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FITC Anti-IlgM Primary Antibody
Katalogové €islo 760-2682
INDIKACE A POUZITI

Urcené pouziti
Tato protilatka je ur€ena k diagnostice in vitro (IVD).

Primarni protilatka FITC anti-IgM (immunoglobulin M) Primary Antibody od spole¢nosti
Ventana® Medical Systems (Ventana) je kozi polyklonaini protilatka znagena
fluoresceinem, specificky cilena proti lidskému IgM. Tuto reagencii je tfeba pouzivat ve
spojeni s panelem protilatek jako pomocny prostfedek pfi identifikaci imunoglobulinu M
v cilové tkani IgM (napf. v diagnostice renaini nebo dermalni patologie). FITC anti-igM je
urcena ke kvalitativnimu barveni fez(i zmrazené tkané na barvicim automatu Ventana.

Klinicka interpretace jakéhokoli zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi byt dopinéna
morfologickymi studiemi a hodnocenim fadnych kontrol. Hodnoceni musi v kontextu
klinické anamnézy pacienta a jinych diagnostickych testl provadét kvalifikovany patolog.
Pouze na lékarsky predpis.

Souhrn a vysvétleni

Fluorescenéni protilatky se pouzivaji k detekci specifickych antigent v burikach nebo
tkanich jiz vice nez 40 let.! Informaéni prehled pouziti konjugovanych protilatek FITC jako
cinnych a specifickych imunofluorescenénich markerd proti bunéénym antigendm je

k dispozici v &lanku od Faulka a Hijmanse.2 Pouziti imunofluorescenéni techniky vedlo ke
zZlepseni celkového porozuméni renalnich3 a dermainich# patologii.

FITC anti-IgM obsahuje kozi polyklonaini protilatku proti purifikovanému lidskému IgM.
Protilatka se ziskava purifikaci frakce koziho gama globulinu a naslednou reakci

s fluorescein izothiokyanatem. Prebytecny fluorochrom se pak odstrani pomoci dialyzy

a konjugovany globulin je dale frakcionovan za pouZiti DEAE celuldzy, aby se odstranil
vice a méné znaceny protein.5 Imunofluorescencni detekce IgM se pouziva k lokalizaci
depozit IgM v biospiich od pacient(i s membranézni nefropatii® a diabetem mellitem.” IgM
byl také detekovan fluorescenéni imunochemii na arteriolarich sténach bioptatd od
pacient trpicich na hypertenzi.8 Imunofluorescenéni detekce IgM v lidské dermalni tkani
ajeho Ggast v dermalnich patologiich je jiZ popsana v jiném dokumentu.4

FITC anti-IgM se specificky vaze k tézkému fetézci lidského imunoglobulinu M a jeho
podtfid.

Principy a postupy

FITC anti-lgM Ize pouZit jako primarni protilatku pro imunohistochemické barveni fezl
zmrazené tkané. Imunohistochemické barveni obecné umoziuje vizualizaci antigenu pomoci
postupné aplikace konkrétni protilatky (primarni protilatka) na antigen, sekundami protilatky
(spojovaci protilatka) na primarni protilatku, enzymového komplexu a chromogenniho
substratu s viozenymi mezikroky promyti. Enzymaticka aktivace chromogenu zapficini vznik
viditelného reakéniho produktu v misté antigenu. U protilatek znacenych pfimo FITC je
fluorochrom vazan na primami protilatku, a proto neni potfeba zadna sekundani protilatka
nebo chromogenni detekce. Primami protilatka se vaze specificky na cilovy antigen a Ize ji
pak vizualizovat. Vysledky jsou interpretovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu

s pfislusnym filtrem a pomahaji pii rozliseni diagndzy patofyziologickych procest, které
mohou nebo nemuseji souviset s konkrétnim antigenem.

