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Instructions for Use

Please read before using this product.

Mode d’emploi

A lire avant d'utiliser ce produit.

Istruzioni per L’'uso

Si prega di leggere, prima di usare il prodotto.
Gebrauchsanweisung

Bitte vor der Verwendung dieses Produkts lesen.
Instrucciones de Uso

Por favor, leer antes de utilizar este producto.
Instrugoes de Utilizagao

Leia estas instru¢des antes de utilizar este produto.
Instruktioner vid Anvandning

Var god Ias innan ni anvander produkten.
Odnyieg Xpriong

Mapakahoupe diaBaoTe TIG 0dnyieg TTPIV
XPNOIUOTIOINCETE TO TTPOIOV AUTO.
Brugsanvisning

Lees venligst far produktet tages i brug.
Gebruiksinstructies

Lezen vodér gebruik van dit product.
Bruksanvisning

Vennligst les denne fgr du bruker produktet.
Kullanim Talimatlari

Litfen bu drind kullanmadan énce okuyunuz.
WHcTpykumm 3a ynotpeba

Monsi, npoyeTete npeau ynotpeba Ha TO3M NPOAYKT.
Hasznalati utasitas

Atermék hasznalatba vétele el6tt olvassa el.
Instructiuni de utilizare

Cititi aceste instructiuni inainte de a utiliza produsul.
MHCTpyKLMA NO NPUMEHEHUI0
MpouTuTe Nnepes NPYMEHEHNEM 3TOTO NPOAYKTA.

www.LeicaBiosystems.com
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Instrukcja obstugi
Przed uzyciem tego produktu nalezy przeczyta¢
instrukcje.

Navodila za uporabo

Preberite pred uporabo tega izdelka.

Navod k pouziti

Ctéte pted pouzitim tohoto vyrobku.

Navod na pouzitie

Prosim, precitajte si ho pred pouzitim produktov.
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Check the integrity of the packaging before use.

Vérifier que le conditionnement est en bon état

avant 'emploi.

Prima dell'uso, controllare l'integrita della confezione.

Vor dem Gebrauch die Verpackung auf

Unversehrtheit Gberprifen.

Comprobar la integridad del envase, antes de usarlo.

Verifique a integridade da embalagem antes de

utilizar o produto.

Kontrollera att paketet ar obrutet innan anvandning.

EAéyETe TNV akepaidTnTa TNG CUCKEUATIAG TIPIV ATTO

™ xpnon.

Kontroller, at pakken er ubeskadiget for brug.

Controleer de verpakking vooér gebruik.

Sjekk at pakningen er intakt far bruk.

Kullanmadan énce ambalajin bozulmamis olmasini

kontrol edin.

MpoBepeTe LenocTTa Ha onakoBkaTa npeau

ynotpeba.

Hasznalat el6tt ellendrizze a csomagolas épségét.

Verificati integritatea ambalajului inainte de a utiliza

produsul.

Mepen npumeHeHnemM y6eamTech B LLENOCTHOCTH

YNaKoBKU.

Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢, czy opakowanie

jest szczelne.

Pred uporabo preverite celovitost embalaze.

Pfed pouzitim zkontrolujte neporusenost obalu.

Pre pouzitim skontrolujte, i balenie nie je porusené.
LAY U85 gaad) Dl (e (3803
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BOND Ready-to-Use ISH
CMY Probe
Catalog No: PB0614

Intended Use
This reagent is for in vitro diagnostic use.

CMV Probe is intended to be used for the qualitative identification of human cytomegalovirus early gene RNA transcript, in formalin-fixed,
paraffin-embedded tissue by in situ hybridization (ISH) using the automated BOND system (includes Leica BOND-MAX system and
Leica BOND-III system).

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

Cytomegalovirus (CMV) is a member of the Beta Herpes Virus family. CMV is transmitted via body fluids and can establish primary
infection, latent infection and subsequent viral reactivation. CMV can establish infection in many organs including lung, kidney and
liver, in particular, active virus has been observed in epithelial cells, endothelial cells, fibroblasts and smooth muscle cells as well as in
mesenchymal cells, hepatocytes, granulocytes and monocyte-derived macrophages'.

During active CMV infection, there is temporal synthesis of three categories of proteins, encoded by viral genes designated intermediate-
early, early and late. Intermediate-early proteins are expressed 1-3 hours post infection and are thought to play a role in the efficiency of
viral replication. Early proteins direct viral synthesis, while late proteins are mainly structural, involved in virion assembly.

