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VENTANA

INDIKACIJOS IR NAUDOJIMAS

Numatomas naudojimas

Sis antikiinas skirtas naudoti in vitro diagnostikai (IVD).

Ventana® Medical Systems Amplifikacijos rinkinys gali bti naudojamas kartu su
Ventana detekcijos rinkiniais, siekiant padidinti silpno dazymo pelés ar triusio
pirminiais antikinais signalo intensyvuma. Rinkinys skirtas naudoti kokybiniams
formaline fiksuoty, parafine jtvirtinty audiniy, uzsaldyty audiniy ar citologiniy bandiniy
dazymui automatiniais Ventana objektiniy stikleliy dazytuvais su Ventana pirminiais
antiktinais, detekcijos rinkiniais ir pagalbiniais reagentais.

Rinkinyje yra du dozatoriai: 1 dozatorius su triusio anti-pelés IgG sunkiosiomis ir
lengvosiomis grandinémis (Amplifikatorius A) ir 1 dozatorius su pelés anti-triusio IgG
sunkiosiomis grandinémis (Amplifikatorius B). Amplifikatorius A specifiSkai susiri$a su
pelés imunoglobulinais, esanciais audinio sekcijoje, 0 Amplifikatorius B specifiskai
susiri$a su triusio imunoglobulinais. Gali atsirasti netikéta antigeno raiska arba raiska
gali bti prarasta, ypa¢ neoplazmose. Atsitiktiniai strominiai elementai, supantys
stipriai nudazytas struktdras ir lasteles, pasizymés imunoreaktingumu.

morfologiniais tyrimais ir tinkamy,_ kontroliy jvertinimu. Vertinimas turi bti atliekamas
kvalifikuoto patologo, atsizvelgiant | paciento kliniking istorijg ir kitus diagnostinius
testus.

Apzvalga ir paaiskinimas

Amplifikacijos rinkinyje naudojami anti-pelés ir anti-triusio antiktnai, susiriSantys su
pries tai prisijungusiais pelés ir triusio antiktnais, esanciais audinio sekcijoje. Ventana
detekcijos rinkiniuose naudojami biotilinti antik@inai, kuriais nustatoma susirisusiy
amplifikacijos antikliny vieta. Po to seka streptavidino-fermento prijungimas prie
biotino. Specifinis antikiino, antrinio antikdino, avidino arba streptavidino-fermento
kompleksas tuomet vizualizuojamas naudojant nusédantj reakcijos produkta, kuris
lengvai nustatomas $viesine mikroskopija.

Principai ir procediiros

Ventana Amplifikacijos rinkinyje naudojamos triusio anti-pelés IgG sunkiosios ir
lengvosios grandinés ir pelés anti-triusio 19G sunkiosios grandinés, kurios susiri§a su
pirminiais antikinais ir padidina antikinu, prisijungusiy prie antigeno srities, skaiciu.
Ventana detekcijos rinkiniuose naudojami biotilinti antriniai antiktnai, kurie surisa
triusio ir pelés antikany kompleksus, sudarytus i§ pirminio antikiino ir amplifikacijos
antiktiny. Po $io Zingsnio pridedama streptavidino-fermento konjugato, kuris
prisijungia prie biotino, esancio ant antrinio antikiino. Specifinis antikiino, antrinio
antiktino, streptavidino-fermento kompleksas tuomet vizualizuojamas naudojant
nusédantj reakcijos produkta. Kiekvienas Zingsnis atliekamas inkubuojant tikslioje
temperatiroje ir tiksly laika. Kiekvieno inkubacijos etapo pabaigoje automatinis
Ventana objektiniy stikleliy dazytuvas nuplauna sekcijas, kad sustabdyty reakcijg ir
pasalinty nesuri$ta medziaga, bei uzlasina skysto dengiamojo tirpalo, kuris neleidzia
garuoti vandeniniams reagentams ant objektinio stiklelio su bandiniu pavir$iaus.

MEDZIAGOS IR METODAI

Pateikiami reagentai

Ventana Amplifikacijos rinkinyje (100 testy) yra:

1 - 10 ml dozatorius su Amplifikatoriumi A, susidedanciu i$ praskiesty triusio anti-
pelés IgG sunkiujy, ir lengvujy grandiniy antikdno fiziologinio tirpalo fosfatiniame
buferyje su konservantu.

1 - 10 ml dozatorius su Amplifikatoriumi B, susidedanciu i$ praskiesty pelés anti-
triusio 19G sunkiyjy grandiniy antikino fiziologinio tirpalo fosfatiniame buferyje su
konservantu.

Atklirimas, maisymas, skiedimas ir titravimas

Nereikalingas joks atkdrimas, maiS§ymas, skiedimas ar titravimas.

Tolimesni skiedimai gali lemti antigeno dazymo praradima. Vartotojas turi patvirtinti
bet kokius tokius pakeitimus. Skirtumai laboratorijoje apdorojant audinius ir atliekant
technines proceddras gali lemti reikSminga rezultaty kintamuma, todél reikalingas
reguliarus kontroliy naudojimas.