FITC anti-IgM je optimalné nafedéna pro pouziti s barvicimi automaty. Kazdy krok
barviciho protokolu je definovan pfesnou dobou inkubace a specifickou teplotou, pfi které
inkubace probiha. Na konci kaZzdého inkubacniho kroku jsou fezy v barvicim automatu
Ventana oplachnuty, aby se ukon€ila probihajici reakce a odstranil nenavézany material,
ktery by mohl branit poZadované reakci v nasledujicich krocich. Aby odparovani vodnych
reagencii ze vzork( na sklickach bylo co nejmensi, aplikuje barvici automat na sklicka
kryci roztok. Vice informaci o provozu pfistroje naleznete v navodu k obsluze pfislu§ného
barviciho automatu Ventana.

MATERIALY A METODY
Dodané reagencie
Protilatka FITC anti-IgM obsahuje dostatek reagencie k provedeni 50 testd.

1-5ml davkovac FITC anti-IlgM obsahuije pfiblizné 817 pg (163,4 pg/ml) kozi polyklonaini
protilatky proti lidskému IgM. Protilatka je nafedéna v tris pufru s obsahem proteinového
nosi¢e a konzervacniho prostredku.

Celkova koncentrace proteinu v reagencii je pfiblizné 600 pg/ml.
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Rekonstituce, miseni, fedéni, titrace

Tato protilatka je optimalizovana pro pouZiti v barvicim automatu Ventana. NevyZaduije se
rekonstituce, miseni, fedéni ani titrace.

Po dalsim fedéni by nemuselo dojit k obarveni antigenu. UZivatel musi vSechny takové
zmény ovéfit. Rozdily v pripravé tkani a technickych postupech v laboratofi mohou vést
k vyrazné rozdilnym vysledkim a vyzaduji pravidelné pouzivani kontrol (viz ¢ast Postupy
kontroly kvality).

Potfebné materialy a reagencie, které nejsou soucasti dodavky

Nasledujici reagencie a materialy mohou byt pfi barveni potfebné, ale nejsou soucasti
dodavky:

Mikroskopicka sklicka, pozitivné nabita

Tkané pro pozitivni a negativni kontrolu

Susicka schopna udrzovat teplotu 70 °C £ 5 °C

Stitky s ¢arovym kodem (odpovidajici testované negativni kontrole a primami
protilatce)

5. Aceton

6.  Nadoby nebo lazné na barveni

7

8
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Stopky
. Deionizovana nebo destilovana voda

9. Barvici automaty ES®, NexES® IHC, BenchMark® a BenchMark XT

10.  Software k pfislusné detekéni soupravé (pouze pro barvici automat ES)

11. Ventana APK Wash Solution Concentrate (10X) (barvici automaty ES a NexES IHC)

12. Ventana Low Temperature Liquid Coverslip™ Solution Pre-dilute (barvici automaty
ES a NexES IHC)

13.  Ventana Reaction Buffer Solution Concentrate (10X) (barvici automaty BenchMark
a BenchMark XT)

14.  Ventana High Temperature Liquid Coverslip Solution Pre-dilute (barvici automaty
BenchMark a BenchMark XT)

15.  Vodné fixaéni médium, vhodné pro fluorescenci

16.  Kryci sklo

17.  Epifluorescenéni mikroskop (20-80x) vybaveny filtrem FITC

Skladovani a manipulace

Uchovaveite pfi teploté 2-8 °C. Chrarite pfed mrazem. Uzivatel musi ovérit, jestli se nelisi
tyto podminky pro skladovani od podminek specifikovanych v pfibalové informaci.

Aby byly zajistény spravné nadavkovani reagencie a stabilita protilatky, je po kazdém
cyklu nutno vyménit vicko davkovace a okamzité jej uloZit ve svislé poloze do chladnicky.

Kazdy davkovac s protilatkou ma stanovenou dobu expirace. Pfi fadném skladovani
zlistane reagencie stabilni do data uvedeného na Stitku. NepouZivejte reagencii po
uplynuti data expirace pro pfedepsanou metodu skladovani.