CMV is a common opportunistic pathogen, capable of causing serious disease in immunocompromised individuals such as AIDS
patients, transplant patients and in neonates. Congenital CMV is a result of intrauterine infection and although the majority of children
are asymptomatic, congenital CMV can result in sensorineural hearing loss, cognitive, motor and visual deficits and seizures®.

ISH using CMV Probe is used for the detection of human CMV infections in formalin-fixed, paraffin-embedded tissue®. The method is
reproducible and should result in intense, brown predominately cytoplasmic staining of cells containing CMV early gene RNA.

Reagents Provided

CMV Probe is a fluorescein-conjugated oligonucleotide probe supplied in hybridization solution.
Total volume = 5.5 mL

Dilution and Mixing
CMV Probe is ready to use. Reconstitution, mixing, dilution or titration of this reagent is not required.

Materials Needed but not Provided

Refer to “Using BOND Reagents” in your BOND user documentation for a complete list of materials required for specimen treatment and
in situ hybridization staining using the BOND system (includes Leica BOND-MAX system and Leica BOND-III system).

Storage and Stability
Store at 2-8 °C. The product is stable under these conditions up to the expiry date indicated on the container label.

There are no obvious signs indicating contamination and/or instability. Appropriate positive and negative tissue controls should be run at
the same time as test tissue.

Return to 2-8 °C immediately after use.
Storage conditions other than those specified above must be verified by the user®.

Precautions
« This product is intended for in vitro diagnostic use.

CMV PROBE H360D: May damage P201: Obtain special instructions before use.
Contains Formamide (<50%)  the unborn child. P202: Do not handle until all safety precautions have been read and
and Dextran Sulphate H315: Causes skin understood.
(<30%). irritation. P260: Do not breathe dust/fumes/gas/mist/vapours/spray.
GHSO07: Exclamation mark. H319: Causes serious P308+313: IF exposed or concerned: Get medical advice/attention.
GHSO08: Health hazard. eye irritation. P314: Get medical advice/attention if you feel unwell.
Signal words: Danger. P264: Wash hands thoroughly after handling.
P280: Wear protective gloves/protective clothing/eye protection/face
protection.

P305+351+338: IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several
minutes. Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue
rinsing.

P337+313: If eye irritation persists: Get medical advice/attention.
P302+352: IF ON SKIN: Wash with plenty of soap and water.
P332+313: If skin irritation occurs: Get medical advice/attention.
P362+364: Take off contaminated clothing and wash it before reuse.
Restricted to professional users.
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« To obtain a copy of the Material Safety Data Sheet contact your local distributor or regional office of Leica Biosystems, or
alternatively, visit the Leica Biosystems’ Web site, www.LeicaBiosystems.com.

« Specimens, before and after fixation7, 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 or specimens. If reagents or specimens come in contact with sensitive areas, wash with copious amounts of water. Seek
medical advice.

« Consult Federal, State or local regulations for disposal of any potentially toxic components.
« Minimize microbial contamination of reagents or an increase in non-specific staining may occur.

« Retrieval, incubation times or temperatures other than those specified may give erroneous results. Any such change must be
validated by the user.

Instructions for Use

CMV Probe was developed for use on the automated BOND system (includes Leica BOND-MAX system and Leica BOND-III system) in
combination with Anti-Fluorescein Antibody and BOND Polymer Refine Detection. The recommended staining protocol for CMV Probe is
ISH Protocol A. Enzyme retrieval is recommended using the BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, for 15 minutes.

Appropriate tissue and reagent controls should always be used. The protocol for the tissue and reagent controls should correspond to
that of the CMV Probe.

Quality Control

Differences in tissue processing and technical procedures in the user’s laboratory may produce significant variability in results,
necessitating regular performance of in-house controls in addition to the following procedures.

Positive Tissue Control
Used to indicate correctly prepared tissues and proper staining techniques.

One positive tissue control should be included for each set of test conditions in each staining run. A tissue with weak positive staining is
more suitable than a tissue with strong positive staining for optimal quality control and to detect minor levels of reagent degradation.

Negative Tissue Control
Should be examined after the positive tissue control to verify the specificity of the labeling of probe to the target.

Alternatively, the variety of different cell types present in most tissue sections frequently offers negative control sites, but this should be
verified by the user.

Negative Reagent Control

Use RNA Negative Control Probe PB0809 in place of the CMV Probe with a section of each patient specimen to evaluate non-specific
staining and allow better interpretation of specific staining at the target.