Reikalingos, bet nepateikiamos medziagos ir reagentai

Toliau i$vardinti reagentai ir medziagos gali bati reikalingi dazymui, bet néra
pateikiami:

1. Ventana neigiamos kontrolés reagentas arba Ventana triusio neigiama kontrolé.
Mikroskopiniai objektiniai stikleliai, teigiamai krauti.

Teigiamos ir neigiamos audiniy kontrolés.

Dziovinimo krosnis, galinti palaikyti 70 °C + 5 °C temperatira.

Juostiniy kody etiketés (tinkamos tiriamai neigiamai kontrolei ar pirminiams
antikinams).

10 % neutralus (su buferiu) formalinas.

7. Dazymo indai ar vonelés.

8. Laikrodis.

g~

5

Puslapis 1 i$ 4

9.  Ksilenas.

10.  Etanolis ar reagentinis alkoholis.

11.  Dejonizuotas ar distiliuotas vanduo.

12.  Biocare Medical's Decloacking Chamber (ES ir NexES IHC automatiniams
objektiniy stikleliy dazytuvams).

13.  ES NexES IHC, BenchMark ir BenchMark XT automatiniai objektiniy, stikleliy
dazytuvai.

14.  VIEW™ DAB, AEC, V Red (ALK PHOS) ar Enhanced V Red detekcijos
rinkiniai.

15.  Ventana Antiktiny skiediklis*.

16.  Ventana endogeninio biotino blokavimo rinkinys*.

17.  Detekcijos rinkiniui skirta programiné jranga (tik automatiniam ES objektiniy,
stikleliy dazytuvui).

18.  Ventana APK plovimo tirpalas (ES ir NexES IHC automatiniams objektiniy
stikleliy dazytuvams).

19.  Ventana Liquid Coverslip™ tirpalas (ES ir NexES IHC automatiniams objektiniy
stikleliy dazytuvams).

20. Ventana EZ Prep™ tirpalas (BenchMark ir BenchMark XT automatiniams
objektiniy stikleliy dazytuvams).

21.  Ventana Reakcijos buferis* (BenchMark ir BenchMark XT automatiniams
objektiniy stikleliy dazytuvams).

22.  Ventana LCS (BenchMark ir BenchMark XT automatiniams objektiniy stikleliy,
dazytuvams).

23.  Ventana Lasteliy kondicionierius 1 (CC1)* (BenchMark ir BenchMark XT
automatiniams objektiniy stikleliy dazytuvams).

24.  Ventana Lasteliy kondicionierius 2 (CC2)* (BenchMark ir BenchMark XT
automatiniams objektiniy stikleliy dazytuvams).

25.  Ventana Proteazé |, Il arba IIl *.

26. Ventana Hematoksilino foninis dazas.

27.  Ventana Melsvinimo reagentas.

28.  Dengimo skystis.

29. Dengiamasis stiklelis.

30.  Sviesinis mikroskopas (20-80X).

*Jei reikia specifiniam taikymui.

Laikymas ir naudojimas

Laikyti 2-8 °C temperatlroje. Neuzsaldyti. Vartotojas turi validuoti bet kokias laikymo
salygas, kitokias nei nurodyta ant informacinio lapelio, esancio pakuotéje.

Kad bty uztikrintas tinkamas reagento pateikimas ir antikiiny stabilumas, po
kiekvieno dazymo proceso dozatorius turi btiti uzdengtas ir nedelsiant statmenai
padétas | Saldytuva.

Ant kiekvieno reagento dozatoriaus nurodyta galiojimo laiko pabaigos data. Kai
laikomas tinkamai, reagentas yra stabilus iki datos, nurodytos ant etiketés.
Nenaudokite reagento, pasibaigus jo galiojimo laikui nurodytam laikymo metodui.
Neéra jokiy, pavyzdiniy pozymiy, rodanciy, kad Sis produktas nestabilus; todél kartu su
nezinomais bandiniais turéty bati atliekami teigiamy ir neigiamy kontroliy dazymai.
PasirodZius galimo reagento nestabilumo pozymiams i$kart kreipkités i vietinj Ventana
atstova.

Bandiniy émimas ir paruosimas analizei

Uzsaldytos sekcijos

Rekomenduojama procedira yra jdéti $viezig audinj | OCT jtvirtinancia terpe ir greitai
uz8aldyti skystame azote ar sausu ledu atSaldytame izopentane. Iki sekcijy pjaustymo
uz8aldytas audinys turéty bti laikomas -80 °C temperatiroje. Biopsijos supjaustomos
nuo 4 iki 6 um storio sekcijomis, uzdedamos ant $varaus objektinio stiklelio ir tuoj pat
jdedamos j $altg acetong (0-8 °C) 10 — 30 minuciy. I$émus i$ acetono objektiniai
stikleliai paliekami dZiti ore nuo 10 minuciy ki 1 valandos.