Tento produkt nejevi zadné zjevné znamky nestability; proto by se sou€asné s neznamymi
vzorky mély provadét pozitivni a negativni kontroly. Objevi-li se pfiznak nestability
reagencie, obratte se na mistni zastoupeni spole¢nosti Ventana.

Odbér vzorkt a pfiprava pro analyzu

Pro pouZiti této primarni protilatky na barvicich automatech Ventana jsou vhodné
zmrazené tk&né zpracované béznym zplisobem (viz ¢ast Potfebné materialy a reagencie,
které nejsou soucasti dodavky). Doporu€ujeme tkan fixovat 10 minut ve studeném
acetonu. Mohou se vyskytnout rozdilné vysledky jako dusledek prodlouzené fixace nebo
specialnich postupU, napfiklad odvapriovani preparatl kostni dfené.

KaZdy fez je tfeba nafezat na potfebnou tlouStku a umistit na pozitivné nabité sklicko.

VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

1. Pfi manipulaci s reagenciemi je nutné dodrzovat pfisluSna bezpecnostni opatfeni.
Pfi manipulaci s podezfelymi karcinogeny ¢i toxickym materialem (napf. xylen nebo
formaldehyd) pouzivejte jednorazové rukavice.

2.V misté manipulace se vzorky nebo reagenciemi nekuite, nejezte a nepijte.

3. Zabrarite kontaktu reagencii s ofima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym mnozstvim vody.

4. Sevzorky pacientl a vSemi materialy, které byly v kontaktu s t€mito vzorky, by mélo
byt zachazeno jako s biologicky nebezpenym materialem a mély by byt
zlikvidovany dle pfislusnych bezpec€nostnich opateni. Nikdy nepipetujte Usty.

5. Zamezte mikrobiologické kontaminaci reagencii; mohly by pak vykazovat nespravné
vysledky.

6. NedodrZeni pfislusnych inkubaénich dob a teplot mize vést k chybnym vysledkdm.
Jakoukoli zménu tohoto druhu musi uzivatel ovéfit.
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7. Reagencie jsou jiz optimainé nafedény a po dal$im fedéni by nemuselo dojit
k obarveni antigenu. Jakoukoli zménu tohoto druhu musi uzivatel ovéfit.

8.  Pripouziti v souladu s pokyny neni tento produkt klasifikovan jako nebezpecna
latka. Konzervacnim prostfedkem v reagencii je ProClin 300. Pfiznaky nadmérné
expozice latkou ProClin 300 zahmuji podrazdéni kize a oéi a podrazdéni sliznic
a hornich cest dychacich. Koncentrace latky ProClin 300 v tomto produktu €ini
0,05 % a nesplriuje kritéria OSHA pro nebezpecné latky. U citlivych jedinct se
mohou objevit systémové alergické reakce.

9. Doporu¢ené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a mistnich pfedpisech.

NAVOD K POUZITI
Jednotlivé kroky postupu

Priméarni protilatky Ventana byly vyvinuty za G¢elem pouZziti v barvicich automatech
Ventana ve spojeni s detekénimi soupravami a pfisluSenstvim vyrobce Ventana.
Doporucené barvici protokoly pro barvici automaty jsou uvedeny nize v tabulce 1.
Parametry automatickych postupli Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupl
uvedenych v navodu k obsluze. Nékteré parametry obsluhy barviciho automatu jsou
pfedem nastaveny vyrobcem.

Tabulka 1. Doporuéené barvici protokoly pro FITC anti-IgM
Platforma/Metoda

Typ postupu

ES nebo NexES IHC BenchMark nebo

BenchMark XT
Volba protokolu Zmrazeny Zmrazeny
Odparafinovani Neuvadi se Neuvadi se

Kondicionovéni bunék oo i o )
Neni vyZadovano Neni vyZzadovéno

(odmaskovani antigenu)

Enzym (proteéza) Neni vyzadovano Neni vyzadovano

. . FITC anti-IgM, FITC anti-IgM,
Protilatka (primarni) ) )
8 minut 8 minut
Kontrastni barveni Neuvadi se Neuvadi se

Postupy barveni na barvicich automatech Ventana jsou nasledujici. Podrobnéjsi pokyny
a dal$i moznosti protokolu jsou uvedeny v navodu k obsluze.