Positive Reagent Control

Use RNA Positive Control Probe PB0785 in place of the CMV Probe with a section of each patient specimen to provide information on
the preservation of nucleic acids in the tissue as well as accessibility of nucleic acids to the probe. If the RNA Positive Control Probe fails
to demonstrate positive staining, results with the test specimens should be considered invalid.

Patient Tissue

Examine patient specimens stained with CMV Probe last. Positive staining intensity should be assessed within the context of any non-
specific background staining of the RNA Negative Control Probe PB0809.

Results Expected

Normal Tissues

No specific CMV mRNA staining was detected using PB0614 in a wide range of normal tissues. Faint staining was detected in epithelial
cells of the thyroid, prostate, larynx, and esophagus, tubules of the kidney, secretory cells in the adrenal glands and Leydig cells. This
staining does not interfere with staining interpretation. (Total number of normal cases evaluated = 100).

Abnormal Tissues

PB0614 stained 3/3 CMV infected lung, 1/1 CMV infected bowel and 1/1 CMV infected liver. No staining was seen in lung tumors
(0/3), ovarian tumors (0/3), liver tumors (0/3), thyroid tumors (0/3), esophageal tumors (0/2), breast tumors (0/2), metastatic tumors of
unknown origin (0/2), brain tumors (0/2), testicular tumors (0/2), skin tumors (0/2), a colon tumor (0/1), a stomach tumor (0/1), a rectal
tumor (0/1), a tumor of the larynx (0/1) and a tumor of the thymus (0/1). (Total number of abnormal cases evaluated = 34).

PB0614 is recommended for the detection of CMV mRNA.

Product Specific Limitations

CMV Probe has been optimized at Leica Biosystems for use with Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection and BOND
ancillary reagents. Users who deviate from recommended test procedures must accept responsibility for interpretation of patient results
under these circumstances. The protocol times may vary, due to variation in tissue fixation and the effectiveness of enzymatic digestion,
and must be determined empirically. RNA Negative Control Probe should be used when optimising retrieval conditions and protocol
times.

Troubleshooting

Reference 8 may aid in remedial action.

Test samples should be complemented by the appropriate tissue and reagent controls.

Contact your local distributor or the regional office of Leica Biosystems to report unusual staining.
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Further Information

Further information on in situ hybridization with BOND reagents, under the headings Principle of the Procedure, Materials Required,
Specimen Preparation, Quality Control, Assay Verification, Interpretation of Staining, Key to Symbols on Labels, and General Limitations
can be found in “Using BOND Reagents” in your BOND user documentation.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMY Probe
Référence: PB0614

Utilisation Prévue

Ce réactif est destiné au diagnostic in vitro.

CMV Probe est congue pour l'identification qualitative du transcrit ARN du géne précoce du cytomégalovirus humain par hybridation in
situ (ISH) automatisée BOND (qui comprend les systémes Leica BOND-MAX et Leica BOND-III) sur tissu fixé & la formaline et enrobé
de paraffine.

L'interprétation clinique de tout marquage ou de son absence doit étre complétée par des études morphologiques utilisant des controles
appropriés et évaluée dans le contexte des antécédents cliniques du patient et des autres tests diagnostiques par un pathologiste
qualifié.

Résumé et Explications

Le cytomégalovirus (CMV) est un membre de la famille des virus de I'herpés béta. Le CMV se transmet par les liquides corporels et
peut aisément entrainer une primo-infection, une infection latente et une réactivation virale ultérieure. Le CMV peut entrainer une
infection dans de nombreux organes, notamment les poumons, les reins et le foie. En particulier, une activité virale a été observée
dans les cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les fibroblastes et les cellules musculaires lisses, ainsi que dans les cellules
mésenchymateuses, hépatocytes, granulocytes et macrophages dérivés des monocytes'.

Durant une infection évolutive par le CMV, il se produit une synthése de trois catégories de protéines successives dans le temps, codées
par des génes viraux qualifiés de précoces-intermédiaires, précoces et tardifs. Les protéines précoces-intermédiaires sont exprimées 1
a 3 heures aprés l'infection et interviendraient dans I'efficacité de la réplication virale. Les protéines précoces commandent la synthése
virale, tandis que les protéines tardives sont principalement structurales et interviennent dans I'assemblage du virion.