Citologiniai bandiniai

Citologiniai ruosiniai ir kraujo tepinéliai turéty bati ruoSiami pagal standartines

laboratorines proceddras:

1. Dziovinkite objektinius stiklelius ore 30 minugiy.

2. Uzfiksuokite Saltame acetone (0-8 °C) 10 — 30 minuciy.

3. ISimkite i$ acetono ir palikite dZidti ore nuo 10 minuciy iki 1 valandos.

4. |dékite j eksikatoriy su dZiovikliu daugiausiai 10 dieny. Jeigu sekcijos turi bti
saugomos ilgiau nei 10 dieny, sandariai suvyniokite | aliuminio folijg ir laikykite
-80 °C temperatdroje.

5. ISéme i§ -80 °C temperatiros, leiskite objektiniams stikleliams atSilti iki
kambario temperatiros (j aliuminio folijg jvyniotus objektinius stiklelius
atSildykite prie§ nuimdami aliuminio folijg, kad iSvengtuméte kondensacijos ant
bandinio).

6. Uzklijuokite juostiniy kody etiketes ant objektiniy stikleliy ir sudékite | automatinj
objektiniy stikleliy dazytuva.

Formaline fiksuoti, parafine jtvirtinti bandiniai

Rutini$kai apdoroti formaline fiksuoti, parafine jtvirtinti audiniai tinkami naudoti su $iuo
reagentu, kai naudojami su Ventana pirminiais antikiinais, detekcijos rinkiniais,
papildomais reagentais ir automatiniais objektiniy stikleliy dazytuvais (zr. skyreli
Reikalingos, bet nepateikiamos medziagos ir reagentai‘).
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Rekomenduojamas audinio fiksatyvas yra 10 % neutralus (su buferiu) formalinast.
Nepastovis rezultatai gali bati lemiami per ilgo fiksavimo ar specialiy procedry, tokiy,
kaip kauly ¢iulpy ruosiniy dekalcifikavimas.

Kiekviena sekcija turéty bati atpjauta tinkamo storio ir padéta ant teigiamai jkrauto
objektinio stiklelio. Objektiniai stikleliai su audinio sekcija gali bati kaitinami maziausiai
2 valandas (bet ne ilgiau kaip 24 valandas) 70 °C + 5 °C temperattiros krosnyje.

Rankiné deparafinizavimo procedira

Reikalinga naudojant ES arba NexES IHC automatinius objektiniy stikleliy dazytuvus

arba jeigu nepasirenkama deparafinizavimo procedra BenchMark arba BenchMark

XT automatiniuose objektiniy stikleliy dazytuvuose.

1. Nurodymai, kada pazyméti objektinius stiklelius juostiniy kody etiketémis
pateikiami kiekvienam specifiniam automatiniam objektiniy stikleliy dazytuvui
skyrelyje ,Naudojimo nurodymai‘.

2. Paeiliui tris kartus 5 + 1 minutéms panardinkite objektinius stiklelius j ksileno
vonele.

3. Perkelkite objektinius stiklelius | 100 % etanolj ir panardinkite paeiliui du kartus 3
+ 1 minutéms.

4. Perkelkite objektinius stiklelius | 95 % etanolj ir panardinkite Siame tirpale 3 + 1
minutéms.

5. Perkelkite objektinius stiklelius | 80 % etanolj ir panardinkite Siame tirpale 3 + 1
minutéms.

6.  Perkelkite objektinius stiklelius j dejonizuoto ar distiliuoto vandens vonele ir
panardinkite maZziausiai 10 karty.

7. Perkelkite objektinius stiklelius | APK Plovimo tirpalg (1X) ar buferinj tirpala,
priklausomai nuo to, kaip reikia. APK plovimo tirpale objektiniai stikleliai turéty
likti iki basite pasiruo$e atlikti dazymo procesa. Buferiniame tirpale objektiniai
stikleliai turéty iSlikti iki bisite pasiruose atlikti antigeno atidengimo prcedtra.
Neleiskite objektiniams stikleliams isdzitti.

Objektiniai stikleliai, dazomi BenchMark ar BenchMark XT automatiniuose objektiniy

stikleliy dazytuvuose, gali biti automatiskai deparafinizuojami prietaise. Jeigu

pasirinktis nepasirenkama, sekite rankine deparafinizavimo procedra, pateikta
auksciau.

PERSPEJIMAI IR ATSARGUMO PRIEMONES

1. Naudodamiesi reagentais, imkités tinkamy atsargumo priemoniy. Naudokite
vienkartines pirstines, kai naudojate medziagas, kurios gali bati karcinogeninés
ar toksinés (pavyzdziui, ksilenas ar formaldehidas).

2. Venkite akiy ir gleiviniy membrany kontakto su reagentais. Jeigu reagentai
patenka ant jautriy sri¢iy, gausiai nuplaukite vandeniu.

3. Pacienty bandiniai ir visos medziagos, susiduriancios su jais, turéty bati laikomi
biologinio pavojaus medziagomis ir iSmetami su atitinkamomis atsargumo
priemonémis. Niekuomet nesiurbkite medZziagy i pipete burna.

