio e si
sospetta un problema con I'anticorpo, contattare il supporto tecnico di
Biocare al numero 1-800-542-2002 o tramite le informazioni del supporto
tecnico fornite su biocare.net.

Preparazione del campione:

I tessuti fissati in formalina sono adatti per I'uso prima dell'inclusione in
paraffina. I tessuti ossei devono essere decalcificati prima della lavorazione
dei tessuti per facilitare il taglio dei tessuti e prevenire danni alle lame del
microtomo.:2

I tessuti adeguatamente fissati e incorporati che esprimono il target
antigenico specificato devono essere conservati in un luogo fresco. II Clinical
Laboratory Improvement Act (CLIA) del 1988 richiede in 42 CFR§493.1259(b)
che "II laboratorio deve conservare i vetrini colorati per almeno dieci anni
dalla data di esame e conservare i blocchi campione per almeno due anni
dalla data dell'esame."

Trattamento dei tessuti prima della colorazione:

Eseguire il recupero degli epitopi indotti dal calore (HIER) secondo il
protocollo consigliato di seguito. E stato dimostrato che I'uso di routine di
HIER prima dell'IHC riduce al minimo lincoerenza e standardizza la
colorazione.:s

Avvertenze e precauzioni:
1. DAB Sparkle contiene solfato rameico pentaidrato. Indossare guanti e

indumenti protettivi e adottare ragionevoli precauzioni durante la
manipolazione poiché DAB Sparkle & classificato come irritante e pud causare
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sensibilizzazione da contatto con la pelle. Evitare il contatto con occhi, pelle
€ mucose.

2. Maneggiare i materiali di origine umana o animale come potenzialmente a
rischio biologico e smaltirli con le dovute precauzioni. In caso di esposizione
seguire le direttive sanitarie delle autorita competenti ove utilizzato.s”

3. I campioni, prima e dopo la fissazione, e tutti i materiali ad essi esposti
devono essere maneggiati come se fossero in grado di trasmettere infezioni
e smaltiti con le dovute precauzioni. Non pipettare mai i reagenti con la bocca
ed evitare il contatto con la pelle e le mucose con reagenti e campioni. Se i
reagenti o i campioni entrano in contatto con aree sensibili, lavare con
abbondante acqua.

4. La contaminazione microbica dei reagenti pud provocare un aumento della
colorazione aspecifica.

5. Tempi o temperature di incubazione diversi da quelli specificati potrebbero
dare risultati errati. L'utente deve convalidare qualsiasi modifica di questo
tipo.

6. Non utilizzare il reagente dopo la data di scadenza stampata sulla fiala.
7. I reagenti del kit di rilevamento dei micropolimeri sono ottimizzati e pronti
per l'uso con anticorpi Biocare e reagenti ausiliari. Fare riferimento alle
istruzioni per I'uso dell'anticorpo primario e degli altri reagenti ausiliari per i
protocolli e le condizioni d'uso consigliati.

8. Seguire i requisiti delle autorita locali e/o statali per il metodo di
smaltimento.

9. La SDS e disponibile su richiesta e si trova all'indirizzohttp://biocare.net.
10. Segnalare eventuali incidenti gravi relativi a questo dispositivo
contattando il rappresentante Biocare locale e l'autorita competente dello
Stato membro o del paese in cui si trova I'utente.

Questo reagente contiene componenti classificati come indicato nella tabella
seguente in conformita al Regolamento (CE) N. 1272/2008

Rischio Codice Dichiarazione di pericolo
H316 Provoca lieve irritazione cutanea
H400 Molto tossico per la vita acquatica

Istruzioni per l'uso:

I reagenti del kit cromogeno sono ottimizzati per I'uso con anticorpi Biocare
e reagenti ausiliari. Fare riferimento alle istruzioni per I'uso dell'anticorpo
primario e degli altri reagenti ausiliari per i protocolli e le condizioni d'uso
consigliati. I tempi e le temperature di incubazione varieranno a seconda
dello specifico protocollo anticorpale seguito.

Quando si utilizza uno strumento di colorazione automatizzato, consultare il
manuale dell'operatore dello strumento specifico e le istruzioni per I'uso per
i parametri operativi.

Passaggi procedurali generali per I'esecuzione dell'THC:

1. Cromogeno: incubare per 5 minuti a temperatura ambiente con DAB di
Biocare

2. DAB Sparkle: applicare 4 gocce di DAB Sparkle sul tessuto colorato con
DAB. Incubare per 1 minuto. Sciacquare con acqua deionizzata.

3. Controcolorazione: controcolorazione con ematossilina. Sciacquare con
acqua deionizzata. Applicare la soluzione azzurrante di Tacha per 1 minuto.
Sciacquare con acqua deionizzata.

Controllo di qualita:

Fare riferimento agli standard di qualita CLSI per la progettazione e
l'implementazione dei test immunoistochimici; Linea guida approvata
Seconda edizione (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011:
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Controllo positivo del tessuto:

I materiali di controllo positivo esterno devono essere campioni freschi fissati,
processati e incorporati il prima possibile allo stesso modo dei campioni dei
pazienti. I controlli positivi dei tessuti sono indicativi di tessuti preparati
correttamente e di tecniche di colorazione adeguate. In ogni ciclo di
colorazione deve essere incluso un controllo positivo del tessuto esterno per
ciascuna serie di condizioni di test.

I tessuti utilizzati per i materiali di controllo positivo esterno devono essere
selezionati da campioni di pazienti con bassi livelli ben caratterizzati
dell'attivita target positiva che da una colorazione positiva debole. II basso
livello di positivita per i controlli positivi esterni & progettato in modo da
garantire il rilevamento di sottili cambiamenti nella sensibilita dell'anticorpo
primario dovuti a instabilita o problemi con la metodologia IHC. I vetrini di
controllo dei tessuti disponibili in commercio o i campioni trattati in modo
diverso dai campioni dei pazienti convalidano solo le prestazioni del reagente
e non verificano la preparazione dei tessuti.

I controlli tissutali positivi noti devono essere utilizzati solo per monitorare la
corretta prestazione dei tessuti trattati e dei reagenti del test, piuttosto che
come ausilio nella formulazione di una diagnosi specifica dei campioni dei
pazienti. Se i controlli positivi del tessuto non mostrano una colorazione
positiva, i risultati con i campioni di test devono essere considerati non validi.

Controllo tissutale negativo:
Utilizzare un controllo tissutale negativo fissato, processato e incorporato in

modo identico ai campioni del paziente con ogni ciclo di colorazione per
verificare la specificita dell'anticorpo primario IHC per dimostrazione
dell'antigene bersaglio e fornire un'indicazione della specifica colorazione di
fondo (colorazione falsa positiva). Inoltre, la varieta di diversi tipi di cellule
presenti nella maggior parte delle sezioni di tessuto puo farlo essere utilizzati
dal laboratorista come siti di controllo negativo interno per verificare le
prestazioni dell'THC specifiche. I tipi e le fonti dei campioni che possono
essere utilizzati per il tessuto negativo i controlli sono elencati nella sezione
Caratteristiche prestazionali.

Se si verifica una colorazione specifica (colorazione falsa positiva) nel
controllo negativo del tessuto, i risultati con i campioni dei pazienti devono
essere considerati non validi.

Controllo del reagente negativo non specifico:

Utilizzare un controllo reagente negativo non specifico al posto dell'anticorpo
primario con una sezione di ciascun campione del paziente per valutare la
colorazione non specifica e

consentire una migliore interpretazione della colorazione specifica nel sito
dell'antigene. Idealmente, un controllo reagente negativo contiene un
anticorpo prodotto e preparato (ovvero diluito alla stessa concentrazione
utilizzando lo stesso diluente) per l'uso nello stesso modo dell'anticorpo
primario ma non mostra alcuna reattivita specifica con i tessuti umani nella
stessa matrice/soluzione dell'anticorpo primario . Il diluente da solo puo
essere utilizzato come alternativa meno desiderabile ai controlli dei reagenti
negativi precedentemente descritti. Il periodo di incubazione del controllo del
reagente negativo deve corrispondere a quello dell'anticorpo primario.

Quando si utilizzano pannelli di diversi anticorpi su sezioni seriali, le aree a
colorazione negativa di un vetrino possono fungere da controllo di fondo di
legame negativo/non specifico per altri anticorpi. Per differenziare I'attivita
enzimatica endogena o il legame non specifico degli enzimi
dall'immunoreattivita specifica, ulteriori tessuti dei pazienti possono essere
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colorati esclusivamente rispettivamente con substrato-cromogeno o
complessi enzimatici (PAP, avidina-biotina, streptavidina) e substrato-
cromogeno.

Verifica del test:

Prima dell'uso iniziale di un anticorpo o di un sistema di colorazione in una
procedura diagnostica, l'utente deve verificare la specificita dell'anticorpo
testandolo su una serie di tessuti interni con caratteristiche di prestazione
immunoistochimica note che rappresentano tessuti positivi e negativi noti.
Fare riferimento alle procedure di controllo qualita precedentemente
delineate in questa sezione del foglietto illustrativo e alle raccomandazioni
sul controllo qualita del Programma di Certificazione CAP» per
immunoistochimica e/o la linea guida NCCLS IHC:. Queste procedure di
controllo qualita devono essere ripetute per ogni nuovo lotto di anticorpi o
ogni volta che si verifica una modifica nei parametri del test. I tessuti elencati
nella sezione Caratteristiche prestazionali sono idonei per la verifica del test.

Risoluzione dei problemi:

Seguire le raccomandazioni del protocollo specifico per I'anticorpo secondo
la scheda tecnica fornita. Se si verificano risultati atipici, contattare il
supporto tecnico di Biocare al numero 1-800-542-2002.

Interpretazione della colorazione:

DAB Sparkle produce una reazione di colore marrone potenziata nei siti
antigenici localizzati dall'anticorpo primario. Prima dell'interpretazione dei
risultati dei pazienti, la colorazione dei controlli deve essere valutata da un
patologo qualificato. I controlli negativi vengono valutati e confrontati con i
vetrini colorati per garantire che qualsiasi colorazione osservata non sia il
risultato di interazioni non specifiche.

Controllo positivo del tessuto:

Il controllo positivo del tessuto colorato con I'anticorpo indicato deve essere
esaminato innanzitutto per accertarsi che tutti i reagenti funzionino
correttamente. La colorazione appropriata delle cellule bersaglio (come
indicato sopra) & indicativa di reattivita positiva. Se i controlli positivi del
tessuto non mostrano una colorazione positiva, qualsiasi risultato con i
campioni di test deve essere considerato non valido.

1l colore del prodotto di reazione puo variare a seconda dei cromogeni del
substrato utilizzati. Fare riferimento ai foglietti illustrativi del substrato per le
reazioni cromatiche previste. Inoltre, la metacromasia puo essere osservata
in variazioni del metodo di colorazione.»

Quando si utilizza una colorazione di contrasto, a seconda della durata di
incubazione e della potenza della colorazione di contrasto utilizzata, la
colorazione di contrasto risultera in una colorazione dei nuclei cellulari. Una
controcolorazione eccessiva 0 incompleta puo compromettere la corretta
interpretazione dei risultati. Fare riferimento ai protocolli per la colorazione
di contrasto consigliata.

Controllo tissutale negativo:

Il controllo tissutale negativo deve essere esaminato dopo il controllo
tissutale positivo per verificare la specificita della marcatura dell'antigene
bersaglio da parte dell'anticorpo primario. L'assenza di colorazione specifica
nel controllo negativo del tessuto conferma l'assenza di reattivita crociata
dell'anticorpo verso cellule/componenti cellulari. Se si verifica una colorazione
specifica (colorazione falsa positiva) nel controllo negativo del tessuto
esterno, i risultati con il campione del paziente devono essere considerati non
validi.

La colorazione aspecifica, se presente, ha solitamente un aspetto diffuso.
Colorazioni sporadiche del tessuto connettivo possono essere osservate
anche in sezioni di tessuti fissati eccessivamente in formalina. Utilizzare
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cellule intatte per l'interpretazione dei risultati della colorazione. Le cellule
necrotiche o degenerate spesso si colorano in modo aspecifico.

Tessuto del paziente:

Esaminare i campioni dei pazienti colorati con I'anticorpo indicato scorso.
L'intensita della colorazione positiva deve essere valutata nel contesto di
qualsiasi colorazione di fondo non specifica del controllo del reagente
negativo. Come con qualsiasi test immunoistochimico, un risultato negativo
significa che I'antigene non & stato rilevato e non che l'antigene era assente
nelle cellule/tessuti analizzati. Se necessario, utilizzare un pannello di
anticorpi per identificare le reazioni false negative.

Fare riferimento a Riepilogo e spiegazione, limitazioni e caratteristiche
prestazionali per informazioni specifiche sull'immunoreattivita dell'anticorpo
indicata.

Limitazioni:

Limitazioni generali:

1. Perin vitro uso diagnostico (IVD).

2. Questo prodotto & solo per uso professionale: I'immunoistochimica & un
processo diagnostico in piu fasi che consiste in una formazione
specializzata nella selezione dei reagenti appropriati; selezione,
fissazione ed elaborazione dei tessuti; preparazione del vetrino IHC; e
interpretazione dei risultati della colorazione.

3.  Da utilizzare solo su prescrizione medica. (Solo Rx)

4. La colorazione dei tessuti dipende dalla manipolazione e dalla
lavorazione del tessuto prima della colorazione. Fissazione,
congelamento, scongelamento, lavaggio, asciugatura, riscaldamento,
sezionamento o contaminazione impropri con altri tessuti o fluidi
possono produrre artefatti, intrappolamento di anticorpi o risultati falsi
negativi. Risultati incoerenti possono essere dovuti a variazioni nei
metodi di fissazione e inclusione o a irregolarita intrinseche all'interno
del tessuto.=

5. Una controcolorazione eccessiva o incompleta pud compromettere la
corretta interpretazione dei risultati.

6. L'interpretazione clinica di qualsiasi colorazione positiva o negativa deve
essere valutata nel contesto della presentazione clinica, della
morfologia e di altri criteri istopatologici. L'interpretazione clinica di
qualsiasi colorazione positiva 0 negativa deve essere integrata da studi
morfologici utilizzando adeguati controlli interni ed esterni positivi e
negativi, nonché altri test diagnostici. E responsabilita di un patologo
qualificato che abbia familiarita con I'uso corretto degli anticorpi, dei
reagenti e dei metodi IHC interpretare tutti i passaggi utilizzati per
preparare e interpretare la preparazione IHC finale.

7. I protocolli ottimali per un'applicazione specifica possono variare. Questi
includono, ma non sono limitati a, fissazione, metodo di recupero del
calore, tempi di incubazione, diluizione degli anticorpi, spessore della
sezione di tessuto e kit di rilevamento utilizzato. Fare riferimento alle
istruzioni per l'uso dell'anticorpo primario e degli altri reagenti ausiliari
per i protocolli e le condizioni d'uso consigliati. Le raccomandazioni e i
protocolli della scheda tecnica si basano sull'uso esclusivo di prodotti
Biocare. In definitiva, & responsabilita del ricercatore determinare le
condizioni ottimali.

8. Questo prodotto non & destinato all'uso nella citometria a flusso. Le
caratteristiche prestazionali non sono state determinate per la
citometria a flusso.

9. Itessutidi persone infette dal virus dell'epatite B e contenenti I'antigene
di superficie dell'epatite B (HBsAg) possono presentare una colorazione
aspecifica con la perossidasi di rafano.=

10. I reagenti possono manifestare reazioni inaspettate in tessuti
precedentemente non testati. La possibilita di reazioni inaspettate
anche nei gruppi di tessuti testati non pud essere completamente
eliminata a causa della variabilita biologica dell'espressione
dell'antigene nelle neoplasie o in altri tessuti patologici.» Contattare il

EMERGO EUROPE
Westervoortsedijk 60
6827 AT Arnhem

TP V3 (12/15/2021)

USA
Tel:

800-799-9499 |

www.biocare.net |

The Netherlands
Fax: 925-603-8080



DAB Sparkle

DAB Post-Enhancing Solution
901-DS830-022024

Italian

supporto tecnico di Biocare al numero 1-800-542-2002 o tramite le
informazioni di supporto tecnico fornite su biocare.net, con reazioni
impreviste documentate.

I sieri normali/non immuni provenienti dalla stessa fonte animale degli
antisieri secondari utilizzati nelle fasi di blocco possono causare risultati
falsi negativi o falsi positivi a causa di autoanticorpi o anticorpi naturali.
Si possono osservare risultati falsi positivi a causa del legame non
immunologico delle proteine o dei prodotti della reazione del substrato.
Possono anche essere causati dall'attivita della pseudo perossidasi
(eritrociti), dall'attivita della perossidasi endogena (citocromo C) o dalla
biotina endogena (ad esempio fegato, mammella, cervello, rene) a
seconda del tipo di immunocolorazione utilizzata.=

Un risultato negativo significa che I'antigene non €& stato rilevato, non
che I'antigene era assente nelle cellule o nei tessuti esaminati.

11.

12

13.

Limitazioni specifiche del prodotto:
Nessuna limitazione aggiuntiva specifica del prodotto.

Caratteristiche di performance:

La colorazione € stata eseguita utilizzando i protocolli forniti nelle istruzioni
per l'uso specifiche dell'anticorpo o come specificato. La sensibilita e la
specificita della colorazione sono state valutate su una gamma di tipi di
tessuto normale e neoplastico valutati durante lo sviluppo di anticorpi primari.

Riproducibilita:

La riproducibilita di DAB Sparkle di Biocare viene verificata attraverso una
misurazione di precisione intermedia in cui vari lotti di reagenti sono stati
testati per un lungo periodo di tempo utilizzando vari operatori, analisti, lotti
di reagenti, campioni di tessuto e apparecchiature. La colorazione ottenuta
per ciascun reagente era coerente ed eseguita come previsto.

Risoluzione dei problemi:

1. Nessuna colorazione dei vetrini — Verificare che siano stati utilizzati
tessuto di controllo positivo, anticorpi e prodotti di rilevamento
appropriati. Verificare la rimozione o il pretrattamento della cera
incompleto o improprio.

2. Colorazione debole di tutti i vetrini — Controllare per determinare se
sono stati utilizzati tessuti di controllo positivo, anticorpi e prodotti di
rilevamento adeguati.

3. Sfondo eccessivo di tutti i vetrini — Potrebbero essere presenti livelli
elevati di biotina endogena (se si utilizzano prodotti di rilevamento a
base di biotina), attivita endogena dell'HRP che converte il cromogeno
nel prodotto finale colorato (utilizzare il blocco della perossidasi) o un
eccesso di interazione proteica non specifica (utilizzare una proteina
blocco, come una soluzione bloccante a base di siero o caseina).

4.  Le sezioni di tessuto vengono rimosse dai vetrini durante l'incubazione
— Controllare i vetrini per assicurarsi che siano caricati positivamente.

5. Colorazione specifica troppo scura — Controllare il protocollo per
determinare se al vetrino € stato applicato il titolo anticorpale corretto,
nonché i tempi di incubazione corretti per tutti i reagenti. Inoltre,
assicurarsi che il protocollo contenga fasi di lavaggio sufficienti per
rimuovere i reagenti in eccesso una volta completate le fasi di
incubazione.

Riferimenti:

1. Kiernan JA. Histological and Histochemical Methods: Theory and Practice.
New York: Pergamon Press 1981.

2. Sheehan DC and Hrapchak BB. Theory and Practice of Histotechnology.
St. Louis: C.V. Mosby Co. 1980.

3. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988: Final Rule, 57 FR
7163, February 28, 1992,

4. Shi S-R, Cote RJ, Taylor CR. J Histotechnol. 1999 Sep;22(3):177-92.

5. Taylor CR, et al. Biotech Histochem. 1996 Jan;71(5):263-70.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Paredzétais lietojums:
Prieksin vitro Diagnostikas lietoSana

DAB Sparkle ir paredzéts lietoSanai manualas iminhistokimijas (IHC)
krasosanas protokolos, lai uzlabotu formalina fiksétu, parafina iestradatu
(FFPE) audu krasojumu, ja to lieto kopa ar atbilstoSu HRP noteikSanas
sistému un primarajam antivielam. Jebkuras iekrasosanas vai tas neesamibas
kliniska interpretacija ir japapildina ar morfologiskiem pé&tijumiem un
atbilstosam kontrolém, un ta janoverté pacienta kliniskas véstures un citu
diagnostisko testu konteksta, ko veic kvalificéts patologs.

Kopsavilkums un skaidrojums:
DAB Sparkle ir Tpasi izstradats lietosanai gatavs uzlabojoss skidums, lai
palielinatu DAB iekrasoto audu jutigumu un kontrastu.

Procediiras princips:

Sis readents, ja to izmanto FFPE audu sekciju IHC testéSana, Jauj uzlabot
antigénu vizualizaciju, secigi pielietojot specifiska antiviela pret antigénu
(primara antiviela), sekundara antiviela pret primaro antivielu (neobligata
saite antiviela/zonde), enzZimu komplekss un hromogéns substrats ar
starplikam mazgasanas soliem. Hrogéna fermentativa aktiviz€Sana rada
redzamu reakcijas produktu antigéna vieta. PEc tam paraugu var iekrasot un
parklat ar vaku. Rezultati tiek interpretéti, izmantojot gaismu mikroskopu un
paliglidzekli patofiziologisko procesu diferencialdiagnozé, kas var vai var
nebit saistits ar noteiktu antigénu.

Materiali un metodes:

Piedavatie reagenti:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1 x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Atskaidisana, sajauksana, atskaidiSana, titresana:

DAB Sparkle readents ir optimizéts un gatavs lietoSanai ar Biocare antivielam
un paligreagentiem. Nav nepiecieSama skidinasana, sajauksana, atskaidisana
vai titrésana.

Zinamas lietojumprogrammas:
Imanhistokimija (formalina fikséti parafina iestradati audi)

Piegadats ka:
0,5% vara sulfata pentahidrata skidums. Papildinformaciju skatiet droSibas
datu lapa.

NepiecieSamie materiali un reagenti, kas nav nodrosinati:
Mikroskopa priekSmetstiklini, pozitivi uzladéti

Pozitivas un negativas audu kontroles

Desert Chamber* vai lidziga ZavésSanas krasns (péc izveles)
Ksilols vai ksilola aizstajejs

Etanols vai readenta spirts

d Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553

[w] C€

Atslanosanas kamera* vai lidziga spiediena katls (péc izvéles)
Dejonizéts vai destiléts Udens

Mazgasanas buferis*

PriekSapstrades reagenti* (péc izvéles)
Fermentu gremoSana* (péc izvéles)
Peroksidazes bloks* (péc izvéles)
Olbaltumvielu bloks* (péc izvéles)

Primara antiviela*

Negativie kontroles reagenti*

Atklasanas komplekti*

Hematoksilins* (pretkrasa)

Bluing reagents*

Montazas lidzeklis*

Vaka stikls

Gaismas mikroskops (40-400X palielinajums)

* Biocare Medical Products: informaciju par kataloga numuriem un
pasitisanu skatiet Biocare Medical timekla vietné http://biocare.net. Dazi
iepriek$ uzskaititie readenti ir balstiti uz Tpasu pielietojumu un izmantoto
noteikSanas sistému.

Uzglabasana un stabilitate:

Uzglabat istabas temperattira (RT). Uzglabajot $ados apstaklos, produkts ir
stabils lidz deriguma terminam, kas uzdrukats uz flakona etiketes. Nelietot
péc deriguma termina beigam. Uzglabasana citos apstaklos, iznemot
noraditos, ir japarbauda. Biocare nav noteikusi lietotaja atSkaidita reagenta
stabilitati.

Pozitivas un negativas kontroles javeic vienlaikus ar visiem pacienta
paraugiem. Ja tiek novérota neparedzéta iekrasosanas, ko nevar izskaidrot
ar atskirlbam laboratorijas procediiras, un ir aizdomas par problému ar
antivielu, sazinieties ar Biocare tehnisko atbalstu pa talruni 1-800-542-2002
vai izmantojot tehniska atbalsta informaciju, kas sniegta vietné biocare.net.

Parauga sagatavosana:

Formalina fikséti audi ir pieméroti lietoSanai pirms parafina iestradasanas.
Kaulu audi pirms audu apstrades ir jaatkalko, lai atvieglotu audu griesanu un
novérstu mikrotomu asmenu bojajumus.:

Pareizi fikséti un iestradati audi, kas ekspresé noradito antigéna meérki,
jauzglaba vésa vieta. 1988. gada Kliniskas laboratorijas uzlabosanas likums
(CLIA) pieprasa 42 CFR.8493.1259(b), ka “Laboratorijai ir jasaglaba
iekrasotie priekSmetstiklini vismaz desmit gadus no datuma, kad parbaudi un
saglaba paraugu blokus vismaz divus gadus no parbaudes datuma.:

Audu apstrade pirms krasosanas:

Veiciet siltuma izraisitu epitopu izgtsanu (HIER) saskana ar talak ieteikto
protokolu. Ir pieradits, ka regulara HIER lietoSana pirms IHC samazina
nekonsekvenci un standartizé krasosanu.:s

Bridinajumi un piesardzibas pasakumi:

1. DAB Sparkle satur vara sulfata pentahidratu. Valkajiet cimdus un
aizsargtérpu un ieverojiet sapratigus piesardzibas pasakumus, stradajot, jo
DAB Sparkle ir klasificéts ka kairinoSs un var izraisit adas kontakta
sensibilizaciju. Izvairieties no saskares ar acim, adu un glotadam.

2. Rikojieties ar cilvéku vai dzivnieku izcelsmes materialiem ka potenciali
biologiski bistamiem un atbrivojieties no Sadiem materialiem, ievérojot
atbilstosus piesardzibas pasakumus. Iedarbibas gadijuma ievérojiet atbildigo
iestazu noradijumus par veselibu, ja tas tiek lietots.c”

3. Paraugi pirms un péc fiksacijas, ka ari visi tiem paklautie materiali ir
jarikojas ta, it ka tie varétu parnésat infekciju, un tie jaiznicina, ievérojot
atbilstosus piesardzibas pasakumus. Nekad nepipegjiet reagentus iekskigi un
izvairieties no saskares ar adu un glotadam ar reagentiem un paraugiem. Ja
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readenti vai paraugi nonak saskaré ar jutigam zonam, nomazgajiet ar lielu
udens daudzumu.

4. Readentu piesarnojums ar mikrobiem var izraisit nespecifiskas
iekrasosanas palielinasanos.

5. Inkubacijas laiki vai temperatira, kas nav noradita, var sniegt kjudainus
rezultatus. Lietotajam ir jaapstiprina visas $adas izmainas.

6. Nelietot reagentu péc deriguma termina beigam, kas noradits uz flakona.
7. Mikropoliméru noteikSanas komplekta readgents(-i) ir optimizéti un gatavi
lietoSanai ar Biocare antivielam un paligreagentiem. Ieteiktos lietoSanas
protokolus un nosacijumus skatiet primaro antivielu un citu paligreagentu
lietoSanas instrukcijas.

8. levérojiet viet&jo un/vai valsts iestazu prasibas par iznicinasanas metodi.

9. SDS ir pieejams péc pieprasijuma un atrodas plksthttp://biocare.net.

10. Zinojiet par visiem nopietniem ar So ierici saistitiem incidentiem,
sazinoties ar vietéjo Biocare parstavi un attiecigas dalibvalsts vai valsts, kura
atrodas lietotajs, kompetento iestadi.

Sis readents satur sastavdalas, kas klasificetas, ka noradits talak esosaja
tabula saskana ar Regulu (EK) Nr. 1272/2008

Apdraudejums Kods Bistamibas pazinojums

H316 | Izraisa vieglu adas kairingjumu
H400 Loti toksisks Udens organismiem

Lietosanas instrukcija:

Hrogéna komplekta readenti ir optimizéti lietosanai ar Biocare antivielam un
paligreagentiem. Ieteiktos lietoSanas protokolus un nosacijumus skatiet
primaro antivielu un citu paligreadentu lietoSanas instrukcijas. Inkubacijas
laiki un temperatiiras mainisies atkariba no konkréta antivielu protokola.

Izmantojot automatizétu krasoSanas instrumentu, skatiet konkréta
instrumenta lietotaja rokasgramatu un lietoSanas instrukcijas darbibas
parametriem.

Visparéjas procediras darbibas IHC veikSanai:

1. Hrogéns: inkub&jiet 5 mindtes RT ar Biocare DAB

2. DAB Sparkle: uzklajiet 4 pilienus DAB Sparkle uz DAB iekrasotajiem audiem.
Inkubé 1 mindti. Noskalo ar dejonizétu tdeni.

3. Pretkrasojums: pretkrasojums ar hematoksilinu. Noskalo ar dejonizétu
tdeni. Uzklajiet Tacha's Bluing Solution 1 mindti. Noskalo ar dejonizétu tdeni.

Kvalitates kontrole:

Skatiet CLSI kvalitates standartus iminhistokimijas testu izstradei un
ieviesanai; Apstiprinats vadliniju otrais izdevums (I/LA28-A2) CLSI Wayne,
PA USA (www.clsi.org). 2011. gads

Pozitiva audu kontrole:

Aré&jiem pozitivas kontroles materialiem jabiit svaigiem paraugiem, kas fikséti,
apstradati un péc iesp€jas atrak jaievieto tada pasa veida ka pacienta
paraugs(-i). Pozitiva audu kontrole liecina par pareizi sagatavotiem audiem
un pareizam krasoSanas metodém. Katra krasosanas cikla jaieklauj viena
pozitiva aréja audu kontrole katrai testa apstakju kopai.

Aré&jiem pozitivas kontroles materialiem izmantotie audi jaizvélas no pacientu
paraugiem ar labi raksturotu zemu pozitivas mérka aktivitates limeni, kas
rada vaju pozitivu krasojumu. Zemais pozitivitates limenis aré&jam pozitivajam
kontrolém ir izstradats ta, lai nodrosinatu smalku primaro antivielu jutibas
izmainu noteikSanu no nestabilitates vai problémam ar IHC metodologiju.
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Tirdznieciba pieejamie audu kontroles priekSmetstiklini vai paraugi, kas
apstradati atSkirigi no pacienta parauga(-iem), apstiprina tikai reagenta
darbibu un neparbauda audu sagatavosanu.

Zinamas pozitivas audu kontroles ir jaizmanto tikai apstradato audu un testa
readentu pareizas darbibas uzraudzibai, nevis ka paliglidzeklis konkrétas
pacienta paraugu diagnozes formuléSana. Ja pozitivas audu kontroles
neizdodas uzradit pozitivu iekraso$anos, testa paraugu rezultati jauzskata par
nederigiem.

Negativo audu kontrole:

Katra krasoSanas cikla izmantojiet negativu audu kontroli, kas fikséta,
apstradata un iegulta identiski pacienta paraugam(-iem), lai parbauditu IHC
primaras antivielas specifiskumu. mérka antigéna demonstréSana un sniegt
noradi par specifisku fona krasojumu (viltus pozitiva krasosana). Ari dazadu
stinu tipu dazadiba, kas atrodas lielakaja dala audu sekciju, var Laboratorija
izmantos ka iekS€jas negativas kontroles vietas, lai parbauditu IHC darbibu
specifikacijas. Paraugu veidi un avoti, ko var izmantot negativiem audiem
vadiklas ir uzskaititas sadala Veiktsp&jas raksturlielumi.

Ja negativaja audu kontrolé notiek specifiska iekrasosanas (viltus pozitiva
iekrasoSanas), pacienta paraugu rezultati jauzskata par nederigiem.

Nespecifiska negativa reagenta kontrole:

Primaras antivielas vieta izmantojiet nespecifisku negativu reagenta kontroli
ar katra pacienta parauga dalu, lai novértétu nespecifisko krasosanos un
lauj labak interpretét specifisko krasojumu antigéna vieta. Ideala gadijuma
negativa reagenta kontrole satur antivielu, kas raZota un sagatavota (t.i.,
atSkaidita Iidz tadai paSai koncentracijai, izmantojot to pasu Skidinataju)
lietoSanai tada pasa veida ka primara antiviela, bet tai nav specifiskas
reaktivitates ar cilvéka audiem taja pasa matrica/skiduma ka primarajai
antivielai. . Atskaiditaju vienu pasu var izmantot ka mazak vélamo alternativu
iepriek$ aprakstitajam negativajam readentu kontrolém. Negativa reagenta
kontroles inkubacijas periodam jaatbilst primaras antivielas inkubacijas
periodam.

Ja serijveida sekcijas tiek izmantoti vairaku antivielu paneli, viena
priekSmetstiklina  negativi  iekrasotie  apgabali var kalpot ka
negativa/nespecifiska saistiSanas fona kontrole citam antivielam. Lai atskirtu
endogéno enzimu aktivitati vai nespecifisku enzimu saistisanos no specifiskas
imianreaktivitates, papildu pacienta audus var iekrasot tikai ar substrata-
hromogéna vai enzimu kompleksiem (PAP, avidins-biotins, streptavidins) un
substrata-hromogénu, attiecigi.

Testa parbaude:

Pirms antivielas vai krasosanas sistémas sakotn&jas izmantosanas
diagnostikas proceddra, lietotajam japarbauda antivielas specifika,
parbaudot to uz vairakiem iekS&jiem audiem ar zinamiem iminhistokimiskas
veiktspgjas raksturlielumiem, kas atspogujo zinamus pozitivus un negativus
audus. Skatiet kvalitates kontroles procediras, kas ieprieks aprakstitas Saja
produkta ievietojuma sadala, un KLP sertifikacijas programmas kvalitates
kontroles ieteikumus.r imdnhistokimijai un/vai NCCLS IHC vadIlinijam:. Sis
kvalitates kontroles procediras jaatkarto katrai jaunai antivielu partijai vai
ikreiz, kad notiek izmainas testa parametros. Testa parbaudei ir pieméroti
audi, kas noraditi sadala Veiktspé&jas raksturojums.
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Problému novérsana:
Ievérojiet antivielu specifiska protokola ieteikumus saskana ar sniegto datu
lapu. Ja rodas netipiski rezultati, sazinieties ar Biocare tehnisko atbalstu pa
talruni 1-800-542-2002.

Krasosanas interpretacija:

DAB Sparkle rada pastiprinatu briinas krasas reakciju antigéna vietas, ko
lokalizé primara antiviela. Pirms pacienta rezultatu interpretacijas
kvalificetam patologam ir janovérté kontroles iekrasosanas. Negativas
kontroles tiek novértétas un salidzinatas ar iekrasotajiem priekSmetstikliniem,
lai nodrosinatu, ka novérota iekrasosanas nav nespecifiskas mijiedarbibas
rezultats.

Pozitiva audu kontrole:

Vispirms ir japarbauda pozitiva audu kontrole, kas iekrasota ar noradito
antivielu, lai parliecinatos, ka visi reagenti darbojas pareizi. Atbilstosa mérka
stnu krasosana (ka noradits ieprieks) liecina par pozitivu reaktivitati. Ja
pozitivas audu kontroles neizdodas uzradit pozitivu iekrasosanos, visi testa
paraugu rezultati jauzskata par nederigiem.

Reakcijas produkta krasa var atskirties atkariba no izmantotajiem substrata
hromogéniem. Paredzamas krasu reakcijas skatiet substrata iepakojuma
lappusés. Turklat metahromaziju var novérot krasosanas metodes
Ja tiek izmantots pretkrasojums, atkariba no inkubacijas ilguma un izmantota
pretkrasojuma stipruma, pretkrasoSana izraisis Stnu kodolu krasojumu.
Parmériga vai nepilniga pretkrasoSana var apdraudét pareizu rezultatu
interpretaciju. Skatiet protokolu(-s), lai uzzinatu par ieteicamo pretkrasosanu.