Pro v§echny pfistroje

1. Oznactte sklicka Stitkem s ¢arovym kddem odpovidajicim protokolu protilatky, ktery
se ma provést.

2. Do zasobniku reagencii vioZte primarni protilatku a zasobnik umistéte do barviciho

automatu. Zkontrolujte nadoby na tekutiny a odpad.

Vlozte sklicka do barviciho automatu.

Spustte barvici cyklus.

Po dokonceni cyklu vyjméte sklicka z barviciho automatu.

Pouzije-li se chromogen FITC, nedehydratujte a neprojasiujte. Pro montaz skli¢ek

s primarni protilatkou obarvenou FITC pouzijte fixaéni médium na vodné bazi.

Uginné odstranéni kryciho roztoku Liquid Coverslip Solution ze skliek po jejich vyjmuti

z pristroje vyznamné snizi autofluorescenci pozadi. Toho se docili dikladnym

oplachnutim skli¢ek roztokem APK Wash nebo reakénim pufrem Reaction Buffer.

Sklicka pak Ize oplachnout destilovanou vodou a zakryt. Obarvena sklicka se ode€itaji

ve stejny den, v jaky jsou barvena. Skladuji se v temnu a chladu (-20 °C). Sklicka

s primarnimi protilatkami obarvenymi FITC nejsou stabilni, avSak obarveni Ize

zachovat, pokud se sklicka skladuii pfi teploté —20 °C nebo —80 °C ve tmé. Sklicka

s primarnimi protilatkami obarvenymi FITC mohou ¢asem nebo pfi delSim vystaveni

svétlu blednout. Chrante pred svétlem.

Postupy kontroly kvality

ook w

Pozitivni kontrola tkané

S kazdym provedenym barvicim postupem je tfeba provést pozitivni kontrolu tkané.
Pfikladem vhodné pozitivni kontroly pro FITC anti-IgM je zmrazena tonzila nebo lymfaticka
uzlina. Slozky tkané s pozitivnim zabarvenim (barveni lymfocytd v germinalnich centrech)
se pouzivaji k potvrzeni, ze protilatka byla aplikovana a pfistroj pracuje spravné. Tkan
mize obsahovat pozitivné i negativné zabarvené buriky nebo slozky tkané a mize slouzit
jako tkan pro pozitivni i negativni kontrolu. Kontrolni tkané musi byt erstvé vzorky z pitvy,
biopsie nebo operace pfipravené nebo fixované co nejdfive a stejnym zplisobem jako
testované fezy. Takové tkdné mohou monitorovat vSechny kroky postupu, od pfipravy
tkané az po barveni. PouZiti tkanového fezu fixovaného nebo zpracovaného jinym
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zpUsobem nez testovany vzorek zajisti kontrolu pro vSechny reagencie a vSechny kroky
metody kromé fixace a zpracovani tkané.

Tkan se slabym pozitivnim zabarvenim je vhodnéjsi pro optimalini kontrolu kvality a pro
rozpoznani nizSich drovni degradace reagencie.

Znamé pozitivni kontroly tkani by mély byt pouzivany pouze ke sledovani spravné funkce
zpracovanych tkani a testovacich reagencii, nikoliv jako pomtcka k formulaci specifické
diagnézy vzorkl pacient(. Pokud se u tk&ni uréenych pro pozitivni kontrolu pozitivni
zabarveni neobjevi, Ize povazovat vysledky testovacich vzorki za neplatné.

Negativni kontrola tkané

Pro negativni kontrolu tkané mlZze poslouZit stejna tkan, ktera byla pouzita pro pozitivni
kontrolu. Rizné typy bunék pfitomnych ve vétsiné tkafovych fezli nabizeji moznost interni
negativni kontroly, to si ale musi uzivatel ovérit. Slozky, které se nebarvi, by mély prokazat
nepfitomnost specifického zabarveni a zajistit indikaci nespecifického zabarveni pozadi.
Pokud se u tkani uréenych pro negativni kontrolu objevi specifické zabarveni, Ize
povazovat vysledky vzorkl pacienta za neplatné.