4. Venkite reagenty mikrobiologinio uzkrétimo, kadangi dél to gali bati gaunami
netikslds rezultatai.

5. Kitokios nei nurodyta inkubavimo trukmeés ir temperattros gali lemti klaidingus
rezultatus. Vartotojas turi validuoti bet kokius tokius pakeitimus.

6.  Reagentai yra optimaliai praskiesti, tolimesni skiedimai gali gali lemti antigeninio
dazymo praradima,. Vartotojas turi validuoti bet kokius tokius pakeitimus.

7. Naudojant pagal nurodymus, Sis produktas neklasifikuojamas kaip pavojinga
medziaga. Reagento konservantas yra ProClin 300. Per ilgo kontakto su
ProClin 300 simptomai apima odos ir akiy sudirginimus bei gleiviniy membrany
ir virsutiniy kvépavimo taky dirginima. ProClin 300 koncentracija Siame produkte
yra 0,05 % ir neatitinka OSHA kriterijy pavojingoms medziagoms. Jautriems
asmenims galimos sisteminés alerginés reakcijos.

8.  Perilgo kontakto su reagentu simptomai gali apimti odos ir akiy sudirginimus.
Gali dirginti gleiviniy membranas ir virSutinius kvépavimo takus. Toksiskas |
organizma patekes prarijus, per poodj, per veng ir galbat kitais keliais. Labai
toksi$kas prarijus. ACGIH (TLV): jokio; OSHA (PEL): jokio; IARC: nejtraukta;
NTP: nejtraukta.

NAUDOJIMO NURODYMAI

Procediira zingsnis po zingsnio

Amplifikacijos rinkinys sukurtas naudoti automatiniuose Ventana objektiniy stikleliy
dazytuvuose kartu su Ventana pirminiais antiktnais, detekcijos rinkiniais ir
papildomais reagentais. Rekomenduojamas dazymo protokolas automatiniams
objektiniy stikleliy dazytuvams aprasytas konkre¢iy antikiiny informaciniame lapelyje.
Automatiniy procedtry parametrai gali bati pateikiami, atspausdinami ir redaguojami
priklausomai nuo procedtry, pateikty vartotojo vadove. Kiti automatiniy objektiniy
stikleliy dazytuvy veikimo parametrai nustatomi gamykloje.

Dazymo procediros Ventana automatiniuose objektiniy stikleliy dazytuvuose yra
iSvardintos toliau. Detalds nurodymai ir papildomos protokoly pasirinktys pateikiami
prietaiso vartotojo vadove.

ES ir NexES IHC automatiniams objektiniy stikleliy dazytuvams

Jei antigeno atidengimas reikalingas:

1. Deparafinizuokite objektinius stiklelius juos paeiliui veikdami ksilenu, skirtingos
koncentracijos alkoholiu ir nuplaudami vandeniu ar tinkamu buferiu. Atlikite
antigeno atidengimo procedra ir perkelkite objektinius stiklelius | APK Plovimo
tirpalg (1X).
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2. Uzdékite pirminio antikino ir tinkamo detekcijos rinkinio dozatorius ir reikalingus
papildomus reagentus ant reagenty padéklo ir jdékite ji | automatinj objektiniy
stikleliy dazytuva. Patikrinkite tarinius fluidus ir atliekas.

3. NudZiovinkite nudaZyta objektinio stiklelio galg ir tuomet uzklijuokite objektinio
stiklelio juostinio kodo etikete, atitinkancig atliekama antikiiny protokola.

4. Sudékite deparafinizuotus, su atidengtu antigenu, etiketémis suzymetus
objektinius stiklelius i§ APK Plovimo tirpalo (1X). Neleiskite audiniui isdzitti.

Jei antigeno atidengimas nereikalingas:

1. Uzklijuokite juostiniy kody etiketes ant objektiniy stikleliy. Tuomet
deparafinizuokite objektinius stiklelius juos veikdami ksilenu, skirtingos
koncentracijos alkoholiu ir nuplaudami vandeniu bei po to APK Plovimo tirpalu
(1X).

2. Uzdékite pirminio antikino ir tinkamo detekcijos rinkinio dozatorius ir reikalingus
papildomus reagentus ant reagenty padéklo ir jdékite ji | automatinj objektiniy
stikleliy dazytuva. Patikrinkite tarinius fluidus ir atliekas.

3. Sudékite deparafinizuotus, etiketémis suzymétus objektinius stiklelius i§ APK
Plovimo tirpalo (1X). Neleiskite audiniui idziati.

BenchMark ir BenchMark XT automatiniams objektiniy stikleliy dazytuvams

1. Uzklijuokite objektinio stiklelio juostinio kodo etikete, atitinkancig atliekama,
antiktiny protokola.

2. Uzdékite pirminio antikino ir tinkamo detekcijos rinkinio dozatorius ir reikalingus
papildomus reagentus ant reagenty padéklo ir jdékite ji | automatinj objektiniy
stikleliy dazytuva. Patikrinkite tarinius fluidus ir atliekas.