Negativo audu kontrole:

Negativa audu kontrole japarbauda péc pozitivas audu kontroles, lai
parbauditu primaras antivielas mérka antigéna markéSanas specifiku.
Specifiskas iekrasosanas trikums negativaja audu kontrolé apstiprina
antivielu krusteniskas reaktivitates trikumu pret Sinam/stinu komponentiem.
Ja negativa aréja audu kontrolé notiek specifiska iekrasosanas (viltus pozitiva
iekrasosanas), pacienta parauga rezultati jauzskata par nederigiem.

Nespecifiska kraso$ana, ja tada ir, parasti ir izkliedéta. Sporadisku saistaudu
iekrasoSanos var novérot ari sekcijas no parmérigi formalina fiksétiem
audiem. KrasoSanas rezultatu interpretacijai izmantojiet neskartas Stnas.
Nekrotiskas vai degenerétas stinas bieZi krasojas nespecifiski.

Pacienta audi:

Parbaudiet pacientu paraugus, kas iekrasoti ar noraditajam antivielam
PEédgEjais. Pozitiva krasoSanas intensitate janovérté saistiba ar jebkuru
nespecifisku negativa reagenta kontroles fona krasojumu. Tapat k3 ar
jebkuru imtnhistokimisko testu, negativs rezultats nozime, ka antigéns nav
konstatéts, nevis antigéna nebija parbauditajas Sinas/audiem. Ja
nepiecieSams, izmantojiet antivielu paneli, lai identificétu viltus negativas
reakcijas.

Lai iegltu specifisku informaciju par noradito antivielu iminreaktivitati,
skatiet kopsavilkumu un skaidrojumu, ierobezojumus un veiktsp&jas
raksturlielumus.

Ierobezojumi:

Visparigi ierobezojumi:

1. PriekSin vitro diagnostikas (IVD) lietoSana

2. Sis produkts ir paredzéts tikai profesionalai lietosanai: Iminhistokimija
ir daudzpakapju diagnostikas process, kas sastav no specializétas
apmacibas atbilstosu reagentu izvélg; audu atlase, fiksacija un apstrade;
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IHC priekSmetstiklina sagatavosana; un krasoSanas rezultatu
interpretacija.

3. LietoSanai tikai pec arsta receptes. (tikai Rx)

4. Audu krasosana ir atkariga no audu apstrades un apstrades pirms
krasoSanas. Nepareiza fiksacija, sasaldéSana, atkausésana, mazgasana,
Zavesana, karsésana, sadaliSana vai piesarnosana ar citiem audiem vai
skidrumiem var radit artefaktus, antivielu slazdosanu vai Vviltus
negativus rezultatus. Nekonsekventi rezultati var bat fiksacijas un
iegulSanas metozu atskiribu dé) vai audos raksturigu nelidzenumu dgl.«

5. Parmeériga vai nepilniga pretkrasosana var apdraudét pareizu rezultatu
interpretaciju.

6. Jebkuras pozitivas vai negativas iekrasoSanas kliniska interpretacija
janoverte kliniska attéla, morfolodijas un citu histopatologisku kritériju
konteksta. Jebkuras pozitivas vai negativas iekrasosanas kliniska
interpretacija japapildina ar morfologiskiem pétijumiem, izmantojot
atbilstosus pozitivos un negativos iekS&jos un aréjos kontroles testus,
ka ari citus diagnostikas testus. Kvalificéts patologs, kurs ir iepazinies
ar pareizu IHC antivielu, readentu un metozu lietosanu, ir atbildigs, lai
interpretétu visas darbibas, kas izmantotas, lai sagatavotu un
interpretétu galigo IHC preparatu.

7. Optimalie protokoli konkrétai lietojumprogrammai var atskirties. Tie
ietver (bet ne tikai) fiksaciju, siltuma iegtisanas metodi, inkubacijas
laikus, antivielu atSkaidiSanu, audu sekcijas biezumu un izmantoto
noteikSanas komplektu. Ieteiktos lietosanas protokolus un nosacijumus
skatiet primaro antivielu un citu paligreadentu lietoSanas instrukcijas.
Datu lapas ieteikumi un protokoli ir balstiti uz ekskluzivu Biocare
produktu izmantosanu. Galu gala pétnieka pienakums ir noteikt
optimalos apstak]us.

8.  Sis produkts nav paredzéts izmantosanai pllismas citometrija. Plismas
citometrijas veiktsp€jas raksturlielumi nav noteikti.

9. Audos no personam, kas inficétas ar B hepatita virusu un satur B
hepatita virsmas antigénu (HBsAg), var bt nespecifiska iekrasosanas
ar marrutku peroksidazi.«

10. Readenti var paradit negaiditas reakcijas ieprieks neparbauditos audos.
Negaiditu reakciju iesp€jamibu pat parbauditajas audu grupas nevar
pilniba novérst antigénu ekspresijas biologiskas variabilitates dél
jaunveidojumos vai citos patologiskos audos.:s Sazinieties ar Biocare
tehnisko atbalstu pa talruni 1-800-542-2002 vai izmantojot tehniska
atbalsta informaciju, kas sniegta vietné biocare.net, noradot
dokumentétu neparedzétu reakciju.

11. Normali/neimilnie serumi no ta pasa dzivnieku izcelsmes avota ka
sekundarie antiserumi, ko izmanto blokéSanas posmos, var izraisit
kludaini negativus vai klldaini pozitivus rezultatus autoantivielu vai
dabisko antivielu dé.

12. Kludaini pozitivus rezultatus var redzet proteinu vai substrata reakcijas
produktu neimunologiskas saistiSanas del. Tos var izraisit ari
pseidoperoksidazes aktivitate (eritrociti), endogéna peroksidazes
aktivitate (citohroms C) vai endogéns biotins (pieméram, aknas, kriits,
smadzenes, nieres) atkariba no izmantota imunkrasojuma veida.:

13. Negativs rezultats nozimg, ka antigéns netika atklats, nevis to, ka
parbauditajas $tinas vai audos antigéna nebija.

Produkta specifiskie ierobezojumi:
Nav papildu produktu specifisku ierobeZojumu.

Veiktspéjas raksturojums:

KrasoSana tika veikta, izmantojot protokolus, kas sniegti antivielu
specifiskajas lietoSanas instrukcijas vai ka noradits. Krasosanas jutigums un
specifiskums tika novértéts dazados normalos un neoplastiskos audu veidos,
kas tika novértéti primaro antivielu veidosanas laika.

Reproducéjamiba:

Biocare DAB Sparkle reproducgjamiba tiek parbaudita, veicot vidgjas
precizitates mérijumu, kura dazadas readentu partijas tika parbauditas ilgaka
laika perioda, izmantojot dazadus operatorus, analitikus, reagentu partijas,
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audu paraugus un aprikojumu. Katram reagentam ieglita krasoSana bija
konsekventa un tika veikta, ka paredzéts.

Problému novérsana:

1. PriekSmetstiklini nav iekrasoti — parbaudiet, lai noteiktu, vai ir izmantoti
atbilstosi pozitivas kontroles audi, antivielas un noteikSanas produkti.
Parbaudiet, vai vaska nonemsana vai pirmapstrade nav veikta pilniba
vai nepareizi.

2. Vaja visu priekSmetstiklinu krasosana — parbaudiet, lai noteiktu, vai ir
izmantoti atbilstosi pozitivas kontroles audi, antivielas un noteikSanas
produkti.

3. Parmeérigs visu priekSmetstiklinu fons — var bit augsts endogéna
biotina limenis (ja izmanto noteikSanas produktus uz biotina bazes),
endogéna HRP aktivitate, kas parvers hromogénu krasaina
galaprodukta (izmantojiet peroksidazes bloku) vai parmériga
nespecifiska proteina mijiedarbiba (izmantojiet proteinu). blokadi,
pieméram, blokgjoss skidums uz seruma vai kazeina bazes).

4. Audu sekcijas nomazga priekSmetstiklinus inkubacijas laika -
parbaudiet priekSmetstiklinus, lai parliecinatos, ka tie ir pozitivi uzladéti.

5. IpaSa kraso3anas ir parak tumsa — parbaudiet protokolu, lai noteiktu,
vai priekSmetstikliniem ir piemérots pareizs antivielu titrs, ka ari pareizu
visu reagentu inkubacijas laiku. Turklat parliecinieties, ka protokola ir
pietieckami daudz mazgasanas solu, lai péc inkubacijas darbibu
pabeigSanas nonemtu liekos reagentus.
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3. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988: Final Rule, 57 FR

7163, February 28, 1992.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL
Paskirtis:

Délin vitro Diagnostinis naudojimas

DAB Sparkle skirtas naudoti rankinio imunohistochemijos (IHC) daZymo
protokoluose, siekiant pagerinti formalinu fiksuoty, parafino jterpty (FFPE)
audiniy dazyma, kai naudojamas kartu su atitinkama HRP aptikimo sistema
ir pirminiais antiknais. Klinikinj bet kokio dazymo ar jo nebuvimo aiskinima
turéty papildyti morfologiniai tyrimai ir tinkama kontrolé, o kvalifikuotas
patologas turi jvertinti paciento klinikine istorija ir kitus diagnostinius tyrimus.

Santrauka ir paaiskinimas:
DAB Sparkle yra specialiai sukurtas naudoti pagerinantis tirpalas, padidinantis
DAB dazyty audiniy jautruma ir kontrasta.

Procediiros principas:

Sis reagentas, naudojamas IHC tiriant FFPE audiniy pjlvius, leidZia geriau
vizualizuoti antigenus nuosekliai naudojant specifinis antiklinas pries
antigeng (pirminis antikiinas), antrinis antiklinas prieS pirminj antikiing
(neprivalomas antiktinas/zondas), fermenty kompleksas ir chromogeninis
substratas su tarpinémis plovimo etapais. Dél fermentinio chromogeno
aktyvavimo antigeno vietoje susidaro matomas reakcijos produktas. Tada
méginys gali biti nudaZytas ir padengtas dangteliu. Rezultatai
interpretuojami naudojant lempute mikroskopu ir pagalba diferencinei
patofiziologiniy procesy diagnostikai, kurie gali arba gali biti nesusije su
konkreCiu antigenu.

MedZiagos ir metodai:

Pateikiami reagentai:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1 x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Atskiedimas, maiSymas, skiedimas, titravimas:

DAB Sparkle reagentas yra optimizuotas ir paruostas naudoti su Biocare
antiklinais ir pagalbiniais reagentais. Atskiesti, maisyti, skiesti ar titruoti
nereikia.

Zinomos programos:
Imunohistochemija (formalinu fiksuoti audiniai, jterpti j parafing)

Tiekiama kaip:
0,5% vario sulfato pentahidrato tirpalas. Daugiau informacijos rasite saugos
duomeny lape.

Reikalingos, bet nepateiktos medziagos ir reagentai:

Mikroskopo stikleliai, teigiamai jkrauti

Teigiama ir neigiama audiniy kontrolé

Desert Chamber* arba panasi dziovinimo krosnelé (neprivaloma)
Ksilenas arba ksileno pakaitalas

Etanolis arba alkoholio reagentas
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UzZsikim$imo kamera* arba panasus greitpuodis (pasirinktinai)
Dejonizuotas arba distiliuotas vanduo

plovimo buferis*

Pirminio apdorojimo reagentai* (neprivaloma)
Virskinimas fermentais* (neprivaloma)
Peroksidazés blokas* (neprivaloma)

Baltymy blokas* (neprivaloma)

Pirminis antikiinas*

Neigiami kontroliniai reagentai*

aptikimo rinkiniai*

Hematoksilinas* (prieZastis)

melynumo reagentas*

Montavimo terpé*

Dengiamasis stiklas

Sviesos mikroskopas (40-400X padidinimas)

* Biocare medicinos produktai: informacijos apie katalogy numerius ir
uzsakymus rasite Biocare Medical svetainéje http://biocare.net. Tam tikri
auksciau iSvardyti reagentai yra pagristi specifine panaudojimo ir aptikimo
sistema.

Sandéliavimas ir stabilumas:

Laikyti kambario temperaturoje (RT). Laikant tokiomis salygomis, produktas
yra stabilus iki galiojimo datos, nurodytos ant buteliuko etiketés. Nenaudoti
pasibaigus tinkamumo laikui. Turi biti patikrintas saugojimas bet kokiomis
kitokiomis salygomis nei nurodytos. Biocare nenustaté vartotojo praskiesto
reagento stabilumo.

Teigiamas ir neigiamas kontrolé turi biti atliekama vienu metu su visais
paciento méginiais. Jei pastebimas netikétas dazymas, kurio negalima
paaiskinti laboratoriniy procedary skirtumais, ir jtariate antikGiny problema,
susisiekite su Biocare techninés pagalbos tarnyba telefonu 1-800-542-2002
arba per techninés pagalbos informacija, pateiktg biocare.net.

Méginio paruosimas:

Formalinu fiksuoti audiniai tinkami naudoti pries jterpiant j parafing. Kauliniai
audiniai turi blti nukalkinti prie$ audiniy apdorojimg, kad bty lengviau
nupjauti audinj ir nepazeisti mikrotomo asmeny.:2

Tinkamai fiksuoti ir jterpti audiniai, iSreiskiantys nurodytg antigeno taikinj,
turi buti laikomi vésioje vietoje. 1988 m. Klinikiniy laboratorijy tobulinimo
jstatymas (CLIA) reikalauja 42 CFR8493.1259(b), kad ,Laboratorija turi
saugoti beicuotus stiklelius maziausiai deSimt mety nuo istirti ir saugoti
méginiy blokus maZziausiai dvejus metus nuo tyrimo datos.:

Audiniy gydymas prie$ daZzyma:

Atlikite Silumos sukeltg epitopy paieskg (HIER) pagal toliau pateiktg
rekomenduojamg protokolg. Irodyta, kad jprastas HIER naudojimas pries IHC
sumazina nenuosekluma ir standartizuoja dazyma.+s

Ispéjimas ir atsargumo priemonés:

1. DAB Sparkle sudétyje yra vario sulfato pentahidrato. Déveékite pirstines,
apsauginius drabuzius ir imkités pagrjsty atsargumo priemoniy dirbdami, nes
DAB Sparkle yra klasifikuojamas kaip dirginantis ir gali sukelti odos jautrinima.
Vengti patekimo j akis, odq ir gleivines.

2. Zmoniy arba gyvuninés kilmés medziagas tvarkykite kaip potencialiai
biologiskai pavojingas ir Salinkite tokias medziagas laikydamiesi tinkamy
atsargumo priemoniy. Poveikio atveju laikykités atsakingy institucijy, kuriose
naudojamas, sveikatos nurodymuy.s’

3. Méginiai pries ir po fiksavimo bei visos su jais paveiktos medziagos turi
biti tvarkomos taip, lyg galéty perduoti infekcijg, ir sunaikintos laikantis
tinkamy atsargumo priemoniy. Niekada nepilkite reagenty pipete per burng
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ir venkite reagenty bei méginiy salycio su oda ir gleivinémis. Jei reagentai ar
meginiai pateko j jautrias vietas, nuplaukite dideliu kiekiu vandens.s

4. Mikrobinis reagenty uzterStumas gali padidinti nespecifinj dazyma.

5. Kitos nei nurodytos inkubacijos trukmés arba temperatiros rezultatai gali
duoti klaidingus rezultatus. Vartotojas turi patvirtinti visus tokius pakeitimus.
6. Nenaudokite reagento pasibaigus tinkamumo laikui, nurodytam ant
buteliuko.

7. Mikropolimero aptikimo rinkinio reagentas (-ai) yra optimizuotas (-i) ir
paruoStas naudoti su Biocare antikiinais ir pagalbiniais reagentais.
Rekomenduojamus protokolus ir naudojimo salygas Zr. pirminio antikino ir
kity pagalbiniy reagenty naudojimo instrukcijose.

8. Laikykités vietiniy ir (arba) valstybiniy institucijy reikalavimy dél Salinimo
budy.

9. SDS galima gauti paprasius ir jis yra adresuhttp://biocare.net.

10. Praneskite apie visus rimtus incidentus, susijusius su Siuo prietaisu,
susisieke su vietiniu Biocare atstovu ir atitinkama valstybés narés arba Salies,
kurioje yra naudotojas, kompetentinga institucija.

Siame reagente yra komponenty, klasifikuojamy kaip nurodyta toliau
esancioje lenteléje pagal Reglamentg (EB) Nr. 1272/2008

Pavojus Kodas Pareiskimas apie pavojy

H316 Sukelia lengva odos dirginima
H400 | Labai toksiska vandens organizmams

Naudojimo instrukcijos:

Chromogeno rinkinio reagentai yra optimizuoti naudoti su Biocare antikunais
ir pagalbiniais reagentais. Rekomenduojamus protokolus ir naudojimo
salygas zr. pirminio antikino ir kity pagalbiniy reagenty naudojimo
instrukcijose. Inkubavimo laikas ir temperatira skirsis priklausomai nuo
konkretaus antikiny protokolo, kurio laikomasi.

Naudodami automatizuotg dazymo instrumentg, skaitykite konkretaus
prietaiso naudotojo vadova ir naudojimo parametrus.

Bendrieji IHC atlikimo procediiriniai veiksmai:

1. Chromogenas: inkubuokite 5 minutes kambario temperatiroje su Biocare
DAB

2. DAB Sparkle: uZlasinkite 4 laSus DAB Sparkle ant DAB nudazyto audinio.
Inkubuokite 1 minute. Nuplaukite dejonizuotu vandeniu.

3. PrieSdazas: prieSdazis su hematoksilinu. Nuplaukite dejonizuotu vandeniu.
1 minute uZtepkite Tacha's Bluing tirpalo. Nuplaukite dejonizuotu vandeniu.

Kokybés kontrolé:

Zr. CLSI Imunohistocheminiy tyrimy projektavimo ir jgyvendinimo kokybés
standartus; Patvirtintas gairiy antrasis leidimas (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA
JAV (www.clsi.org). 2011 me

Teigiama audiniy kontrolé:

ISorinés teigiamos kontrolés medziagos turi biti kuo greiciau uZzfiksuoti,
apdoroti ir jterpti SvieZi méginiai tokiu pat blidu kaip ir paciento méginys (-
iai). Teigiamas audiniy kontrolé rodo tinkamai paruostus audinius ir tinkamus
dazymo biidus. ] kiekvieng dazymo eigg turéty bditi jtraukta viena teigiama
iSorinio audinio kontrolé kiekvienam tyrimo salygy rinkiniui.

Audiniai, naudojami iSorinéms teigiamoms kontrolinéms medziagoms, turéty
biiti parenkami i$ pacienty méginiy, kuriy teigiamas tikslinis aktyvumas yra
Zemas, o tai suteikia silpng teigiamg dazyma. Zemas teigiamumo lygis

d Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553

[w] C€

iSorinéms teigiamoms kontroléms yra sukurtas taip, kad blty galima aptikti
subtilius pirminio antik@ino jautrumo pokycius dél nestabilumo ar problemy,
susijusiy su IHC metodika. Parduodamos audiniy kontrolinés skaidrés arba
meginiai, apdoroti kitaip nei paciento meginys (-iai), patvirtina tik reagento
veikimg ir netikrina audiniy paruosimo.

Zinomos teigiamos audiniy kontrolés priemonés turéty buti naudojamos tik
norint stebéti tinkama apdoroty audiniy ir tiriamyjy reagenty veikima, o ne
kaip pagalbiné priemoné nustatant konkrecig paciento meéginiy diagnoze. Jei
teigiami audiniy kontroliniai méginiai neparodo teigiamo daZzymosi, bandiniy
rezultatai turéty bati laikomi negaliojanciais.

Neigiamy audiniy kontrolé:

Kiekvieng dazymo cikla naudokite neigiamg audiniy kontrole, fiksuotg,
apdorotg ir jterpty identiSkai paciento méginiui (-iams), kad patikrintuméte
IHC pirminio antikiino specifiSkuma. tikslinio antigeno demonstravimas ir
specifinio fono dazymo pozymis (klaidingai teigiamas daZymas). Be to,
daugumoje audiniy sekcijy gali buti jvairiy tipy lasteliy Laboratorijos gali
naudoti kaip vidines neigiamos kontrolés vietas, kad patikrinty IHC veikima
specifikacijas. Méginiy, kurie gali bati naudojami neigiamiems audiniams,
tipai ir Saltiniai valdikliai iSvardyti skyriuje Veikimo charakteristikos.

Jei neigiamy audiniy kontroléje atsiranda specifinis dazymas (klaidingai
teigiamas dazymas), paciento méginiy rezultatai turéty bdti laikomi
negaliojanciais.

Nespecifiné neigiamo reagento kontrolé:

Vietoj pirminio antikiino naudokite nespecifinio neigiamo reagento kontrole
su kiekvieno paciento méginio dalimi, kad jvertintuméte nespecifinj dazymasi
ir

leidZia geriau interpretuoti specifinj dazymasi antigeno vietoje. Idealiu atveju
neigiama reagento kontrole sudaro antikiinas, pagamintas ir paruostas (t. y.
atskiestas iki tos pacios koncentracijos naudojant tg patj skiediklj), skirtas
naudoti taip pat, kaip ir pirminis antikiinas, bet neturi specifinio reaktyvumo
su Zmogaus audiniais toje pacioje matricoje / tirpale kaip ir pirminis
antikiinas. . Vien tik skiediklis gali biti naudojamas kaip maZziau pageidautina
anksCiau aprasyty neigiamy reagenty kontrolés alternatyva. Neigiamo
reagento kontrolés inkubacinis laikotarpis turi atitikti pirminio antikiino
inkubacinj laikotarpj.

Kai serijiniuose pjlviuose naudojamos keliy antikiiny plokstés, vieno stiklelio
neigiamai nusidaZiusios sritys gali biiti neigiamos / nespecifinés kity antikiiny
suriS$imo fono kontrolé. Norint atskirti endogeninj fermenty aktyvumag arba
nespecifinj fermenty prisijungimg nuo specifinio imunoreaktyvumo,
papildomi paciento audiniai gali biti nudazyti tik atitinkamai substrato-
chromogeno arba fermenty kompleksais (PAP, avidino-biotino, streptavidino)
ir substrato-chromogenu.

Tyrimo patvirtinimas:

Prie§ pradédamas naudoti antikiing arba dazymo sistemg diagnostikos
procediiroje, vartotojas turéty patikrinti  antikino  specifiSkuma,
iSbandydamas jj su keletu vidiniy audiniy su  Zinomomis
imunohistocheminémis charakgeristikomis, atitinkanciomis  Zinomus
teigiamus ir neigiamus audinius. Zr. kokybés kontrolés procediras, anksCiau
apradytas Siame gaminio informacinio lapelio skyriuje, ir BZUP sertifikavimo
programos kokybés kontrolés rekomendacijas.» imunohistochemijai ir (arba)
NCCLS IHC gairéms:. Sios kokybés kontrolés procediiros turi biiti kartojamos
kiekvienai naujai antikliny partijai arba kiekvieng karta, kai pasikeicia tyrimo
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parametrai. Audiniai, iSvardyti skyriuje Veikimo charakteristikos, yra tinkami
tyrimo patikrinimui.

Problemy sprendimas:

Laikykités specifiniy antikiiny protokolo rekomendacijy pagal pateikta
duomeny lapa. Jei atsiranda netipiniy rezultaty, susisiekite su Biocare
technine pagalba telefonu 1-800-542-2002.

Dazymo aiskinimas:

DAB Sparkle sukuria sustiprintg rudos spalvos reakcijg antigeno vietose,
lokalizuotose pirminio antikiino. Prie$ interpretuodamas paciento rezultatus,
kontroliniy méginiy dazyma turi jvertinti kvalifikuotas patologas. Neigiamos
kontrolinés medziagos jvertinamos ir palyginamos su nudazytomis stiklelémis,
siekiant uztikrinti, kad pastebétas daZymas néra nespecifinés sgveikos
rezultatas.

Teigiama audiniy kontrolé:

Pirmiausia reikia istirti teigiama audiniy kontrole, nudazytg nurodytu antikinu,
siekiant jsitikinti, kad visi reagentai veikia tinkamai. Tinkamas tiksliniy lasteliy
dazymas (kaip nurodyta auksCiau) rodo teigiamg reaktyvuma. Jei teigiami
audiniy kontroliniai méginiai neparodo teigiamo dazymosi, visi bandiniy
rezultatai turéty bati laikomi negaliojandiais.

Reakcijos produkto spalva gali skirtis priklausomai nuo naudojamy substrato
chromogeny. Numatytas spalvy reakcijas Zr. pagrindo pakuotés lapeliuose.
Be to, metachromazija gali biiti stebima dazymo metodo variantuose.:

Kai naudojamas kontrastinis dazymas, priklausomai nuo inkubacijos trukmés
ir naudojamo priesinio daZzymo stiprumo, prieSdazymas sukels lgsteliy
branduoliy spalva. Pernelyg didelis arba neiSsamus daZymas gali pakenkti
tinkamam rezultaty interpretavimui. Zr. protokola (-us) dél rekomenduojamo
priesdazo.

Neigiamy audiniy kontrolé:

Neigiama audiniy kontrolé turéty bti istirta po teigiamos audiniy kontrolés,
siekiant patikrinti tikslinio antigeno Zyméjimo pirminiu antiklinu specifiskuma.
Specifinio dazymo nebuvimas neigiamoje audiniy kontroléje patvirtina
antikiiny kryZminio reaktyvumo su lastelémis / lasteliy komponentais
nebuvima. Jei neigiamo iSorinio audinio kontroléje atsiranda specifinis
dazymas (klaidingai teigiamas dazymas), paciento méginio rezultatai turéty
biti laikomi negaliojanciais.

Nespecifinis dazymas, jei yra, paprastai turi difuzinj vaizdg. Sporadinis
jungiamojo audinio dazymas taip pat gali biti stebimas pjlviuose i$ pernelyg
formalino fiksuoty audiniy. Dazymo rezultatams interpretuoti naudokite
nepazeistas lgsteles. Nekrotinés arba iSsigimusios lgstelés daznai nusidazo
nespecifiskai.

Paciento audiniai:

IStirkite paciento méginius, nudazytus nurodytais antikiinais paskutinis.
Teigiamas dazymo intensyvumas turéty biti vertinamas atsizvelgiant j bet
kokj nespecifinj neigiamo reagento kontrolés foninj dazyma. Kaip ir bet kurio
imunohistocheminio tyrimo atveju, neigiamas rezultatas reiskia, kad
antigenas nebuvo aptiktas, o ne tai, kad antigeno nebuvo tiriamose lastelése
/ audiniuose. Jei reikia, naudokite antikiny grupe, kad nustatytuméte
klaidingai neigiamas reakcijas.

Konkrecios informacijos apie nurodytg antikiiny imunoreaktyvumg Zr.
Santrauka ir paaiskinimas, Apribojimai ir Veikimo charakteristikos.
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Apribojimai:

Bendrieji apribojimai:

1. Deélin vitro diagnostikos (IVD) naudojimas

2. Sis gaminys skirtas tik profesionaliam naudojimui: Imunohistochemija
yra daugiapakopis diagnostikos procesas, kurj sudaro specializuoti
mokymai parinkti tinkamus reagentus; audiniy parinkimas, fiksavimas
ir apdorojimas; IHC stiklelio paruoSimas; ir dazymo rezultaty
interpretavimas.

3. Vartoti tik pagal gydytojo recepta. (tik Rx)

4. Audiniy dazymas priklauso nuo audinio tvarkymo ir apdorojimo pries
dazyma. Netinkamas fiksavimas, uzSaldymas, atSildymas, plovimas,
dziovinimas, kaitinimas, pjaustymas arba uZztersimas kitais audiniais ar
skyscCiais gali sukelti artefaktus, antikliny jstrigimg arba klaidingai
neigiamus rezultatus. Nenuoseklis rezultatai gali atsirasti dél fiksavimo
ir jterpimo metody skirtumy arba dél jgimty audiniy nelygumy.=

5. Pernelyg didelis arba neiSsamus dazymas gali pakenkti tinkamam
rezultaty interpretavimui.

6. Kilinikinis bet kokio teigiamo ar neigiamo dazymo aiskinimas turi bati
jvertintas atsizvelgiant | Klinikinj vaizda, morfologijg ir kitus
histopatologinius kriterijus. Klinikinis bet kokio teigiamo ar neigiamo
dazymo aiskinimas turéty biti papildytas morfologiniais tyrimais,
naudojant tinkama teigiama ir neigiama vidine ir iSorine kontrole, taip
pat kitus diagnostinius tyrimus. Kvalifikuotas patologas, susipazines su
tinkamu IHC antikiiny, reagenty ir metody naudojimu, yra atsakingas
uz visus veiksmus, naudojamus ruosiant ir interpretuojant galutinj IHC
preparata.

7.  Optimalis konkrecios programos protokolai gali skirtis. Tai apima, bet
tuo neapsiribojant, fiksavimg, Silumos atgavimo metodg, inkubacijos
laikg, antikiiny skiedimg, audinio pjivio storj ir naudojamg aptikimo
rinkinj. Rekomenduojamus protokolus ir naudojimo salygas Zr. pirminio
antikano ir kity pagalbiniy reagenty naudojimo instrukcijose. Duomeny
lapo rekomendacijos ir protokolai yra pagristi iSskirtiniu Biocare
produkty naudojimu. Galiausiai tyréjas turi nustatyti optimalias salygas.

8. Sis produktas néra skirtas naudoti srauto citometrijoje. Srauto
citometrijos veikimo charakteristikos nenustatytos.

9.  Asmeny, uzsikrétusiy hepatito B virusu ir turinciy hepatito B pavirSiaus
antigeno (HBsAg), audiniai gali biiti nespecifiniai krieny peroksidaze.

10. Reagentai gali parodyti netikétas reakcijas anksCiau nepatikrintuose
audiniuose. Netikéty reakcijy galimybés net tirtose audiniy grupése
negali biti visiSkai pasalintos dél biologinio antigeno ekspresijos
neoplazmy ar kity patologiniy audiniy kintamumo.= Susisiekite su
Biocare technine pagalba telefonu 1-800-542-2002 arba per techninés
pagalbos informacija, pateikta biocare.net, ir pateikite dokumentuota (-
as) netikéta (-as) reakcijg (-as).

11. Normalls/neimuniniai serumai iS to paties gyvininio Saltinio kaip ir
antriniai antiserumai, naudojami blokavimo etapuose, dél autoantikiiny
arba naturaliy antikiiny gali sukelti klaidingai neigiamus arba klaidingai
teigiamus rezultatus.

12. Klaidingai teigiami rezultatai gali buti matomi dél neimunologinio
baltymy ar substrato reakcijos produkty prisijungimo. Juos taip pat gali
sukelti pseudoperoksidazés aktyvumas (eritrocitai), endogeninis
peroksidazeés aktyvumas (citochromas C) arba endogeninis biotinas
(pvz., kepenys, kritys, smegenys, inkstai), priklausomai nuo
naudojamos imuninés dazy rusies.»

13. Neigiamas rezultatas reiskia, kad antigenas nebuvo aptiktas, o ne tai,
kad antigeno nebuvo tiriamose Iastelése ar audiniuose.

Specifiniai gaminio apribojimai:
Jokiy papildomy specifiniy gaminio apribojimy.

Veikimo charakteristikos:
Dazymas buvo atliktas naudojant protokolus, pateiktus specifinése antikiiny
naudojimo instrukcijose arba kaip nurodyta. DaZymo jautrumas ir
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specifiskumas buvo jvertintas jvairiuose normaliy ir neoplastiniy audiniy
tipuose, jvertintuose pirminiy antikiiny susidarymo metu.

Atkuriamumas:

Biocare DAB Sparkle atkuriamumas patikrinamas iSmatuojant vidutinj
tikslumg, kai jvairios reagenty partijos buvo tiriamos ilgg laika, naudojant
jvairius operatorius, analitikus, reagenty partijas, audiniy méginius ir jranga.
Kiekvieno reagento dazymas buvo nuoseklus ir atliktas taip, kaip tikétasi.

Problemy sprendimas:

1. Jokiy stikleliy nesidazyta — Patikrinkite, ar buvo naudojami tinkami
teigiami  kontroliniai audiniai, antikinai ir aptikimo produktai.
Patikrinkite, ar vaskas paSalintas arba apdorotas nevisiSkai arba
netinkamai.

2. Silpnas visy stikleliy dazymas — Patikrinkite, ar buvo naudojami tinkami
teigiami kontroliniai audiniai, antiktinai ir aptikimo produktai.

3. Per didelis visy skaidriy fonas — gali biiti didelis endogeninio biotino
kiekis (jei naudojami biotino pagrindu pagaminti aptikimo produktai),
endogeninis HRP aktyvumas, paverciantis chromogeng spalvotu
galutiniu produktu (naudokite peroksidazés blokg) arba pertekliné
nespecifiné baltymy saveika (naudokite baltyma). blokuoti, pvz.,
serumo arba kazeino pagrindu pagamintg blokuojantj tirpalg).

4. Inkubacijos metu audiniy sekcijos nuplaunamos nuo stikleliy —
Patikrinkite stiklelius, kad jsitikintumeéte, jog jie yra teigiamai jkrauti.

5. Specifinis dazymas per tamsus - Patikrinkite protokolg, kad
nustatytumeéte, ar ant stiklelio buvo pritaikytas tinkamas antikiny titras,
taip pat tinkamas visy reagenty inkubacijos laikas. Be to, sitikinkite,
kad protokole yra pakankamai plovimo etapy, kad pasalintuméte
reagenty pertekliy po inkubacijos etapy.

Nuorodos:

1. Kiernan JA. Histological and Histochemical Methods: Theory and Practice.
New York: Pergamon Press 1981.

2. Sheehan DC and Hrapchak BB. Theory and Practice of Histotechnology.
St. Louis: C.V. Mosby Co. 1980.

3. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988: Final Rule, 57 FR

7163, February 28, 1992.

Shi S-R, Cote RJ, Taylor CR. J Histotechnol. 1999 Sep;22(3):177-92.

Taylor CR, et al. Biotech Histochem. 1996 Jan;71(5):263-70.

Occupational Safety and Health Standards: Occupational exposure to

hazardous chemicals in laboratories. (29 CFR Part 1910.1450). Fed.

Register.

7. Directive 2000/54/EC of the European Parliament and Council of 18
September 2000 on the protection of workers from risks related to
exposure to biological agents at work.

8. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Protection of
Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections; Approved
Guideline-Fourth Edition CLSI document M29-A4 Wayne, PA 2014.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Tiltenkt bruk:
Tilin vitro Diagnostisk bruk

DAB Sparkle er beregnet for bruk i manuelle immunhistokjemi (IHC)-
fargeprotokoller for forbedring av farging av formalinfiksert, parafininnstgpt
(FFPE) vev ndr det brukes sammen med det aktuelle HRP-
deteksjonssystemet og primaere antistoffer. Den kliniske tolkningen av
enhver farging eller dens fravaer bgr kompletteres med morfologiske studier
og riktige kontroller og bgr evalueres i sammenheng med pasientens kliniske
historie og andre diagnostiske tester av en kvalifisert patolog.

Sammendrag og forklaring:
DAB Sparkle er en spesialformulert klar-til-bruk forbedrende lgsning for & gke
fglsomheten og kontrasten til DAB-farget vev.