Le CMV est un agent pathogene opportuniste courant, capable d’entrainer une maladie grave chez des personnes immunodéprimées
comme les malades du sida, les transplantés et les nouveaux-nés. L'infection congénitale par le CMV résulte d’une infection intra-
utérine. Bien que la plupart des enfants sont asymptomatiques, le CMV congénital peut entrainer une surdité de perception, des déficits
cognitifs, moteurs et visuels, ainsi que des crises convulsives®*.

L'ISH avec CMV Probe s'utilise pour la détection des infections par le CMV chez I'homme sur tissu fixé a la formaline et enrobé de
paraffine®. La méthode est reproductible et devrait se traduire par un marquage principalement cytoplasmique marron intense des
cellules contenant de 'ARN de gene précoce du CMV.

Réactifs Fournis
CMV Probe est une sonde oligonucléotidique conjuguée a la fluorescéine fournie en solution d’hybridation.
Volume total = 5,5 ml

Dilution et Mélange
CMV Probe est préte a 'emploi. Reconstitution, mélange, dilution ou titration de ce réactif non nécessaire.

Matériel Nécessaire Non Fourni

Voir “Utilisation des réactifs BOND” dans votre manuel d’utilisation BOND pour obtenir la liste compléte du matériel nécessaire au
traitement des échantillons et au marquage par hybridation in situ avec automatisée BOND (qui comprend les systéemes Leica BOND-
MAX et Leica BOND-III).

Conservation et Stabilité
Conserver entre 2-8 °C. Le produit reste stable dans ces conditions jusqu’a la date de péremption imprimée sur I'étiquette du récipient.

Il n’y a aucun signe évident indiquant une contamination et/ou une instabilité. Des controles tissulaires positifs et négatifs appropriés
doivent étre testés en méme temps que le tissu analysé.

Remettre a 2-8 °C immédiatement aprés usage.
Des conditions de stockage différentes de celles ci-dessus doivent étre controlées par I'utilisateur®.
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Précautions
« Ce produit est congu pour le diagnostic in vitro.

CMV PROBE H360D: Peut nuire au P201: Se procurer les instructions avant utilisation.

Contient Formamide (<50%) et  fotus. P202: Ne pas manipuler avant d’avoir lu et compris toutes les

le sulfate de dextran (<30%). H315: Provoque une précautions de sécurité.

GHSO07: Point d’exclamation. irritation cutanée. P260: Ne pas respirer les poussiéres/fumées/gaz/brouillards/vapeurs/
GHSO08: Danger pour la santé.  H319: Provoque une aérosols.

Mentions d’avertissement: sévere irritation des P308+313: EN CAS d’exposition prouvée ou suspectée: consulter un
Danger. yeux. médecin.

P314: Consulter un médecin en cas de malaise.

P264: Se laver les mains soigneusement aprés manipulation.

P280: Porter des gants de protection/des vétements de protection/un
équipement de protection des yeux/du visage.

P305+351+338: EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX: rincer avec
précaution a I'eau pendant plusieurs minutes. Enlever les lentilles

de contact si la victime en porte et si elles peuvent étre facilement
enlevées. Continuer a rincer.

P337+313: Si l'irritation oculaire persiste: consulter un médecin.
P302+352: EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU: laver
abondamment a I'eau et au savon.

P332+313: En cas d'irritation cutanée: consulter un médecin.
P362+364: Enlever les vétements contaminés et les laver avant
réutilisation.

Usage réservé aux professionnels.

« Pour obtenir une copie de la fiche technique des substances dangereuses, contactez votre distributeur local ou le bureau régional de
Leica Biosystems, ou allez sur le site Web de Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com.

« Les échantillons, avant et apres fixation, et tous les matériels ayant été en contact avec eux, devraient étre manipulés comme s'ils
étaient a risque infectieux et éliminés avec les précautions adéquates . Ne jamais pipeter les réactifs a la bouche et éviter le contact
de la peau et des muqueuses avec les réactifs ou les échantillons. Si des réactifs ou des échantillons entrent en contact avec des
zones sensibles, rincer abondamment a 'eau. Consultez un médecin.

* Renseignez-vous sur les réglements fédéraux, nationaux et locaux pour I'élimination des composés potentiellement toxiques.
«  Eviter une contamination microbienne des échantillons qui peut entrainer un marquage non spécifique.

« Des durées ou températures de révélation ou d’incubation autres que celles spécifiées peuvent donner des résultats erronés. Tout
changement doit étre validé par I'utilisateur.