3. Sudékite objektinius stiklelius | automatinj objektiniy stikleliy dazytuva.

Visiems prietaisams

1. Paleiskite dazymo procesa.

2. Pasibaigus procesui, iSimkite objektinius stiklelius i$ automatinio objektiniy,
stikleliy dazytuvo.

3. VIEW DAB ir Ventana Red kit protokolams nuplaukite $velniame indy, plovimo
detergente ar alkoholyje, kad pasalintuméte dengiamaji tirpala; pasalinkite
vandenj, nuvalykite ir jprastu btdu padenkite pastoviu dengimo skysciu.

4. AES chromogenui nepasalinkite vandens ir nevalykite. Uzdékite AEC su
vandeniniu dengiamuoju skysciu. Nudazyti objektiniai stikleliai turéty bati
nuskaityti per dvi - tris dienas po dazymo ir yra stabiltis maziausiai dvejus
metus, jeigu tinkamai laikomi kambario temperattroje (nuo 15 °C iki 25 °C).

Kokybés kontrolés procediros

Teigiama audinio kontrolé

Teigiama audinio kontrolé turi bati apdorojama kiekvienos atliekamos dazymo
proceddros metu. Teigiamos kontrolés medZiagos pavyzdziai pateikiami
atitinkamuose Ventana pirminiy antikiiny pakuotése esanciuose informaciniuose
lapeliuose.

Teigiamos kontrolés naudojamos patvirtinti, kad antikiinas buvo uzdétas ir kad
prietaisas tinkamai veiké. Sis audinys gali turéti tiek teigiamai, tiek neigiamai
besidazanciy lasteliy ar audiniy komponenty,ir tikti tiek kaip teigiamos, tiek kaip
neigiamos kontrolés audinys. Kontroliniai audiniai turéty bati $vieZi autopsiniai,
biopsiniai ar chirurginiai bandiniai, paruosti ar fiksuoti kaip galima greiciau tuo paciu
btdu kaip ir testinés sekcijos. Tokie audiniai gali bati naudojami stebéti visus
proceddros zingsnius nuo audinio paruoimo iki dazymo. Naudojant audinio sekcijas,
kurios fiksuotos ar apdorotos skirtingai nei testinis bandinys, bus gaunama kontrolé
visiems reagenty ir metody Zingsniams, i§skyrus fiksavima, ir audinio apdorojima.
Audinys su silpnu teigiamu dazymu yra tinkamesnis optimaliai kokybés kontrolei ir
nustatant nedidelés reagenty degradacijos lygius.

Zinomos teigiamos audiniy kontrolés turéty biti naudojamos tik stebéti tinkamam
apdoroty audiniy dazymo atlikimui ir reagenty tikrinimui, 0 ne kaip pagalba nustatant
specifine paciento pavyzdziy diagnoze. Jeigu teigiamoms audiniy kontroléms
negaunamas teigiamas dazymas, rezultatai su testiniu bandiniu turéty bati laikomi
negaliojanciais.

Neigiama audinio kontrolé

Tas pats audinys, naudotas teigiamai audinio kontrolei, gali bti naudojamas kaip
neigiama audinio kontrolé. Lasteliy tipy jvairové, esanti daugelyje audiniy sekcijy,
pateikia vidines neigiamos kontrolés sritis, tadiau jos turi bati patvirtintos vartotojo.
Nesidazantys komponentai turéty bati be specifinio dazymo ir pateikti nespecifinio
foninio dazymo pozymius. Jeigu specifinis dazymas atsiranda neigiamos audinio
kontrolés srityse, rezultatai su paciento bandiniais turéty bati laikomi negaliojaniais.

Nepaaiskinami neatitikimai

Dél nepaaiSkinamy, neatitikimy kontrolése turéty bati nedelsiant konsultuojamasi su
vietiniu Ventana atstovu. Jeigu kokybés kontrolés rezultatai neatitinka specifikacijy,
paciento rezultatai yra negaliojantys.

Zr. Sio informacinio lapelio skyrelj ,Problemy sprendimas®. Identifikuokite ir paSalinkite
problema, tuomet pakartokite paciento pavyzdziy dazyma.
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Neigiama reagento kontrolé

Neigiama reagento kontrolé turéty bati atliekama kiekvienam bandiniui siekiant
palengvinti rezultaty interpretavima. Neigiama reagento kontrolé naudojama vietoj
pirminio antikdno siekiant jvertinti nespecifinj dazyma. Objektinis stiklelis turéty bti
dazomas su Neigiamos kontrolés reagentu (pelés) arba Triusio neigiama kontrole,
priklausomai nuo to, kaip reikia. Jeigu naudojama alternatyvi neigiama reagento
kontrolé, praskieskite jg Ventana Antikainy skiedikliu iki tos pacios koncentracijos kaip
ir pirminio antik@ino antiserumas. Vienas skiediklis gali biti naudojamas kaip
alternatyva prie$ tai aprasytoms neigiamoms reagento kontroléms. Inkubavimo truk mé
neigiamai reagento kontrolei turéty bati tokios pacios kaip ir pirminiam antikdnui.