Prosedyreprinsipp:

N&r dette reagenset brukes i IHC-testing av FFPE-vevsseksjoner, muliggjer
det forbedret visualisering av antigener via sekvensiell pdfgring av en
spesifikt antistoff mot antigenet (primaert antistoff), et sekundaert antistoff
mot det primaere antistoffet (valgfritt koblingsantistoff/probe), et
enzymkompleks og et kromogent substrat med mellomliggende vasketrinn.
Den enzymatiske aktiveringen av kromogenet resulterer i et synlig
reaksjonsprodukt pd antigenstedet. Prgven kan deretter motfarges, og
dekkglass. Resultatene tolkes ved hjelp av et lys mikroskop og hjelp i
differensialdiagnose av patofysiologiske prosesser, som kan eller kan ikke
veere assosiert med et bestemt antigen.

Materialer og metoder:

Reagenser som fglger med:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x 25 mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Rekonstituering, blanding, fortynning, titrering:

DAB Sparkle-reagensen er optimalisert og klar til bruk med Biocare-
antistoffer og hjelpereagenser. Ingen rekonstituering, blanding, fortynning
eller titrering er ngdvendig.

Kjente applikasjoner:
Immunhistokjemi (formalinfiksert parafininnstgpt vev)

Leveres som:
0,5 % koppersulfatpentahydratlgsning. Se sikkerhetsdatabladet for
ytterligere detaljer.

Materialer og reagenser som trengs, men fglger ikke med:
Mikroskopobjektglass, positivt ladet

Positive og negative vevskontroller

Desert Chamber* eller lignende Tgrkeovn (valgfritt)

Xylen eller xylenerstatning
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Etanol eller reagens alkohol
Decloaking Chamber* eller lignende trykkoker (valgfritt)
Avionisert eller destillert vann
Vaskebuffer*
Forbehandlingsreagenser* (valgfritt)
Enzymfordgyelse* (valgfritt)
Peroksidaseblokk* (valgfritt)
Proteinblokk* (valdfritt)

Primaert antistoff*

Negative kontrollreagenser*
Deteksjonssett*

Hematoxylin* (motfarging)
Bldnende reagens*
Monteringsmedium*

Dekkglass

Lysmikroskop (40-400X forstgrrelse)

* Biocare Medical Products: Se Biocare Medical-nettstedet pé
http://biocare.net for informasjon om katalognummer og bestilling. Enkelte
reagenser oppfart ovenfor er basert pd spesifikk bruk og deteksjonssystem
som brukes.

Lagring og stabilitet:

Oppbevares ved romtemperatur (RT). Produktet er stabilt til utlgpsdatoen
som er trykt pd hetteglassetiketten ndr det oppbevares under disse
forholdene. M& ikke brukes etter utlgpsdato. Oppbevaring under andre
forhold enn de som er spesifisert, m& verifiseres. Stabiliteten til
brukerfortynnet reagens er ikke fastslatt av Biocare.

Positive og negative kontroller bgr kjgres samtidig med alle pasientprgver.
Hvis det observeres uventet farging som ikke kan forklares av variasjoner i
laboratorieprosedyrer og det er mistanke om et problem med antistoffet,
kontakt Biocares tekniske stgtte pd 1-800-542-2002 eller via den tekniske
stgtteinformasjonen pa biocare.net.

Prgveforberedelse:
Vev fikset i formalin er egnet for bruk fgr parafininnstgping. Ossgst vev bgr
avkalkes fgr vevsbehandling for & lette skjeering av vev og forhindre skade
pd mikrotombladene.:-

Riktig fiksert og innebygd vev som uttrykker det spesifiserte antigenmalet,
bgr oppbevares pé et kjglig sted. The Clinical Laboratory Improvement Act
(CLIA) av 1988 krever i 42 CFR§493.1259(b) at "Laboratoriet m& beholde
fargede objektglass i minst ti &r fra datoen for undersgkelse og oppbevar
preveblokker i minst to &r fra eksamensdatoen.":

Behandling av vev fgr farging:

Utfgr Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) i henhold til anbefalt protokoll
nedenfor. Rutinemessig bruk av HIER fgr IHC har vist seg & minimere
inkonsekvens og standardisere farging.+s

Advarsel og forholdsregler:
1. DAB Sparkle inneholder Cupric Sulfate Pentahydrate. Bruk hansker og

vernekleer og ta rimelige forholdsregler ved h&ndtering da DAB Sparkle er
klassifisert som irriterende og kan fordrsake hudkontaktsensibilisering.
Unngd kontakt med gyne, hud og slimhinner.

2. Handter materialer av menneskelig eller animalsk opprinnelse som
potensielt biologisk farlig og kast slike materialer med riktige forholdsregler.
I tilfelle eksponering, falg helsedirektivene til de ansvarlige myndighetene
der det brukes.s

3. Prgver, for og etter fiksering, og alt materiale som eksponeres for dem,
skal h&ndteres som om de er i stand til & overfare infeksjon og avhendes
med riktige forholdsregler. Pipetter aldri reagenser gjennom munnen og
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unngd kontakt med hud og slimhinner med reagenser og prgver. Hvis
reagenser eller prgver kommer i kontakt med sensitive omréder, vask med
rikelige mengder vann.s

4. Mikrobiell kontaminering av reagenser kan fgre til en gkning i uspesifikk
farging.

5. Andre inkubasjonstider eller temperaturer enn de spesifiserte kan gi
feilaktige resultater. Brukeren mé validere enhver slik endring.

6. Ikke bruk reagens etter utlgpsdatoen som er trykt pd hetteglasset.

7. Mikropolymerdeteksjonssettets reagens(er) er optimalisert og klar til bruk
med Biocare-antistoffer og hjelpereagenser. Se bruksanvisningen for det
primaere antistoffet og andre hjelpereagenser for anbefalte protokoller og
bruksbetingelser.

8. Fglg lokale og/eller statlige myndigheters krav for avhendingsmetode.

9. SDS er tilgjengelig pa forespgrsel og er plassert pdhttp://biocare.net.

10. Rapporter alle alvorlige hendelser knyttet til denne enheten ved &
kontakte den lokale Biocare-representanten og gjeldende kompetente
myndighet i medlemsstaten eller landet der brukeren befinner seg.

Denne reagensen inneholder komponenter klassifisert som angitt i tabellen
nedenfor i samsvar med forordning (EC) nr. 1272/2008

Fare Kode Fareerklzering

H316 | Fordrsaker mild hudirritasjon
H400 | Meget giftig for vannlevende organismer

Instruksjoner for bruk:

Kromogensettets reagenser er optimalisert for bruk med Biocare-antistoffer
og hjelpereagenser. Se bruksanvisningen for det primaere antistoffet og
andre hjelpereagenser for anbefalte protokoller og bruksbetingelser.
Inkubasjonstider og temperaturer vil variere avhengig av den spesifikke
antistoffprotokollen som fglges.

N&r du bruker et automatisert fargeinstrument, se den spesifikke
instrumentets brukerhdndbok og bruksanvisning for driftsparametere.

Generelle prosedyretrinn for & utfgre IHC:

1. Kromogen: Inkuber i 5 minutter ved RT med Biocares DAB

2. DAB Sparkle: P&fgr 4 drdper DAB Sparkle pd det DAB-fargede vevet.
Inkuber i 1 minutt. Skyll med avionisert vann.

3. Motfarging: Motfarging med hematoksylin. Skyll med avionisert vann.
P&fgr Tacha's Blueing Solution i 1 minutt. Skyll med avionisert vann.

Kvalitetskontroll:

Se CLSI kvalitetsstandarder for design og implementering av
immunhistokjemianalyser; Godkjent guideline-andre utgave (I/LA28-A2)
CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011:

Positiv vevskontroll:

Eksternt positivt kontrollmateriale bgr vaere ferske prgver fiksert, behandlet
og innebygd sd snart som mulig p& samme mate som pasientprgven(e).
Positive vevskontroller er en indikasjon pd korrekt forberedt vev og riktige
fargeteknikker. En positiv ekstern vevskontroll for hvert sett med
testbetingelser bgr inkluderes i hver farging.

Vevene som brukes til de eksterne positive kontrollmaterialene bgr velges fra
pasientprever med godt karakteriserte lave nivder av den positive
malaktiviteten som gir svak positiv farging. Det lave nivéet av positivitet for
eksterne positive kontroller er designet for 3 sikre pdvisning av subtile
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endringer i det primaere antistoffsensitiviteten fra ustabilitet eller problemer
med IHC-metodikken. Kommersielt tilgjengelige vevskontrollobjektglass eller
praver behandlet annerledes enn pasientprgven(e) validerer bare
reagensytelsen og verifiserer ikke vevsforberedelse.

Kjente positive vevskontroller bgr kun brukes for 3 overvdke korrekt ytelse
av behandlet vev og testreagenser, i stedet for som en hjelp til & formulere
en spesifikk diagnose av pasientprgver. Hvis de positive vevskontrollene ikke
viser positiv farging, bgr resultatene med testprgvene anses som ugyldige.

Negativ vevskontroll:
Bruk en negativ vevskontroll fiksert, behandlet og innebygd p& en méate som

er identisk med pasientprgven(e) med hver fargekjering for & verifisere
spesifisiteten til det primzere IHC-antistoffet for demonstrasjon av
malantigenet, og for & gi en indikasjon pa spesifikk bakgrunnsfarging (falsk
positiv farging). Ogsd mangfoldet av forskjellige celletyper som finnes i de
fleste vevssnitt kan brukes av laboratoriet som interne negative
kontrollsteder for & verifisere IHCs ytelse spesifikasjoner. Typer og kilder til
prgver som kan brukes for negativt vev kontrollene er oppfgrt i delen
Ytelseskarakteristikk.

Hvis spesifikk farging (falsk positiv farging) oppstdr i den negative
vevskontrollen, bgr resultatene med pasientprgvene anses som ugyldige.

Uspesifikk negativ reagenskontroll:

Bruk en uspesifikk negativ reagenskontroll i stedet for det primaere antistoffet
med en del av hver pasientprgve for & evaluere uspesifikk farging og

tillate bedre tolkning av spesifikk farging pd antigenstedet. Ideelt sett
inneholder en negativ reagenskontroll et antistoff produsert og forberedt (dvs.
fortynnet til samme konsentrasjon ved bruk av samme fortynningsmiddel)
for bruk pd samme mate som det primaere antistoffet, men viser ingen
spesifikk reaktivitet med humant vev i samme matrise/lgsning som det
primaere antistoffet. . Fortynningsmiddel alene kan brukes som et mindre
gnskelig alternativ til de tidligere beskrevne negative reagenskontrollene.
Inkubasjonsperioden for den negative reagenskontrollen skal tilsvare
inkubasjonsperioden for det primaere antistoffet.

N&r paneler med flere antistoffer brukes pd seriesnitt, kan de negativt
fargede omrddene pd ett objektglass tjene som en negativ/uspesifikk
bindingsbakgrunnskontroll for andre antistoffer. For & skille endogen
enzymaktivitet eller uspesifikk binding av enzymer fra spesifikk
immunreaktivitet, kan vytterligere pasientvev farges utelukkende med
henholdsvis substrat-kromogen eller enzymkomplekser (PAP, avidin-biotin,
streptavidin) og substrat-kromogen.

Assaybekreftelse:

Fgr den fgrste bruken av et antistoff eller fargesystem i en diagnostisk
prosedyre, bgr brukeren verifisere antistoffets spesifisitet ved & teste det pd
en serie internt vev med kjente immunhistokjemiske ytelsesegenskaper som
representerer kjente positive og negative Vev. Se
kvalitetskontrollprosedyrene som er skissert tidligere i denne delen av
produktvedlegget og til  kvalitetskontrollanbefalingene  til  CAP-
sertifiseringsprogrammete for immunhistokjemi og/eller NCCLS IHC-
retningslinjen:. Disse kvalitetskontrollprosedyrene bgr gjentas for hvert nytt
antistofflot, eller ndr det er en endring i analyseparametere. Vev som er
oppfart i delen Ytelseskarakteristikk er egnet for analyseverifisering.
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Feilsgking:

Fglg de antistoffspesifikke protokollanbefalingene i henhold til databladet
som fglger med. Hvis det oppstdr atypiske resultater, kontakt Biocares
tekniske stgtte pd 1-800-542-2002.

Tolkning av farging:

DAB Sparkle produserer en forbedret brunfargereaksjon pd antigenstedene
lokalisert av det primaere antistoffet. Fgr tolkning av pasientresultater, md
farging av kontroller evalueres av en kvalifisert patolog. Negative kontroller
blir evaluert og sammenlignet med fargede objektglass for & sikre at
eventuell observert farging ikke er et resultat av uspesifikke interaksjoner.

Positiv vevskontroll:
Den positive vevskontrollen farget med indikert antistoff bgr undersgkes fgrst
for & sikre at alle reagenser fungerer som de skal. Den passende fargingen
av malceller (som angitt ovenfor) indikerer positiv reaktivitet. Hvis de positive
vevskontrollene ikke viser positiv farging, bgr alle resultater med testprgvene
anses som ugyldige.

Fargen pd reaksjonsproduktet kan variere avhengig av substratkromogener
som brukes. Se pakningsvedlegget til substratet for forventede
fargereaksjoner. Videre kan metakromasi observeres i variasjoner av
metoden for farging.»

N&r en motfarging brukes, avhengig av inkubasjonslengden og styrken til
motfargen som brukes, vil motfarging resultere i en farging av cellekjernene.
Overdreven eller ufullstendig motfarging kan kompromittere riktig tolkning
av resultatene. Se protokoll(er) for anbefalt motbeis.

Negativ vevskontroll:

Den negative vevskontrollen bgr undersgkes etter den positive
vevskontrollen for & verifisere spesifisiteten til merkingen av mélantigenet
med det primaere antistoffet. Fravaeret av spesifikk farging i den negative
vevskontrollen  bekrefter mangelen pd& antistoffkryssreaktivitet il
celler/cellekomponenter. Hvis spesifikk farging (falsk positiv farging) oppstar
i den negative eksterne vevskontrollen, bgr resultatene med pasientprgven
anses som ugyldige.

Uspesifikk farging, hvis tilstede, har vanligvis et diffust utseende. Sporadisk
farging av bindevev kan ogs& observeres i snitt fra formalinfiksert vev. Bruk
intakte celler for tolkning av fargeresultater. Nekrotiske eller degenererte
celler farger ofte uspesifikt.

Pasientvev:

Undersgk pasientprgver farget med indikert antistoff siste. Positiv
fargingsintensitet bgr vurderes i sammenheng med enhver uspesifikk
bakgrunnsfarging av den negative reagenskontrollen. Som med enhver
immunhistokjemisk test betyr et negativt resultat at antigenet ikke ble p8vist,
ikke at antigenet var fraveerende i cellene/vevet som ble analysert. Om
ngdvendig, bruk et panel med antistoffer for & identifisere falske negative
reaksjoner.

Se sammendrag og forklaring, begrensninger og ytelsesegenskaper for
spesifikk informasjon om indikert antistoffimmunreaktivitet.

Begrensninger:

Generelle begrensninger:

1. Tilin vitro diagnostisk (IVD) bruk

2.  Dette produktet er kun for profesjonell bruk: Immunhistokjemi er en
flertrinns diagnostisk prosess som best8r av spesialisert oppleering i valg
av passende reagenser; vevseleksjon, fiksering og prosessering;
klargjgring av IHC-glasset; og tolkning av fargeresultatene.
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3. Kun til bruk etter resept fra lege. (Kun Rx)

4. Vevsfarging er avhengig av handtering og bearbeiding av vevet for
farging. Feil fiksering, frysing, tining, vasking, terking, oppvarming,
seksjonering eller kontaminering med andre vev eller veesker kan
produsere artefakter, antistofffanger eller falske negative resultater.
Inkonsekvente resultater kan skyldes variasjoner i fikserings- og
innstgpingsmetoder, eller iboende uregelmessigheter i vevet.x

5. Overdreven eller ufullstendig motfarging kan kompromittere riktig
tolkning av resultatene.

6. Den Kkliniske tolkningen av enhver positiv eller negativ farging bgr
evalueres i sammenheng med klinisk presentasjon, morfologi og andre
histopatologiske kriterier. Den kliniske tolkningen av enhver positiv eller
negativ farging bgr kompletteres med morfologiske studier som bruker
riktige positive og negative interne og eksterne kontroller samt andre
diagnostiske tester. Det er ansvaret til en kvalifisert patolog som er
kjent med riktig bruk av IHC-antistoffer, reagenser og metoder for &
tolke alle trinnene som brukes til & forberede og tolke det endelige IHC-
preparatet.

7.  De optimale protokollene for en spesifikk applikasjon kan variere. Disse
inkluderer, men er ikke begrenset til, fiksering, varmehentingsmetode,
inkubasjonstider, antistofffortynning, vevsshitttykkelse og
deteksjonssett som brukes. Se bruksanvisningen for det primaere
antistoffet og andre hjelpereagenser for anbefalte protokoller og
bruksbetingelser. Databladanbefalingene og protokollene er basert pa
eksklusiv bruk av Biocare-produkter. Til syvende og sist er det
etterforskerens ansvar 8 bestemme optimale forhold.

8. Dette produktet er ikke beregnet for bruk i flowcytometri.
Ytelseskarakteristikker er ikke bestemt for flowcytometri.

9. Vev fra personer infisert med hepatitt B-virus og som inneholder
hepatitt B-overflateantigen (HBsAg) kan vise uspesifikk farging med
pepperrotperoksidase.

10. Reagenser kan vise uventede reaksjoner i tidligere ikke-testet vev.
Muligheten for uventede reaksjoner selv i testede vevsgrupper kan ikke
elimineres fullstendig p& grunn av biologisk variasjon av
antigenekspresjon i neoplasmer eller annet patologisk vev.s Kontakt
Biocares tekniske stgtte pd 1-800-542-2002, eller via den tekniske
statteinformasjonen gitt pd biocare.net, med dokumenterte uventede
reaksjoner.

11. Normale/ikke-immune sera fra samme dyrekilde som sekundaere
antisera brukt i blokkeringstrinn kan fordrsake falskt negative eller falskt
positive resultater pd grunn av autoantistoffer eller naturlige antistoffer.

12. Falsk-positive resultater kan sees p& grunn av ikke-immunologisk
binding av proteiner eller substratreaksjonsprodukter. De kan ogsd
veere fordrsaket av pseudoperoksidaseaktivitet (erytrocytter), endogen
peroksidaseaktivitet (cytokrom C) eller endogent biotin (f.eks. lever,
bryst, hjerne, nyre) avhengig av typen immunfarging som brukes.::

13. Et negativt resultat betyr at antigenet ikke ble pdvist, ikke at antigenet
var fravaerende i cellene eller vevet som ble undersgkt.

Produktspesifikke begrensninger:
Ingen ytterligere produktspesifikke begrensninger.

Ytelsesegenskaper:

Farging ble utfgrt ved bruk av protokoller gitt i de antistoffspesifikke
bruksanvisningene eller som spesifisert. Sensitiviteten og spesifisiteten til
farging ble evaluert p& tvers av en rekke normale og neoplastiske vevstyper
evaluert under utvikling av primaere antistoffer.

Reproduserbarhet:

Reproduserbarheten til Biocares DAB Sparkle verifiseres gjennom en méling
av middels presisjon der ulike reagenspartier ble testet over en lengre
tidsperiode ved bruk av ulike operatgrer, analytikere, reagenslots, vevsprgver
og utstyr. Fargingen oppnddd for hver reagens var konsistent og utfgrt som
forventet.
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Feilsgking:

1. Ingen farging av noen objektglass — Kontroller for & fastsld at det er
brukt passende positivt kontrollvev, antistoff og deteksjonsprodukter.
Se etter ufullstendig eller feil fjerning av voks eller forbehandling.

2. Svak farging av alle objektglass — Kontroller for & fastsld at det er brukt
passende positivt kontrollvev, antistoff og deteksjonsprodukter.

3. Overdreven bakgrunn av alle lysbildene - Det kan veere hgye nivaer av
endogent biotin (hvis du bruker biotinbaserte deteksjonsprodukter),
endogen HRP-aktivitet som konverterer kromogen til farget
sluttprodukt (bruk peroksidaseblokk), eller overflgdig ikke-spesifikk
proteininteraksjon (bruk et protein blokk, for eksempel serum- eller
kaseinbasert blokkeringslgsning).

4. Vevsseksjoner vasker av objektglass under inkubering — Sjekk
objektglassene for & sikre at de er positivt ladet.

5. Spesifikk farging for mgrk — Sjekk protokollen for @ finne ut om riktig
antistofftiter ble brukt pd objektglasset, samt riktige inkubasjonstider
for alle reagenser. Sgrg i tillegg for at protokollen har nok vasketrinn til
3 fjerne overflgdig reagens etter at inkubasjonstrinnene er fullfgrt.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Przeznaczenie:
Dlain vitro Zastosowanie diagnostyczne

Urzadzenie DAB Sparkle jest przeznaczone do stosowania w recznych
protokofach barwienia immunohistochemicznego (IHC) w celu wzmocnienia
barwienia tkanek utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE),
gdy jest stosowane w potaczeniu z odpowiednim systemem detekcji HRP i
przeciwcialami  pierwotnymi.  Kliniczng interpretacje  jakiegokolwiek
zabarwienia lub jego braku nalezy uzupetni¢ badaniami morfologicznymi i
wiasciwymi kontrolami oraz oceni¢ w kontekscie historii klinicznej pacjenta i
innych badan diagnostycznych przez wykwalifikowanego patologa.

Podsumowanie i wyjasnienie:
DAB Sparkle to specjalnie opracowany, gotowy do uzycia roztwor
wzmacniajacy, zwiekszajacy czutos¢ i kontrast tkanek barwionych DAB.

Zasada postepowania:

Odczynnik ten stosowany w badaniach IHC skrawkéw tkanek FFPE umozliwia
lepsza wizualizacje antygendw poprzez sekwencyjne naktadanie swoiste
przeciwciato przeciwko antygenowi (przeciwciato pierwotne), przeciwciato
wtorne przeciwko przeciwciatu pierwotnemu (opcjonalnie przeciwciato
faczace/sonda), kompleks enzymatyczny i substrat chromogenny z
natozonymi na siebie etapami przemywania. Enzymatyczna aktywacja
chromogenu powoduje powstanie widocznego produktu reakcji w miejscu
antygenu. Nastepnie probke mozna wybarwi¢ kontrastowo i zamknac
szkietkiem nakrywkowym. Wyniki interpretuje sie za pomocg Swiatta
mikroskopu i pomoc w diagnostyce réznicowej procesdéw patofizjologicznych,
ktére moga lub moga nie by¢ powigzane z konkretnym antygenem.

Materialy i metody:

Dostarczone odczynniki:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Rekonstytucja, mieszanie, rozcienczanie, miareczkowanie:
Odczynnik DAB Sparkle jest zoptymalizowany i gotowy do uzycia z
przeciwciatami Biocare i odczynnikami pomocniczymi. Nie jest wymagana
rekonstytucja, mieszanie, rozcienczanie ani miareczkowanie.

Znane zastosowania:
Immunohistochemia (tkanki utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie)

Dostarczane jako:
0,5% roztwdr pentahydratu siarczanu miedzi. Dodatkowe szczegdty znajduja
sie w Karcie Charakterystyki.

Materiaty i odczynniki potrzebne, ale niedostarczane:
Szkietka mikroskopowe, natadowane dodatnio
Pozytywne i negatywne kontrole tkanek
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Komora pustynna* lub podobna Suszarka (opcjonalnie)
Ksylen lub substytut ksylenu

Etanol lub alkohol odczynnikowy

Komora usuwania maskowania* lub podobna szybkowar (opcjonalnie)
Woda dejonizowana lub destylowana

Bufor ptuczacy*

Odczynniki do obrdbki wstepnej* (opcjonalnie)
Trawienie enzymatyczne* (opcjonalnie)

Blok peroksydazy* (opcjonalnie)

Blok proteinowy* (opcjonalnie)

Przeciwciato pierwotne*

Odczynniki do kontroli negatywnej*

Zestawy detekcyjne*

Hematoksylina* (barwnik kontrastowy)

Odczynnik niebieszczacy*

Srodek montazowy*

Szklana pokrywa

Mikroskop $wietiny (powiekszenie 40-400X)

*  Produkty medyczne Biocare: Informacje dotyczace numerdw
katalogowych i sposobu zamawiania znajdujg sie na stronie internetowej
Biocare Medical pod adresem http://biocare.net. Niektore odczynniki
wymienione powyzej zalezg od konkretnego zastosowania i zastosowanego
systemu detekdji.

Przechowywanie i stabilnos¢:
Przechowywac w temperaturze pokojowej (RT). Produkt jest stabilny do daty

waznosci podanej na etykiecie fiolki, jesli jest przechowywany w tych
warunkach. Nie stosowac po uptywie terminu waznosci. Nalezy zweryfikowac
przechowywanie w warunkach innych niz okreslone. Stabilno$¢ odczynnika
rozcienczonego przez uzytkownika nie zostata ustalona przez firme Biocare.

Kontrole dodatnie i ujemne nalezy oznaczy¢ jednocze$nie ze wszystkimi
prébkami od pacjentéw. W przypadku zaobserwowania nieoczekiwanego
zabarwienia, ktérego nie mozna wyttumaczy¢ réznicami w procedurach
laboratoryjnych i jesli podejrzewa sie problem z przeciwciatem, nalezy
skontaktowac sie z dzialem pomocy technicznej firmy Biocare pod numerem
1-800-542-2002 lub za posrednictwem informacji pomocy technicznej
dostepnych na stronie biocare.net.

Przygotowanie prébki:

Chusteczki utrwalone w formalinie nadaja sie do uzycia przed zatapianiem w
parafinie. Tkanki kostne nalezy odwapni¢ przed obrdbkg tkanki, aby utatwic
przeciecie tkanki i zapobiec uszkodzeniu ostrzy mikrotomu.:2

Prawidtowo utrwalone i zatopione tkanki wyrazajace okreSlony docelowy
antygen nalezy przechowywac w chtodnym miejscu. Ustawa o doskonaleniu
laboratoriéw klinicznych (CLIA) z 1988 r. wymaga 42 CFR§493.1259(b), ze
,Laboratorium musi przechowywa¢ wybarwione preparaty przez co najmniej
dziesiec lat od daty badania i przechowuje bloki probek przez co najmniej
dwa lata od daty badania.”

Obrébka tkanek przed barwieniem:

Wykonaj indukowane cieptem pobieranie epitopdw (HIER) zgodnie z
zalecanym protokotem ponizej. Wykazano, ze rutynowe stosowanie HIER
przed IHC minimalizuje niespdjnosci i standaryzuje barwienie.s

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci:

1. DAB Sparkle zawiera pentahydrat siarczanu miedzi. Podczas obstugi nalezy
nosi¢ rekawice i odziez ochronng oraz zachowac¢ odpowiednie srodki
ostroznosci, poniewaz DAB Sparkle jest klasyfikowany jako substancja
draznigca i moze powodowaé uczulenie w kontakcie ze skdrg. Unikac
kontaktu z oczami, skorg i btonami Sluzowymi.
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2. Postepuj z materiatami pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego jako
potencjalnie niebezpiecznymi biologicznie i utylizuj je z zachowaniem
odpowiednich $rodkéw ostroznosci. W przypadku narazenia nalezy
postepowac zgodnie z wytycznymi zdrowotnymi wiasciwych wtadz w miejscu
stosowania.s”

3. Z probkami przed i po utrwaleniu oraz ze wszystkimi materiatami, ktdre
miaty z nimi kontakt, nalezy postepowac tak, jakby mogty przenosic¢ infekcje,
i usuwac je z zachowaniem odpowiednich $rodkéw ostroznosci. Nigdy nie
pipetowa¢ odczynnikéw ustami i unika¢ kontaktu odczynnikéw i probek ze
skorg i btonami $luzowymi. Jezeli odczynniki lub probki wejdg w kontakt z
wrazliwymi miejscami, nalezy je przemyc¢ duzg iloscig wody.s

4. Zanieczyszczenie mikrobiologiczne odczynnikdw moze skutkowac
zwiekszeniem nieswoistego barwienia.

5. Czasy inkubagji lub temperatury inne niz podane moga dawac btedne
wyniki. Uzytkownik musi zatwierdzi¢ kazdg takg zmiane.

6. Nie uzywac odczynnika po uptywie daty waznosci wydrukowanej na fiolce.
7. Odczynniki zestawu do wykrywania mikropolimeréw sg zoptymalizowane i
gotowe do uzycia z przeciwciatami Biocare i odczynnikami pomocniczymi. Aby
zapozna¢ sie z zalecanymi protokotami i warunkami stosowania, nalezy
zapoznac sie z instrukcjg uzycia przeciwciata gtéwnego i innych odczynnikow
pomocniczych.

8. Postepuj zgodnie z wymogami wiadz lokalnych i/lub stanowych
dotyczacymi metody utylizacji.

9. Karta charakterystyki jest dostepna na zadanie i znajduje sie pod
adresemhttp://biocare.net.

10. Zgtaszaj wszelkie powazne zdarzenia zwigzane z tym urzadzeniem,
kontaktujgc sie z lokalnym przedstawicielem firmy Biocare i wiasciwymi

wiadzami panstwa cztonkowskiego lub kraju, w ktorym przebywa uzytkownik.

Odczynnik zawiera skfadniki sklasyfikowane zgodnie z ponizszg tabela,
zgodnie z Rozporzadzeniem (WE) nr 1272/2008

Zaryzykowac | Kod Oswiadczenie o zagrozeniu

H316 | Powoduje tagodne podraznienie skory
H400 | Bardzo toksyczny dla organizméw wodnych

Instrukcja uzycia:

Odczynniki zestawu chromogenu sg zoptymalizowane do stosowania z
przeciwciatami Biocare i odczynnikami pomocniczymi. Aby zapoznac sie z
zalecanymi protokotami i warunkami stosowania, nalezy zapoznac sie z
instrukcjg uzycia przeciwciata gtdwnego i innych odczynnikéw pomocniczych.
Czasy i temperatury inkubagcji beda sie rézni¢ w zaleznosci od stosowanego
protokotu konkretnego przeciwciata.

W przypadku korzystania z automatycznego urzadzenia do barwienia nalezy
zapoznat sie z instrukcjg obstugi konkretnego urzadzenia i instrukcjg obstugi
dotyczacg parametrow operacyjnych.

Ogdlne kroki proceduralne dotyczace wykonywania IHC:

1. Chromogen: Inkubowaé przez 5 minut w temperaturze pokojowej z DAB
firmy Biocare

2. DAB Sparkle: Natdz 4 krople DAB Sparkle na chusteczke poplamiong DAB.
Inkubowac przez 1 minute. Sptucz wodg dejonizowana.

3. Barwienie kontrastowe: Barwienie kontrastowe hematoksyling. Sptucz
wodg dejonizowang. Zastosuj roztwor Bluing Solution firmy Tacha na 1
minute. Sptucz wodg dejonizowana.
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Kontrola jakosci:

Patrz Standardy jako$ci CLSI dotyczace projektowania i wdrazania testow
immunohistochemicznych; Zatwierdzone wytyczne - wydanie drugie
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA, USA (www.clsi.org). 2011-

Pozytywna kontrola tkanek:

Materiatami zewnetrznej kontroli pozytywnej powinny by¢ $wieze probki
utrwalone, przetworzone i zatopione tak szybko, jak to mozliwe, w taki sam
sposob, jak prdbki pacjenta. Pozytywne kontrole tkanek wskazujg na
prawidtowo przygotowane tkanki i odpowiednie techniki barwienia. Do
kazdego cyklu barwienia nalezy wiaczy¢ jedng pozytywng zewnetrzng
kontrole tkanek dla kazdego zestawu warunkéw testowych.

Tkanki stosowane w materiatach zewnetrznej kontroli pozytywnej nalezy
wybiera¢ sposrdd probek pacjentéw o dobrze scharakteryzowanym niskim
poziomie dodatniej aktywnosci docelowej, ktéra powoduje stabe dodatnie
barwienie. Niski poziom dodatniosci zewnetrznych kontroli pozytywnych
zaprojektowano tak, aby zapewni¢ wykrycie subtelnych zmian we wrazliwosci
przeciwciat pierwotnych wynikajacych z niestabilnosci lub probleméw z
metodologig IHC. Dostepne w handlu szkietka do kontroli tkanek lub probki
przetworzone inaczej niz probki pacjenta potwierdzajg jedynie dziatanie
odczynnika i nie weryfikujg przygotowania tkanki.

Znane pozytywne kontrole tkankowe nalezy wykorzystywa¢ wytgcznie do
monitorowania  prawidtowego dziatania przetworzonych tkanek i
odczynnikow testowych, a nie jako pomoc w formutowaniu konkretnej
diagnozy prébek od pacjentéw. Jezeli dodatnie kontrole tkankowe nie wykaza
dodatniego barwienia, wyniki uzyskane dla probek testowych nalezy uznac
za niewazne.

Negatywna kontrola tkankowa:

Uzyj negatywnej kontroli tkankowej utrwalonej, przetworzonej i zatopionej w
sposob identyczny z probka(-ami) pacjenta przy kazdym barwieniu, aby
zweryfikowac specyficzno$¢ przeciwciata pierwotnego IHC dla demonstracja
docelowego antygenu i dostarczenie wskazania specyficznego barwienia tta
(barwienie fatszywie dodatnie). Réwniez réznorodno$¢ rdznych typow
komorek obecnych w wiekszosci skrawkéw tkanek moze to powodowac by¢
wykorzystywane przez laboratorium jako wewnetrzne miejsca kontroli
negatywnej w celu sprawdzenia dziatania IHC specyfikacje. Rodzaje i zrédta
probek, ktdre mozna wykorzysta¢ do badania tkanek ujemnych elementy
sterujgce s3 wymienione w sekcji Charakterystyka wydajnosci.

Jezeli w negatywnej kontroli tkankowej wystapi specyficzne zabarwienie
(fatszywie dodatnie zabarwienie), wyniki uzyskane na prébkach pacjentéw
nalezy uznac za niewazne.

Nieswoista kontrola ujemna odczynnika:

Do wycinka kazdej probki pacjenta nalezy zastosowacé nieswoistg kontrole
ujemng z odczynnikiem zamiast przeciwciata pierwotnego w celu oceny
nieswoistego barwienia i

pozwalaja na lepsza interpretacje specyficznego barwienia w miejscu
antygenu. W idealnym przypadku kontrola ujemna odczynnika zawiera
przeciwciato wytworzone i przygotowane (tj. rozcienczone do tego samego
stezenia przy uzyciu tego samego rozcienczalnika) do uzycia w taki sam
sposob jak przeciwciato pierwszorzedowe, ale nie wykazuje specyficznej
reaktywnosci z tkankami ludzkimi w tej samej matrycy/roztworze co
przeciwciato pierwszorzedowe . Mozna zastosowa¢ sam rozcieficzalnik jako
mniej pozadang alternatywe dla opisanych wczesniej kontroli ujemnych z
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odczynnikami. Okres inkubacji kontroli ujemnej odczynnika powinien
odpowiadac okresowi inkubacji przeciwciata pierwszorzedowego.

Jezeli w skrawkach seryjnych stosuje sie panele kilku przeciwciat, obszary
jednego szkietka barwigce sie negatywnie mogg stuzy¢ jako
ujemna/nieswoiscie wigzaca kontrola tta dla innych przeciwciat. Aby odréznic
endogenng aktywno$¢ enzymatyczng lub nieswoiste wigzanie enzymoéw od
swoistej immunoreaktywnosci, dodatkowe tkanki pacjenta mozna wybarwiac
wylacznie  odpowiednio  substratem-chromogenem lub  kompleksami
enzymatycznymi  (PAP, awidyna-biotyna, streptawidyna) i substrat-
chromogen.