Mode D’emploi

CMV Probe a été développé pour étre utilisé sur le systtme BOND automatisé (qui comprend les systemes Leica BOND-MAX et Leica
BOND-III) en association avec Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection et les réactifs auxiliaires BOND. Le protocole
de coloration recommandé pour CMV Probe est ISH Protocol A. Un prétraitement enzymatique est recommandé avec BOND Enzyme
Pretreatment Kit, Enzyme 1, pendant 15 minutes.

Des contréles appropriés de tissu et de réactif doivent toujours étre employés. Le protocole relatif aux contréles de tissu et de réactif doit
correspondre a celui du CMV Probe.

Controle de qualité

Des différences de traitement des tissus et de procédures techniques dans le laboratoire de I'utilisateur sont susceptibles de conduire
a une variabilité significative des résultats, ce qui rend nécessaire la mise en ceuvre réguliére de controles en interne, en plus des
procédures suivantes.

Controle positif du tissu

Il est utilisé pour indiquer que les tissus ont été préparés correctement et que les techniques de marquage sont appropriées. Un controle
positif du tissu doit &tre inclus pour chaque série de conditions d’essais et pour chaque essai de marquage. Un tissu présentant un
marquage faiblement positif est plus adapté a un contrdle optimal de qualité qu’un tissu présentant un marquage fortement positif, il
permet également de détecter des niveaux moindres de dégradation du réactif.

Controle négatif du tissu

Il doit étre examiné apres le contrdle positif du tissu afin de vérifier la spécificité du marquage de la sonde vers le site cible.

La diversité des différents types cellulaires présents dans la plupart des coupes tissulaires permet fréquemment de disposer de sites de
contréle négatif, mais cette possibilité doit étre vérifiée par I'utilisateur.

Controle négatif du réactif

Utiliser RNA Negative Control Probe PB0809 a la place de CMV Probe avec une coupe de chaque échantillon du patient afin d’évaluer
le marquage non spécifique et de permettre une meilleure interprétation du marquage spécifique au niveau du site cible.

Controle positif du réactif

Utiliser RNA Positive Control Probe PB0785 a la place de CMV Probe avec une coupe de chaque échantillon du patient afin d’obtenir
des informations sur la préservation des acides nucléiques dans le tissu ainsi que la pénétrabilité des acides nucléiques vis-a-vis

de la sonde. Si RNA Positive Control Probe ne présente pas de marquage positif, les résultats des échantillons d’essai doivent étre
considérés comme invalides.
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Tissu du patient

Examiner les échantillons du patient marqués avec CMV Probe en dernier. Lintensité du marquage positif ne doit étre évaluée que par
rapport au marquage non spécifique obtenu avec RNA Negative Control Probe PB0809.

Résultats Attendus

Tissus sains

Aucune coloration spécifique de '’ARNm avec CMV n’a été détectée a I'aide de PB0614 dans un grand nombre de tissus normaux. Une
légére coloration a été détectée dans les cellules épithéliales de la thyroide, de la prostate, du larynx et de I'cesophage, des tubules du
rein, des cellules sécrétrices dans les glandes surrénales et les cellules de Leydig. Cette coloration ne géne pas l'interprétation de la
coloration. (Nombre total de cas normaux évalués = 100).

Tissus tumoraux

PB0614 a coloré 3/3 CMV d’un poumon infecté, 1/1 CMV d'un intestin infecté et 1/1 CMV de foie infecté. Aucune coloration n'a été
observée dans les tumeurs pulmonaires (0/3), tumeurs ovariennes (0/3), tumeurs du foie (0/3), tumeurs de la thyroide (0/3), tumeurs
de 'oesophage (0/2), tumeurs mammaires (0/2), tumeurs métastatiques d’origine inconnue (0/2), tumeurs du cerveau (0/2), tumeurs
testiculaires (0/2), tumeurs de la peau (0/2), une tumeur du célon (0/1), une tumeur de I'estomac (0/1), une tumeur rectale (0/1), une
tumeur du larynx (0/1) et une tumeur du thymus (0/1). (Nombre total de cas anormaux évalués = 34).

PB0614 est recommandé pour la détection de TARNm avec CMV.

Limites Spécifiques du Produit

CMV Probe a été optimisée chez Leica Biosystems pour une utilisation avec Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection
et les réactifs auxiliaires BOND. Les utilisateurs qui ne respectent pas les procédures de test recommandées prennent la responsabilité
de l'interprétation des résultats des patients dans ces conditions. Les durées du protocole doivent étre déterminées empiriquement,

a cause des variations de fixation des tissus et de I'efficacité de la digestion enzymatique. RNA Negative Control Probe devrait étre
réalisés lors de I'optimisation des conditions de révélation et des durées du protocole.