Kai serijinéms sekcijoms naudojamas keleto antikiiny panelis, neigiama reagento
kontrolé ant vieno objektinio stiklelio gali biti neigiama ar nespecifinio susiri§imo fono
kontrolé kitiems antikinams.

Bandymo patvirtinimas

Prie$ diagnostinei procedrai pirma karta naudojant antikling ar dazymo sistema,
turéty bti patvirtintas antikiino specifiSkumas, patikrinant jj su serija audiniy su
Zinomomis imunohistocheminémis savybémis, atitinkanciy Zinomus teigiamus ir
neigiamus audinius (remkités atitinkamy Ventana pirminiy antiktiny informaciniame
lapelyje esanciu skyreliu ,Kokybés kontrolés procedros*, kuriame pateikiamos
Amerikos patology laboratorijy akreditavimo programos kolegijos, Anatomijos
patologijos kontrolinio sara$o? ir NCCLS patvirtinty direktyvy kokybés kontrolés
rekomendacijos?. Sios kokybés kontrolés procedaros turéty bati kartojamos kiekvienai
naujai antikiny partijai ar kada tik pakei¢iami bandymo parametrai.

Rezultaty interpretavimas

Ventana automatiné imunodazymo procedira lemia spalvoto reakcijos produkto
nusodinimg ant antigeno sriciu, lokalizuoty pirminio antikiino. Remkités atitinkamo
detekcijos rinkinio pakuotéje esanciu informaciniu lapeliu, kuriame apra§omos
laukiamos spalvinés reakcijos. Kvalifikuotas patologas, patyres imunohistocheminése
procedurose, turi jvertinti teigiamas ir neigiamas kontroles prie$ interpretuodamas
rezultatus.

Teigiama audinio kontrolé

Nudazytas teigiamas audinys turéty bati tiriamas pirmas, kad iSsiaiSkintuméte, ar visi
reagentai veiké tinkamai. Tinkamos spalvos reakcijos produkto buvimas taikininése
lastelése nurodo, kad reaktingumas yra tinkamas. Laukiama spalviné reakcija
apra$yta informaciniame lapelyje, esanc¢iame detekcijos rinkinio pakuotéje.
Priklausomai nuo inkubacijos trukmés ir naudojamo hematoksilino stiprumo, foninio
dazymo metu Iasteliy branduoliai bus gauti nuo bly$kiy iki tamsiai mélyny. Perteklinis
arba nepakankamas foninis dazymas gali trukdyti tinkamai interpretuoti rezultatus.
Jeigu teigiamoje audinio kontroléje negaunamas teigiamas dazymas, bet kokie
rezultatai testiniuose bandiniuose turéty bati laikomi negaliojanciais.

Neigiama audinio kontrolé

Neigiama audinio kontrolé turéty bGti tiriama po teigiamos audinio kontrolés, kad
patvirtintuméte specifinj taikininio antigeno Zymejima pirminiais antik@inais. Specifinio
dazymo nebuvimas neigiamoje audinio kontroléje patvirtina, kad antiknai kryzmiskai
nereagavo su lastelémis ar lasteliniai komponentais. Jeigu neigiamoje audinio
kontroléje atsiranda specifinis dazymas, paciento bandinio rezultatai turéty bati
laikomi negaliojanciais.

Jeigu bus, nespecifinis dazymas atrodys iSsisklaides. Taip pat gali bati stehimas
atsitiktinis Sviesus jungiamojo audinio dazymas sekcijose i$ pemelyg formalinu
fiksuoty audiniy. Dazymo rezultaty vertinimui turéty bati naudojamos intaktinés
lastelés. Nekrotinés ar degeneravusios lastelés daznai dazosi nespecifiskai.

Paciento audinys

Paciento bandiniai turéty bti tiriami paskutiniai. Teigiamo dazymo intensyvumas
turéty bti jvertintas pagal neigiamos reagento kontrolés foninj dazyma. Kaip bet
kokiame imunohistocheminiame teste, neigiamas rezultatas reiskia, kad dominantis
antigenas nebuvo aptiktas, o ne kad antigeno néra tirtose lastelése ar audinyje. Jeigu
reikia, naudokite antiktiny panele, kad lengviau nustatytuméte klaidingus neigiamus
rezultatus. Interpretuojant bet kokius imunohistocheminius rezultatus, taip pat turéty
bti itirta kiekvieno audinio bandinio morfologija naudojant hematoksilinu ir eozinu

bti interpretuojami kvalifikuoto patologo.

APRIBOJIMAI

Bendri apribojimai

1. Imunohistochemija yra daugiapakopis diagnostinis procesas, kuriam batinas
specializuotas paruosimas pasirenkant tinkamus reagentus, audinius,
fiksuojant, apdorojant, paruosiant imunohistocheminius objektinius stiklelius ir
interpretuojant dazymo rezultatus.