Weryfikacja testu:

Przed pierwszym uzyciem przeciwciata lub systemu barwienia w procedurze
diagnostycznej  uzytkownik  powinien  zweryfikowaé  specyficznos¢
przeciwciata, testujgc je na szeregu wilasnych tkanek o znanej
charakterystyce dziatania immunohistochemicznego, reprezentujacych znane
tkanki dodatnie i ujemne. Nalezy zapoznac sie z procedurami kontroli jakosci
opisanymi wczesniej w tej czesci ulotki produktu oraz z zaleceniami
dotyczacymi  kontroli  jakosci  Programu  certyfikacji CAP» do
immunohistochemii i/lub wytyczne NCCLS IHC:=. Te procedury kontroli jakosci
nalezy powtarza¢ dla kazdej nowej partii przeciwciat lub za kazdym razem,
gdy nastgpi zmiana parametrow testu. Tkanki wymienione w sekcji
Charakterystyka dziatania nadajg sie do weryfikacji testu.

Rozwigzywanie problemoéw:

Postepuj zgodnie z zaleceniami dotyczacymi protokotu dotyczacymi
specyficznych przeciwciat, zgodnie z dostarczong kartg katalogowa. W
przypadku wystapienia nietypowych wynikéw nalezy skontaktowac sie z
pomoca techniczng firmy Biocare pod numerem 1-800-542-2002.

Interpretacja barwienia:
DAB Sparkle powoduje wzmocniong brazowa reakcje w miejscach antygenu

zlokalizowanych przez przeciwciato pierwszorzedowe. Przed interpretacjg
wynikdw pacjenta barwienie kontroli musi zostat ocenione przez
wykwalifikowanego patologa. Kontrole negatywne s oceniane i
poréwnywane z wybarwionymi szkietkami, aby upewni¢ sig, ze
zaobserwowane zabarwienie nie jest wynikiem nieswoistych interakcji.

Pozytywna kontrola tkanek:

Najpierw nalezy zbada¢ pozytywna kontrole tkankowa barwiong wskazanym
przeciwciatem, aby upewni¢ sig, ze wszystkie odczynniki dziatajg prawidtowo.
Odpowiednie barwienie komorek docelowych (jak wskazano powyzej)
wskazuje na dodatnig reaktywno$¢. Jezeli dodatnie kontrole tkanek nie
wykazg dodatniego barwienia, wszelkie wyniki uzyskane dla probek
testowych nalezy uznac za niewazne.

Kolor produktu reakcji moze sie rozni¢ w zaleznosci od uzytego chromogenu
substratu. Informacje na temat oczekiwanych reakcji kolorystycznych mozna
znalez¢ w ulotkach dotgczonych do podtoza. Ponadto metachromazje mozna
zaobserwowac w odmianach metody barwienia. =

W przypadku stosowania barwnika kontrastowego, w zaleznosci od dtugosci
inkubacji i sity uzytego barwnika kontrastowego, barwienie kontrastowe
spowoduje zabarwienie jader komdrkowych. Nadmierne lub niepetne
barwienie kontrastowe moze zaktdci¢ prawidtowg interpretacje wynikow.
Zalecane barwienie kontrastowe znajduje sie w protokotach.

Negatywna kontrola tkanek:

Negatywng kontrole tkankowgq nalezy zbada¢ po dodatniej kontroli tkankowej,
aby zweryfikowaé specyficzno$¢ znakowania docelowego antygenu przez
przeciwciato pierwszorzedowe. Brak swoistego barwienia w negatywnej
kontroli tkankowej potwierdza brak reaktywnosci krzyzowej przeciwciat w
stosunku do komorek/sktadnikéw komoérkowych. Jezeli w ujemnej
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zewnetrznej kontroli tkanek wystapi specyficzne zabarwienie (fatszywie
dodatnie zabarwienie), wyniki uzyskane dla probki pacjenta nalezy uznac za
niewazne.

Nieswoiste zabarwienie, jesli wystepuje, zwykle ma charakter rozproszony.
Sporadyczne zabarwienie tkanki tagcznej mozna réwniez zaobserwowaé w
skrawkach tkanek nadmiernie utrwalonych w formalinie. Do interpretacji
wynikdw barwienia nalezy uzywaé nienaruszonych komorek. Komorki
martwicze lub zdegenerowane czesto barwig sie nieswoiscie.

Tkanka pacjenta:

Zbadaj probki pacjentéw wybarwione wskazanymi przeciwciatami ostatni.
Intensywno$¢ barwienia dodatniego nalezy ocenia¢ w kontekscie wszelkich
nieswoistych barwien tta kontroli negatywnej z odczynnikiem. Podobnie jak
w przypadku kazdego testu immunohistochemicznego, wynik ujemny
oznacza, ze antygen nie zostat wykryty, a nie, ze antygen byt nieobecny w
testowanych komérkach/tkance. Jesli to konieczne, uzyj panelu przeciwciat
w celu zidentyfikowania reakgji fatszywie ujemnych.

Aby uzyskac szczegotowe informacje dotyczace wskazanej
immunoreaktywnosci przeciwciat, patrz Podsumowanie i wyjasnienia,
ograniczenia i charakterystyka dziatania.

Ograniczenia:

Ogdlne ograniczenia:

1. Dlain vitro zastosowanie diagnostyczne (IVD).

2. Ten produkt jest przeznaczony wytacznie do uzytku profesjonalnego:
Immunohistochemia to wieloetapowy proces diagnostyczny, ktory
obejmuje specjalistyczne szkolenie w zakresie doboru odpowiednich
odczynnikéw; wybdr tkanki, utrwalanie i przetwarzanie; przygotowanie
szkietka IHC; i interpretacje wynikéw barwienia.

3. Do stosowania wylgcznie na recepte lekarza. (Tylko odbidr)

4.  Barwienie tkanek zalezy od sposobu postepowania z tkankg i jej obrébki
przed barwieniem. Niewfasciwe utrwalanie, zamrazanie, rozmrazanie,
mycie, suszenie, podgrzewanie, dzielenie na skrawki lub
zanieczyszczenie innymi tkankami lub ptynami moze spowodowac
artefakty, uwiezienie przeciwciat lub wyniki fatszywie ujemne.
Niespojne wyniki mogg wynikaé z réznic w metodach utrwalania i
osadzania lub z nieodtgcznych nieprawidtowosci w tkance.:

5.  Nadmierne lub niepetne barwienie kontrastowe moze zakidcic
prawidfowa interpretacje wynikow.

6. Kliniczng interpretacje kazdego dodatniego lub ujemnego zabarwienia
nalezy oceni¢ w kontekscie obrazu klinicznego, morfologii i innych
kryteridw histopatologicznych. Kliniczng interpretacje  kazdego
dodatniego lub ujemnego zabarwienia nalezy uzupetni¢ badaniami
morfologicznymi z zastosowaniem odpowiednich pozytywnych i
negatywnych kontroli wewnetrznych i zewnetrznych, a takze innych
testow diagnostycznych. Za interpretacie wszystkich etapéw
przygotowania i interpretacji koncowego preparatu IHC odpowiada
wykwalifikowany patolog, ktdry jest zaznajomiony z wkasciwym uzyciem
przeciwciat IHC, odczynnikdw i metod.

7. Optymalne protokoty dla konkretnego zastosowania moga sie roznic.
Nalezg do nich miedzy innymi utrwalanie, metoda odzyskiwania ciepta,
czas inkubacji, rozcienczenie przeciwciat, grubos¢ skrawkéw tkanki i
zastosowany zestaw do wykrywania. Aby zapozna¢ sie z zalecanymi
protokotami i warunkami stosowania, nalezy zapoznac sie z instrukcja
uzycia przeciwciata gtéwnego i innych odczynnikéw pomocniczych.
Zalecenia i protokoty zawarte w arkuszach danych opierajg sie na
wylgcznym stosowaniu produktéw Biocare. Ostatecznie zadaniem
badacza jest okreslenie optymalnych warunkdw.

8. Ten produkt nie jest przeznaczony do stosowania w cytometrii
przeptywowej. Charakterystyki dziatania nie zostaly okreSlone dla
cytometrii przeptywowej.
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9. Tkanki osdb zakazonych wirusem zapalenia watroby typu B i
zawierajgce antygen powierzchniowy wirusa zapalenia watroby typu B
(HBsAg) moga wykazywaé niespecyficzne barwienie peroksydaza
chrzanowa.x

Odczynniki moga wykazywac nieoczekiwane reakcje w wczesniej
nietestowanych tkankach. Nie mozna catkowicie wyeliminowac
mozliwosci wystgpienia nieoczekiwanych reakcji nawet w badanych
grupach tkanek ze wzgledu na biologiczng zmienno$¢ ekspresji
antygenéw w nowotworach lub innych tkankach patologicznych.:
Skontaktuj sie z pomoca techniczng firmy Biocare pod numerem 1-800-
542-2002 lub za posrednictwem informacji pomocy technicznej
dostepnych na stronie biocare.net, podajac udokumentowane
nieoczekiwane reakcje.

Surowice normalne/nieimmunologiczne pochodzace z tego samego
zrédla zwierzecego, co surowice wtdrne stosowane na etapach
blokowania, moga dawa¢ wyniki fatszywie ujemne lub fatszywie
dodatnie ze wzgledu na obecno$¢ autoprzeciwciat lub przeciwciat
naturalnych.

Wyniki  falszywie  dodatnie moga  wystgpic w  wyniku
nieimmunologicznego wigzania biatek lub produktéw reakgji substratu.
Moga by¢ réwniez spowodowane aktywnoscig pseudoperoksydazy
(erytrocyty), endogenng aktywnoscig peroksydazy (cytochrom C) lub
endogenng biotyng (np. watroba, piers, mdzg, nerki), w zaleznosci od
rodzaju uzytego barwnika immunologicznego.s

Wynik ujemny oznacza, ze antygen nie zostat wykryty, a nie, ze
antygenu nie byto w badanych komaérkach lub tkankach.

10.

11.

12.

13.

Ograniczenia specyficzne dla produktu:
Brak dodatkowych ograniczeri specyficznych dla produktu.

Charakterystyka wydajnosci:

Barwienie przeprowadzono przy uzyciu protokotdw dostarczonych w
instrukcjach  uzycia specyficznych dla przeciwcial lub zgodnie z
wyszczegdlnieniem. Czutos¢ i swoisto$¢ barwienia oceniano w szeregu typow
tkanek prawidtowych i nowotworowych ocenianych podczas opracowywania
przeciwciat pierwotnych.

Powtarzalno$¢:

Powtarzalno$¢ DAB Sparkle firmy Biocare jest weryfikowana poprzez pomiar
o Sredniej precyzji, podczas ktdrego testowano rozne partie odczynnikow
przez dtuzszy okres czasu przy uzyciu rdznych operatoréw, analitykow, partii
odczynnikéw, probek tkanek i sprzetu. Barwienie uzyskane dla kazdego
odczynnika byto spdjne i przeprowadzone zgodnie z oczekiwaniami.

Rozwigzywanie problemoéow:

1. Brak barwienia jakichkolwiek szkietek — sprawdzi¢, czy uzyto
odpowiedniej tkanki kontroli pozytywnej, przeciwciat i produktéw do
wykrywania. Sprawdz, czy wosk nie zostat catkowicie lub nieprawidtowo
usuniety lub nie zostat poddany obrdbce wstepnej.

2. Stabe barwienie wszystkich preparatow — sprawdzi¢, czy uZyto
odpowiedniej tkanki kontroli pozytywnej, przeciwciat i produktéw do
wykrywania.

3. Nadmierne tlo wszystkich preparatow — moze wystepowad wysoki
poziom endogennej biotyny (w przypadku stosowania produktéw do
wykrywania na bazie biotyny), endogenna aktywnos¢ HRP
przeksztatcajaca chromogen w kolorowy produkt korncowy (uzyj bloku
peroksydazy) lub nadmierne niespecyficzne interakcje biatek (uzyj
biatka bloker, taki jak roztwdr blokujacy na bazie surowicy lub kazeiny).

4.  Skrawki tkanek zmywajg szkietka podczas inkubacji — Sprawdz szkietka,
aby upewnic sie, ze sg natadowane dodatnio.

5. Specyficzne barwienie jest zbyt ciemne — Sprawdz protokét, aby ustalic,
czy do szkietka natozono witasciwe miano przeciwciat, a takze czy
okreslono wiasciwy czas inkubacji dla wszystkich odczynnikéw. Ponadto
nalezy upewnic sie, ze protokdt zawiera wystarczajaca liczbe etapow
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ptukania, aby usung¢ nadmiar odczynnikéw po zakonczeniu etapow
inkubadiji.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Uso pretendido:
Paraem vitro Uso de diagndstico

O DAB Sparkle destina-se a ser utilizado em protocolos manuais de coloragao
imuno-histoquimica (IHC) para melhorar a coloragdo de tecidos fixados em
formalina e embebidos em parafina (FFPE), quando utilizado em conjunto
com o sistema de detecgdo de HRP apropriado e anticorpos primarios. A
interpretacdo clinica de qualquer coloracdo ou da sua auséncia deve ser
complementada por estudos morfoldgicos e controlos adequados e deve ser
avaliada no contexto da histéria clinica do doente e de outros testes de
diagnostico por um patologista qualificado.

Resumo e explicacao:

DAB Sparkle é uma solucdo de aprimoramento especialmente formulada e
pronta para uso para aumentar a sensibilidade e o contraste dos tecidos
corados com DAB.

Principio do Procedimento:

Este reagente, quando utilizado em testes IHC de secgdes de tecido FFPE,
permite a visualizagdo melhorada de antigénios através da aplicacdo
sequencial de um anticorpo especifico para o antigeno (anticorpo primario),
um anticorpo secundario para o anticorpo primario (ligagdo anticorpo/sonda
opcional), um complexo enzimatico e um substrato cromogénico com etapas
de lavagem interpostas. A ativagdo enzimatica do cromogénio resulta em um
produto de reagdo visivel no local do antigeno. A amostra pode entdo ser
contrastada e coberta com laminula. Os resultados sdo interpretados usando
uma luz microscopio e auxiliar no diagndstico diferencial de processos
fisiopatoldgicos, que podem ou pode ndo estar associado a um antigeno
especifico.

Materiais e métodos:

Reagentes fornecidos:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Reconstituigdao, mistura, diluigao, titulacao:

O reagente DAB Sparkle é otimizado e pronto para uso com anticorpos
Biocare e reagentes auxiliares. Ndo € necessaria reconstituicdo, mistura,
diluicdo ou titulagdo.

Aplicag6es conhecidas:
Imunohistoquimica (tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina)

Fornecido como:
Solugdo de sulfato cuprico pentahidratado a 0,5%. Consulte a Ficha de Dados
de Seguranca para obter detalhes adicionais.

Materiais e reagentes necessarios, mas ndo fornecidos:
Laminas de microscopio, carregadas positivamente
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Controles de tecido positivos e negativos

Camara do Deserto* ou forno de secagem similar (opcional)
Xileno ou substituto de xileno

Etanol ou alcool reagente

Camara de Descamuflagem* ou panela de pressdo semelhante (opcional)
Agua deionizada ou destilada

Tampao de lavagem*

Reagentes de pré-tratamento* (opcional)

Digestdo enzimatica* (opcional)

Blogueio de peroxidase* (opcional)

Bloco de proteinas* (opcional)

Anticorpo primario*

Reagentes de controle negativo*

Kits de detecgao*

Hematoxilina* (contracorante)

Reagente azul*

Meio de montagem*

Tampa de vidro

Microscopio dptico (ampliagdo de 40-400X)

* Produtos médicos da Biocare: Consulte o site da Biocare Medical localizado
em http://biocare.net para obter informagGes sobre nimeros de catalogo e
pedidos. Certos reagentes listados acima baseiam-se na aplicacdo especifica
e no sistema de detecgao utilizado.

Armazenamento e estabilidade:

Armazenar em temperatura ambiente (TA). O produto é estavel até a data
de validade impressa no rétulo do frasco quando armazenado nessas
condigdes. Ndo use apds a data de validade. O armazenamento sob qualquer
condigao diferente das especificadas deve ser verificado. A estabilidade do
reagente diluido pelo utilizador ndo foi estabelecida pela Biocare.

Os controlos positivos e negativos devem ser analisados simultaneamente
com todas as amostras dos pacientes. Se for observada coloragdo inesperada
que ndo pode ser explicada por variagdes nos procedimentos laboratoriais e
houver suspeita de um problema com o anticorpo, entre em contato com o
Suporte Técnico da Biocare pelo telefone 1-800-542-2002 ou através das
informag0es de suporte técnico fornecidas em biocare.net.

Preparacao de amostras:

Os tecidos fixados em formalina s3o adequados para utilizagdo antes da
inclusdo em parafina. Os tecidos 6sseos devem ser descalcificados antes do
processamento do tecido para facilitar o corte do tecido e evitar danos as
Idminas do micrétomo.:»

Os tecidos devidamente fixados e embebidos que expressam o antigeno alvo
especificado devem ser armazenados em local fresco. A Lei de Melhoria de
Laboratdrios Clinicos (CLIA) de 1988 exige em 42 CFR§493.1259(b) que “O
laboratério deve reter as laminas coradas por pelo menos dez anos a partir
da data de exame e reter blocos de amostras por pelo menos dois anos a
partir da data do exame.”

Tratamento de tecidos antes da coloracao:
Execute a recuperagdo de epitopos induzida por calor (HIER) de acordo com

o protocolo recomendado abaixo. Foi demonstrado que o uso rotineiro de
HIER antes da IHC minimiza a inconsisténcia e padroniza a coloracdo.«

Aviso e Precaucoes:

1. DAB Sparkle contém sulfato clprico pentahidratado. Use luvas e roupas
de protegdo e tome precaugles razodveis ao manusear, pois 0 DAB Sparkle
€ classificado como irritante e pode causar sensibilizagdo por contato com a
pele. Evite o contato com os olhos, pele e membranas mucosas.

EMERGO EUROPE
Westervoortsedijk 60
6827 AT Arnhem

TP V3 (12/15/2021)

USA

The Netherlands

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080



DAB Sparkle

DAB Post-Enhancing Solution
901-DS830-022024

Portuguese

2. Manuseie materiais de origem humana ou animal como potencialmente
perigosos e descarte-os com as devidas precaugdes. Em caso de exposigao,
siga as diretrizes de salde das autoridades responsaveis onde for utilizado.s”
3. As amostras, antes e depois da fixacdo, e todos os materiais a elas
expostos devem ser manuseados como se fossem capazes de transmitir
infecges e eliminados com as devidas precaugdes. Nunca pipete reagentes
com a boca e evite o contacto da pele e das membranas mucosas com
reagentes e amostras. Se 0s reagentes ou as amostras entrarem em contacto
com areas sensiveis, lave com agua em abundancia.

4. A contaminagdo microbiana dos reagentes pode resultar num aumento de
coloragdo inespecifica.

5. Tempos de incubacdo ou temperaturas diferentes dos especificados
podem dar resultados errados. O usuario deve validar qualquer alteracdo
desse tipo.

6. Ndo utilize o reagente ap6s o prazo de validade impresso no frasco.

7. O(s) reagente(s) do kit de detecgdo de micropolimeros sdo otimizados e
prontos para uso com anticorpos Biocare e reagentes auxiliares. Consulte as
instrucbes de utilizagdo do anticorpo primario e de outros reagentes
auxiliares para conhecer os protocolos e condicdes de utilizagdo
recomendados.

8. Siga os requisitos das autoridades locais e/ou estaduais quanto ao método
de descarte.

9. A FDS estd disponivel
emhttp://biocare.net.

10. Relate quaisquer incidentes graves relacionados com este dispositivo
contactando o representante local da Biocare e a autoridade competente
aplicavel do Estado-Membro ou pais onde o utilizador esta localizado.

mediante solicitagdo e estd localizada

Este reagente contém componentes classificados conforme indicado na
tabela abaixo de acordo com o Regulamento (CE) n® 1272/2008

Perigo Caddigo Declaragdo de perigo
H316 Causa irritagao leve na pele
H400 Muito toxico para a vida aquatica

Instrucdes de uso:

Os reagentes do kit cromogénio sdo otimizados para uso com anticorpos
Biocare e reagentes auxiliares. Consulte as instrugdes de utilizacdo do
anticorpo primario e de outros reagentes auxiliares para conhecer os
protocolos e condigdes de utilizagdo recomendados. Os tempos e
temperaturas de incubagdo irdo variar dependendo do protocolo de
anticorpos especifico seguido.

Ao usar um instrumento de coloracdo automatizado, consulte o manual do
operador do instrumento especifico e as instrugbes de uso para obter os
parametros operacionais.

Etapas processuais gerais para realizar a IHC:

1. Cromdgeno: Incubar por 5 minutos em temperatura ambiente com DAB
da Biocare

2. DAB Sparkle: Aplique 4 gotas de DAB Sparkle no tecido manchado com
DAB. Incubar por 1 minuto. Enxagiie com agua deionizada.

3. Contracoloragdo: Contracoloragdo com hematoxilina. Enxagiie com agua
deionizada. Aplique a solugdo Bluing da Tacha por 1 minuto. Enxagiie com
agua deionizada.
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Controle de qualidade:

Consulte os Padroes de Qualidade CLSI para Projeto e Implementagdo de
Ensaios Imunohistoquimicos; Diretriz Aprovada — Segunda edicdo (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA EUA (www.clsi.org). 2011¢

Controle Positivo de Tecidos:

Os materiais de controlo positivo externo devem ser amostras frescas fixadas,
processadas e incorporadas o mais rapidamente possivel, da mesma forma
que a(s) amostra(s) do paciente. Os controlos teciduais positivos sdo
indicativos de tecidos correctamente preparados e de técnicas de coloragdo
adequadas. Deve ser incluido em cada execugdo de coloragdo um controlo
tecidual externo positivo para cada conjunto de condigdes de teste.

Os tecidos utilizados para os materiais de controlo positivo externo devem
ser seleccionados a partir de amostras de pacientes com baixos niveis bem
caracterizados de actividade alvo positiva que originam uma coloragdo
positiva fraca. O baixo nivel de positividade para controles positivos externos
foi projetado para garantir a deteccdo de alteragdes sutis na sensibilidade do
anticorpo primario devido a instabilidade ou problemas com a metodologia
IHC. As laminas de controlo de tecidos disponiveis comercialmente ou as
amostras processadas de forma diferente da(s) amostra(s) do paciente
validam apenas o desempenho dos reagentes e ndo verificam a preparagdo
do tecido.

Os controlos teciduais positivos conhecidos s devem ser utilizados para
monitorizar o desempenho correcto dos tecidos processados e dos reagentes
de teste, e ndo como auxilio na formulagdo de um diagndstico especifico de
amostras de pacientes. Se os controlos teciduais positivos ndo demonstrarem
coloragdo positiva, os resultados com as amostras de teste deverdo ser
considerados invalidos.

Controle Negativo de Tecidos:

Use um controle tecidual negativo fixado, processado e incorporado de
maneira idéntica a(s) amostra(s) do paciente em cada execugdo de coloracdo
para verificar a especificidade do anticorpo primario IHC para demonstracdo
do antigeno alvo e para fornecer uma indicagdo de coloracdo de fundo
especifica (coloragdo falso positivo). Além disso, a variedade de diferentes
tipos de células presentes na maioria das seccGes de tecido pode ser usados
pelo laboratdrio como locais de controle negativo interno para verificar o
desempenho do IHC especificagdes. Os tipos e fontes de amostras que
podem ser usadas para tecido negativo os controles estdo listados na secdo
Caracteristicas de desempenho.

Se ocorrer coloracdo especifica (coloracdo falsa positiva) no controlo
negativo do tecido, os resultados com as amostras do paciente deverdo ser
considerados invalidos.

Controle de reagente negativo inespecifico:

Use um controle de reagente negativo inespecifico no lugar do anticorpo
primario com uma segdo de cada amostra do paciente para avaliar coloragdo
inespecifica e

permitem uma melhor interpretacdo da coloragdo especifica no local do
antigeno. Idealmente, um controle de reagente negativo contém um
anticorpo produzido e preparado (ou seja, diluido na mesma concentragdo
usando o mesmo diluente) para uso da mesma forma que o anticorpo
primario, mas ndo exibe reatividade especifica com tecidos humanos na
mesma matriz/solugdo que o anticorpo primario. . O diluente sozinho pode
ser utilizado como uma alternativa menos desejavel aos controlos de
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reagentes negativos descritos anteriormente. O periodo de incubagdo do
reagente de controlo negativo deve corresponder ao do anticorpo primario.

Quando sdo utilizados painéis de varios anticorpos em secgdes em série, as
areas de coloragdo negativa de uma Iamina podem servir como controlo de
fundo de ligagdo negativo/inespecifico para outros anticorpos. Para
diferenciar a atividade enzimatica enddgena ou a ligacdo inespecifica de
enzimas da imunorreatividade especifica, tecidos adicionais do paciente
podem ser corados exclusivamente com substrato-cromégeno ou complexos
enzimaticos (PAP, avidina-biotina, estreptavidina) e substrato-cromdgeno,
respectivamente.

Verificacdo do ensaio:

Antes da utilizagdo inicial de um anticorpo ou sistema de coloragdo num
procedimento de diagndstico, o utilizador deve verificar a especificidade do
anticorpo testando-o numa série de tecidos internos com caracteristicas de
desempenho imuno-histoquimica conhecidas, representando tecidos
positivos e negativos conhecidos. Consulte os procedimentos de controle de
qualidade descritos anteriormente nesta secdo da bula do produto e as
recomendacdes de controle de qualidade do Programa de Certificagdo CAP»
para imunohistoquimica e/ou a diretriz NCCLS IHCx. Estes procedimentos de
controle de qualidade devem ser repetidos para cada novo lote de anticorpos
ou sempre que houver alteragdo nos parametros do ensaio. Os tecidos
listados na secdo Caracteristicas de Desempenho sdo adequados para
verificagdo de ensaio.

Solugao de problemas:

Siga as recomendagdes do protocolo especifico do anticorpo de acordo com
a ficha técnica fornecida. Se ocorrerem resultados atipicos, entre em contato
com o Suporte Técnico da Biocare pelo telefone 1-800-542-2002.

Interpretacao da coloracdo:
O DAB Sparkle produz uma reagao de cor marrom intensificada nos locais do

antigeno localizados pelo anticorpo primario. Antes da interpretacdo dos
resultados dos pacientes, a coloragdo dos controlos deve ser avaliada por um
patologista qualificado. Os controles negativos sao avaliados e comparados
com laminas coradas para garantir que qualquer coloracdo observada ndo
seja resultado de interagOes inespecificas.

Controle Positivo de Tecidos:

O controlo tecidular positivo corado com o anticorpo indicado deve ser
examinado primeiro para verificar se todos os reagentes estdo a funcionar
correctamente. A coloracdo apropriada das células alvo (como indicado acima)
¢ indicativa de reactividade positiva. Se os controlos teciduais positivos ndo
demonstrarem coloragdo positiva, quaisquer resultados com as amostras de
teste deverdo ser considerados invalidos.

A cor do produto da reacdo pode variar dependendo dos cromdgenos do
substrato utilizados. Consulte as bulas do substrato para obter as reagoes de
cor esperadas. Além disso, a metacromasia pode ser observada em variagoes
do método de coloragdo.»

Quando é utilizado um contracorante, dependendo da duragao da incubagao
e da poténcia do contracorante utilizado, o contracorante resultara numa
coloracdo dos ncleos das células. A contrastacdo excessiva ou incompleta
pode comprometer a interpretacao adequada dos resultados. Consulte o(s)
protocolo(s) para obter a contracoloragdo recomendada.

Controle Negativo de Tecidos:

O controle tecidual negativo deve ser examinado apds o controle tecidual
positivo para verificar a especificidade da marcagdo do antigeno alvo pelo
anticorpo primario. A auséncia de coloracdo especifica no controlo negativo
de tecido confirma a falta de reactividade cruzada do anticorpo com
células/componentes celulares. Se ocorrer coloragao especifica (coloragao
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falsa positiva) no controlo tecidual externo negativo, os resultados com a
amostra do paciente deverdo ser considerados invalidos.

A coloragdo inespecifica, se presente, geralmente tem aparéncia difusa. A
coloragdo esporadica do tecido conjuntivo também pode ser observada em
seccoes de tecidos excessivamente fixados em formalina. Use células intactas
para interpretacdo dos resultados de coloragdo. Células necrdticas ou
degeneradas geralmente apresentam coloragdo inespecifica.

Tecido do Paciente:

Examinar amostras de pacientes coradas com o anticorpo indicado durar. A
intensidade da coloragao positiva deve ser avaliada no contexto de qualquer
coloragdo de fundo inespecifica do controlo de reagente negativo. Tal como
acontece com qualquer teste imuno-histoquimico, um resultado negativo
significa que o antigeno ndo foi detectado, e ndo que o antigeno estava
ausente nas células/tecidos analisados. Se necessario, utilize um painel de
anticorpos para identificar reagdes falso-negativas.

Consulte Resumo e Explicacdo, LimitagGes e Caracteristicas de Desempenho
para obter informacGes especificas sobre a imunorreatividade de anticorpos
indicada.

Limitagoes:

Limitacdes Gerais:

1. Paraem vitro Diagndstico (IVD) Uso

2. Este produto € apenas para uso profissional: A imunohistoquimica é um
processo de diagndstico em mdltiplas etapas que consiste em
treinamento especializado na selegdo dos reagentes adequados;
selecdo, fixacdo e processamento de tecidos; preparacdo da lamina IHC;
e interpretagdo dos resultados da coloragdo.

3. Para uso somente mediante prescrigdo médica. (Somente Rx)

4. A coloragdo do tecido depende do manuseio e processamento do tecido
antes da coloragado. Fixacdo, congelamento, descongelamento, lavagem,
secagem, aquecimento, seccionamento ou contaminagdo inadequados
com outros tecidos ou fluidos podem produzir artefatos, aprisionamento
de anticorpos ou resultados falsos negativos. Resultados inconsistentes
podem ser devidos a variagdes nos métodos de fixacdo e inclusdo, ou
a irregularidades inerentes ao tecido.=

5. A contrastagdo excessiva ou incompleta pode comprometer a
interpretacdo adequada dos resultados.

6. A interpretagdo clinica de qualquer coloracdo positiva ou negativa deve
ser avaliada dentro do contexto da apresentacdo clinica, morfologia e
outros critérios histopatoldgicos. A interpretagdo clinica de qualquer
coloragdo positiva ou negativa deve ser complementada por estudos
morfolégicos utilizando controlos internos e externos positivos e
negativos adequados, bem como outros testes de diagndstico. E
responsabilidade de um patologista qualificado que esteja familiarizado
com o uso adequado de anticorpos, reagentes e métodos de IHC
interpretar todas as etapas usadas para preparar e interpretar a
preparagao final de IHC.

7.  Os protocolos ideais para uma aplicagdo especifica podem variar. Estes
incluem, mas ndo estdo limitados a fixagdo, método de recuperagdo de
calor, tempos de incubacdo, diluicdo de anticorpos, espessura da
seccdo de tecido e kit de deteccdo utilizado. Consulte as instrugdes de
utilizagdo do anticorpo primario e de outros reagentes auxiliares para
conhecer os protocolos e condigdes de utilizagdo recomendados. As
recomendagbes e protocolos da ficha técnica sdo baseados no uso
exclusivo de produtos Biocare. Em Ultima analise, é responsabilidade
do investigador determinar as condigdes ideais.

8. Este produto ndo se destina ao uso em citometria de fluxo. As
caracteristicas de desempenho ndo foram determinadas para citometria
de fluxo.
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9.  Os tecidos de pessoas infectadas com o virus da hepatite B e contendo
antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg) podem apresentar
coloragdo inespecifica com peroxidase de rabano.:

Os reagentes podem demonstrar reagdes inesperadas em tecidos ndo
testados anteriormente. A possibilidade de reagdes inesperadas mesmo
em grupos de tecidos testados ndo pode ser completamente eliminada
devido a variabilidade biolégica da expressdo do antigeno em
neoplasias ou outros tecidos patoldgicos.s Entre em contato com o
suporte técnico da Biocare pelo telefone 1-800-542-2002 ou por meio
das informagOes de suporte técnico fornecidas em biocare.net, com
reagOes inesperadas documentadas.

Os soros normais/ndo imunes da mesma origem animal que os anti-
soros secundarios utilizados nas etapas de bloqueio podem causar
resultados falso-negativos ou falso-positivos devido a autoanticorpos
ou anticorpos naturais.

Resultados falso-positivos podem ser observados devido a ligagdo ndo
imunoldgica de proteinas ou produtos de reagdo de substrato. Eles
também podem ser causados por atividade de pseudo peroxidase
(eritrocitos), atividade de peroxidase enddgena (citocromo C) ou
biotina enddgena (por exemplo, figado, mama, cérebro, rim),
dependendo do tipo de imunocoloragdo utilizada.»

Um resultado negativo significa que o antigénio ndo foi detectado e ndo
que o antigénio estava ausente nas células ou tecidos examinados.

10.

11.

12.

13.

LimitacGes Especificas do Produto:
Sem limitagdes adicionais especificas do produto.

Caracteristicas de desempenho:

A coloragdo foi realizada utilizando protocolos fornecidos nas instrugdes de
utilizacdo especificas do anticorpo ou conforme especificado. A sensibilidade
e a especificidade da coloracdo foram avaliadas em varios tipos de tecidos
normais e neoplasicos avaliados durante o desenvolvimento de anticorpos
primarios.

Reprodutibilidade:

A reprodutibilidade do DAB Sparkle da Biocare é verificada através de uma
medicdo de precisdo intermediaria na qual varios lotes de reagentes foram
testados durante um longo periodo de tempo usando varios operadores,
analistas, lotes de reagentes, amostras de tecidos e equipamentos. A
coloragdo obtida para cada reagente foi consistente e teve o desempenho
esperado.

Solugdo de problemas:

1. Nenhuma coloracdo em nenhuma lamina — Verifique para determinar
se foram utilizados tecidos de controle positivo, anticorpos e produtos
de detecgdo apropriados. Verifique se ha remogdo ou pré-tratamento
de cera incompleto ou inadequado.

2. Coloragdo fraca de todas as laminas — Verifique para determinar se
foram utilizados tecidos de controlo positivo apropriados, anticorpos e
produtos de detecgao.

3.  Fundo excessivo de todas as laminas — Pode haver altos niveis de
biotina enddgena (se estiver usando produtos de detecgdo a base de
biotina), atividade enddgena de HRP convertendo cromogénio em
produto final colorido (use bloco de peroxidase) ou excesso de
interacdo proteica ndo especifica (use uma proteina blogueio, como
solugdo de blogueio a base de soro ou caseina).

4.  As secgOes de tecido sdo removidas das laminas durante a incubagao —
Verifique as laminas para garantir que estdo carregadas positivamente.

5. Coloragdo especifica demasiado escura — Verifique o protocolo para
determinar se o titulo de anticorpos adequado foi aplicado a lamina,
bem como os tempos de incubacao adequados para todos os reagentes.
Além disso, certifique-se de que o protocolo tenha etapas de lavagem
suficientes para remover o excesso de reagentes apos a conclusdo das
etapas de incubagdo.

d Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553

85/109

[w] C€

Referéncias:

1.

2.

ou

10.

11.

12.

13.

14.

15.

TP V3 (12/15/2021)

USA
Tel: 800-799-9499 |

www.biocare.net

Kiernan JA. Histological and Histochemical Methods: Theory and Practice.
New York: Pergamon Press 1981.

Sheehan DC and Hrapchak BB. Theory and Practice of Histotechnology.
St. Louis: C.V. Mosby Co. 1980.

Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988: Final Rule, 57 FR
7163, February 28, 1992.