Dépannage

La référence 8 peut faciliter les mesures correctrices.

Les échantillons testés doivent étre analysés avec les tissus et les contréles appropriés.

Prenez contact avec votre distributeur local ou avec le bureau régional de Leica Biosystems pour signaler tout marquage inattendu.

Informations Complémentaires

Des informations complémentaires sur I'hybridation in situ avec les réactifs BOND, les principes de la procédure, le matériel requis, la
préparation des échantillons, les contréles qualité, les vérifications d’analyse, I'interprétation du marquage, les légendes et symboles
sur les étiquettes et les limitations générales peuvent étre trouvées dans “Utilisation des réactifs BOND” dans votre manuel d’utilisation
BOND.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMY Probe
N. catalogo: PB0614

Uso Previsto
Reagente per uso diagnostico in vitro.

L'uso della CMV Probe & previsto per I'identificazione qualitativa del trascritto di RNA del gene precoce del citomegalovirus umano
in sezioni di tessuto fissate in formalina, incluse in paraffina attraverso l'ibridazione in situ (ISH, In situ Hybridization) con il sistema
automatizzato BOND (include il sistema Leica BOND-MAX e il sistema Leica BOND-III).

L'interpretazione clinica di un’eventuale colorazione, o della sua assenza, deve avvalersi di studi morfologici e di opportuni controlli ed
essere effettuata da patologi qualificati, nel contesto dell’anamnesi clinica del paziente e di altri test diagnostici.

Sintesi e Note Esplicative

Il citomegalovirus (CMV) appartiene alla famiglia degli herpes virus beta. Si trasmette attraverso i liquidi corporei e pu6 determinare
un’infezione primaria, un’infezione latente e una successiva riattivazione virale. L'infezione da CMV pud instaurarsi in diversi organi, tra i
quali polmone, rene e fegato; il virus attivo in particolare é stato osservato nelle cellule epiteliali, nelle cellule endoteliali, nei fibroblasti e
nelle cellule muscolari lisce, nonché nelle cellule mesenchimali, negli epatociti, nei granulociti e nei macrofagi derivati dai monociti'.
Durante l'infezione attiva da CMV si verifica la sintesi secondo un preciso ordine temporale di tre categorie di proteine, codificate da
geni virali denominati medio-precoci, precoci e tardivi. L'espressione delle proteine medio-precoci, che si ritiene svolgano un ruolo
nell’efficienza della replicazione virale, avviene tra 1 e 3 ore dall'infezione. Le proteine precoci guidano la sintesi virale, mentre quelle
tardive sono prevalentemente strutturali e intervengono nell’assemblaggio del virione.

I CMV & un patogeno opportunista comune, in grado di provocare malattie gravi nei soggetti immunocompromessi, come i pazienti con
AIDS, i pazienti trapiantati e i neonati. Il CMV congenito origina da un’infezione intrauterina e sebbene la maggior parte dei bambini sia
asintomatica, I'infezione congenita puo6 dare luogo a perdita uditiva neurosensoriale, deficit cognitivo, motorio e visivo e convulsioni?“.

L'ISH con la CMV Probe viene utilizzata per I'individuazione delle infezioni da CMV umano in sezioni di tessuto fissate in formalina,
incluse in paraffina®. Il metodo € riproducibile e deve determinare una intensa colorazione marrone, prevalentemente citoplasmatica,
delle cellule che contengono 'RNA del gene precoce del CMV.

Reagenti Forniti
La CMV Probe é una sonda oligonucleotidica coniugata con fluoresceina fornita in soluzione per ibridazione.
Volume totale = 5,5 ml

Diluizione e Miscelazione
La CMV Probe ¢ pronta per 'uso. Non & necessario ricostituire, miscelare, diluire o titolare il reagente.

Materiali Necessari Ma Non Forniti

Per un elenco completo dei materiali necessari per il trattamento del campione e I'ibridazione in situ con il sistema BOND (include il
sistema Leica BOND-MAX e il sistema Leica BOND-III), consultare I”Uso dei reagenti BOND” nella documentazione per I'utente BOND.

Conservazione e Stabilita
Conservare a 2-8 °C. In queste condizioni il prodotto & stabile fino alla data di scadenza indicata sull’etichetta del contenitore.

Non vi sono segni evidenti che indichino contaminazione e/o instabilita. Eseguire i controlli tissutali positivi e negativi adeguati
contemporaneamente al test.