2. Audinio dazymasis priklauso nuo audinio paruo$imo ir apdorojimo prie$
dazyma. Netinkamas fiksavimas, uz$aldymas, atSildymas, dziovinimas,
kaitinimas, sekcijy pjaustymas ar uzter§imas kitais audiniais ar fluidais gali lemti
artefakty susidaryma, nespecifinj antikiiny sugavima ar klaidingus neigiamus
rezultatus. NenuosekITs rezultatai gali bati gaunami dél fiksavimo ir jtvirtinimo
metody variacijy ar dél badingy nereguliarumy audinyje.
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3. Perteklinis ar nepakankamas foninis dazymas gali trukdyti tinkamai interpretuoti
rezultatus.

4. Klinikiné bet kokio teigiamo dazymo ar jo nebuvimo interpretacija turi bati
ivertinta klinikinés istorijos, morfologijos ar kity_ histopatologiniy kriterijy,
kontekste. Klinikiné bet kokio teigiamo daZymo ar jo nebuvimo interpretacija turi
bti papildyta morfologiniais tyrimais ir tinkamomis kontrolémis bei kitais
diagnostiniais testais. Sis antikinas yra skirtas biti naudojamas su antikany
panelémis. Kvalifikuotas patologas yra atsakingas uz susipazinima su
antiktinais, reagentais ir metodais, naudojamais gauti dazyta bandinj. Dazymas
turi bati atliekamas sertifikuotoje licencijuotoje laboratorijoje prizitrint patologui,
kuris yra atsakingas uz nudazyty objektiniy stikleliy perZidra ir teigiamy bei
neigiamy kontroliy tinkamumo uZztikrinima,

5. Ventana tiekia antikainus ir reagentus, kuriy skiedimai, darbo metu sekant
pateikiamus nurodymus, yra optimalds. Bet kokie nuokrypiai nuo
rekomenduojamos testo proceddros gali anuliuoti laukiamus rezultatus.
Tinkamos kontrolés turi bt naudojamos ir dokumentuojamos. Vartotojai, kurie
nukrypsta nuo rekomenduojamy, testo proceddry, turi prisiimti atsakomybe uz
paciento rezultaty interpretavima.

6. Anksciau netikrintuose audiniuose reagenty reakcijos gali bati netikétos.
Netikéty reakcijy galimybé net ir patikrinty audiniy grupése negali biti visiSkai
eliminuota dél antigeno rai§kos biologinio nepastovumo neoplazmose ar kituose
patologiniuose audiniuose#. Jei gaunate ir dokumentuojate netikéta reakcija,
susisiekite su vietiniu Ventana atstovu.

7. Hepatito B virusu infekuoty asmeny audiniai ir audiniai, turintys hepatito B
pavir§iaus antigena (HbsAg) gali nespecifi$kai dazytis su krieny peroksidazes.

8. Blokavimo etapuose naudojamas normalus serumas i$ to paties gyvaninio
Saltinio kaip ir antrinis antiserumas gali lemti klaidingus neigiamus ar klaidingus
teigiamus rezultatus dél autoantikiiny ar natdraliy antikdiny.

9. Klaidingi teigiami rezultatai gali bti matomi dél neimuninio baltymy ar substrato
reakcijos produkty susiri§imo. Priklausomai nuo naudojamo imunodazymo tipo
jie taip pat gali bati lemiami pseudoperoksidazés aktyvumo (eritrocituose),
endogeninio peroksidazés aktyvumo (citochromas C), Sarminés fosfatazés
aktyvumo ar endogeninio biotino (pavyzdziui, kepenyse, smegenyse, krityse,
inkstuose)s.

10.  Kaip bet kokiame imunohistocheminiame teste, neigiamas rezultatas reiskia,
kad dominantis antigenas nebuvo aptiktas, o ne kad antigeno néra tirtose
lastelése ar audinyje.

Specifiniai apribojimai

Amplifikavimo rinkinys turi ribota galiojimo laika. Jeigu laikomas tinkamai, reagentas

turéty bati stabilus iki nurodytos datos. Néra jokiy akivaizdziy pozymiy, rodanciy, kad

Sis produktas nestabilus. Todél kartu su nezinomais bandiniais turéty bati atliekami

teigiamy ir neigiamy kontroliy dazymai. Teigiamos kontrolés uztikrina, kad bandinio

dazymas buvo atliktas tinkamai. Neigiamos kontrolés naudojamos jvertinti nespecifini
dazyma, | kurj batina atsizvelgti interpretuojant rezultatus. Kai teigiamos kontrolés
medziagoje gaunamas suprastéjes dazymasis, tai gali rodyti reagento nestabiluma;
turétumeéte iSkart kreiptis  vietinj Ventana atstova.