Shi S-R, Cote RJ, Taylor CR. J Histotechnol. 1999 Sep;22(3):177-92.
Taylor CR, et al. Biotech Histochem. 1996 Jan;71(5):263-70.
Occupational Safety and Health Standards: Occupational exposure to
hazardous chemicals in laboratories. (29 CFR Part 1910.1450). Fed.
Register.

Directive 2000/54/EC of the European Parliament and Council of 18
September 2000 on the protection of workers from risks related to
exposure to biological agents at work.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Protection of
Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections; Approved
Guideline-Fourth Edition CLSI document M29-A4 Wayne, PA 2014.

CLSI Quality Standards for Design and Implementation of
Immunohistochemistry Assays; Approved Guideline-Second edition
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011

College of American Pathologists (CAP) Certification Program for
Immunohistochemistry. Northfield IL. Http://www.cap.org (800) 323-
4040.

O’Leary TJ, Edmonds P, Floyd AD, Mesa-Tejada R, Robinowitz M, Takes
PA, Taylor CR. Quality assurance for immunocytochemistry; Proposed
guideline. MM4-P. National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). Wayne, PA. 1997;1-46.

Koretzik K, Lemain ET, Brandt I, and Moller P. Metachromasia of 3-
amino-9-ethylcarbazole (AEC) and its prevention in Immunoperoxidase
techniques. Histochemistry 1987; 86:471-478.

Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the techniques and its
pitfalls. Lab Med 1983; 14:767.

Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of
horseradish peroxidase to hepatitis B surface antigen: a possible source
of error in immunohistochemistry. AmJ Clin Path 1980; 73:626.

Herman GE and Elfont EA. The taming of immunohistochemistry: the new
era of quality control. Biotech & Histochem 1991; 66:194.

EMERGO EUROPE
Westervoortsedijk 60
6827 AT Arnhem
The Netherlands
Fax: 925-603-8080



DAB Sparkle

DAB Post-Enhancing Solution
901-DS830-022024

Romanian

Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Utilizarea prevazuta:
Pentru/n vitro Utilizare pentru diagnosticare

DAB Sparkle este destinat utilizarii in protocoalele de colorare manuald de
imunohistochimie (IHC) pentru imbunatdtirea colordrii tesuturilor fixate in
formol, incorporate in parafind (FFPE) atunci cand este utilizat impreuna cu
sistemul de detectare HRP adecvat si anticorpii primari. Interpretarea clinica
a oricdrei colordri sau absenta acesteia ar trebui completata de studii
morfologice si controale adecvate si ar trebui evaluata in contextul istoricului
clinic al pacientului si al altor teste de diagnostic de cétre un patolog calificat.

Rezumat si explicatie:
DAB Sparkle este o solutie de imbunatdtire gata de utilizare special formulata
pentru a creste sensibilitatea si contrastul tesuturilor colorate cu DAB.

Principiul procedurii:

Acest reactiv, atunci cand este utilizat in testarea IHC a sectiunilor de tesut
FFPE, permite vizualizarea imbunatdtitdi a antigenelor prin aplicarea
secventiala a unui anticorp specific la antigen (anticorp primar), un anticorp
secundar la anticorpul primar (anticorp/sonda optional link), un complex
enzimatic si un substrat cromogen cu etape de spélare interpuse. Activarea
enzimatica a cromogenului are ca rezultat un produs de reactie vizibil la locul
antigenului. Esantionul poate fi apoi contracolorat si acoperit cu lamela.
Rezultatele sunt interpretate folosind o lumind microscop si ajutd la
diagnosticul diferential al proceselor fiziopatologice, care pot sau poate sa nu
fie asociat cu un anumit antigen.

Materiale si metode:

Reactivi furnizati:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x 25 mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Reconstituire, amestecare, diluare, titrare:

Reactivul DAB Sparkle este optimizat si gata de utilizare cu anticorpi Biocare
si reactivi auxiliari. Nu este necesara reconstituire, amestecare, diluare sau
titrare.

Aplicatii cunoscute:
Imunohistochimie (tesuturi incorporate in parafina fixate in formol)

Furnizat ca:
Solutie pentahidrat de sulfat cupric 0,5%. Consultati Fisa cu date de
securitate pentru detalii suplimentare.

Materiale si reactivi necesari, dar nefurnizati:

Lame de microscop, incarcate pozitiv

Controale tisulare pozitive si negative

Camera desert* sau cuptor de uscare similar (optional)
Xilen sau inlocuitor de xilen
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Etanol sau alcool reactiv

Camera de decloaking* sau oala sub presiune similara (optional)
Apa deionizata sau distilata

tampon de spalare*

Reactivi de pretratare* (optional)
Digestia enzimatica* (optional)

Bloc de peroxidaza* (optional)

Bloc de proteine* (optional)

Anticorp primar*

Reactivi de control negativ*

Truse de detectare*

Hematoxilind* (contracolor)

Reactiv de albastru*

Mediu de montare*

Sticla de acoperire

Microscop cu lumina (marire 40-400X)

* Produse medicale Biocare: Consultati site-ul web Biocare Medical aflat la
http://biocare.net pentru informatii privind numerele de catalog si comenzile.
Anumiti reactivi enumerati mai sus se bazeaza pe aplicatii specifice si pe
sistemul de detectare utilizat.

Depozitare si stabilitate:

A se pastra la temperatura camerei (RT). Produsul este stabil pana la data
de expirare imprimatd pe eticheta flaconului atunci cand este pastrat in
aceste conditii. Nu utilizati dupd data de expirare. Depozitarea in orice alte
conditii decat cele specificate trebuie verificatd. Stabilitatea reactivului diluat
de utilizator nu a fost stabilita de Biocare.

Controalele pozitive si negative trebuie efectuate simultan cu toate probele
pacientului. Daca se observa o colorare neasteptata care nu poate fi explicata
prin variatii ale procedurilor de laborator si se suspecteazé o problemd cu
anticorpul, contactati Asistenta Tehnicd Biocare la 1-800-542-2002 sau prin
intermediul informatiilor de asistentd tehnica furnizate pe biocare.net.

Pregétirea probei:

Tesuturile fixate in formol sunt adecvate pentru utilizare inainte de
incorporarea parafinei. Tesuturile osoase trebuie decalcificate inainte de
prelucrarea tesuturilor pentru a facilita taierea tesuturilor si pentru a preveni
deteriorarea lamelor microtomului.:»

Tesuturile fixate si incorporate in mod corespunzator care exprimd antigenul
tintd specificat trebuie pastrate intr-un loc racoros. Actul Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA) din 1988 impune in 42 CFR8§493.1259(b) ca
Jlaboratorul trebuie sa retind lamele colorate cel putin zece ani de la data
examinarea si pastrarea blocurilor de specimene cel putin doi ani de la data
examindrii.”s

Tratamentul tesuturilor inainte de colorare:

Efectuati recuperarea epitopului indusa de caldura (HIER) conform
protocolului recomandat de mai jos. S-a demonstrat ca utilizarea de rutind a
HIER fnainte de IHC reduce la minimum inconsistenta si standardizeazd
colorarea.:s

Avertisment si precautii:

1. DAB Sparkle contine sulfat cupric pentahidrat. Purtati manusi si
imbracaminte de protectie si luati masuri de precautie rezonabile atunci cand
il manipulati, deoarece DAB Sparkle este clasificat ca iritant si poate provoca
sensibilizare la contactul cu pielea. Evitati contactul cu ochii, pielea si
mucoasele.

2. Manipulati materialele de origine umana sau animala ca potential
periculoase biologice si eliminati astfel de materiale cu masurile de precautie
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corespunzétoare. In cazul expunerii, respectati directivele de sanétate ale
autoritatilor responsabile acolo unde este utilizat.s”

3. Specimenele, Tnainte si dupa fixare, si toate materialele expuse acestora
trebuie manipulate ca si cum ar fi capabile sa transmitd infectia si eliminate
cu masurile de precautie corespunzétoare. Nu pipetati niciodata reactivii pe
gurd si evitati contactul pielii si mucoaselor cu reactivii si mostrele. Daca
reactivii sau mostrele vin in contact cu zone sensibile, spalati-va cu cantitati
mari de apa.s

4. Contaminarea microbiana a reactivilor poate duce la o crestere a coloratiei
nespecifice.

5. Timpii de incubare sau alte temperaturi decat cele specificate pot da
rezultate eronate. Utilizatorul trebuie sa valideze orice astfel de modificare.
6. Nu utilizati reactiv dupa data de expirare imprimata pe flacon.

7. Reactivul (reactivii) kit-ului de detectare a micropolimerului este
optimizat(i) si gata de utilizare cu anticorpi Biocare si reactivi auxiliari.
Consultati instructiunile de utilizare a anticorpului primar si a altor reactiv
auxiliari pentru protocoalele si conditiile recomandate de utilizare.

8. Respectati cerintele autoritdtilor locale si/sau de stat pentru metoda de
eliminare.

9. FDS este disponibila la cerere si se afla lahttp://biocare.net.

10. Raportati orice incidente grave legate de acest dispozitiv contactand
reprezentantul local Biocare si autoritatea competenta aplicabilé a statului
membru sau a tarii in care se afla utilizatorul.

Acest reactiv contine componente clasificate asa cum este indicat in tabelul
de mai jos in conformitate cu Regulamentul (CE) nr. 1272/2008

pericol Cod Declaratie de pericol

H316 Provoaca iritatii usoare ale pielii
H400 Foarte toxic pentru viata acvatica

Instructiuni de folosire:

Reactivii kit-ului de cromogen sunt optimizati pentru utilizare cu anticorpi
Biocare si reactivi auxiliari. Consultati instructiunile de utilizare a anticorpului
primar si a altor reactiv auxiliari pentru protocoalele si conditiile recomandate
de utilizare. Timpii si temperaturile de incubare vor varia in functie de
protocolul specific de anticorpi urmat.

Cand utilizati un instrument automat de colorare, consultati manualul de
utilizare al instrumentului specific si instructiunile de utilizare pentru
parametrii de functionare.

Etape procedurale generale pentru efectuarea IHC:

1. Cromogen: Incubati timp de 5 minute la temperatura camerei cu DAB
Biocare

2. DAB Sparkle: Aplicati 4 picaturi de DAB Sparkle pe tesutul colorat cu DAB.
Incubati timp de 1 minut. Clatiti cu apa deionizata.

3. Contracolorare: Contracolorare cu hematoxilind. Clatiti cu apa deionizata.
Aplicati solutia de albastru Tacha timp de 1 minut. Clatiti cu apa deionizata.

Control de calitate:

Consultati Standardele de calitate CLSI pentru proiectarea si implementarea
testelor imunohistochimice; Ghid aprobat-A doua editie (I/LA28-A2) CLSI
Wayne, PA SUA (www.clsi.org). 2011:

Control pozitiv al tesuturilor:
Materialele de control pozitiv extern trebuie sa fie probe proaspete fixate,
procesate si incorporate cat mai curand posibil, in acelasi mod ca probele
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pacientului. Controalele pozitive ale tesuturilor indica tesuturile pregdtite
corect si tehnicile adecvate de colorare. Un control de tesut extern pozitiv
pentru fiecare set de conditii de testare ar trebui sa fie inclus in fiecare cursa
de colorare.

Tesuturile utilizate pentru materialele de control pozitiv extern trebuie
selectate din mostre de pacient cu niveluri scazute bine caracterizate ale
activitdtii tintei pozitive care dd colorare pozitivd slaba. Nivelul scdzut de
pozitivitate pentru controalele pozitive externe este conceput astfel incat sa
asigure detectarea modificarilor subtile ale sensibilitatii anticorpilor primari
din instabilitate sau probleme cu metodologia IHC. Lamelele de control al
tesuturilor disponibile comercial sau mostrele procesate diferit de
esantioanele pacientului valideaza doar performanta reactivului si nu verifica
pregatirea tesuturilor.

Controalele de tesut pozitive cunoscute ar trebui utilizate numai pentru
monitorizarea performantei corecte a tesuturilor procesate si a reactivilor de
testare, mai degrabd decat ca ajutor in formularea unui diagnostic specific al
probelor de pacienti. Daca controalele pozitive ale tesuturilor nu reusesc sa
demonstreze o colorare pozitiva, rezultatele cu probele de testat trebuie
considerate nevalide.

Controlul negativ al tesuturilor:

Utilizati un control de tesut negativ fixat, procesat si incorporat intr-o maniera
identicd cu esantionul(e) pacientului la fiecare cursd de colorare pentru a
verifica specificitatea anticorpului primar IHC pentru demonstrarea
antigenului tintd si pentru a oferi o indicatie a colorarii specifice de fond
(colorare fals pozitiva). De asemenea, varietatea diferitelor tipuri de celule
prezente in majoritatea sectiunilor de tesut poate sd fie utilizate de cdtre
laborator ca locuri de control negativ intern pentru a verifica performanta
IHC specificatii. Tipurile si sursele de specimene care pot fi utilizate pentru
tesutul negativ controalele sunt listate in sectiunea Caracteristici de
performantd.

Daca apare o colorare specifica (colorare fals pozitiva) in controlul negativ al
tesutului, rezultatele cu mostrele pacientului trebuie considerate nevalide.

Control reactiv negativ nespecific:

Utilizati un control reactiv negativ nespecific in locul anticorpului primar cu o
sectiune din fiecare specimen de pacient pentru a evalua colorarea
nespecifica si .
permit o mai buna interpretare a colordrii specifice la locul antigenului. In
mod ideal, un control reactiv negativ contine un anticorp produs si preparat
(adica diluat la aceeasi concentratie folosind acelasi diluant) pentru utilizare
in acelasi mod ca anticorpul primar, dar nu prezinta reactivitate specificd cu
tesuturile umane in aceeasi matrice/solutie ca anticorpul primar. . Numai
diluantul poate fi utilizat ca o alternativa mai putin doritd fatd de controalele
negative descrise anterior. Perioada de incubatie pentru controlul reactiv
negativ trebuie sa corespundad cu cea a anticorpului primar.

Cand sunt utilizate panouri de mai multi anticorpi pe sectiuni in serie, zonele
cu colorare negativd ale unei lame pot servi ca un control de fond
negativ/nespecific de legare pentru alti anticorpi. Pentru a diferentia
activitatea enzimaticd endogene sau legarea nespecificda a enzimelor de
imunoreactivitatea specifica, tesuturile suplimentare ale pacientului pot fi
colorate exclusiv cu substrat-cromogen sau complexe enzimatice (PAP,
avidina-biotind, streptavidina) si respectiv substrat-cromogen.

Verificarea testului:
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Inainte de utilizarea initiald a unui anticorp sau a unui sistem de colorare intr-
o procedura de diagnosticare, utilizatorul trebuie sa verifice specificitatea
anticorpului testéandu-I pe o serie de tesuturi interne cu caracteristici de
performantd imunohistochimice cunoscute reprezentand tesuturi pozitive si
negative cunoscute. Consultati procedurile de control al calitdtii prezentate
anterior in aceasta sectiune a prospectului produsului si recomandarile de
control al calitatii din Programul de certificare CAP.» pentru imunohistochimie
si/sau ghidul NCCLS IHCu. Aceste proceduri de control al calitdtii trebuie
repetate pentru fiecare lot nou de anticorpi sau ori de cate ori existd o
modificare a parametrilor de analiza. Tesuturile enumerate in sectiunea
Caracteristici de performantd sunt potrivite pentru verificarea testului.

Depanare:

Urmati recomandarile protocolului specific anticorpilor conform fisei de date
furnizate. Dacd apar rezultate atipice, contactati asistenta tehnica Biocare la
1-800-542-2002.

Interpretarea colorarii:

DAB Sparkle produce o reactie de culoare maro imbunatatitd la situsurile
antigenului localizate de anticorpul primar. Inainte de interpretarea
rezultatelor pacientului, colorarea controalelor trebuie evaluata de un patolog
calificat. Martorii negativi sunt evaluati si comparati cu lamele colorate pentru
a se asigura ca orice colorare observata nu este rezultatul interactiunilor
nespecifice.

Control pozitiv al tesuturilor:

Controlul pozitiv al tesutului colorat cu anticorpul indicat trebuie examinat
mai intdi pentru a se asigura ca toti reactivii functioneaza corect. Colorarea
adecvata a celulelor tintd (asa cum s-a indicat mai sus) indica reactivitate
pozitiva. Daca controalele pozitive ale tesuturilor nu reusesc sa demonstreze
o colorare pozitiva, orice rezultat cu probele de testat trebuie considerat
nevalid.

Culoarea produsului de reactie poate varia in functie de cromogenii
substratului utilizati. Consultati prospectele de ambalaj pentru substrat
pentru reactile de culoare asteptate. Mai mult, metacromazia poate fi
observata in variatiile metodei de colorare.=

Cand se foloseste o contracolorare, in functie de durata de incubare si de
potenta contracolorului utilizat, contracolorarea va avea ca rezultat o colorare
a nucleilor celulari. Contracolorarea excesivda sau incompletd poate
compromite interpretarea corectd a rezultatelor. Consultati protocoalele
pentru contracolorarea recomandata.

Controlul negativ al tesuturilor:

Controlul negativ al tesuturilor trebuie examinat dupd controlul pozitiv al
tesutului pentru a verifica specificitatea etichetdrii antigenului tinta de cétre
anticorpul primar. Absenta coloratiei specifice in controlul negativ al tesutului
confirma lipsa reactivitatii incrucisate a anticorpilor la celule/componentele
celulare. Daca apare o colorare specificd (colorare fals pozitiva) in controlul
extern negativ al tesutului, rezultatele cu specimenul pacientului trebuie
considerate nevalide.

Coloratia nespecificd, dacd este prezentd, are de obicei un aspect difuz.
Colorarea sporadica a tesutului conjunctiv poate fi observata si in sectiuni din
tesuturi fixate in exces de formol. Utilizati celule intacte pentru interpretarea
rezultatelor colorarii. Celulele necrotice sau degenerate se coloreaza adesea
nespecific.

Tesutul pacientului:

Examinati mostrele pacientului colorate cu anticorpul indicat ultimul.
Intensitatea colorarii pozitive trebuie evaluata in contextul oricarei colorari
de fond nespecifice a controlului reactiv negativ. Ca si in cazul oricarui test
imunohistochimic, un rezultat negativ inseamnd cd@ antigenul nu a fost
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detectat, nu ca antigenul a fost absent in celulele/tesutul testat. Dacé este
necesar, utilizati un panou de anticorpi pentru a identifica reactiile fals-
negative.

Consultati Rezumatul si Explicatia, Limitarile si Caracteristicile de performantd
pentru informatii specifice privind imunoreactivitatea indicata a anticorpilor.

Limitari:

Limitari generale:

1. Pentruin vitro Utilizarea diagnosticului (IVD).

2. Acest produs este doar pentru uz profesional: Imunohistochimia este
un proces de diagnosticare in mai multe etape care consta in pregatire
specializata in selectarea reactivilor corespunzatori; selectia, fixarea si
prelucrarea tesuturilor; prepararea lamei IHC; si interpretarea
rezultatelor colorarii.

3. Pentru utilizare numai pe baza de prescriptie medicala. (Numai Rx)

4.  Colorarea tesuturilor depinde de manipularea si prelucrarea tesutului
inainte de colorare. Fixarea necorespunzatoare, inghetarea,
dezghetarea, spalarea, uscarea, incalzirea, sectionarea sau
contaminarea cu alte tesuturi sau fluide pot produce artefacte, captarea
anticorpilor sau rezultate fals negative. Rezultatele inconsecvente se
pot datora variatilor in metodele de fixare si incorporare sau
neregularitatilor inerente in tesut.=

5. Contracolorarea excesivda sau incompletd poate compromite
interpretarea corectd a rezultatelor.

6. Interpretarea clinicd a oricarei coloratii pozitive sau negative trebuie
evaluata in contextul prezentarii clinice, al morfologiei si al altor criterii
histopatologice. Interpretarea clinicd a oricarei colordri pozitive sau
negative ar trebui s3 fie completata de studii morfologice care utilizeaza
controale interne si externe pozitive si negative adecvate, precum si
alte teste de diagnosticare. Este responsabilitatea unui patolog calificat
care este familiarizat cu utilizarea corectd a anticorpilor, reactivilor si
metodelor IHC sa interpreteze toti pasii utilizati pentru pregatirea si
interpretarea preparatului final IHC.

7.  Protocoalele optime pentru o anumita aplicatie pot varia. Acestea includ,
dar nu se limiteaza la fixare, metoda de recuperare a caldurii, timpii de
incubare, diluarea anticorpilor, grosimea sectiunii de tesut si trusa de
detectare utilizaté. Consultati instructiunile de utilizare a anticorpului
primar si a altor reactiv auxiliari pentru protocoalele si conditiile
recomandate de utilizare. Recomandarile si protocoalele din fisa de date
se bazeaza pe utilizarea exclusiva a produselor Biocare. In cele din urma,
este responsabilitatea investigatorului sd determine conditiile optime.

8. Acest produs nu este destinat utilizarii in citometria in flux.
Caracteristicile de performanta nu au fost determinate pentru citometria
in flux.

9. Tesuturile de la persoane infectate cu virusul hepatitei B si care contin
antigenul de suprafatd al hepatitei B (HBsAg) pot prezenta colorare
nespecifica cu peroxidaza de hrean.=

10. Reactivii pot demonstra reactii neasteptate in tesuturile netestate
anterior. Posibilitatea unor reactii neasteptate chiar si in grupurile de
tesuturi testate nu poate fi eliminatd complet din cauza variabilitatii
biologice a exprimarii antigenului in neoplasme sau in alte tesuturi
patologice.: Contactati asistenta tehnica Biocare la 1-800-542-2002 sau
prin intermediul informatiilor de asistentd tehnicd furnizate pe
biocare.net, cu reactii neasteptate documentate.

11. Serurile normale/neimune din aceeasi sursd animald ca si antiserurile
secundare utilizate in etapele de blocare pot provoca rezultate fals
negative sau fals pozitive din cauza autoanticorpilor sau a anticorpilor
naturali.

12. Rezultate fals pozitive pot fi observate din cauza legdrii neimunologice
a proteinelor sau a produselor de reactie substrat. Ele pot fi, de
asemenea, cauzate de activitatea pseudo-peroxidazei (eritrocite),
activitatea peroxidazei endogene (citocromul C) sau biotina endogena
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(de exemplu, ficat, san, creier, rinichi), in functie de tipul de imunocolor
utilizat.»

13. Un rezultat negativ inseamnd ca antigenul nu a fost detectat, nu ca
antigenul a fost absent in celulele sau tesutul examinat.

Limitari specifice produsului:
Fara limitari suplimentare specifice produsului,

Caracteristici de performanta:

Colorarea a fost efectuata utilizand protocoalele furnizate in instructiunile
specifice de utilizare a anticorpilor sau conform specificatiilor. Sensibilitatea
si specificitatea colordrii au fost evaluate intr-o serie de tipuri de tesut normal
si neoplazic evaluate in timpul dezvoltarii anticorpilor primari.

Reproductibilitate:

Reproductibilitatea DAB Sparkle de la Biocare este verificatd printr-o
masurare a preciziei intermediare in care au fost testate diferite loturi de
reactivi pe o perioada lungd de timp folosind diferiti operatori, analisti, loturi
de reactivi, mostre de tesut si echipamente. Coloratia obtinuta pentru fiecare
reactiv a fost consistenta si a fost efectuatd conform asteptarilor.

Depanare:

1. Nicio colorare a niciunei lame — Verificati pentru a determina ca au fost
utilizate tesuturi de control pozitiv adecvate, anticorpi si produse de
detectare. Verificati dacd exista indepartarea sau pretratarea ceara
incompletd sau necorespunzdtoare.

2. Colorare slabd a tuturor lamelor — Verificati pentru a determina ca au
fost utilizate tesuturi de control pozitiv adecvate, anticorpi si produse
de detectare.

3. Fundal excesiv al tuturor diapozitivelor — Pot exista niveluri ridicate de
biotind endogena (daca se utilizeazd produse de detectie pe baza de
biotind), activitate HRP endogena de conversie a cromogenului in
produs final colorat (utilizati bloc de peroxidaza) sau interactiune
proteica nespecifica in exces (utilizati o proteind). bloc, cum ar fi solutia
de blocare pe baza de ser sau cazeina).

4.  Sectiunile de tesut spala lamelele in timpul incubatiei — Verificati lamele
pentru a va asigura ca sunt incarcate pozitiv.

5. Colorare specificd prea intunecata — Verificati protocolul pentru a
determina dacd pe lame a fost aplicat titrul adecvat de anticorpi,
precum si timpii de incubare corespunzatori pentru toti reactivii. In plus,
asigurati-va cd protocolul are suficienti pasi de spalare pentru a elimina
excesul de reactivi dupa finalizarea etapelor de incubare.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Zamysl'ané pouzitie:
Prein vitro Diagnostické pouzitie

DAB Sparkle je urCeny na pouzitie v manualnych imunohistochemickych (IHC)
protokoloch farbenia na zlepsSenie farbenia tkaniv fixovanych vo formaline,
zaliatych v parafine (FFPE), ked' sa pouZiva v spojeni s vhodnym detekénym
systémom HRP a primarnymi protilatkami. Klinickd interpretacia akéhokol'vek
zafarbenia alebo jeho absencie by mala byt doplnend morfologickymi
Stadiami a nalezitymi kontrolami a mala by byt hodnotend v kontexte
pacientovej klinickej anamnézy a inych diagnostickych testov kvalifikovanym
patolégom.

Zhrnutie a vysvetlenie:
DAB Sparkle je Specialne vyvinuty roztok na zlepSenie kvality pripraveny na
pouzitie na zvysenie citlivosti a kontrastu tkaniv zafarbenych DAB.

Princip postupu:

Toto cinidlo, ked’ sa pouziva pri testovani IHC tkanivovych rezov FFPE,
umoziuje lepsiu vizualizaciu antigénov prostrednictvom sekvencnej aplikacie
Specificka protilatka k antigénu (primarna protilatka), sekundarna protilatka
k primarnej protilatke (volitelna vézba protilatka/sonda), enzymovy komplex
a chromogénny substrat s vlioZzenymi krokmi premyvania. Enzymaticka
aktivacia chromogénu vedie k viditel/nému reakénému produktu v mieste
antigénu. Vzorka sa potom moZze kontrastne zafarbit a zakryt' krycim
sklickom. Vysledky sa interpretuju pomocou svetla mikroskop a pomdcka pri
diferencialnej diagnostike patofyziologickych procesov, ktoré mozZu resp
nemusia byt’ spojené s konkrétnym antigénom.

Materialy a metody:

Dodavané Cinidla:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Rekonétitucia, miesanie, riedenie, titracia:

Cinidlo DAB Sparkle je optimalizované a pripravené na pouZitie s protilatkami
Biocare a pomocnymi Ccinidlami. Nie je potrebna Ziadna rekonstitlcia,
mieSanie, riedenie ani titracia.

Zname aplikacie:
Imunohistochémia (tkaniva fixované v parafine fixované vo formaline)

Dodavané ako: y
0,5% roztok pentahydratu siranu mednatého. Dalsie podrobnosti najdete v
karte bezpecnostnych Udajov.

Potrebné materialy a Cinidla, ktoré nie su sucastou dodavky:
Mikroskopické sklicka, kladne nabité

Pozitivne a negativne kontroly tkaniva

Pustna komora* alebo podobna Susiaca pec (volitelné)
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Xylén alebo nahrada xylénu

Etanol alebo reagencny alkohol
Odmast'ovacia komora* alebo podobny tlakovy hrniec (volitelné)
Deionizovana alebo destilovana voda
Premyvaci pufor*

Cinidla na predupravu* (volitel'né)
Enzymové travenie* (volitelné)
Peroxidazovy blok* (volitelné)
Proteinovy blok* (volitelné)

Primarna protilatka*

Negativne kontrolné Cinidla*

Detek¢né stpravy*

Hematoxylin* (kontrafarba)

Blueingovo cinidlo*

Montazne médium*

Krycie sklo

Svetelny mikroskop (40-400x zvacsenie)

* Biocare Medical Products: Informacie o katalégovych Cislach a objednavani

najdete na webovej stranke Biocare Medical na adrese http://biocare.net.
Niektoré Ccinidlda uvedené vysSSie sU zaloZzené na Specifickej aplikacii a
pouzitom detekénom systéme.

Skladovanie a stabilita:

Skladujte pri izbovej teplote (RT). Ak sa liek uchovava za tychto podmienok,
je stabilny do datumu exspiracie vytlaceného na stitku injekcnej liekovky.
Nepouzivajte po datume exspiracie. Skladovanie za akychkolvek inych
podmienok, ako su uvedené, musi byt overené. Stabilita uZivatelom
zriedeného Cinidla nebola stanovena spolo¢nost'ou Biocare.

Pozitivne a negativne kontroly by sa mali vykonavat’ suCasne so vsetkymi
vzorkami pacienta. Ak spozorujete neoCakavané zafarbenie, ktoré nemozno
vysvetlit odchylkami v laboratornych postupoch a mate podozrenie na
problém s protilatkou, kontaktujte technickd podporu spolocnosti Biocare na
Cisle 1-800-542-2002 alebo prostrednictvom informacii o technickej podpore
poskytovanych na biocare.net.

Priprava vzorky:

Tkaniva fixované vo formaline st vhodné na pouZitie pred zaliatim do
parafinu. Kostné tkaniva by sa mali pred spracovanim tkaniva odvapnit, aby
sa ulahcilo rezanie tkaniva a zabranilo sa poskodeniu Cepiel'ok mikrotomu.:2

Spravne fixované a zaliate tkaniva exprimujlice Specifikovany ciel'ovy antigén
by sa mali skladovat' na chladnom mieste. Zakon o zlepSovani klinickych
laboratérii (CLIA) z roku 1988 vy?aduje v 42 CFR§493.1259(b), ¥e
,Laboratérium musi uchovavat' zafarbené sklicka najmenej desat’ rokov od
datumu vysetrenie a uchovavat’ bloky vzoriek najmenej dva roky od datumu
vySetrenia.:

Osetrenie tkaniv pred farbenim:

Vykonajte teplom indukované vyhladavanie epitopu (HIER) podla
odporucaného protokolu uvedeného nizsie. Ukazalo sa, Ze rutinné pouZzivanie
HIER pred IHC minimalizuje nekonzistentnost’ a Standardizuje farbenie.s

Varovanie a bezpecnostné opatrenia:

1. DAB Sparkle obsahuje pentahydrat siranu mednatého. Pri manipulacii
pouzivajte rukavice a ochranny odev a prijmite primerané opatrenia, pretoze
DAB Sparkle je klasifikovany ako drazdiva latka a moZe sposobit’ senzibilizaciu
pri kontakte s pokozkou. Zabrarite kontaktu s o¢ami, pokozkou a sliznicami.
2. Zaobchadzajte s materialmi l'udského alebo ZivociSneho pdvodu ako s
potencialne biologicky nebezpecnymi a likvidujte ich s nalezitymi opatreniami.
V pripade expozicie postupujte podla zdravotnych smernic zodpovednych
organov, kde sa pouZiva.c”
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3. So vzorkami pred a po fixacii a so vSetkymi materialmi, ktoré st im
vystavené, by sa malo zaobchadzat' tak, ako keby boli schopné prenasat’
infekciu, a mali by sa likvidovat’ podla nalezitych opatreni. Nikdy nepipetujte

reagencie Ustami a vyhybajte sa kontaktu koze a sliznic s Cinidlami a vzorkami.

Ak sa reagencie alebo vzorky dostan do kontaktu s citlivymi oblastami,
umyte ich velkym mnozstvom vody.s

4. Mikrobidlna kontaminacia cinidiel moze viest' k zvySeniu nespecifického
zafarbenia.

5. Iné inkubacné Casy alebo teploty, ako st uvedené, mozu viest’ k chybnym
vysledkom. Pouzivatel’ musi kazd( takdto zmenu potvrdit’.

6. Nepouzivajte Cinidlo po datume exspiracie vytlaCenom na injekcnej
liekovke.

7. Cinidld supravy na detekciu mikropolymérov su optimalizované a
pripravené na pouzitie s protilatkami Biocare a pomocnymi cinidlami.
Odporucané protokoly a podmienky pouZitia ndjdete v pokynoch na pouZitie
primarnej protilatky a d'alSich pomocnych reagencii.

8. DodrZiavajte poziadavky miestnych a/alebo Statnych organov na spdsob
likvidacie.

9. KBU je k dispozici na poziadanie a nachadza sa na
adresehttp://biocare.net.

10. Nahlaste akékol'vek vazne incidenty suvisiace s tymto zariadenim
kontaktovanim miestneho zastupcu spolocnosti Biocare a prislusnym
organom clenského Statu alebo krajiny, kde sa pouZivatel' nachadza.

Toto cinidlo obsahuje zloZky klasifikované ako je uvedené v tabulke nizsie v
stlade s Nariadenim (ES) ¢. 1272/2008

Nebezpecenstvo | kod Vyhlasenie o nebezpecnosti

H316 | Spbsobuje mierne podrazdenie pokozky
H400 | Vel'mi toxicky pre vodné organizmy

Instrukcie na pouZivanie:

Cinidld stpravy chromogen st optimalizované na pouZitie s protilatkami
Biocare a pomocnymi Cinidlami. Odportcané protokoly a podmienky pouZitia
najdete v pokynoch na pouzitie primarnej protilatky a dalSich pomocnych
reagencii. Inkubacné Casy a teploty sa bud liSit’ v zavislosti od Specifického
protokolu protildtky, ktory sa pouZzije.

Pri pouzivani automatického farbiaceho pristroja si prestudujte prevadzkové
parametre v navode na obsluhu konkrétneho pristroja a v navode na pouZzitie.

VSeobecné procesné kroky na vykonavanie IHC:

1. Chromogén: Inkubujte 5 minut pri teplote miestnosti s Biocare's DAB

2. DAB Sparkle: Naneste 4 kvapky DAB Sparkle na tkanivo zafarbené DAB.
Inkubujte 1 minGtu. Oplachnite deionizovanou vodou.

3. Kontrafarba: Kontrafarba hematoxylinom. Oplachnite deionizovanou
vodou. Aplikujte Tacha’s Blueing Solution na 1 mindtu. Oplachnite
deionizovanou vodou.

Kontrola kvality:

Pozrite si Standardy kvality CLSI pre navrh a implementaciu
imunohistochemickych testov; Schvalena smernica — druhé vydanie (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011¢

Pozitivha kontrola tkaniva:

Externé pozitivne kontrolné materialy by mali byt' Cerstvé vzorky fixované,
spracované a zaliate ¢o najskor rovnakym sposobom ako vzorka (vzorky)
pacienta. Pozitivne kontroly tkaniva naznacuju spravne pripravené tkaniva a
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spravne techniky farbenia. Do kazdého cyklu farbenia by mala byt zahrnuta
jedna pozitivna externa tkanivova kontrola pre kazdy subor testovacich
podmienok.

Tkaniva pouZité pre externé materidly pre pozitivnu kontrolu by sa mali
vyberat’ zo vzoriek pacientov s dobre charakterizovanymi nizkymi hladinami
pozitivnej ciel'ovej aktivity, ktora poskytuje slabé pozitivne zafarbenie. Nizka
Uroven pozitivity pre externé pozitivne kontroly je navrhnuta tak, aby
zabezpecila detekciu jemnych zmien citlivosti primarnej protilatky z
nestability alebo problémov s metodikou IHC. Komer¢ne dostupné tkanivové
kontrolné sklicka alebo vzorky spracované inak ako vzorka (vzorky) pacienta
iba overuju Ucinnost’ Cinidla a neoveruju pripravu tkaniva.