Nevysvétlitelny nesoulad

Nevysvétlitelny nesoulad v kontrolach by mél byt ihned oznamen mistnimu zastoupeni
spolecnosti Ventana. Pokud se vysledky kontroly kvality neshoduiji se specifikacemi,
vysledky pacienta jsou neplatné. Viz dast Reseni problémdi v této pFibalové informaci.
Zjistéte problém a zjednejte napravu. Potom analyzu vzorkl pacienta zopakujte.

Ovéreni testu

Pfed prvnim pouzitim protilatky nebo barviciho systému pfi diagnostickém postupu by
méla byt ovéfena specificita protilatky testovanim na fadé dostupnych tkanich se znamou
imunohistochemickou charakteristikou, které predstavuji znamé pozitivni a negativni tkané
(seznamte se s Postupy pro kontrolu kvality popsanymi v této ¢asti pfibalové informace

a s pozadavky pro kontrolu kvality akreditaéniho programu College of American
Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist,9

a schvalenou smémici NCCLS10). Tyto postupy kontroly kvality museji byt provedeny
vzdy, kdyz se zméni Sarze protilatky nebo kdyz se zméni parametry testu. Tkané uvedené
v ¢asti Souhrn oéekavanych vysledkd jsou k dispozici pro ovéfeni testu.

Interpretace vysledku

Postup automatizovaného imunologického barveni Ventana zplisobuje, Ze cilovy antigen
je vizualizovan oznacenou primarni protilatkou a vazanym fluorochromem. Protilatky
znacené FITC poskytuji reakéni produkt v barvé zeleného jablka. Pred interpretaci
vysledkd musi vyhodnotit pozitivni a negativni kontroly kvalifikovany patolog se zku$enosti
s postupy v imunohistochemii.

Pozitivni kontrola tkané

Nejprve je nutné provést pozitivni kontrolu zabarvené tkané a ovéit tak fadnou funkénost
véech reagencii. Znamkou pozitivni reaktivity je pfitomnost spravné zabarveného
reakéniho produktu v cilovych burikach. Pokud se u pozitivnich kontrol tkani pozitivni
zabarveni neprojevi, je nutno povazovat vysledky testovanych vzorkl za neplatné.

Negativni kontrola tkané

Tkan pro negativni kontrolu je nutno testovat po tkani pro pozitivni kontrolu, aby byla
ovérena specificita znageni cilového antigenu primarni protilatkou. Nepfitomnost
specifického zabarveni v tkani pro negativni kontrolu potvrzuje nepfitomnost zkfizené
reaktivity s bufikami nebo slozkami bunék. Pokud se projevi specifické zabarveni ve tkani
pro negativni kontrolu, je nutno povazovat vysledky vzorkd pacienta za neplatné.

Pokud je pfitomno nespecifické barveni, projevi se jasné Zlutou az nazelenalou barvou.
Sporadické slabé zabarveni pojivové tkané Ize také pozorovat v fFezech pfili$ fixovanych
tkani. U vzorkl zbarvenych tkani se mize vyskytnout autofluorescence. K interpretaci
vysledkl barveni pouZivejte pouze intaktni buriky. Nekrotické nebo degenerované buriky
se mohou €asto barvit nespecificky.