LAUKIAMY REZULTATY APZVALGA

1. Naudojantimunodazyma su Ventana Amplifikacijos rinkiniu kartu su Ventana
automatiniais objektiniy stikleliy dazytuvais, pirminiais antikinais, detekcijos
rinkiniais ir papildomais reagentais, gaunamos didesnio intensyvumo spalvotos
nuosédos antigeno vietoje, lokalizuotoje pirminio antiktno. I$ pradziy turéty bati
ivertintas neigiamos kontrolés dazymasis ir Sie rezultatai palyginti su nudazyta
medziaga vertinant signalg. Taip pat kvalifikuoto patologo turéty bati atlikta
kiekvieno audinio bandinio morfologiné analizé.
Antigeno nustatymo specifiSkumas ir jautrumas priklauso nuo naudojamy,
specifiniy pirminiy antikGny. Kiekvienas specifinis antiktinas turi bati
optimizuotas siekiant gauti norimg dazyma,. Optimizacija atliekama prietaise
keiCiant inkubacijos trukme ir/arba specifiniy antikGny koncentracija.
Neoptimizavus specifinio antikGino antigenas gali bati nustatomas neoptimaliai.
kuriuose gautas tinkamas lasteliy dazymas naudojant triusio anti-pelés IgG
sunkiasias ir lengvasias grandines ir pelés anti-triusio 1gG sunkiasias grandines.
Ventana patikrino jvairius normalius audinius. Formalinu fiksuoti, parafine
jtvirtinti audiniai buvo nudazyti su V-Blue, V-Red, AEC ir Ventana DAB
detekcijos rinkiniais (naudojant tris skirtingus antikinus kiekvienai detekcijai).
Amplifikacijos rinkinys buvo patikrintas 33 blokuose audiniy i§ 11 skirtingy,
audiniy tipy. Buvo nudazyti tokie audiniai: inksty, stuburo smegeny, stemplés,
zarnuy, odos, krtties, tonziliy, kepeny, skydliaukés, raumeny, ir kasos. Neigiamos
kontrolés buvo pasirinkti kaip pirminiai antikiinai, siekiant patikrinti, ar naudojant
amplifikavimo reagentus gaunamas nespecifinis dazymas. Atsitiktinis
nespecifinis foninis dazymas buvo stebimas epitelio, jungiamojo audinio,
neuroblasty, lygiujy raumeny, hepatocity, koloidinése ir saleliy lastelése; taCiau
Siuose tyrimuose negauta netikéty dazymysi ar rezultaty, kurie trukdyty,
numatytam $io produkto naudojimui.

4. Atsikartojamumo tarp tame paciame dazymo procese ir tarp skirtingy procesy,
tyrimais nustatyta, kad visi objektiniai stikleliai buvo dazomi tokiu paciu
intensyvumu.
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PROBLEMY SPRENDIMAS

1

Jeigu teigiamai kontrolei gautas silpnesnis dazymas nei tikétasi, turéty bati
patikrintos kitos teigiamos kontrolés, apdorotos tame padiame prietaise, kad
nustatytumeéte, ar tai dél pirminio antiktino, ar dél vieno i§ bendry antriniy
reagenty.

Jeigu teigiama kontrolé nenusidazeé, reikéty patikrinti, ar ant jos objektinio
stiklelio uzklijuota tinkama juostinio kodo etiketé. Jeigu objektinis stiklelis
pazymétas tinkamai, turéty bati patikrintos kitos teigiamos kontrolés, apdorotos
tame paciame prietaise, kad nustatytuméte, ar tai dél pirminio antiktino, ar dél
vieno i§ bendry antriniy reagenty. Audiniai gali bati neteisingai paimti, uzfiksuoti
ar deparafinizuoti. Imant audinius, juos laikant ir fiksuojant turéty bati laikomasi
tinkamos proceddros.

Jeigu gaunamas perteklinis fono dazymasis, gali bti, kad endogeninis biotino
lygis yra auk$tas. Turéty bati jrauktas biotino blokavimo zingsnis.

Jeigu buvo pasalintas ne visas parafinas, deparafinizacijos procedtra turéty bti
pakartota.

Jeigu specifinis antikiiny dazymas yra per intensyvus, objektiniy, stikleliy
apdorojimas turéty bati kartojamas trumpinant inkubacijos trukme 4 minutémis,
kol bus gautas norimas dazymo intensyvumas.

Jei audiniy sekcijos nusiplauna nuo objektiniy stikleliy, reikia patikrinti, ar jie
teigiamai jkrauti.

Spresdami problemas remkités skyreliu ,Procedira Zingsnis po Zingsnio®,
automatinio objektiniy stikleliy daZytuvo vartotojo vadovu arba susisiekite su
vietiniu Ventana atstovu.
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INTELEKTINE NUOSAVYBE

CONFIRM™ EZ Prep™, iVIEW™ ir Liquid Coverslip™ yra Ventana Medical Systems,
Inc. prekiniai Zenklai; BenchMark®, ES®, Gen 11®, NexES® and Ventana® registruoti
Ventana Medical Systems, Inc. prekiniai Zenklai.

Saugoma $iy patenty: U.S. Pat. Nos. 6045 759, 6192 945 B1, 6416 713 B1 ir kity,
§aliy analogy.

Puslapis 4 i$ 4

760-080LT