Riportare a 2-8 °C immediatamente dopo I'uso.
L'utente deve verificare eventuali condizioni di conservazione diverse da quelle specificate®.

Precauzioni
« L'uso previsto del prodotto & per uso diagnostico in vitro.

CMV PROBE H360D: Pud nuocere P201: Procurarsi istruzioni specifiche prima dell’'uso.

Contiene Formammide (<50%) al feto. P202: Non manipolare prima di avere letto e compreso tutte le

e destrano solfato (<30%). H315: Provoca avvertenze.

GHSO07: Punto esclamativo. irritazione cutanea. P260: Non respirare la polvere/i fumi/i gas/la nebbia/i vapori/gli aerosol.
GHSO08: Pericolo per la salute.  H319: Provoca grave P308+313: IN CASO di esposizione o di possibile esposizione,
Avvertenze: Pericolo. irritazione oculare. consultare un medico.

P314: In caso di malessere, consultare un medico.

P264: Lavare accuratamente mani dopo 'uso.

P280: Indossare guanti/indumenti protettivi/proteggere gli occhifil viso.
P305+351+338: IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare
accuratamente per parecchi minuti. Togliere le eventuali lenti a contatto
se & agevole farlo. Continuare a sciacquare.

P337+313: Se lirritazione degli occhi persiste, consultare un medico.
P302+352: IN CASO DI CONTATTO CON LA PELLE: lavare
abbondantemente con acqua e sapone.

P332+313: In caso di irritazione della pelle: consultare un medico.
P362+364: Togliersi di dosso gli indumenti contaminati e lavarli prima di
indossarli nuovamente.

Riservato ad utenti professionali.
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« Una copia della Scheda di sicurezza pud essere richiesta al distributore locale o all’ufficio di zona di Leica Biosystems o, in
alternativa, visitando il sito di Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com.

« | campioni, prima e dopo la ﬁssazione,7e tutti i materiali esposti ad essi devono essere manipolati come potenziali vettori di infezione
e smaltiti con le opportune precauzioni . Non pipettare mai i reagenti con la bocca ed evitare il contatto dei reagenti e dei campioni
con la pelle e le membrane mucose. Se un reagente o un campione viene a contatto con superfici sensibili, lavare abbondantemente
con acqua. Consultare un medico.

« Consultare la normativa nazionale, regionale o locale vigente per lo smaltimento dei componenti potenzialmente tossici.
« Ridurre al minimo la contaminazione microbica dei reagenti per evitare il rischio di una colorazione non specifica.

« Tempi o temperature di incubazione diversi da quelli specificati possono fornire risultati erronei. Ogni eventuale modifica deve essere
validata dall'utente.

Istruzioni per L’'uso
CMV Probe é stato sviluppato per I'uso sul sistema BOND automatizzato (include il sistema Leica BOND-MAX e il sistema Leica BOND-
Ill) unitamente a Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection e con i reagenti ausiliari BOND. Il protocollo di colorazione
raccomandato per CMV Probe & ISH Protocol A. Si raccomanda un pretrattamento enzimatico usando BOND Enzyme Pretreatment Kit,
Enzyme 1 per 15 minuti.

Usare sempre controlli appropriati dei tessuti e dei reagenti. Il protocollo per i controlli dei tessuti e dei reagenti deve corrispondere a
quello di CMV Probe.

Controllo di qualita

Differenze nella lavorazione del tessuto e nei procedimenti tecnici in uso presso il laboratorio dell’'utente possono produrre una
discrepanza significativa nei risultati, rendendo necessaria la regolare esecuzione di controlli interni in aggiunta alle procedure descritte
di seguito.

Controllo positivo del tessuto

E usato per indicare tessuti correttamente preparati e tecniche di colorazione appropriate. Per ogni gruppo di condizioni del test in ogni
ciclo di colorazione, deve essere incluso un controllo positivo del tessuto. Un tessuto a debole colorazione positiva € pit adatto di uno a
forte colorazione positiva per un controllo di qualita ottimale e per rilevare livelli minimi di degradazione del reagente.

Controllo negativo del tessuto
Va esaminato dopo il controllo positivo del tessuto per verificare la specificita della marcatura della sonda sul bersaglio.

In alternativa, la varieta di tipi cellulari diversi presenti nella maggior parte delle sezioni tissutali offre spesso siti di controllo negativo, ma
questo va verificato dall'utente.