Tkan pacienta

Vzorky pacienta se testuji jako posledni. Intenzitu pozitivniho zabarveni je tfeba hodnotit
s ohledem na pfipadné zabarveni pozadi negativni reagen¢ni kontroly. Jako u kazdého
imunohistochemického testu znamena negativni vysledek, ze antigen nebyl detekovan,
nikoli ze dany antigen neni v testovanych burikach nebo tkani pfitomen. V pfipadé potfeby
pouzijte k identifikaci faleSné negativnich reakci panel protilatek (viz ast Souhm
ocekavanych vysledku). Ke spravné interpretaci kazdého imunohistochemického vysledku
by méla byt testovana rovnéz morfologie kazdého vzorku tkané s vyuzitim fezi barvenych
hematoxylinem a eozinem. Morfologické nélezy a pfisluSné klinické Udaje pacienta musi
interpretovat kvalifikovany patolog.
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OMEZENI

Vseobecna omezeni

1.

Imunohistochemie je diagnosticky proces zahrujici vice krokl a vyzadujici
specializované skoleni ve vybéru vhodnych reagencii, fezli tkané, fixaci a zpracovani,
piipravé imunohistochemického sklicka a interpretaci vysledk( zabarveni.

Zabarveni tkané zavisi na zplsobu zachazeni s tkani a na jejim zpracovani pfed
barvenim. Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, oplach, suSeni, zahfivani,
fezani nebo kontaminace jinymi tkAnémi nebo tekutinami mize vést ke vzniku
artefakt(i, zachytu protilatky nebo k fale$né negativnim vysledkim. V dusledku
odchylek pfi fixaci a metodach zalévani ¢i nasledkem stavajicich nerovnomérmosti
ve tkani mohou byt vysledky nekonzistentni.

Klinicka interpretace jakéhokoli pozitivniho zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi
byt vyhodnocena v kontextu klinické anamnézy, morfologie a jinych
histopatologickych kritérii. Klinicka interpretace jakéhokoli barveni nebo jeho
nepfitomnosti musi byt dopinéna morfologickymi studiemi a fadnymi kontrolami

a také dalSimi diagnostickymi testy. Tato protilatka je urcena pro uZiti v panelu
protilatek. Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa, aby se seznamil

s protilatkami, reagenciemi a metodami pouzivanymi k barveni preparatd. Barveni
se musi provadét v certifikované akreditované laboratofi pod dohledem patologa

zodpovédného za hodnoceni barvenych sklicek, ktery zajisti adekvatnost pozitivnich

a negativnich kontrol.

Spole¢nost Ventana dodava protilatky a reagencie pro pouziti optimainé nafedéné,
pokud jsou dodrZeny pokyny, které jsou soucasti produktu. Jakakoli odchylka od
doporuéenych postupt testu miize vést k tomu, ze oéekavané vysledky budou
neplatné. Je nutno pouzivat a dokumentovat pfislusné kontroly. Uzivatel, ktery se
od doporucenych postupl odchyli, musi pfijmout odpovédnost za interpretaci
vysledk{ pacientu.

Tento produkt neni uréen pro pratokovou cytometrii, charakteristiky ucinnosti zatim
nejsou znamy.

U tkani, které nebyly pfedem testovany, mohou reagencie vykazovat neocekavané
reakce. V dusledku biologické variability exprese antigenu v novotvarech nebo
jinych patologickych tkanich nelze zcela vyloucit moZnost neoCekavanych reakci ani
v testovanych skupinéch tkani.1! Se zdokumentovanymi neogekavanymi reakcemi
se obratte na mistni zastoupeni spole¢nosti Ventana.

Fale$né pozitivni vysledky se mohou vyskytovat v diisledku neimunologické vazby
proteind.

Jako u kazdého imunohistochemického testu znamené negativni vysledek pouze to,
Ze antigen nebyl detekovan, nikoli Ze antigen neni v testovanych burikach nebo
tkani pitomen.

Specifickd omezeni

1.

2.

Protilatka byla optimalizovana pro inkubaéni dobu 8 minut ve spojeni s barvicimi
automaty Ventana. Vzhledem k riznym zplsoblm fixace tkani mize byt

u jednotlivych vzorkl zapotiebi zvysit nebo snizit inkubaéni dobu primarni protilatky.
Dalsi informace o proménnych faktorech fixace naleznete v dokumentu
JImmunohistochemistry Principles and Advances®.12

Protilatka detekuje antigen, ktery pfeziva b&znou fixaci a fezani. UZivatelé, ktefi
nedodrzi doporucené postupy, nesou odpovédnost za interpretaci vysledkd pacienta.