Zname pozitivne kontroly tkaniva by sa mali pouzivat’ len na monitorovanie
spravneho vykonu spracovanych tkaniv a testovacich Cinidiel, a nie ako
pomaocka pri formulovani Specifickej diagndzy vzoriek pacientov. Ak pozitivne
kontroly tkaniva nepreukdzu pozitivne zafarbenie, vysledky s testovanymi
vzorkami by sa mali povazovat' za neplatné.

Negativna kontrola tkaniva:

Na overenie Specificity primarnej protilatky IHC pouZite negativnu tkanivovu
kontrolu fixovanu, spracovant a zapustent rovnakym spdsobom ako vzorka
(vzorky) pacienta pri kazdom cykle farbenia. preukazanie cielového antigénu
a poskytnutie indikacie Specifického zafarbenia pozadia (falosne pozitivne
farbenie). M6ze to byt aj mnozstvo réznych typov buniek pritomnych vo
vacsine tkanivovych rezov byt pouZité laboratdriom ako interné negativne
kontrolné miesta na overenie vykonu IHC technické Udaje. Typy a zdroje
vzoriek, ktoré mozno pouZit' na negativne tkanivo ovladacie prvky s uvedené
v Casti Vykonnostné charakteristiky.

Ak sa v negativnej kontrole tkaniva vyskytne Specifické zafarbenie (falosne
pozitivne zafarbenie), vysledky so vzorkami pacienta by sa mali povazovat/
za neplatné.

Nespecificka negativna kontrola reagencii:

PouZzite nespecifickdl negativnu kontrolu ¢inidla namiesto primarnej protilatky
s rezom kazdej vzorky pacienta na vyhodnotenie nespecifického zafarbenia a
umoznuju lepsiu interpretaciu Specifického zafarbenia v mieste antigénu. V
idealnom pripade obsahuje negativna reagencna kontrola vyprodukovanu a
pripravenu protildtku (t. j. nariedend na rovnakd koncentraciu s pouZzitim
rovnakého riedidla) na pouZzitie rovnakym sposobom ako primarna protilatka,
ale nevykazuje Ziadnu Specifick( reaktivitu s l'udskymi tkanivami v rovnakej
matrici/roztoku ako primarna protildtka . Samotné riedidlo sa mdZe pouzit’
ako menej Ziaduca alternativa k predtym opisanym negativnym kontrolnym
Cinidlam. Inkubacnd doba pre negativnu reagencnl kontrolu by mala
zodpovedat’ dobe primarnej protilatky.

Ked' sa na sériovych rezoch pouziji panely niekol'kych protilatok, negativne
zafarbené oblasti jedného sklicka mozu sluzit' ako negativna/neSpecificka
vazbova kontrola pozadia pre iné protilatky. Na odliSenie endogénnej
enzymovej aktivity alebo neSpecifickej vdzby enzymov od Specifickej
imunoreaktivity moézu byt dalSie tkaniva pacienta zafarbené vylucne
substrat-chromogén alebo enzymovymi komplexmi (PAP, avidin-biotin,
streptavidin) a substrat-chromogén.

Overenie testu:

Pred prvym pouzitim protilatky alebo farbiaceho systému v diagnostickom
postupe by si mal pouzivatel’ overit’ Specifickost’ protilatky testovanim na sérii
vlastnych tkaniv so znamymi imunohistochemickymi charakteristikami, ktoré
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predstavuju zndme pozitivne a negativne tkaniva. Pozrite si postupy kontroly
kvality predtym uvedené v tejto Casti pribalového letdku k produktu a
odporucania kontroly kvality certifikacného programu CAPx pre
imunohistochémiu a/alebo usmernenie NCCLS IHC:. Tieto postupy kontroly
kvality by sa mali opakovat’ pre kazdu novu Sarzu protilatok alebo vzdy, ked’
dojde k zmene parametrov testu. Na overenie testu si vhodné tkaniva
uvedené v Casti Vykonnostné charakteristiky.

Riesenie problémov:

Postupujte podla odporucani protokolu Specifického pre protilatky podla
poskytnutého Udajového listu. Ak sa vyskytnl atypické vysledky, kontaktujte
technickd podporu spolocnosti Biocare na Cisle 1-800-542-2002.

Interpretacia farbenia:

DAB Sparkle vytvara zvySenu hnedu farebnl reakciu na miestach antigénu
lokalizovanych primarnou protilatkou. Pred interpretaciou vysledkov pacienta
musi zafarbenie kontrol vyhodnotit’ kvalifikovany patoldg. Negativne kontroly
sa vyhodnotia a porovnaijl so zafarbenymi sklickami, aby sa zabezpecilo, ze
akékol'vek pozorované zafarbenie nie je vysledkom nesSpecifickych interakcii.

Pozitivna kontrola tkaniva:

Pozitivna tkanivova kontrola zafarbena indikovanou protilatkou by sa mala
najskor vysetrit, aby sa zistilo, Ze vsetky Cinidla funguju spravne. Prislusné
farbenie cielovych buniek (ako je uvedené vyssie) svedCi o pozitivnej
reaktivite. Ak pozitivne kontroly tkaniva nepreukadzu pozitivne zafarbenie,

akékol'vek vysledky s testovanymi vzorkami by sa mali povaZovat' za neplatné.

Farba reak¢ného produktu sa modZze menit v zavislosti od pouZitych
substratovych chromogénov. OCakévané farebné reakcie najdete v
pribalovych letdkoch substratu. Dalej je mozné pozorovat’ metachromaziu vo
variantoch spdsobu farbenia.= .

Ked' sa pouZije kontrastné farbenie, v zavislosti od dlzky inkubacie a U¢innosti
pouzitého kontrastného farbenia, kontrastné farbenie povedie k zafarbeniu
bunkovych jadier. Nadmerné alebo nelipIné kontrastné farbenie méze ohrozit’
spravnu interpretaciu vysledkov. Odporticané kontrastné farbenie najdete v
protokole(och).

Negativna kontrola tkaniva:

Negativna tkanivova kontrola by sa mala vySetrit' po pozitivnej kontrole
tkaniva, aby sa overila Specifickost’ oznacenia ciel'ového antigénu primarnou
protildtkou. Nepritomnost’ Specifického zafarbenia v negativnej kontrole
tkaniva potvrdzuje nedostatok  krizovej reaktivity protilatky s
bunkami/bunkovymi zloZkami. Ak sa v negativnej vonkajsej kontrole tkaniva
vyskytne Specifické zafarbenie (falosSne pozitivne zafarbenie), vysledky so
vzorkou pacienta by sa mali povaZovat za neplatné.

Nespecifické sfarbenie, ak je pritomné, ma zvycajne difuzny vzhlad.
Sporadické zafarbenie spojivového tkaniva mozno pozorovat' aj na rezoch z
tkaniv nadmerne fixovanych formalinom. Na interpretaciu vysledkov farbenia
pouzite neporusené bunky. Nekrotické alebo degenerované bunky sa Casto
farbia nespecificky.

Tkanivo pacienta:

Preskimaijte vzorky pacientov zafarbené indikovanou protilatkou posledny.
Intenzita pozitivneho zafarbenia by sa mala posudit’ v kontexte akéhokol'vek
nespecifického zafarbenia pozadia negativnej kontroly s Cinidlom. Ako pri
akomkol'vek imunohistochemickom teste, negativny vysledok znamena, Ze
antigén nebol detegovany, nie Ze antigén chybal v testovanych
bunkach/tkanive. V pripade potreby pouzite panel protilatok na identifikaciu
faloSne negativnych reakcii.
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Specifické informécie tykajlice sa indikovanej imunoreaktivity protilatok
najdete v Casti Suhrn a vysvetlenie, obmedzenia a vykonnostné
charakteristiky.

Obmedzenia:

VSeobecné obmedzenia:

1. Prein vitro diagnostické (IVD) pouZitie

2. Tento produkt je wurCeny len na profesiondlne pouZitie:
Imunohistochémia je viackrokovy diagnosticky proces, ktory pozostava
z0 Specializovaného Skolenia vo vybere vhodnych cinidiel; vyber tkaniva,
fixacia a spracovanie; priprava podlozného sklicka IHC; a interpretacia
vysledkov farbenia.

3. Na poutzitie len na lekarsky predpis. (Len Rx)

4. Farbenie tkaniva zavisi od manipulacie a spracovania tkaniva pred
farbenim. Nespravna fixacia, zmrazovanie, rozmrazovanie, umyvanie,
susenie, zahrievanie, rezanie alebo kontaminacia inymi tkanivami alebo
tekutinami moZe spOsobit’ artefakty, zachytavanie protildtok alebo
faloSne negativne vysledky. Nekonzistentné vysledky moézu byt
sposobené odchylkami v metddach fixacie a zapustenia alebo
prirodzenymi nepravidelnost'ami v tkanive.x

5. Nadmerné alebo nelplné kontrastné farbenie moze ohrozit' spravnu
interpretaciu vysledkov.

6. Klinicka interpretacia akéhokolvek pozitivneho alebo negativneho
zafarbenia by sa mala hodnotit v kontexte klinického obrazu,
morfolégie a inych histopatologickych kritérii. Klinickd interpretacia
akéhokol'vek pozitivneho alebo negativneho zafarbenia by mala byt
doplnena morfologickymi stidiami s pouZitim spravnych pozitivnych a
negativnych vnltornych a vonkajSich kontrol, ako aj inych
diagnostickych testov. Je zodpovednostou kvalifikovaného patologa,
ktory je oboznameny so spravnym pouZzivanim IHC protilatok, Cinidiel a
metdd, interpretovat’ vSetky kroky pouZzité na pripravu a interpretaciu
konec¢ného IHC preparatu.

7. Optimalne protokoly pre konkrétnu aplikdciu sa mozu lisit. Tieto
zahfnajl, ale nie si obmedzené na fixaciu, metddu ziskania tepla,
inkubacné casy, riedenie protilatky, hrdbku tkanivového rezu a pouzit
detekénl stipravu. Odporucané protokoly a podmienky pouZitia najdete
v pokynoch na pouzitie primarnej protilatky a dalsich pomocnych
reagencii. Odportcania a protokoly Udajovych listov su zaloZené na
vyhradnom pouzivani produktov Biocare. V kone¢nom dosledku je
zodpovednost'ou vySetrovatela urcit’ optimalne podmienky.

8. Tento produkt nie je uréeny na pouZitie v prietokovej cytometrii.
Vykonnostné charakteristiky neboli stanovené pre prietokov(
cytometriu.

9. Tkanivd od osbb infikovanych virusom hepatitidy B a obsahujlce
povrchovy antigén hepatitidy B (HBsAg) m6zu vykazovat' neSpecifické
zafarbenie chrenovou peroxidazou.

10. Reagencie moZu vykazovatl neocakavané reakcie v predtym
netestovanych tkanivach. Moznost' neoCakavanych reakcii ani v
testovanych skupinach tkaniv nie je mozné Gplne eliminovat’ z dovodu
biologickej variability expresie antigénu v novotvaroch alebo inych
patologickych tkanivach.:s Kontaktujte technick( podporu spolo¢nosti
Biocare na Cisle 1-800-542-2002 alebo prostrednictvom informacii
technickej podpory poskytnutych na biocare.net so zdokumentovanymi
neoCakavanymi reakciami.

11. Normalne/neimunitné séra z rovnakého zvieracieho zdroja ako
sekundarne antiséra pouzité v blokovacich krokoch mozu sposobit’
faloSne negativne alebo faloSne pozitivne vysledky v dosledku
autoprotilatok alebo prirodzenych protilatok.

12. Falo$ne pozitivne vysledky moézu byt pozorované v dosledku
neimunologickej vazby proteinov alebo produktov reakcie substratu.
MGZu byt spdsobené aj pseudoperoxidazovou aktivitou (erytrocyty),
endogénnou peroxidazovou aktivitou (cytochrém C) alebo endogénnym
biotinom (napr. pecen, prsia, mozog, oblicky) v zavislosti od typu
pouzitého imunofarbiva.s=
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13. Negativny vysledok znamena, Ze antigén nebol detegovany, nie Ze
antigén chybal v skimanych bunkach alebo tkanive.

Specifické obmedzenia produktu:
Ziadne dalsfe sSpecifické obmedzenia produktu.

Vykonnostné charakteristiky:

Farbenie sa uskutocriovalo s pouzitim protokolov poskytnutych v navode na
pouzitie Specifickych pre protilatku alebo podla Specifikacie. Citlivost' a
Specificita farbenia sa hodnotila v celom rozsahu normélnych a
neoplastickych typov tkaniv hodnotenych pocas vyvoja primarnych protilatok.

Reprodukovatel'nost’:
Reprodukovatelnost’ Biocare DAB Sparkle sa overuje meranim strednej

presnosti, pri ktorom boli rozne Sarze Cinidiel testované pocas dlhsieho
Casového obdobia pomocou réznych operatorov, analytikov, Sarzi Cinidiel,
vzoriek tkaniv a zariadeni. Farbenie ziskané pre kazdé Cinidlo bolo
konzistentné a uskutocnilo sa podl'a oCakavania.

Riesenie problémov:

1. Ziadne zafarbenie na sklickach — Skontrolujte, ¢i sa pouzilo vhodné
tkanivo pozitivnej kontroly, protilatka a detekéné produkty. Skontrolujte
neuplné alebo nespravne odstranenie vosku alebo predbezni Upravu.

2. Slabé zafarbenie vSetkych skliCok — Skontrolujte, ¢i sa pouZilo vhodné
tkanivo pozitivnej kontroly, protildtka a detekéné produkty.

3.  Nadmerné pozadie vSetkych sklicok — M6Zu existovat’ vysoké hladiny
endogénneho biotinu (ak pouZivate detekéné produkty na baze biotinu),
endogénna aktivita HRP premienajlica chromogén na farebny konecny
produkt (pouZite peroxidazovy blok) alebo nadmernd neSpecificka
proteinova interakcia (pouzite protein blok, ako je blokovaci roztok na
baze séra alebo kazeinu).

4.  Tkanivové rezy zmyju sklicka poCas inkubacie — Skontrolujte sklicka,
aby ste sa uistili, Ze su pozitivne nabité.

5.  Specifické zafarbenie je prilis tmavé — Skontrolujte protokol a zistite, Ci
bol na sklicko aplikovany spravny titer protildtok, ako aj spravne
inkubaCné Casy pre vsetky cinidla. Okrem toho sa uistite, Ze protokol
obsahuje dostatok premyvacich krokov na odstranenie nadbytocnych
Cinidiel po dokonceni inkubacnych krokov.

Referencie:
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St. Louis: C.V. Mosby Co. 1980.

3. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988: Final Rule, 57 FR

7163, February 28, 1992.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Predvidena uporaba:
Zain vitro Diagnosti¢na uporaba

DAB Sparkle je namenjen za uporabo v protokolih obarvanja z roc¢no
imunohistokemijo (IHC) za izboljSanje obarvanja tkiv, fiksiranih s formalinom
in v parafin (FFPE), kadar se uporablja v povezavi z ustreznim sistemom za
odkrivanje HRP in primarnimi protitelesi. Klinicno interpretacijo kakrSnega
koli obarvanja ali njegove odsotnosti je treba dopolniti z morfoloskimi
Studijami in ustreznimi kontrolami ter jo mora oceniti usposobljen patolog v
kontekstu bolnikove klinicne anamneze in drugih diagnosticnih testov.

Povzetek in razlaga:
DAB Sparkle je posebej oblikovana raztopina za izboljSanje, pripravljena za
uporabo, za povecanje obCutljivosti in kontrasta tkiv, obarvanih z DAB.

Nacelo postopka:

Ko se ta reagent uporablja pri IHC testiranju tkivnih odsekov FFPE, omogoca
izboljSano vizualizacijo antigenov z zaporedno uporabo specifi¢no protitelo
proti antigenu (primarno protitelo), sekundarno protitelo proti primarnemu
protitelesu (neobvezno povezovalno protitelo/sonda), encimski kompleks in
kromogeni substrat z vmesnimi koraki pranja. Posledica encimske aktivacije
kromogena je viden reakcijski produkt na mestu antigena. Vzorec lahko nato
obarvamo in prekrijemo s pokrivnim stekelcem. Rezultati se interpretirajo z
uporabo lu¢i mikroskopom in pomoC pri diferencialni diagnostiki
patofizioloskih procesov, ki lahko oz morda ni povezan z doloCenim
antigenom.

Materiali in metode:

PriloZeni reagenti:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x 25 mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Rekonstitucija, mesanje, redcenje, titracija:

Reagent DAB Sparkle je optimiziran in pripravljen za uporabo s protitelesi
Biocare in pomoznimi reagenti. Rekonstitucija, mesanje, redCenije ali titracija
niso potrebni.

Znane aplikacije:
Imunohistokemija (tkiva, fiksirana s formalinom in parafinom)

Dobavljeno kot:
0,5 % raztopina bakrovega sulfata pentahidrata. Za dodatne podrobnosti
glejte varnostni list.

Potrebni materiali in reagenti, ki niso priloZeni:
Mikroskopska stekelca, pozitivho nabita

Pozitivne in negativne kontrole tkiva

Puscavska komora* ali podobna susilna pecica (izbirno)
Ksilen ali nadomestek ksilena
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Etanol ali reagentni alkohol

Komora za razkrivanje* ali podoben lonec na pritisk (neobvezno)
Deionizirana ali destilirana voda

Pralni pufer*

Reagenti za predhodno obdelavo* (neobvezno)
Encimska prebava* (neobvezno)

Blok peroksidaze* (neobvezno)

Beljakovinski blok* (neobvezno)

Primarno protitelo*

Reagenti negativne kontrole*

Kompleti za odkrivanje*

Hematoksilin* (protibarvanje)

Reagent za pomodrelo*

Montazni medij*

Pokrivno steklo

Svetlobni mikroskop (40-400-kratna povecCava)

* Biocare Medical Products: Za informacije o kataloskih Stevilkah in
naroanju obisCite spletno mesto Biocare Medical na naslovu
http://biocare.net. Nekateri zgoraj navedeni reagenti temeljijo na specificni
uporabi in uporabljenem sistemu odkrivanja.

Shranjevanije in stabilnost:

Hraniti pri sobni temperaturi (RT). Pri shranjevanju pod temi pogoji je izdelek
stabilen do datuma izteka roka uporabnosti, ki je natisnjen na nalepki viale.
Ne uporabljajte po preteku roka uporabnosti. Preveriti je treba shranjevanje
pod kakrsnimi koli pogoji, razen navedenih. Biocare ni ugotovil stabilnosti
uporabnisko razredCenega reagenta.

Pozitivne in negativne kontrole je treba opraviti hkrati z vsemi vzorci bolnikov.
Ce opazite nepricakovano obarvanje, ki ga ni mogoce razloziti z variacijami v
laboratorijskih postopkih, in obstaja sum na teZavo s protitelesi, se obrnite
na tehni¢no podporo Biocare na 1-800-542-2002 ali prek informacij o tehnicni
podpori na biocare.net.

Priprava vzorca:

Robcki, fiksirani v formalinu, so primerni za uporabo pred vgradnjo v parafin.
Kostna tkiva je treba pred obdelavo tkiva dekalcificirati, da olajsamo rezanje
tkiva in prepre¢imo poskodbe rezil mikrotoma.:»

Pravilno fiksirana in vdelana tkiva, ki izrazajo doloCeno tarco antigena, morajo
biti shranjena na hladnem. Zakon o izbolj$anju klinicnega laboratorija (CLIA)
iz leta 1988 zahteva v 42 CFR§493.1259(b), da mora laboratorij hraniti
obarvana stekelca najmanj deset let od datuma pregledati in hraniti bloke
vzorcev vsaj dve leti od datuma pregleda.™

Obdelava tkiv pred barvanjem:
Izvedite toplotno povzroCeno pridobivanje epitopov (HIER) po priporoc¢enem

protokolu spodaj. Pokazalo se je, da rutinska uporaba HIER pred IHC
zmanjSuje nedoslednost in standardizira barvanje.«s

Opozorilo in previdnostni ukrepi:
1. DAB Sparkle vsebuje bakrov sulfat pentahidrat. Nosite rokavice in zas¢itno

obleko ter upostevajte razumne previdnostne ukrepe pri ravnanju, saj je DAB
Sparkle razvrscen kot draZilno sredstvo in lahko povzrodi preobcutljivost koze.
Izogibajte se stiku z ofmi, koZo in sluznicami.

2. S snovmi Cloveskega ali Zivalskega izvora ravnajte kot s potencialno
biolosko nevarnimi snovmi in jih odstranite z ustreznimi varnostnimi ukrepi.
V primeru izpostavljenosti upostevajte zdravstvene smernice pristojnih
organov, kjer jih uporabljate.s”

3. Z vzorci pred in po fiksaciji ter z vsemi materiali, ki so jim izpostavljeni, je
treba ravnati, kot da bi lahko prenasali okuzbo, in jih odstraniti z ustreznimi
varnostnimi ukrepi. Reagentov nikoli ne pipetirajte z usti in se izogibajte stiku
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reagentov in vzorcev s koo in sluznicami. Ce pridejo reagenti ali vzorci v stik
4. Mikrobna kontaminacija reagentov lahko povzroci povecanje
nespecifitnega obarvanja.

5. Casi inkubacije ali temperature, ki niso navedene, lahko dajo napacne
rezultate. Uporabnik mora vsako takSno spremembo potrditi.

6. Reagenta ne uporabljajte po datumu izteka roka uporabnosti, ki je
natisnjen na viali.

7. Reagenti kompleta za odkrivanje mikropolimerov so optimizirani in
pripravljeni za uporabo s protitelesi Biocare in pomoznimi reagenti. Za
priporocene protokole in pogoje uporabe glejte navodila za uporabo
primarnega protitelesa in drugega pomoznega reagenta.

8. Upostevajte zahteve lokalnih in/ali drzavnih oblasti glede nacina
odstranjevanja.

9. Varnostni list je na voljo na zahtevo in se nahaja nahttp://biocare.net.
10. Prijavite vse resne incidente, povezane s to napravo, tako da se obrnete
na lokalnega predstavnika druzbe Biocare in ustrezne pristojne organe drzave
Clanice ali drZave, kjer se uporabnik nahaja.

Ta reagent vsebuje sestavine, razvrs¢ene kot je navedeno v spodnji tabeli v
skladu z Uredbo (ES) st. 1272/2008

Nevarnost Koda Izjava o nevarnosti

H316 | Povzroca blago drazenje koze
H400 | Zelo strupeno za vodne organizme

Navodila za uporabo:

Reagenti kompleta za kromogene so optimizirani za uporabo s protitelesi
Biocare in pomoznimi reagenti. Za priporocene protokole in pogoje uporabe
glejte navodila za uporabo primarnega protitelesa in drugega pomoznega
reagenta. Casi in temperature inkubacije se bodo razlikovali glede na dolo¢en
protokol protiteles, ki se uporablja.

Pri uporabi avtomatiziranega instrumenta za obarvanje si o operativnih
parametrih oglejte prirocnik za uporabo posebnega instrumenta in navodila
za uporabo.

Splosni postopkovni koraki za izvajanje IHC:

1. Kromogen: Inkubirajte 5 minut pri RT z Biocare DAB

2. DAB Sparkle: Nanesite 4 kapljice DAB Sparkle na tkivo, obarvano z DAB.
Inkubiramo 1 minuto. Izperite z deionizirano vodo.

3. Protibarvanje: Protibarvanje s hematoksilinom. Izperite z deionizirano
vodo. Nanesite raztopino Tacha's Bluing Solution za 1 minuto. Izperite z
deionizirano vodo.

Nadzor kakovosti:

Glejte standarde kakovosti CLSI za nacrtovanje in izvajanje
imunohistokemijskih testov; Odobrene smernice — druga izdaja (I/LA28-A2)
CLSI Wayne, PA ZDA (www.clsi.org). 2011:

Pozitivna kontrola tkiva:

Materiali za zunanjo pozitivno kontrolo morajo biti svezi vzorci, fiksirani,
obdelani in vdelani ¢im prej na enak nacin kot vzorci bolnikov. Pozitivne
kontrole tkiva kaZzejo na pravilno pripravljena tkiva in pravilne tehnike
barvanja. V vsak postopek barvanja je treba vkljuciti eno pozitivno zunanjo
kontrolo tkiva za vsak niz testnih pogojev.
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Tkiva, uporabljena za materiale za zunanjo pozitivho kontrolo, je treba izbrati
iz bolnikovih vzorcev z dobro oznacenimi nizkimi ravnmi pozitivne ciljne
aktivnosti, ki daje Sibko pozitivno obarvanje. Nizka raven pozitivnosti za
zunanje pozitivne kontrole je zasnovana tako, da zagotavlja odkrivanje
subtilnih sprememb v obCutljivosti primarnega protitelesa zaradi nestabilnosti
ali teZzav z metodologijo IHC. Komercialno dostopna stekelca za kontrolo tkiva
ali vzorci, obdelani drugaCe kot vzorec(-i) bolnika, potrjujejo samo
ucinkovitost reagenta in ne preverjajo priprave tkiva.

Znane pozitivne kontrole tkiv je treba uporabiti samo za spremljanje
pravilnega delovanja obdelanih tkiv in testnih reagentov, ne pa kot pomo¢
pri oblikovanju specifi¢ne diagnoze bolnikovih vzorcev. Ce pozitivne kontrole
tkiva ne pokazejo pozitivnega obarvanja, je treba rezultate s preskusnimi
vzorci Steti za neveljavne.

Negativna kontrola tkiva:

Za preverjanje specifiCnosti primarnega protitelesa IHC za prikaz tar¢nega
antigena in podatek o specifichem obarvanju ozadja (lazno pozitivno
obarvanje). Tudi razlicne vrste celic, ki so prisotne v vecini delov tkiva, lahko
laboratorij uporablja kot mesta notranje negativne kontrole za preverjanje
delovanja IHC specifikacije. Vrste in viri vzorcev, ki se lahko uporabijo za
negativno tkivo kontrolniki so navedeni v razdelku Performance Characterists.

Cese pri negativni kontroli tkiva pojavi specificno obarvanje (lazno pozitivno
obarvanje), je treba rezultate bolnikovih vzorcev obravnavati kot neveljavne.

Nespecifi¢na negativna kontrola reagenta:

Uporabite nespecificno negativno kontrolo reagenta namesto primarnega
protitelesa z odsekom vsakega bolnikovega vzorca, da ocenite nespecificno
obarvanje in

omogocajo boljSo interpretacijo specificnega obarvanja na mestu antigena.
V idealnem primeru negativna kontrola reagenta vsebuje proizvedeno in
pripravljeno protitelo (tj. razredCeno na enako koncentracijo z istim
razredCilom) za uporabo na enak nacin kot primarno protitelo, vendar ne kaze
specificne reaktivnosti s Cloveskimi tkivi v istem matriksu/raztopini kot
primarno protitelo. . Samo razredcilo se lahko uporabi kot manj zaZelena
alternativa prej opisanim negativnim kontrolam reagenta. Inkubacijsko
obdobje za negativno kontrolo reagenta mora ustrezati obdobju primarnega
protitelesa.

Kadar se plos¢e z veC protitelesi uporabljajo na serijskin odsekih, lahko
negativno  obarvana  podroCja enega  preparata  sluZijo kot
negativna/nespecifitna vezavna kontrola ozadja za druga protitelesa. Za
razlikovanje endogene encimske aktivnosti ali nespecificne vezave encimov
od specificne imunoreaktivnosti se lahko dodatna bolnikova tkiva obarvajo
izklju¢no s substrat-kromogenom ali encimskimi kompleksi (PAP, avidin-biotin,
streptavidin) oziroma substrat-kromogen.

Preverjanje testa:

Pred prvo uporabo protitelesa ali sistema obarvanja v diagnosticnem
postopku mora uporabnik preveriti specificnost protitelesa tako, da ga testira
na nizu lastnih tkiv z znanimi lastnostmi imunohistokemi¢nega delovanja, ki
predstavljajo znana pozitivha in negativna tkiva. Glejte postopke nadzora
kakovosti, ki so bili predhodno opisani v tem razdelku vlozka izdelka, in
priporodila za nadzor kakovosti certifikacijskega programa CAP» za
imunohistokemijo in/ali smernico NCCLS IHC:. Te postopke nadzora
kakovosti je treba ponoviti za vsako novo serijo protiteles ali vsakic, ko pride
do spremembe parametrov testa. Tkiva, navedena v razdelku z znacilnostmi
delovanja, so primerna za preverjanje testa.
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Odpravljanje tezav:

Sledite priporocilom protokola za specificna protitelesa v skladu s priloZzenim
podatkovnim listom. Ce pride do netipicnih rezultatov, se obrnite na tehni¢no
podporo Biocare na 1-800-542-2002.

Razlaga barvanja:

DAB Sparkle povzroci okrepljeno rjavo barvno reakcijo na mestih antigena,
ki jih lokalizira primarno protitelo. Pred interpretacijo bolnikovih rezultatov
mora obarvanje kontrol oceniti usposobljen patolog. Negativne kontrole se
ovrednotijo in primerjajo z obarvanimi preparati, da se zagotovi, da
morebitno opazeno obarvanje ni posledica nespecifi¢nih interakcij.

Pozitivna kontrola tkiva:

Najprej je treba pregledati pozitivno kontrolo tkiva, obarvano z navedenim
protitelesom, da se prepricamo, ali vsi reagenti delujejo pravilno. Ustrezno
obarvanje ciljnih celic (kot je navedeno zgoraj) kaze na pozitivno reaktivnost.
Ce pozitivne kontrole tkiva ne pokaZejo pozitivnega obarvanja, je treba vse
rezultate s preskusnimi vzorci obravnavati kot neveljavne.

Barva reakcijskega produkta se lahko razlikuje glede na uporabljene
substratne kromogene. Za priCakovane barvne reakcije glejte navodila za
embalaZo substrata. Poleg tega lahko opazimo metakromazijo pri razlicnih
metodah obarvanja.=

Ko se uporabi nasprotno barvanje, bo odvisno od dolZine inkubacije in modi
uporabljenega nasprotnega barvanja povzroCilo obarvanje celicnih jeder.
Prekomerno ali nepopolno kontrastno barvanje lahko ogrozi pravilno
interpretacijo rezultatov. Glejte protokol(e) za priporoceno kontrastno
barvanje.

Negativna kontrola tkiva:

Negativno tkivno kontrolo je treba pregledati po pozitivni tkivni kontroli, da
se preveri specificnost oznacCevanja tarCnega antigena s primarnim
protitelesom. Odsotnost specificnega barvanja v negativni tkivni kontroli
potrjuje pomanjkanje navzkrizne reaktivnosti protiteles na celice/celicne
komponente. Ce pride do specifi¢nega obarvanja (lazno pozitivno obarvanje)
pri negativni zunanji kontroli tkiva, je treba rezultate bolnikovega vzorca Steti
za neveljavne.

Nespecifitno obarvanje, Ce je prisotno, ima obicajno razprsen videz. Obcasno
obarvanje vezivnega tkiva je mogoce opaziti tudi v odsekih tkiv, ki so prevec
fiksirana s formalinom. Za razlago rezultatov obarvanja uporabite
nedotaknjene celice. Nekroti¢ne ali degenerirane celice se pogosto obarvajo
nespecificno.

Bolnikovo tkivo:

Preglejte bolnikove vzorce, obarvane z navedenim protitelesom zadnji.
Intenzivnost pozitivhega obarvanja je treba oceniti v kontekstu morebitnega
nespecificnega obarvanja ozadja negativne reagentne kontrole. Kot pri
vsakem imunohistokemi¢nem testu negativen rezultat pomeni, da antigen ni
bil odkrit, ne pa, da antigena ni bilo v testiranih celicah/tkivu. Po potrebi
uporabite plosco protiteles za identifikacijo laZzno negativnih reakcij.

Glejte povzetek in razlago, omejitve in znacilnosti delovanja za posebne
informacije glede indicirane imunoreaktivnosti protiteles.

Omejitve:

Splosne omejitve:

1. Zain vitro diagnosti¢na (IVD) uporaba

2. Ta izdelek je samo za profesionalno uporabo: Imunohistokemija je
vecstopenjski diagnosticni proces, ki je sestavljen iz specializiranega
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usposabljanja za izbiro ustreznih reagentov; izbira, fiksacija in obdelava
tkiv; priprava preparata IHC; in interpretacijo rezultatov barvanja.

3. Samo za uporabo po zdravniskem receptu. (Samo Rx)

4. Obarvanje tkiva je odvisno od ravnanja in obdelave tkiva pred
barvanjem. Nepravilna fiksacija, zamrzovanje, odmrzovanje, pranje,
suSenje, segrevanje, rezanje ali kontaminacija z drugimi tkivi ali
tekoCinami lahko povzroCi artefakte, ujetost protiteles ali lazno
negativne rezultate. Neskladni rezultati so lahko posledica razlik v
metodah fiksacije in vdelave ali inherentnih nepravilnosti v tkivu.:

5.  Prekomerno ali nepopolno kontrastno barvanje lahko ogrozi pravilno
interpretacijo rezultatov.

6. Klinicno interpretacijo kakrSnega koli pozitivnega ali negativnega
obarvanja je treba ovrednotiti v okviru klinicne slike, morfologije in
drugih histopatoloskih meril. Klinicno interpretacijo kakrsnega koli
pozitivnega ali negativnega obarvanja je treba dopolniti z morfoloskimi
Studijami z uporabo ustreznih pozitivnih in negativnih notranjih in
zunanjih  kontrol ter drugih diagnosti¢nih testov. Odgovornost
kvalificiranega patologa, ki je seznanjen s pravilno uporabo protiteles,
reagentov in metod IHC, je za razlago vseh korakov, uporabljenih za
pripravo in razlago konc¢nega pripravka IHC.

7. Optimalni protokoli za doloceno aplikacijo se lahko razlikujejo. Ti
vklju€ujejo, vendar niso omejeni na fiksacijo, metodo odvzema toplote,
Cas inkubacije, razredCitev protiteles, debelino odseka tkiva in
uporabljen komplet za odkrivanje. Za priporocene protokole in pogoje
uporabe glejte navodila za uporabo primarnega protitelesa in drugega
pomoznega reagenta. PriporoCila in protokoli podatkovnega lista
temeljijo na izkljuni uporabi izdelkov Biocare. Navsezadnje je
odgovornost raziskovalca, da doloci optimalne pogoje.

8. Ta izdelek ni namenjen uporabi v pretoCni citometriji. Znacilnosti
delovanja za pretocno citometrijo niso bile dolocene.

9. Tkiva oseb, okuzenih z virusom hepatitisa B in vsebujejo povrsinski
antigen hepatitisa B (HBsAg), so lahko nespecifitno obarvana s hrenovo
peroksidazo.

10. Reagenti lahko pokaZejo nepriCakovane reakcije v predhodno
netestiranih tkivih. MoZnosti nepri¢akovanih reakcij tudi v testiranih
skupinah tkiv ni mogoce popolnoma odpraviti zaradi bioloske
variabilnosti izrazanja antigenov v novotvorbah ali drugih patoloskih
tkivih.:s Obrnite se na tehni¢no podporo podjetja Biocare na 1-800-542-
2002 ali prek informacij o tehnicni podpori na biocare.net z
dokumentiranimi nepricakovanimi reakcijami.

11. Normalni/neimunski serumi iz istega Zivalskega izvora kot sekundarni
antiserumi, uporabljeni v korakih blokiranja, lahko povzrocijo lazno
negativne ali lazno pozitivne rezultate zaradi avtoprotiteles ali naravnih
protiteles.

12. Lazno pozitivne rezultate lahko opazimo zaradi neimunoloske vezave
beljakovin ali reakcijskih produktov substrata. Lahko jih povzrodi tudi
aktivnost psevdo peroksidaze (eritrociti), aktivnost endogene
peroksidaze (citokrom C) ali endogeni biotin (npr. jetra, dojke, mozgani,
ledvice), odvisno od vrste uporabljenega imunskega barvanja.=

13. Negativen rezultat pomeni, da antigen ni bil odkrit, ne pa, da antigena
ni bilo v pregledanih celicah ali tkivu.

Posebne omejitve izdelka:
Ni dodatnih posebnih omejitev za izdelek.