SOUHRN OCEKAVANYCH VYSLEDKU

1.

2008-

Specificita FITC anti-IgM byla stanovena pomoci studie, ktera prokazala spravné
barveni normalnich a patologickych tkéani. 9 koznich biopsii a 2 patologické ledviny
bylo obarveno reagencii FITC anti-IgM s o&ekavanymi klinickymi vysledky. 10

z 11 barvenych tkani vykazalo negativni vysledky barveni. Pomoci FITC anti-IgM byly
barveny rizné typy normaini tkané. Nasledujici tkané (3 ze 3 vzorkd) byly negativni:
s urcitym nespecifickym zabarvenim pozadi: branice, nervy a tenké stfevo.
Senzitivita zavisi na zachovani antigenu. Nespravné zachazeni s tkani béhem
fixace, fezani, zalévani nebo skladovani, které zméni antigenicitu, oslabi detekci
IgM reagencii FITC anti-lgM a m0ze tak zptsobit fale$né negativni vysledky.
Reprodukovatelnost barveni s FITC anti-lgM v rémci cyklu byla stanovena na zakladé
barveni 5 sklicek se stejnou tkani v jednom cyklu pfistroje. 5 z 5 sklicek bylo zabarveno
pozitivné. U vSech sklicek byla intenzita zabarveni stejna. Uzivatel musi ovéfit
reprodukovatelnost vysledkd v ramci jednoho cyklu barvenim riznych sad sériovych
fezl s nizkou, stfedni a vysokou hustotou antigenu v jednom cyklu.
Reprodukovatelnost barveni s FITC anti-lgM mezi cykly byla stanovena na zékladé
barveni sklicek se stejnou tkani v 5 cyklech na riznych pfistrojich. 5 z 5 skli¢ek bylo
zabarveno pozitivné. U v8ech skli¢ek byla intenzita zabarveni podobna. UZivatelé
by méli ovéfit vysledky reprodukovatelnosti mezi cykly barvenim nékolika sad
sériovych fezl s nizkou, stfedni a vysokou hustotou antigenu v riznych dnech.
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RESENi PROBLEMU

1.

Jestlize vykazuji pozitivni kontroly slabi zabarveni, nez je oéekavano, mély by byt
zkontrolovany béhem stejného cyklu na pfistroji dalsi cykly pozitivni kontroly, aby
bylo mozné stanovit, zda je to zplsobeno primarni protilatkou, nebo nékterou

z béznych sekundarnich reagencii.

Pokud je pozitivni kontrola negativni, je nutno ji zkontrolovat, aby bylo zajisténo, ze
sklicko ma spravny Stitek s ¢arovym kodem. Jestlize je sklicko oznageno spravnym
Stitkem, je tfeba b&hem jednoho cyklu na pfistroji zkontrolovat dal$i cykly pozitivni
kontroly, aby bylo mozné stanovit, zda je to zptisobeno primarni protilatkou, nebo
nékterou z béznych sekundarnich reagencii. Odbér, fixace nebo odparafinovani
tkani mohlo byt provedeno nespravnym zplsobem. Odbér tkané, jeji skladovani

a fixace musi probihat dle spravného postupu.

Je-li zbarveni specifickou protilatkou pfili§ intenzivni, je tfeba cyklus opakovat pfi
inkuba¢ni dobé zkracené vzdy o 4 minuty tak dlouho, dokud neni dosazeno
pozadované intenzity zabarveni.

Jestlize dochazi ke smyvani fez( tkani ze sklicka, zkontrolujte, zda jsou sklicka
pozitivné nabita.

Spravné postupy najdete v ¢asti Jednotlivé kroky postupu navodu k obsluze
barviciho automatu nebo se obratte na mistni zastoupeni spolecnosti Ventana.
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