Znacilnosti delovanja:

Barvanje je bilo izvedeno z uporabo protokolov, navedenih v navodilih za
uporabo za protitelesa ali kot je doloCeno. Obcutljivost in specifi¢nost
obarvanja sta bili ovrednoteni za vrsto normalnih in neoplasti¢nih vrst tkiv,
ocenjenih med razvojem primarnih protiteles.

Ponovljivost:

Ponovljivost Biocare DAB Sparkle je preverjena z meritvijo vmesne
natancnosti, pri kateri so bile razlicne serije reagentov testirane v daljSem
Casovnem obdobju z uporabo razlicnih operaterjev, analitikov, serij
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reagentov, vzorcev tkiv in opreme. Dobljeno barvanje za vsak reagent je bilo
dosledno in izvedeno po pricakovanjih.

Odpravljanje tezav:

1. Nobeno stekelec ni obarvan — preverite, da ugotovite, ali so bila
uporabljena ustrezna pozitivna kontrola, tkivo, protitelesa in izdelki za
odkrivanje. Preverite nepopolno ali nepravilno odstranjevanje ali
predobdelavo voska.

2. Sibko obarvanje vseh stekelcev — Preverite, da ugotovite, ali so bila
uporabljena ustrezna pozitivna kontrola, tkivo, protitelesa in izdelki za
odkrivanje.

3. Prekomerno ozadje vseh stekelcev — morda so visoke ravni endogenega
biotina (Ce uporabljate izdelke za odkrivanje na osnovi biotina),
endogena aktivnost HRP, ki pretvarja kromogen v obarvani koncni
produkt (uporabite blok peroksidaze) ali presezek nespecifitne
interakcije z beljakovinami (uporabite beljakovino blok, kot je raztopina
za blokiranje na osnovi seruma ali kazeina).

4.  Odrezki tkiv se med inkubacijo sperejo s stekelcev — Preverite stekelca,
da zagotovite, da so pozitivno naelektrena.

5.  SpecifiCno barvanje je pretemno — Preverite protokol, da ugotovite, ali
je bil na objektnem stekelcu uporabljen ustrezen titer protiteles, kot
tudi ustrezne inkubacijske Case za vse reagente. Poleg tega zagotovite,
da ima protokol dovolj korakov pranja, da odstranite odvecne reagente
po zakljucku korakov inkubacije.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Uso previsto:
Parain vitro Uso diagnéstico

El DAB Sparkle esta disefiado para su uso en protocolos de tincién manuales
de inmunohistoquimica (IHC) para mejorar la tincion de tejidos fijados con
formalina e incluidos en parafina (FFPE) cuando se usa junto con el sistema
de deteccion HRP apropiado y anticuerpos primarios. La interpretacion clinica
de cualquier tincién o su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos y controles adecuados y debe ser evaluada en el contexto de la
historia clinica del paciente y otras pruebas diagnosticas por un patdlogo
calificado.

Resumen y explicacion:

DAB Sparkle es una solucion potenciadora lista para usar especialmente
formulada para aumentar la sensibilidad y el contraste de los tejidos tefiidos
con DAB.

Principio de Procedimiento:

Este reactivo, cuando se utiliza en pruebas IHC de secciones de tejido FFPE,
permite una visualizacidn mejorada de los antigenos mediante la aplicacion
secuencial de un anticuerpo especifico contra el antigeno (anticuerpo
primario), un anticuerpo secundario contra el anticuerpo primario (enlace
opcional anticuerpo/sonda), un complejo enzimatico y un sustrato
cromogénico con pasos de lavado interpuestos. La activacion enzimatica del
cromdgeno da como resultado un producto de reaccion visible en el sitio del
antigeno. Luego se puede contratefiir la muestra y cubrirla con un
cubreobjetos. Los resultados se interpretan utilizando una luz. microscopio y
ayuda en el diagndstico diferencial de procesos fisiopatoldgicos, que pueden
0 Puede no estar asociado con un antigeno en particular.

Materiales y métodos:

Reactivos proporcionados:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Reconstitucion, mezcla, dilucién, valoracion:

El reactivo DAB Sparkle esta optimizado y listo para usar con anticuerpos y
reactivos auxiliares de Biocare. No se requiere reconstitucion, mezcla,
dilucién o titulacion.

Aplicaciones conocidas:
Inmunohistoquimica (tejidos incluidos en parafina y fijados con formalina)

Se suministra como:
Solucién de Pentahidrato de Sulfato Clprico al 0,5%. Consulte la Hoja de
datos de seguridad para obtener detalles adicionales.

Materiales y reactivos necesarios pero no suministrados:
Portaobjetos de microscopio, cargados positivamente.
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Controles de tejido positivos y negativos.

Camara del Desierto* o similar Estufa de secado (opcional)
Xileno o sustituto del xileno

Etanol o alcohol reactivo

Camara de ocultacion* o olla a presion similar (opcional)
Agua desionizada o destilada

Tampon de lavado*

Reactivos de pretratamiento* (opcional)

Digestion enzimatica* (opcional)

Blogueo de peroxidasa* (opcional)

Bloque de proteinas* (opcional)

Anticuerpo primario*

Reactivos de control negativo*

Kits de deteccion*

Hematoxilina* (contratincion)

Reactivo azulante*

Medio de montaje*

Vidrio de proteccion

Microscopio dptico (aumento 40-400X)

* Productos médicos de Biocare: consulte el sitio web de Biocare Medical
ubicado en http://biocare.net para obtener informacion sobre los nimeros
de catdlogo y los pedidos. Ciertos reactivos enumerados anteriormente se
basan en la aplicacion especifica y el sistema de deteccion utilizado.

Almacenamiento y estabilidad:
Almacenar a temperatura ambiente (RT). El producto es estable hasta la

fecha de vencimiento impresa en la etiqueta del vial cuando se almacena en
estas condiciones. No utilizar después de la fecha de caducidad. Se debe
verificar el almacenamiento en cualquier condicion distinta a las especificadas.
Biocare no ha establecido la estabilidad del reactivo diluido por el usuario.

Se deben realizar controles positivos y negativos simultaneamente con todas
las muestras de pacientes. Si se observa una tincion inesperada que no
puede explicarse por variaciones en los procedimientos de laboratorio y se
sospecha un problema con el anticuerpo, comuniquese con el soporte técnico
de Biocare al 1-800-542-2002 o mediante la informacion de soporte técnico
proporcionada en biocare.net.

Preparacion de espécimen:

Los tejidos fijados en formalina son adecuados para su uso antes de la
inclusion en parafina. Los tejidos 6seos deben descalcificarse antes del
procesamiento del tejido para facilitar el corte del tejido y evitar dafios a las
hojas del micrétomo.:2

Los tejidos correctamente fijados e incluidos que expresen el antigeno
objetivo especificado deben almacenarse en un lugar fresco. La Ley de
Mejora de Laboratorios Clinicos (CLIA) de 1988 exige en 42 CFR§493.1259(b)
que “El laboratorio debe conservar los portaobjetos tefidos al menos diez
afos a partir de la fecha de examen y conservar los bloques de muestras al
menos dos afios después de la fecha del examen”.:

Tratamiento de tejidos antes de la tincidn:

Realice la recuperacion de epitopos inducida por calor (HIER) segun el
protocolo recomendado a continuacion. Se ha demostrado que el uso
rutinario de HIER antes de la IHC minimiza la inconsistencia y estandariza la
tincion.s

Advertencias y precauciones:
1. DAB Sparkle contiene sulfato clprico pentahidratado. Utilice guantes y

ropa protectora y tome precauciones razonables al manipularlo, ya que DAB
Sparkle esta clasificado como irritante y puede provocar sensibilizacién por
contacto con la piel. Evite el contacto con ojos, piel y mucosas.
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2. Manipule materiales de origen humano o animal como potencialmente
biopeligrosos y deséchelos con las precauciones adecuadas. En caso de
exposicion, siga las directivas sanitarias de las autoridades responsables
donde se utilice.s”

3. Las muestras, antes y después de la fijacion, y todos los materiales
expuestos a ellas deben manipularse como si pudieran transmitir infecciones
y eliminarse con las precauciones adecuadas. Nunca pipetee reactivos con la
boca y evite el contacto de la piel y las membranas mucosas con reactivos y
muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con areas
sensibles, lave con abundante agua.

4. La contaminacion microbiana de los reactivos puede provocar un aumento
de la tincion inespecifica.

5. Tiempos de incubacion o temperaturas distintas a las especificadas pueden
dar resultados erroneos. El usuario debe validar cualquier cambio de este
tipo.

6. No utilice el reactivo después de la fecha de vencimiento impresa en el
vial.

7. Los reactivos del kit de deteccién de micropolimeros estan optimizados y
listos para usar con anticuerpos y reactivos auxiliares de Biocare. Consulte
las instrucciones de uso del anticuerpo primario y otros reactivos auxiliares
para conocer los protocolos y condiciones de uso recomendados.

8. Siga los requisitos de las autoridades locales y/o estatales sobre el método
de eliminacion.

9. La SDS esta disponible previa solicitud y se encuentra enhttp://biocare.net.

10. Informe cualquier incidente grave relacionado con este dispositivo
comunicandose con el representante local de Biocare y la autoridad
competente correspondiente del Estado miembro o pais donde se encuentra
el usuario.

Este reactivo contiene componentes clasificados como se indica en la
siguiente tabla de acuerdo con el Reglamento (CE) n° 1272/2008.

Peligro Cddigo Indicacion de peligro
H316 Provoca irritacion leve de la piel.
H400 Muy toxico para la vida marina

Instrucciones de uso:

Los reactivos del kit de cromdgeno estan optimizados para su uso con
anticuerpos y reactivos auxiliares de Biocare. Consulte las instrucciones de
uso del anticuerpo primario y otros reactivos auxiliares para conocer los
protocolos y condiciones de uso recomendados. Los tiempos y temperaturas
de incubacion variaran segun el protocolo de anticuerpos especifico seguido.

Cuando utilice un instrumento de tinciéon automatizado, consulte el manual
del operador del instrumento especifico y las instrucciones de uso para
conocer los parametros operativos.

Pasos generales del procedimiento para realizar IHC:

1. Cromdgeno: Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente con DAB
de Biocare

2. DAB Sparkle: Aplique 4 gotas de DAB Sparkle al tejido tefiido con DAB.
Incubar durante 1 minuto. Enjuague con agua desionizada.

3. Contratincién: Contratincion con hematoxilina. Enjuague con agua
desionizada. Aplicar la Solucidn Azulante de Tacha durante 1 minuto.
Enjuague con agua desionizada.
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Control de calidad:

Consulte los Estandares de calidad del CLSI para el disefio e implementacion
de ensayos de inmunohistoquimica; Guia aprobada-Segunda edicion (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011:

Control Positivo de Tejidos:

Los materiales de control positivo externo deben ser muestras frescas fijadas,
procesadas e incluidas lo antes posible de la misma manera que las muestras
del paciente. Los controles de tejido positivos son indicativos de tejidos
correctamente preparados y técnicas de tincion adecuadas. En cada proceso
de tincion se debe incluir un control de tejido externo positivo para cada
conjunto de condiciones de prueba.

Los tejidos utilizados para los materiales de control positivo externo deben
seleccionarse de muestras de pacientes con niveles bajos bien caracterizados
de actividad diana positiva que proporcione una tincién positiva débil. El bajo
nivel de positividad para los controles positivos externos esta disefiado para
garantizar la deteccion de cambios sutiles en la sensibilidad del anticuerpo
primario debido a inestabilidad o problemas con la metodologia IHC. Los
portaobjetos de control de tejido disponibles comercialmente o las muestras
procesadas de manera diferente a las muestras del paciente validan
Unicamente el rendimiento del reactivo y no verifican la preparacion del tejido.

Los controles de tejido positivos conocidos solo deben utilizarse para
monitorear el desempefio correcto de los tejidos procesados y los reactivos
de prueba, en lugar de como ayuda para formular un diagnéstico especifico
de muestras de pacientes. Si los controles de tejido positivos no logran
demostrar una tincidn positiva, los resultados de las muestras de prueba
deben considerarse invalidos.

Control de tejido negativo:

Utilice un control de tejido negativo fijado, procesado e incluido de manera
idéntica a las muestras del paciente en cada proceso de tincion para verificar
la especificidad del anticuerpo primario IHC para demostracion del antigeno
diana y para proporcionar una indicacion de tincion de fondo especifica
(tincién falsa positiva). Ademas, la variedad de diferentes tipos de células
presentes en la mayoria de las secciones de tejido puede Ser utilizado por el
laboratorio como sitios de control negativo interno para verificar el
desempefio de la IHC. especificaciones. Los tipos y fuentes de muestras que
pueden usarse para tejido negativo. Los controles se enumeran en la seccion
Caracteristicas de rendimiento.

Si se produce una tincion especifica (tincion falsa positiva) en el control de
tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se deben
considerar no validos.

Control de reactivos negativos no especificos:

Utilice un control reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo
primario con una seccion de cada muestra de paciente para evaluar la tincion
no especifica y

permitir una mejor interpretacion de la tincion especifica en el sitio del
antigeno. Idealmente, un control reactivo negativo contiene un anticuerpo
producido y preparado (es decir, diluido a la misma concentracion usando el
mismo diluyente) para usar de la misma manera que el anticuerpo primario,
pero no muestra reactividad especifica con tejidos humanos en la misma
matriz/solucion que el anticuerpo primario. . Se puede utilizar diluyente solo
como una alternativa menos deseable a los controles reactivos negativos
descritos anteriormente. El periodo de incubacién del control reactivo
negativo debe corresponder al del anticuerpo primario.
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Cuando se utilizan paneles de varios anticuerpos en secciones en serie, las
areas tefiidas negativamente de un portaobjetos pueden servir como control
de fondo de unidn negativa/no especifica para otros anticuerpos. Para
diferenciar la actividad enzimatica enddgena o la unién no especifica de
enzimas de la inmunorreactividad especifica, se pueden tefiir tejidos
adicionales del paciente exclusivamente con sustrato-cromdgeno o
complejos enzimaticos (PAP, avidina-biotina, estreptavidina) y sustrato-
cromdgeno, respectivamente.

Verificacién del ensayo:

Antes del uso inicial de un anticuerpo o sistema de tincién en un
procedimiento de diagndstico, el usuario debe verificar la especificidad del
anticuerpo probandolo en una serie de tejidos internos con caracteristicas de
rendimiento inmunohistoquimico conocidas que representen tejidos positivos
y negativos conocidos. Consulte los procedimientos de control de calidad
descritos anteriormente en esta seccion del prospecto del producto y las
recomendaciones de control de calidad del Programa de Certificacion CAP.»
para inmunohistoquimica y/o la guia NCCLS IHC:. Estos procedimientos de
control de calidad deben repetirse para cada nuevo lote de anticuerpos o
siempre que haya un cambio en los parametros del ensayo. Los tejidos
enumerados en la seccion Caracteristicas de rendimiento son adecuados para
la verificacion del ensayo.

Solucion de problemas:

Siga las recomendaciones del protocolo especifico de anticuerpos segin la
hoja de datos proporcionada. Si se producen resultados atipicos,
comuniquese con el soporte técnico de Biocare al 1-800-542-2002.

Interpretacion de la tincién:

DAB Sparkle produce una reaccion de color marrén mejorada en los sitios del
antigeno localizados por el anticuerpo primario. Antes de interpretar los
resultados del paciente, un patdlogo calificado debe evaluar la tincion de los
controles. Los controles negativos se evalGian y comparan con portaobjetos
tefiidos para garantizar que cualquier tincion observada no sea el resultado
de interacciones no especificas.

Control Positivo de Tejidos:

Primero se debe examinar el control de tejido positivo tefido con el
anticuerpo indicado para comprobar que todos los reactivos funcionan
correctamente. La tincion apropiada de las células diana (como se indico
anteriormente) es indicativa de reactividad positiva. Si los controles de tejido
positivos no logran demostrar una tincion positiva, cualquier resultado con
las muestras de prueba debe considerarse invalido.

El color del producto de reaccion puede variar dependiendo de los
cromdgenos del sustrato utilizados. Consulte los prospectos del paquete del
sustrato para conocer las reacciones de color esperadas. Ademas, se puede
observar metacromasia en variaciones del método de tincion.:

Cuando se utiliza una contratincidon, dependiendo de la duracién de la
incubacion y la potencia de la contratincion utilizada, la contratincion dara
como resultado una coloracién de los ntcleos celulares. Una contratincion
excesiva o incompleta puede comprometer la interpretacion adecuada de los
resultados. Consulte los protocolos para conocer la contratincidn
recomendada.

Control de tejido negativo:

El control de tejido negativo debe examinarse después del control de tejido
positivo para verificar la especificidad del marcaje del antigeno diana por
parte del anticuerpo primario. La ausencia de tincion especifica en el control
de tejido negativo confirma la falta de reactividad cruzada de anticuerpos
con células/componentes celulares. Si se produce una tincidn especifica
(tincidn falsa positiva) en el control de tejido externo negativo, los resultados
con la muestra del paciente se deben considerar no validos.
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La tincion inespecifica, si estd presente, suele tener una apariencia difusa.
También se puede observar tincion esporadica del tejido conectivo en
secciones de tejidos excesivamente fijados con formalina. Utilice células
intactas para la interpretacion de los resultados de la tincién. Las células
necroticas o degeneradas a menudo se tifien de forma inespecifica.

Tejido del paciente:

Examinar muestras de pacientes tefiidas con el anticuerpo indicado. ultimo.
La intensidad de la tincion positiva debe evaluarse en el contexto de cualquier
tincién de fondo inespecifica del control de reactivo negativo. Como ocurre
con cualquier prueba inmunohistoquimica, un resultado negativo significa
que no se detecto el antigeno, no que el antigeno estuviera ausente en las
células/tejido analizado. Si es necesario, utilice un panel de anticuerpos para
identificar reacciones falsas negativas.

Consulte Resumen y explicacion, limitaciones y caracteristicas de rendimiento
para obtener informacion especifica sobre la inmunorreactividad de los
anticuerpos indicada.

Limitaciones:

Limitaciones generales:

1. Parain vitro Uso de diagnoéstico (IVD)

2. Este producto es sdlo para uso profesional: La inmunohistoquimica es
un proceso de diagndstico de varios pasos que consiste en una
capacitacion especializada en la seleccion de los reactivos adecuados;
seleccion, fijacion y procesamiento de tejidos; preparacion del
portaobjetos IHC; e interpretacion de los resultados de la tincion.

3. Para uso exclusivo con receta médica. (Solo receta)

4. La tincién de tejidos depende de la manipulacion y procesamiento del
tejido antes de la tincidn. La fijacidn, congelacion, descongelacion,
lavado, secado, calentamiento, corte o contaminacion inadecuados con
otros tejidos o fluidos pueden producir artefactos, atrapamiento de
anticuerpos o resultados falsos negativos. Los resultados inconsistentes
pueden deberse a variaciones en los métodos de fijacion e inclusion, o
a irregularidades inherentes dentro del tejido.»

5. Una contratincidn excesiva o incompleta puede comprometer la
interpretacion adecuada de los resultados.

6. La interpretacion clinica de cualquier tincidn positiva o negativa debe
evaluarse dentro del contexto de la presentacion clinica, la morfologia
y otros criterios histopatoldgicos. La interpretacion clinica de cualquier
tincion positiva o negativa debe complementarse con estudios
morfoldgicos utilizando controles internos y externos positivos y
negativos adecuados, asi como otras pruebas de diagnostico. Es
responsabilidad de un patdlogo calificado que esté familiarizado con el
uso adecuado de los anticuerpos, reactivos y métodos de IHC
interpretar todos los pasos utilizados para preparar e interpretar la
preparacion IHC final.

7. Los protocolos 6ptimos para una aplicacion especifica pueden variar.
Estos incluyen, entre otros, fijacion, método de recuperacion de calor,
tiempos de incubacion, dilucién de anticuerpos, espesor de la seccion
de tejido y kit de deteccion utilizado. Consulte las instrucciones de uso
del anticuerpo primario y otros reactivos auxiliares para conocer los
protocolos y condiciones de uso recomendados. Las recomendaciones
y protocolos de la ficha técnica se basan en el uso exclusivo de
productos Biocare. En Ultima instancia, es responsabilidad del
investigador determinar las condiciones 6ptimas.

8. Este producto no esta disefiado para usarse en citometria de flujo. No
se han determinado las caracteristicas de rendimiento para la citometria
de flujo.

9. Los tejidos de personas infectadas con el virus de la hepatitis B y que
contienen el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) pueden
presentar tinciones inespecificas con peroxidasa de rabano picante.
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10. Los reactivos pueden demostrar reacciones inesperadas en tejidos no
probados previamente. La posibilidad de reacciones inesperadas incluso
en grupos de tejidos probados no se puede eliminar por completo
debido a la variabilidad bioldgica de la expresion de antigenos en
neoplasias u otros tejidos patoldgicos.s Comuniquese con el soporte
técnico de Biocare al 1-800-542-2002, o a través de la informacion de
soporte técnico proporcionada en biocare.net, con reacciones
inesperadas documentadas.

Los sueros normales/no inmunes de la misma fuente animal que los
antisueros secundarios utilizados en los pasos de bloqueo pueden
causar resultados falsos negativos o falsos positivos debido a
autoanticuerpos o anticuerpos naturales.

Se pueden observar resultados falsos positivos debido a la unién no
inmunoldgica de proteinas o productos de reaccion del sustrato.
También pueden ser causados por actividad pseudo peroxidasa
(eritrocitos), actividad peroxidasa enddgena (citocromo C) o biotina
enddgena (p. €j., higado, mama, cerebro, rifion), segln el tipo de
inmunotincién utilizada.»

Un resultado negativo significa que no se detectd el antigeno, no que
el antigeno estuviera ausente en las células o el tejido examinados.

11.

12

13.

Limitaciones especificas del producto:
No hay limitaciones adicionales especificas del producto.

Caracteristicas de presentacion:

La tincidn se realizo utilizando los protocolos proporcionados en las
instrucciones de uso especificas del anticuerpo o segun se especifica. La
sensibilidad y especificidad de la tincion se evaluaron en una variedad de
tipos de tejido normales y neoplasicos evaluados durante el desarrollo de
anticuerpos primarios.

Reproducibilidad:

La reproducibilidad de DAB Sparkle de Biocare se verifica mediante una
medicién de precision intermedia en la que se probaron varios lotes de
reactivos durante un periodo prolongado utilizando varios operadores,
analistas, lotes de reactivos, muestras de tejido y equipos. La tincion
obtenida para cada reactivo fue consistente y se realizd como se esperaba.

Solucién de problemas:

1. Sin tincién de ningun portaobjetos: verifique que se hayan utilizado
tejido de control positivo, anticuerpos y productos de deteccion
adecuados. Compruebe si hay eliminacion de cera o tratamiento previo
incompletos o inadecuados.

2. Tincién débil de todos los portaobjetos: verifique que se hayan utilizado
tejido de control positivo, anticuerpos y productos de deteccion
adecuados.

3.  Fondo excesivo en todos los portaobjetos: puede haber niveles altos de
biotina enddgena (si se utilizan productos de deteccion a base de
biotina), actividad HRP enddgena que convierte el cromdgeno en un
producto final coloreado (use un bloque de peroxidasa) o un exceso de
interaccion proteica no especifica (use una proteina). bloqueante, como
una solucién bloqueadora a base de suero o caseina).

Las secciones de tejido se lavan de los portaobjetos durante la

incubacion. Revise los portaobjetos para asegurarse de que estén

cargados positivamente.

5. Tincién especifica demasiado oscura: consulte el protocolo para
determinar si se aplicd el titulo de anticuerpos adecuado al portaobjetos,
asi como los tiempos de incubacion adecuados para todos los reactivos.
Ademas, asegurese de que el protocolo tenga suficientes pasos de
lavado para eliminar el exceso de reactivos una vez completados los
pasos de incubacion.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Avsedd anvéndning:
Forin vitro Diagnostisk anvandning

DAB Sparkle &r avsedd att anvéndas i fargningsprotokoll fér manuell
immunhistokemi (IHC) for att forbattra fargning av formalinfixerade,
paraffininbaddade (FFPE) vavnader nar de anvands i kombination med
lampligt HRP-detektionssystem och primdra antikroppar. Den kliniska
tolkningen av eventuell fargning eller frénvaro av denna bor kompletteras
med morfologiska studier och lampliga kontroller och bér utvérderas inom
ramen for patientens kliniska historia och andra diagnostiska tester av en
kvalificerad patolog.

Sammanfattning och forklaring:
DAB Sparkle &r en speciellt framtagen fardig att anvdnda forbattrande 16sning
for att 6ka kansligheten och kontrasten hos DAB-fargade vavnader.

Procedurprincip:

Detta reagens, ndr det anvdnds i IHC-testning av FFPE-vavnadssnitt,
mojliggor férbattrad visualisering av antigener via sekventiell applicering av
en specifik antikropp mot antigenet (primar antikropp), en sekunddr
antikropp mot den primdra antikroppen (valfri lankantikropp/sond), ett
enzymkomplex och ett kromogent substrat med mellanliggande tvattsteg.
Den enzymatiska aktiveringen av kromogenen resulterar i en synlig

reaktionsprodukt vid antigenstallet. Provet kan sedan motfargas och téckglas.

Resultaten tolkas med hjalp av ett ljus mikroskop och hjalp vid
differentialdiagnostik av patofysiologiska processer, som kan eller kanske inte
ar associerad med ett visst antigen.

Material och metoder:

Reagens som tillhandahalls:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Rekonstitution, blandning, spadning, titrering:

DAB Sparkle-reagenset &r optimerat och redo att anvandas med Biocare-
antikroppar och hjdlpreagenser. Ingen beredning, blandning, spadning eller
titrering kravs.

Kanda applikationer:
Immunhistokemi (formalinfixerade paraffininbaddade vavnader)

Levereras som:
0,5 % kopparsulfatpentahydratlésning. Se sdkerhetsdatabladet for
ytterligare information.

Material och reagens som behévs men inte tillhandahalls:
Objektglas, positivt laddade

Positiva och negativa vavnadskontroller

Desert Chamber* eller liknande torkugn (valfritt)
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Xylen eller xylenersattning

Etanol eller reagens alkohol
Decloaking Chamber* eller liknande tryckkokare (valfritt)
Avjoniserat eller destillerat vatten
Tvattbuffert*
Forbehandlingsreagens* (valfritt)
Enzymnedbrytning* (valfritt)
Peroxidasblock* (valfritt)
Proteinblock* (valfritt)

Primar antikropp*

Negativa kontrollreagens*
Detektionssatser*

Hematoxylin* (motfargning)
Bldnande reagens*
Monteringsmedium*

Tackglas

Ljusmikroskop (40-400X forstoring)

* Biocare Medical Products: Se Biocare Medicals webbplats pd
http://biocare.net for information om katalognummer och bestdllning. Vissa
reagenser listade ovan &r baserade pd specifik tillampning och
detektionssystem som anvands.

Lagring och stabilitet:
Forvara vid rumstemperatur (RT). Produkten &r stabil till det utgdngsdatum

som &r tryckt p& injektionsflaskans etikett ndr den forvaras under dessa
forhdllanden. Anvand inte efter utgdngsdatum. Férvaring under alla andra
forhdllanden &n de angivna maste verifieras. Stabiliteten fér anvandarens
utspadda reagens har inte faststallts av Biocare.

Positiva och negativa kontroller bér kdras samtidigt med alla patientprover.
Om ovantad fargning observeras som inte kan forklaras av variationer i
laboratorieprocedurer och ett problem med antikroppen misstanks, kontakta
Biocares tekniska support p& 1-800-542-2002 eller via den tekniska
supportinformationen p& biocare.net.

Provforberedelse:

Vavnader fixerade i formalin &r lampliga for anvandning fore
paraffininbaddning. Ossds vavnad bor avkalkas fore vdavnadsbearbetning for
att underlatta vévnadsskarning och forhindra skador pd mikrotombladen.:

Korrekt fixerade och inbaddade vavnader som uttrycker det specificerade
antigenmalet bor forvaras pad en sval plats. Clinical Laboratory Improvement
Act (CLIA) fr&n 1988 kraver i 42 CFR§493.1259(b) att "Laboratoriet maste
behdlla fargade objektglas minst tio &r frdn datumet for understka och
behalla provblocken minst tva &r fr&n datumet for undersokningen.":

Behandling av viavnader fore fargning:
Utfor Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) enligt rekommenderat protokoll
nedan. Rutinmassig anvéndning av HIER fore IHC har visat sig minimera
inkonsekvens och standardisera fargning.+s

Varning och forsiktighetsdtgérder:

1. DAB Sparkle innehdller Cupric Sulfate Pentahydrate. Bér handskar och
skyddsklader och vidta rimliga forsiktighetsdtgarder vid hantering dd8 DAB
Sparkle ar  Kklassificerat som irriterande och  kan  orsaka
hudkontaktsensibilisering. Undvik kontakt med 6gon, hud och slemhinnor.
2. Hantera material av manskligt eller animaliskt ursprung som potentiellt
biologiskt ~ farligt och kassera s&dant material med Ildmpliga
forsiktighetsatgarder. I handelse av exponering, folj halsodirektiven fran de
ansvariga myndigheterna dar det anvands.s”

3. Prover, fore och efter fixering, och allt material som exponeras for dem
ska hanteras som om de skulle kunna dverfora infektion och kasseras med
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lampliga forsiktighetsdtgarder. Pipettera aldrig reagens genom munnen och
undvik att komma i kontakt med huden och slemhinnorna med reagenser
och prover. Om reagenser eller prover kommer i kontakt med kansliga
omréden, tvatta med rikliga méngder vatten.:

4. Mikrobiell kontaminering av reagenser kan resultera i en 6kning av
ospecifik fargning.

5. Andra inkubationstider eller temperaturer an de angivna kan ge felaktiga
resultat. Anvéndaren mdste validera alla s&dana &ndringar.

6. Anvand inte reagens efter det utgdngsdatum som ar tryckt pd flaskan.

7. Mikropolymerdetektionsreagenserna ar optimerade och redo att anvandas
med Biocare-antikroppar och hjdlpreagenser. Se den primdra antikroppen
och andra hjdlpreagensanvisningar fér anvandning for rekommenderade
protokoll och villkor for anvandning.

8. Folj lokala och/eller statliga myndigheters krav for avfallshantering.

9. Sdkerhetsdatabladet &r tillgéngligt pd& begdran och finns
péhttp://biocare.net.

10. Rapportera alla allvarliga incidenter relaterade till denna enhet genom att
kontakta den lokala Biocare-representanten och tillamplig behérig myndighet
i den medlemsstat eller det land dar anvandaren befinner sig.

Detta reagens innehdller komponenter som klassificeras enligt tabellen nedan
i enlighet med férordning (EG) nr 1272/2008

Fara Koda Faroangivelse

H316 | Orsakar mild hudirritation
H400 | Mycket giftigt fér vattenlevande organismer

Anvandningsinstruktioner:

Kromogenkitetsreagenserna dr optimerade foér anvéndning med Biocare-
antikroppar och hjalpreagenser. Se den primdra antikroppen och andra
hjdlpreagensanvisningar fér anvandning for rekommenderade protokoll och
villkor fér anvandning. Inkubationstider och temperaturer kommer att variera
beroende pé det specifika antikroppsprotokoll som foljs.

Nar du anvander ett automatiserat fargningsinstrument, se den specifika
instrumentets anvandarmanual och bruksanvisningar for driftsparametrar.

Allménna procedursteqg fér att utféra IHC:

1. Kromogen: Inkubera i 5 minuter vid RT med Biocares DAB

2. DAB Sparkle: Applicera 4 droppar DAB Sparkle pd den DAB-fargade
vavnaden. Inkubera i 1 minut. Skélj med avjoniserat vatten.

3. Motfargning: Motférgning med hematoxylin. Skélj med avjoniserat vatten.
Applicera Tacha's Blueing Solution i 1 minut. Skélj med avjoniserat vatten.

Kvalitetskontroll:

Se CLSI kvalitetsstandarder for design och implementering av
immunhistokemianalyser; Godkand guideline-andra upplagan (I/LA28-A2)
CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011¢

Positiv vdavnadskontroll:

Externt positivt kontrollmaterial bor vara farska prover fixerade, bearbetade
och inbdddade sd snart som mdjligt p& samma sétt som patientproverna.
Positiva vévnadskontroller tyder pd korrekt preparerade vdvnader och
korrekta fargningstekniker. En positiv extern vavnadskontroll for varje
uppsattning testbetingelser bor inkluderas i varje fargningskdrning.

De vavnader som anvénds for de externa positiva kontrollmaterialen bor
véljas frén patientprover med vélkarakteriserade Idga nivaer av den positiva
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malaktiviteten som ger svag positiv fargning. Den 13ga nivan av positivitet
for externa positiva kontroller &r utformad for att sakerstdlla upptdckt av
subtila forandringar i den priméra antikroppens kanslighet fran instabilitet
eller  problem med IHC-metoden. Kommersiellt  tillgangliga
vavnadskontrollobjektglas eller prover som bearbetats annorlunda &n
patientproven/patienterna validerar endast reagensprestanda och verifierar
inte vavnadsberedning.

Kanda positiva vavnadskontroller bor endast anvandas for att Gvervaka
korrekt prestanda hos bearbetade vévnader och testreagens, snarare an som
ett hjdlpmedel for att formulera en specifik diagnos av patientprover. Om de
positiva vdvnadskontrollerna inte visar positiv fargning, bor resultaten med
testproverna anses ogiltiga.

Negativ vévnadskontroll:

Anvand en negativ vavnadskontroll fixerad, bearbetad och inbaddad pé ett
satt som ar identiskt med patientproverna med varje fargningskorning for att
verifiera specificiteten hos den primara IHC-antikroppen fér demonstration
av malantigenet och for att ge en indikation pd specifik bakgrundsfargning
(falsk positiv fargning). Det kan ocksd méngfalden av olika celltyper som
finns i de flesta vavnadssnitt anvandas av laboratoriet som interna negativa
kontrollplatser for att verifiera IHC:s prestanda specifikationer. Typer och
kallor for prover som kan anvandas for negativ vavnad kontrollerna listas i
avsnittet Prestandaegenskaper.

Om specifik fargning (falsk positiv fargning) intraffar i den negativa
vavnadskontrollen, bor resultaten med patientproverna anses ogiltiga.

Ospecifik negativ reagenskontroll:

Anvand en ospecifik negativ reagenskontroll i stdllet for den primadra
antikroppen med en sektion av varje patientprov for att utvardera ospecifik
fargning och

majliggor béttre tolkning av specifik fargning pd antigenstéllet. Helst
innehdller en negativ reagenskontroll en antikropp som produceras och
prepareras (dvs spadd till samma koncentration med samma spadningsmedel)
for anvandning pd samma satt som den priméra antikroppen men uppvisar
ingen specifik reaktivitet med méanskliga vavnader i samma matris/I6sning
som den primdra antikroppen . Enbart utspadningsmedel kan anvandas som
ett mindre Onskvart alternativ till de tidigare beskrivna negativa
reagenskontrollerna. Inkubationstiden for den negativa reagenskontrollen
bdr motsvara den for den primara antikroppen.

N&r paneler med flera antikroppar anvénds pé seriella snitt, kan de negativt
fargande omrddena pd ett objektglas fungera som en negativ/ickespecifik
bindningsbakgrundskontroll fér andra antikroppar. For att differentiera
endogen enzymaktivitet eller ospecifik bindning av enzymer frén specifik
immunreaktivitet, kan ytterligare patientvdvnader fargas uteslutande med
substrat-kromogen eller enzymkomplex (PAP, avidin-biotin, streptavidin)
respektive substrat-kromogen.

Assayverifiering:

Innan en antikropp eller fargningssystem anvands i ett diagnostiskt
forfarande, bor anvandaren verifiera antikroppens specificitet genom att
testa den pd en serie interna vdvnader med kdnda immunhistokemiska
prestandaegenskaper som representerar kanda positiva och negativa
vavnader. Se kvalitetskontrollprocedurerna som tidigare beskrivits i detta
avsnitt av produktbilagan och till kvalitetskontrollrekommendationerna i CAP
Certification Programe fér immunhistokemi och/eller NCCLS IHC-riktlinje:.
Dessa kvalitetskontrollprocedurer bor upprepas for varje nytt antikroppsparti,
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eller narhelst det sker en forandring i analysparametrarna. Vavnader listade
i avsnittet Prestandaegenskaper ar lampliga for analysverifiering.

Fels6kning:

Folj de antikroppsspecifika protokollrekommendationerna enligt databladet
som tillhandahélls. Om atypiska resultat uppstar, kontakta Biocares tekniska
support pd 1-800-542-2002.

Tolkning av fargning:

DAB Sparkle producerar en forstarkt brun fargreaktion vid antigenstdllena
lokaliserade av den primdra antikroppen. Fore tolkning av patientresultat
mdste fargningen av kontroller utvérderas av en kvalificerad patolog.
Negativa kontroller utvdrderas och jamfors med fargade objektglas for att
sakerstdlla att eventuell observerad fargning inte ar ett resultat av ospecifika
interaktioner.

Positiv vdavnadskontroll:

Den positiva vdvnadskontrollen fargad med indikerad antikropp bor
undersokas forst for att sdkerstdlla att alla reagenser fungerar korrekt.
Lamplig fargning av malceller (som indikerat ovan) indikerar positiv
reaktivitet. Om de positiva vavnadskontrollerna inte visar positiv fargning,
bor alla resultat med testproverna anses ogiltiga.

Fargen pd reaktionsprodukten kan variera beroende pd anvanda
substratkromogener. Se  substratets bipacksedel for forvantade
fargreaktioner. Vidare kan metakromasi observeras i variationer av
fargningsmetoden.=

N&r en motférgning anvands, beroende pd inkubationsldangden och styrkan
hos den anvanda motfargningen, kommer motférgning att resultera i en
fargning av cellkdrnorna. Overdriven eller ofullstindig motfirgning kan
aventyra korrekt tolkning av resultaten. Se protokoll fér rekommenderad
motfargning.

Negativ vavnadskontroll:

Den negativa vavnadskontrollen boér undersokas efter den positiva
vavnadskontrollen for att verifiera specificiteten for markningen av
malantigenet med den primara antikroppen. Frénvaron av specifik fargning i
den negativa vavnadskontrollen bekraftar avsaknaden av
antikroppskorsreaktivitet mot celler/celluldara komponenter. Om specifik
fargning (falsk positiv fargning) intraffar i den negativa externa
vavnadskontrollen, bor resultaten med patientprovet anses ogiltiga.

Ospecifik fargning, om s&dan finns, har vanligtvis ett diffust utseende.
Sporadisk fargning av bindvav kan ocksd observeras i snitt frén alltfor
formalinfixerade vavnader. Anvand intakta celler for tolkning av
fargningsresultat. Nekrotiska eller degenererade celler fargas ofta ospecifikt.

Patientvdvnad:

Undersok patientprover fargade med indikerad antikropp sista. Positiv
fargningsintensitet boér beddmas inom ramen foér eventuell ospecifik
bakgrundsfargning av den negativa reagenskontrollen. Som med alla
immunhistokemiska tester betyder ett negativt resultat att antigenet inte
upptacktes, inte att antigenet saknades i cellerna/vavnaden som
analyserades. Anvand vid behov en panel av antikroppar for att identifiera
falsknegativa reaktioner.

Se Sammanfattning och férklaring, begransningar och prestandaegenskaper
for specifik information om indikerad antikroppsimmunreaktivitet.
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Begransningar:

Allménna begrénsningar:

1. Forin vitro diagnostisk (IVD) anvandning

2. Denna produkt &r endast avsedd for professionellt bruk:
Immunhistokemi &r en diagnostisk process i flera steg som bestdr av
specialiserad utbildning i val av lampliga reagenser; vdavnadsval, fixering
och bearbetning; forberedelse av IHC-objektglaset; och tolkning av
fargningsresultaten.

3.  Endast for anvandning av lakares recept. (Endast Rx)

4. Vavnadsfargning ar beroende av hantering och bearbetning av
vavnaden fore fargning. Felaktig fixering, frysning, upptining, tvattning,
torkning, uppvarmning, sektionering eller kontaminering med andra
vévnader eller vatskor kan ge artefakter, antikroppsféngning eller falskt
negativa resultat. Inkonsekventa resultat kan bero pd variationer i
fixerings- och  inbaddningsmetoder, eller p& inneboende
oregelbundenheter i vavnaden.=

5. Overdriven eller ofullstandig motfargning kan &ventyra korrekt tolkning
av resultaten.

6. Den kliniska tolkningen av positiv eller negativ fargning bér utvarderas
mot bakgrund av klinisk presentation, morfologi och andra
histopatologiska kriterier. Den kliniska tolkningen av positiv eller negativ
fargning bor kompletteras med morfologiska studier med korrekta
positiva och negativa interna och externa kontroller samt andra
diagnostiska tester. Det ar en kvalificerad patolog som &r bekant med
korrekt anvandning av IHC-antikroppar, reagens och metoder som
ansvarar for att tolka alla steg som anvands for att forbereda och tolka
det slutliga IHC-preparatet.

7. De optimala protokollen fér en specifik applikation kan variera. Dessa
inkluderar, men ar inte begransade till fixering,
varmedtervinningsmetod, inkubationstider, antikroppsspadning,
vavnadssnitttjocklek och detektionskit som anvands. Se den primara
antikroppen och andra hjélpreagensanvisningar for anvandning for
rekommenderade protokoll och villkor for anvéndning. Databladets
rekommendationer och protokoll &r baserade pd exklusiv anvandning
av Biocare-produkter. Ytterst ar det utredarens ansvar att faststdlla
optimala forhallanden.

8. Denna produkt ar inte avsedd for anvandning i flodescytometri.
Prestandaegenskaper har inte faststallts for flodescytometri.

9. Vavnader frdn personer infekterade med hepatit B-virus och som
innehdller hepatit B-ytantigen (HBsAg) kan uppvisa ospecifik fargning
med pepparrotsperoxidas.=

10. Reagenser kan uppvisa ovdntade reaktioner i tidigare otestade
vavnader. Mojligheten for ovantade reaktioner dven i testade
vévnadsgrupper kan inte helt elimineras p& grund av biologisk variation
av antigenuttryck i neoplasmer eller andra patologiska vavnader.s
Kontakta Biocares tekniska support pd 1-800-542-2002, eller via den
tekniska supportinformationen pd biocare.net, med dokumenterade
ovantade reaktioner.

11. Normala/icke-immuna sera frdn samma djurkdlla som sekunddra
antisera som anvands i blockeringssteg kan orsaka falsknegativa eller
falskt positiva resultat pd grund av autoantikroppar eller naturliga
antikroppar.

12. Falskt positiva resultat kan ses pa grund av icke-immunologisk bindning
av proteiner eller substratreaktionsprodukter. De kan ocksd orsakas av
pseudoperoxidasaktivitet (erytrocyter), endogen peroxidasaktivitet
(cytokrom C) eller endogent biotin (t.ex. lever, brést, hjarna, njure)
beroende pé vilken typ av immunfargning som anvands.=

13. Ett negativt resultat betyder att antigenet inte detekterades, inte att
antigenet saknades i de undersokta cellerna eller vavnaden.

Produktspecifika begransningar:
Inga ytterligare produktspecifika begrdnsningar.
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Prestandaegenskaper:

Fargning utférdes med hjélp av protokoll som tillhandahdlls i de
antikroppsspecifika bruksanvisningarna eller som specificerats. Fargningens
kanslighet och specificitet utvarderades dver en rad normala och neoplastiska
vavnadstyper som utvdrderades under utveckling av primara antikroppar.

Reproducerbarhet:
Reproducerbarheten av Biocares DAB Sparkle verifieras genom en méatning

av medelprecision dér olika reagenslots testades under en langre tidsperiod
med olika operatorer, analytiker, reagenslots, vavnadsprover och utrustning.
Den fargning som erhdlls for varje reagens var konsekvent och utférdes som
forvantat.

Fels6kning:

1. Ingen fargning av négra objektglas — Kontrollera att Iémplig positiv
kontrollvavnad, antikroppar och detektionsprodukter har anvants.
Kontrollera om det finns ofullsténdig eller felaktig borttagning eller
férbehandling av vax.

2. Svag fargning av alla objektglas — Kontrollera att I&mplig positiv
kontrollvévnad, antikroppar och detektionsprodukter har anvants.

3. Overdriven bakgrund av alla objektglas — Det kan finnas héga nivéer av
endogent biotin (om du anvander biotinbaserade detektionsprodukter),
endogen HRP-aktivitet som omvandlar kromogen till fargad slutprodukt
(anvand  peroxidasblock) eller  &verskott av icke-specifik
proteininteraktion (anvand ett protein block, sdsom serum- eller
kaseinbaserad blockeringslosning).

4. Vavnadssektioner tvattar bort objektglasen under inkubationen —
Kontrollera objektglasen for att sakerstélla att de ar positivt laddade.

5. Specifik fargning for mork — Kontrollera protokollet fér att avgéra om
korrekt antikroppstiter applicerades p& objektglaset, samt korrekta
inkubationstider for alla reagenser. Se dessutom till att protokollet har
tillrdckligt med tvattsteg for att ta bort dverflodigt reagens efter att
inkubationsstegen har slutforts.
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Available Product Formats

Catalog Number Volume
DS830H 25 mL
DS830M 500 mL

Kullanim amact:
Igin/aboratuvar ortaminda Tanisal Kullanim

DAB Sparkle, uygun HRP tespit sistemi ve birincil antikorlarla birlikte
kullanildiginda formalinle sabitlenmis, parafine gémulmis (FFPE) dokularin
boyanmasinin gelistirilmesi icin manuel Immiinohistokimya (IHC) boyama
protokollerinde kullanilimak Uzere tasarlanmistir. Herhangi bir lekelenmenin
veya yoklugunun klinik yorumu, morfolojik galismalar ve uygun kontrollerle
tamamlanmali ve hastanin klinik gegmisi ve diger tanisal testler baglaminda
kalifiye bir patolog tarafindan degerlendirilmelidir.

Ozet ve Aciklama:
DAB Sparkle, DAB lekeli dokularin hassasiyetini ve kontrastini artirmak igin
0Ozel olarak formiile edilmis, kullanima hazir arttirici bir géziimd(r.

Prosediir Prensibi:

Bu reaktif, FFPE doku kesitlerinin IHC testinde kullanildiginda, bir antijene
spesifik antikor (birincil antikor), birincil antikora ikincil bir antikor (istege
bagli baglanti antikoru/prob), bir enzim kompleksi ve araya giren yikama
adimlarina sahip bir kromojenik substrat. Kromojenin enzimatik aktivasyonu,
antijen bdlgesinde goriinir bir reaksiyon {rlini ile sonuglanir. Numune daha
sonra zit boyanabilir ve lamel ile kaplanabilir. Sonuglar bir isik kullanilarak
yorumlanir olabilecek veya patofizyolojik siireglerin ayirici tanisinda yardimci
olabilir. belirli bir antijenle iligkili olmayabilir.

Malzemeler ve yontemler:

Sadlanan Reaktifler:

Component Component Description Quantity x

Catalog No. Volume
DS830H DAB Sparkle 1x25mL
DS830M DAB Sparkle 1 x 500 mL

Sulandirma, Karistirma, Seyreltme, Titrasyon:

DAB Sparkle reaktifi optimize edilmistir ve Biocare antikorlar ve yardimci
reaktiflerle  birlikte kullanima hazirdir.  Sulandirmaya, karistirmaya,
seyreltmeye veya titrasyona gerek yoktur.

Bilinen Uygulamalar:
Immiinohistokimya (formalinle sabitlenmis parafine gémiilii dokular)

Su Sekilde Saglanir:
%0,5 Bakir Siilfat Pentahidrat gozeltisi. Ek ayrintilar igin Glvenlik Veri
Sayfasina bakin.

Gerekli Olan Ancak Sadlanmayan Malzemeler ve Reaktifler:
Mikroskop slaytlar, pozitif yuklu

Pozitif ve negatif doku kontrolleri

Col Odasr* veya benzeri Kurutma firini (istege bagh)

Ksilen veya ksilen ikamesi

Etanol veya reaktif alkol

Gizlenme Odasi* veya benzeri duidiiklli tencere (istege bagl)
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Deiyonize veya damitiimig su
Yikama tamponu*

On aritma reaktifleri* (istege bagl)
Enzim sindirimi* (istege baglr)
Peroksidaz blogu* (istege baglh)
Protein blogu* (istege bagh)
Birincil antikor*

Negatif kontrol reaktifleri*

Tespit kitleri*

Hematoksilen* (karsi boya)
Mavilestirme reaktifi*

Montaj ortami*

Lamel cami

Isik Mikroskobu (40-400X biiyiitme)

* Biocare Tibbi Uriinler: Katalog numaralari ve siparigle ilgili bilgi icin
http://biocare.net adresindeki Biocare Medical web sitesine bakin. Yukarida
listelenen bazi reaktifler, kullanilan spesifik uygulama ve tespit sistemine
dayanmaktadir.

Depolama ve Stabilite: )
Oda sicakliginda (RT) saklayin. Uriin, bu kosullar altinda saklandiginda flakon

etiketi tizerinde yazili olan son kullanma tarihine kadar stabildir. Son kullanma
tarihinden sonra kullanmayiniz. Belirtilenlerin digindaki kosullar altinda
depolama dogrulanmalidir. Kullanici tarafindan seyreltilen reaktifin stabilitesi
Biocare tarafindan belirlenmemistir.

Pozitif ve negatif kontroller tim hasta 6rnekleriyle ayni anda calistiriimaldr.
Laboratuvar prosediirlerindeki dedisikliklerle agiklanamayan beklenmedik bir
lekelenme gdzlemlenirse ve antikorla ilgili bir sorundan stipheleniliyorsa, 1-
800-542-2002 numarall telefondan veya biocare.net adresinde sadlanan
teknik destek bilgileri araciligiyla Biocare Teknik Destegiyle iletisime gegin.

Numune hazirlama:
Formalinde sabitlenen dokular parafine gomilmeden &nce kullanima
uygundur. Doku kesmeyi kolaylastirmak ve mikrotom bigaklarinin zarar
gormesini 6nlemek igin doku islemeden &nce kemik dokularin kiregten
arindirilmasi gerekir.»»

Belirtilen antijen hedefini ifade eden uygun sekilde sabitlenmis ve gémiill
dokular serin bir yerde saklanmaldir. 1988 tarihli Klinik Laboratuvar
lyilestirme Yasasi (CLIA), 42 CFR'de§493.1259(b) uyarinca “Laboratuvar
boyall slaytlari, alindidi tarihten itibaren en az on yil saklamalidir. numune
bloklarini inceleme tarihinden itibaren en az iki yil boyunca saklayin.:

Dokularin Boyama Oncesi Tedavisi:

Asadida 6nerilen protokole gore Isi Kaynakli Epitop Alma (HIER) islemini
gergeklestirin. HIER'in IHC'den 6nce rutin kullaniminin tutarsizligi en aza
indirdigi ve boyamayi standartlastirdigi gosterilmistir.+s

Uyan ve Onlemler:

1. DAB Sparkle, Bakir Siilfat Pentahidrat igerir. DAB Sparkle tahris edici olarak
siniflandirildidindan ve cilt temasinda hassasiyete neden olabileceginden,
kullanirken eldiven ve koruyucu kiyafet giyin ve makul 6nlemleri alin. Goz, cilt
ve mukoza ile temasindan kaginin.

2. insan veya hayvan kékenli malzemeleri potansiyel olarak biyolojik olarak
tehlikeli olarak ele alin ve bu tiir malzemeleri uygun 6nlemlerle atin. Maruz
kalma durumunda, kullanildidi yerde sorumlu makamlarin saglik direktiflerine
uyun.s?

3. Tespitten 6nce ve sonra numuneler ve bunlara maruz kalan tim
materyaller, enfeksiyon bulastirabilecekmis gibi kullaniimali ve uygun
onlemler alinarak imha edilmelidir. Reaktifleri asla adiz yoluyla pipetlemeyin
ve reaktiflerin ve numunelerin cilt ve mukoza zarlarina temasindan kaginin.
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Reaktifler veya numuneler hassas alanlarla temas ederse bol miktarda suyla
yikayin.s

4. Reaktiflerin mikrobiyal kontaminasyonu spesifik olmayan boyamanin
artmasina neden olabilir.

5. Belirtilenlerin disindaki inkiibasyon sureleri veya sicakliklar hatali sonuglar
verebilir. Kullanicinin bu tiir degisiklikleri dogrulamasi gerekir.

6. Reaktifi sisenin lizerinde yazili olan son kullanma tarihinden sonra
kullanmayin.

7. Mikro polimer saptama kiti reaktif(ler)i optimize edilmistir ve Biocare
antikorlari ve yardimei reaktiflerle kullanima hazirdir. Onerilen protokoller ve
kullanim kosullari igin birincil antikor ve diger yardimci reaktif talimatlarina
bakin.

8. Bertaraf yontemi igin yerel ve/veya resmi makamlarin gerekliliklerine uyun.
9. GBF talep (zerine temin edilebilir ve su  adreste
bulunabilir:http://biocare.net.

10. Bu cihazla ilgili her turlii ciddi olayi, yerel Biocare temsilcisiyle ve
kullanicinin bulundugu Uye Devletin veya (ilkenin ilgili yetkili makamiyla
iletisime gegerek bildirin.

Bu reaktif, 1272/2008 Sayili Yonetmelik (EC) uyarinca asagidaki tabloda
belirtilen sekilde siniflandirilan bilegenleri igerir.

Tehlike Kod Tehlike Beyani

H316 Hafif cilt tahrisine neden olur
H400 Sudaki yagam igin gok toksik

Kullanim icin talimatlar:

Kromojen kit reaktifleri Biocare antikorlari ve yardimcr reaktiflerle kullanim
icin optimize edilmistir. Onerilen protokoller ve kullanim kosullari igin birincil
antikor ve diger yardimci reaktif talimatlarina bakin. Kulugka stireleri ve
sicakliklari, takip edilen spesifik antikor protokoliine bagh olarak degisecektir.

Otomatik bir boyama aleti kullanirken, galistirma parametreleri igin 6zel aletin
kullanim kilavuzuna ve kullanim talimatlarina bakin.

IHC gerceklestirmek icin genel prosediir adimlari:

1. Kromojen: Biocare'in DAB'si ile oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edin

2. DAB Sparkle: DAB lekeli dokuya 4 damla DAB Sparkle uygulayin. 1 dakika
boyunca inkiibe edin. Deiyonize su ile durulayin.

3. Karsit boyama: Hematoksilen ile karsit boyama. Deiyonize su ile durulayin.
Tacha'nin Bluing Sollisyonunu 1 dakika boyunca uygulayin. Deiyonize su ile
durulayin.

Kalite kontrol:

Immiinohistokimya Testlerinin Tasarimi ve Uygulanmasina iliskin CLSI Kalite
Standartlarina bakin; Onaylanmis Kilavuz-ikinci Baski (I/LA28-A2) CLSI
Wayne, PA ABD (www.clsi.org). 2011-

Pozitif Doku Kontroli:

Harici pozitif kontrol materyalleri, hasta numunesi/numuneleri ile ayni sekilde
mimkin olan en kisa siirede sabitlenmis, islenmis ve gémilmis taze
numunelerden olusmalidir. Pozitif doku kontrolleri, dogru hazirlanmis
dokularin ve uygun boyama tekniklerinin gdstergesidir. Her boyama islemine,
her test kosulu seti igin bir pozitif dis doku kontrolii dahil edilmelidir.

Harici pozitif kontrol materyalleri igin kullanilan dokular, zayif pozitif boyama
veren, iyi karakterize edilmig diislik pozitif hedef aktivitesi seviyelerine sahip
hasta numunelerinden segilmelidir. Harici pozitif kontroller igin dustlik pozitiflik
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diizeyi, birincil antikor duyarliiginda kararsizliktan veya IHC metodolojisindeki
sorunlardan kaynaklanan hafif degisikliklerin tespit edilmesini saglayacak
sekilde tasarlanmistir. Ticari olarak temin edilebilen doku kontrol slaytlari
veya hasta numunesinden/numunelerinden farkli sekilde islenmis numuneler
yalnizca reaktif performansini dogrular ve doku hazirhgini dogrulamaz.

Bilinen pozitif doku kontrolleri, hasta érneklerine yonelik spesifik bir teshisin
formiile edilmesine yardimci olmak yerine, yalnizca islenmis dokularin ve test
reaktiflerinin dogru performansini izlemek icin kullaniimalidir. Pozitif doku
kontrolleri pozitif boyama gostermezse test érnekleriyle elde edilen sonuglar
gegersiz sayiimalidir.

Negatif Doku Kontrolii:

IHC birincil antikorunun 6zgulligini dogrulamak icin her boyama isleminde
hasta numunesi/numuneleri ile ayni sekilde sabitlenmis, islenmis ve
gdmiilmis bir negatif doku kontroli kullanin. hedef antijenin gdsteriimesi ve
spesifik arka plan boyamasinin bir gostergesinin saglanmasi (yanlis pozitif
boyama). Ayrica ¢cogu doku kesitinde mevcut olan farkli hticre tiplerinin
gesitliligi, IHC'nin performansini dogrulamak igin laboratuvarc tarafindan
dahili negatif kontrol alanlari olarak kullanilacaktir ézellikler. Negatif doku igin
kullanilabilecek 6rnek tiirleri ve kaynaklari kontroller Performans Ozellikleri
bélimiinde listelenmistir.

Negatif doku kontroliinde spesifik boyama (yanlis pozitif boyama) meydana
gelirse hasta numuneleriyle elde edilen sonuglar gegersiz sayiimalidir.

Spesifik Olmayan Negatif Reaktif Kontroli:

Spesifik olmayan boyamayi degerlendirmek icin her hasta Grneginin bir
bolim ile birincil antikor yerine spesifik olmayan bir negatif reaktif kontroli
kullanin ve

antijen bolgesindeki spesifik boyamanin daha iyi yorumlanmasina izin verir.
ideal olarak, bir negatif reaktif kontrolii, birincil antikorla ayni sekilde
kullanilmak uzere uretilmis ve hazirlanmis (yani ayni seyreltici kullanilarak
ayni konsantrasyona seyreltilmis) bir antikor igerir ancak birincil antikorla ayni
matris/gdzelti icinde insan dokulariyla spesifik bir reaktivite sergilemez. . Tek
bagina seyreltici, daha 6nce agiklanan negatif reaktif kontrollerine daha az
tercih edilen bir alternatif olarak kullanilabilir. Negatif reaktif kontroliine
yonelik kulugka stiresi, birincil antikorunkine karsilik gelmelidir.

Seri bolimlerde birkag antikordan olusan paneller kullanildiginda, bir slaydin
negatif boyama alanlari, diger antikorlar icin negatif/spesifik olmayan
baglanma arka plani kontroli gérevi gorebilir. Endojen enzim aktivitesini veya
enzimlerin spesifik olmayan baglanmasini spesifik immiinoreaktiviteden ayirt
etmek igin, ilave hasta dokulan sirasiyla substrat-kromojen veya enzim
kompleksleri (PAP, avidin-biyotin, streptavidin) ve substrat-kromojen ile ézel
olarak boyanabilir.

Test Dogrulamast:

Bir antikorun veya boyama sisteminin bir teshis prosediriinde ilk
kullanimindan &nce kullanici, antikoru bilinen pozitif ve negatif dokulari temsil
eden bilinen imminohistokimyasal performans 6zelliklerine sahip bir dizi
kurum ici doku Uzerinde test ederek antikorun 6zglliigini dogrulamaldir.
Uriin ekinin bu béliimiinde daha énce 6zetlenen kalite kontrol prosediirlerine
ve CAP Sertifikasyon Programinin kalite kontrol tavsiyelerine bakin.x
Immiinohistokimya ve/veya NCCLS IHC kilavuzu igin:. Bu kalite kontrol
prosediirleri her yeni antikor lotu igin veya test parametrelerinde her
degisiklik oldugunda tekrarlanmalidir. Performans Ozellikleri bélimiinde
listelenen dokular test dogrulamasi icin uygundur.
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Sorun giderme:

Saglanan veri sayfasina gore antikora 6zel protokol 6nerilerini izleyin. Tipik
olmayan sonuglar ortaya cikarsa 1-800-542-2002 numaral telefondan
Biocare Teknik Destegiyle iletisime gegin.

Boyamanin Yorumlanmasi:

DAB Sparkle, birincil antikor tarafindan lokalize edilen antijen bélgelerinde
gelismis bir kahverengi renk reaksiyonu Uretir. Hasta sonuglarinin
yorumlanmasindan dnce kontrollerin boyanmasi yetkili bir patolog tarafindan
degderlendirilmelidir. Negatif kontroller degerlendirilir ve g&zlemlenen
herhangi bir lekelenmenin spesifik olmayan etkilesimlerin  sonucu
olmadigindan emin olmak igin boyal slaytlarla karsilagtirilir.

Pozitif Doku Kontroli:

Belirtilen antikorla boyanmig pozitif doku kontrolii, tim reaktiflerin diizgiin
calistigindan emin olmak igin ilk 6nce incelenmelidir. Hedef hiicrelerin uygun
sekilde boyanmasi (yukarida belirtildigi gibi) pozitif reaktivitenin gostergesidir.
Pozitif doku kontrolleri pozitif boyama gdstermezse test numuneleriyle elde
edilen sonuglar gegersiz sayilmalidir.

Reaksiyon Uriininln rengi, kullanilan substrat kromojenlerine bagh olarak
dedisebilir. Beklenen renk reaksiyonlari igin alt tabaka paketindeki eklere
bakin. Ayrica boyama yonteminin varyasyonlarinda metakromazi
gozlemlenebilir.=

Bir karsit boyama kullanildiginda, kulugka siiresine ve kullanilan karsit
boyamanin giicline bagh olarak karsit boyama, hiicre gekirdeklerinin
renklenmesine neden olacaktir. Asiri veya eksik kargi boyama, sonuglarin
dogru sekilde yorumlanmasini tehlikeye atabilir. Onerilen karsi boyama igin
protokol(ler)e bakin.

Negatif Doku Kontrolii:

Hedef antijenin birincil antikor tarafindan etiketlenmesinin 6zgulluguni
dogrulamak icin pozitif doku kontroliinden sonra negatif doku kontrolii
incelenmelidir. Negatif doku kontroliinde spesifik boyamanin olmamasi,
hiicrelere/hiicresel bilesenlere karsi antikor capraz reaktivitesinin olmadigini
dodrular. Negatif dis doku kontroliinde spesifik boyama (yanlis pozitif boyama)
meydana gelirse hasta numunesiyle elde edilen sonuglar gegersiz sayllmalidir.

Spesifik olmayan boyama, mevcutsa genellikle yaygin bir gériinime sahiptir.
Agirt formalinle fikse edilmis dokulardan alinan kesitlerde ara sira bag
dokusunda lekelenme de gdzlemlenebilir. Boyama sonuglarinin yorumlanmasi
igin saglam hicreleri kullanin. Nekrotik veya dejenere hiicreler siklikla spesifik
olmayan bir sekilde boyanir.

Hasta Dokusu:

Belirtilen antikorla boyanmis hasta numunelerini inceleyin son. Pozitif boyama
yogunlugu, negatif reaktif kontrolliniin spesifik olmayan arka plan boyamasi
baglaminda dederlendirilmelidir. Herhangi bir immiinohistokimyasal testte
oldugu gibi, negatif sonug, antijenin test edilen hiicrelerde/dokuda
bulunmadigi anlamina dedil, antijenin tespit edilmedigi anlamina gelir.
Gerekirse yanlis negatif reaksiyonlari tanimlamak igin bir antikor paneli
kullanin.

Belirtilen antikor immiinoreaktivitesi ile ilgili spesifik bilgiler igin Ozet ve
Agiklama, Sinirlamalar ve Performans Ozellikleri'ne bakin.

Sinirlamalar:

Genel Sinirlamalar:

1. Icin/aboratuvar ortaminda teshis (IVD) Kullanimi

2. Bu driin yalnizca profesyonel kullanim icindir: Immiinohistokimya,
uygun reaktiflerin segiminde 6zel egitimden olusan gok adimli bir teshis
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surecidir; doku segimi, fiksasyonu ve islenmesi; IHC slaytinin
hazirlanmasi; ve boyama sonuglarinin yorumlanmasi.

3. Sadece doktor regetesi ile kullanim igindir. (Yalnizca Rx)

4.  Doku boyamasi, boyamadan énce dokunun islenmesine ve islenmesine
baglidir. Uygun olmayan sabitleme, dondurma, ¢6zme, ykama,
kurutma, 1stma, kesit alma veya dijer doku veya swilarla
kontaminasyon; artefaktlara, antikor sikismasina veya yanlis negatif
sonuglara neden olabilir. Tutarsiz sonuglar, sabitleme ve gémme
yontemlerindeki farkliiklara veya doku igindeki dogal diizensizliklere
bagli olabilir.

5. Asiri veya eksik karsi boyama, sonuglarin dogru sekilde yorumlanmasini
tehlikeye atabilir.

6. Herhangi bir pozitif veya negatif boyamanin klinik yorumu, klinik sunum,
morfoloji ve diger histopatolojik kriterler kapsaminda
degerlendirilmelidir. Herhangi bir pozitif veya negatif boyamanin klinik
yorumu, uygun pozitif ve negatif ig ve dis kontrollerin yani sira diger
teshis testlerinin kullanildigi morfolojik calismalarla tamamlanmalidir.
Nihai IHC hazirhdini hazirlamak ve yorumlamak igin kullanilan tim
adimlar yorumlamak, IHC antikorlarinin, reaktiflerinin ve ydntemlerinin
dogru kullanimina asina olan nitelikli bir patologun sorumlulugundadir.

7. Belirli bir uygulama igin optimum protokoller farklilik gosterebilir. Bunlar
arasinda, bunlarla sinirli olmamak lizere, fiksasyon, isi geri alma
yontemi, inkiibasyon stireleri, antikor seyreltmesi, doku kesiti kalinligi
ve kullanilan tespit kiti yer alir. Onerilen protokoller ve kullanim kosullari
icin birincil antikor ve diger yardimc reaktif talimatlarina bakin. Veri
sayfasi onerileri ve protokolleri Biocare uriinlerinin 6zel kullanimina
dayanmaktadir. Sonugta optimal kosullari belirlemek arastirmacinin
sorumlulugundadir.

8. Bu durlinin akis sitometrisinde kullanilmasi amaglanmamistir. Akis
sitometrisi igin performans 6zellikleri belirlenmemistir.

9.  Hepatit B virlsl ile enfekte olmus ve hepatit B ylizey antijeni (HBsAg)
iceren Kkisilerden alinan dokular, yaban turpu peroksidaziyla spesifik
olmayan boyama sergileyebilir.:+

10. Reaktifler daha ©nce test edilmemis dokularda beklenmeyen
reaksiyonlar gosterebilir. Test edilen doku gruplarinda bile beklenmeyen
reaksiyonlarin olasiligi, neoplazmalarda veya diger patolojik dokularda
antijen ekspresyonunun biyolojik degiskenligi nedeniyle tamamen
ortadan kaldirlamaz.s 1-800-542-2002 numarali telefondan veya
biocare.net'te saglanan teknik destek bilgileri araciligiyla, belgelenmis
beklenmeyen reaksiyon(lar)la birlikte Biocare'in Teknik Destegiyle
iletisime gegin.

11. Bloklama adimlarinda kullanilan ikincil antiserumlarla ayni hayvan
kaynagindan alinan normal/immiin olmayan serumlar, otoantikorlar
veya dodal antikorlar nedeniyle yanlis negatif veya yanlis pozitif
sonuglara neden olabilir.

12. Proteinlerin veya substrat reaksiyon rinlerinin immnolojik olmayan
baglanmasi nedeniyle yanlis pozitif sonuglar gérilebilir. Ayrica kullanilan
immin boyanin tiriine bagl olarak yalanci peroksidaz aktivitesi
(eritrositler), endojen peroksidaz aktivitesi (sitokrom C) veya endojen
biyotin (6rn. karacijer, meme, beyin, bobrek) nedeniyle de
kaynaklanabilir.

13. Negatif bir sonug, incelenen hiicrelerde veya dokuda antijenin
bulunmadidi degil, antijenin tespit edilemedigi anlamina gelir.

Uriine Ozel Sinirlamalar:
Urtine 6zel ek sinirlama yoktur.

Performans Ozellikleri:

Boyama, antikora 6zel kullanim talimatlarinda veya belirtildigi sekilde
saglanan protokoller kullanilarak gergeklestirildi. Boyamanin duyarliligi ve
0zgulligu, birincil antikorlarin gelistirilmesi sirasinda degerlendirilen bir dizi
normal ve neoplastik doku tipinde degerlendirildi.
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Yeniden uretilebilirlik:

Biocare'in DAB Sparkle'inin tekrar Uretilebilirligi, cesitli reaktif lotlarinin gesitli
operatorler, analistler, reaktif lotlari, doku numuneleri ve ekipman
kullanilarak uzun bir siire boyunca test edildigi bir orta hassasiyet 6lglimiiyle
dogdrulanir. Her reaktif icin elde edilen boyama tutarliydi ve beklendigi gibi
yapildi.

Sorun giderme:

1. Higbir slaytta lekelenme yok — Uygun pozitif kontrol dokusunun,
antikorun ve tespit triinlerinin kullanildigini belirlemek icin kontrol edin.
Balmumunun eksik veya uygunsuz sekilde gikariimasi veya ©n
tedavisinin yapilip yapiimadigini kontrol edin.

2. Tum slaytlarin zayif boyanmasi — Uygun pozitif kontrol dokusunun,
antikorun ve tespit triinlerinin kullanildigini belirlemek icin kontrol edin.

3.  Tim slaytlarin asin arka plani — Yiiksek seviyelerde endojen biyotin
(biyotin bazli tespit Grinleri kullaniliyorsa), kromojeni renkli son Uriine
donustiren endojen HRP aktivitesi (peroksidaz blogu kullanin) veya
asin spesifik olmayan protein etkilesimi (bir protein kullanin) olabilir
serum veya kazein bazli bloke etme soliisyonu gibi blokaj).

4. Doku bélimleri inkiibasyon sirasinda slaytlari yikar — Pozitif yUkli
olduklarindan emin olmak igin slaytlari kontrol edin.

5. Spesifik boyama gok koyu — Slayda uygun antikor titresinin uygulanip
uygulanmadigini ve ayrica tim reaktifler igin uygun inkibasyon
sirelerini belirlemek igin protokoll kontrol edin. Ek olarak, kulugka
adimlar tamamlandiktan sonra fazla reaktifleri gikarmak igin protokoliin
yeterli ylkama adimina sahip oldugundan emin olun.
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