Controllo negativo del reagente

Usare RNA Negative Control Probe PB0809 al posto di CMV Probe con una sezione di ogni campione del paziente per valutare la
colorazione aspecifica e per consentire una migliore interpretazione della colorazione specifica in corrispondenza del sito bersaglio.

Controllo positivo del reagente

Usare RNA Positive Control Probe PB0785 al posto di CMV Probe con una sezione di ogni campione del paziente per fornire
informazioni sulla preservazione degli acidi nucleici nel tessuto nonché sull’accessibilita degli acidi nucleici alla sonda. Se RNA Positive
Control Probe non dimostra alcuna colorazione positiva, i risultati dei campioni analizzati vanno considerati non validi.

Tessuto del paziente

Per ultimi, esaminare i campioni del paziente colorati con CMV Probe. Lintensita della colorazione positiva va analizzata nel contesto di
qualsiasi colorazione aspecifica di fondo di RNA Negative Control Probe PB0809.

Risultati Attesi

Tessuti normali

Non & stata rilevata colorazione specifica di mMRNA CMV utilizzando PB0614 in una vasta gamma di tessuti normali. E stata rilevata una
colorazione indistinta nelle cellule epiteliali di tiroide, prostata, laringe ed esofago, tubuli renali, cellule secretive nelle ghiandole surrenali
e cellule di Leydig. Tale colorazione non interferisce con l'interpretazione della colorazione. (Numero totale di casi normali esaminati =
100).

Tessuti neoplastici

PB0614 ha colorato 3/3 polmoni infetti da CMV, 1/1 intestino infetto da CMV e 1/1 fegato infetto da CMV. Non é stata riscontrata
colorazione nei tumori ai polmoni (0/3), tumori alle ovaie (0/3), tumori al fegato (0/3), tumori tiroidei (0/3), tumori esofagei (0/2), tumori
mammari (0/2), tumori metastatici di origine ignota (0/2), tumori al cervello (0/2), tumori testicolari (0/2), tumori della pelle (0/2), tumore
del colon (0/1), tumore allo stomaco (0/1), tumore del retto (0/1), tumore della laringe (0/1) e tumore del timo (0/1). (Numero totale di casi
anormali esaminati = 34).

Limitazioni Specifiche del Prodotto

La CMV Probe é stata ottimizzata da Leica Biosystems per I'uso con I'’Anti-Fluorescein Antibody, il BOND Polymer Refine

Detection e con i reagenti ausiliari BOND. Gli utenti che modificano le procedure raccomandate devono assumersi la responsabilita
dell'interpretazione dei risultati relativi ai pazienti in tali circostanze. | tempi del protocollo possono variare in base alle variazioni nella
fissazione del tessuto e nell’efficienza della digestione enzimatica e devono essere definiti in modo empirico. Nell'ottimizzazione delle
condizioni di riconoscimento e dei tempi del protocollo si devono impiegare del RNA Negative Control Probe.
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Individuazione e Risoluzione dei Problemi
Il riferimento bibliografico n. 8 pud essere di aiuto per le azioni di rimedio.

| campioni del test devono essere completati dagli adeguati controlli dei tessuti e dei reagenti.
Per riferire una colorazione inusuale rivolgersi al distributore locale o all'ufficio di zona di Leica Biosystems.

Altre Informazioni

Altre informazioni sull'ibridazione in situ con i reagenti BOND si trovano in “Uso dei reagenti BOND” nella documentazione per l'utente
BOND, ai titoli Principio della procedura, Materiali necessari, Preparazione del campione, Controllo di qualita, Verifica del saggio,
Interpretazione della colorazione, Leggenda dei simboli e delle etichette e Limitazioni generali.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMY Probe
Bestellnr.: PB0614

Verwendungszweck

Dieses Reagenz ist fiir die In-vitro-Diagnostik bestimmt.

CMV Probe ist fiir den qualitativen Nachweis von RNA-Transkripten friiher Gene des humanen Cytomegalie-Virus in formalinfixiertem,
in Paraffin eingebettetem Gewebe mittels /n-situ-Hybridisierung (ISH) mit dem automatischen BOND-System (bestehend aus dem Leica
BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) vorgesehen.

Die klinische Auswertung der An- oder Abwesenheit einer Farbung sollte durch morphologische Untersuchungen und geeignete
Kontrollen erganzt werden und sollte im Zusammenhang mit der Krankengeschichte eines Patienten und anderen diagnostischen Tests
von einem qualifizierten Pathologen vorgenommen werden.

Zusammenfassung und Erldauterung

Das Cytomegalie-Virus (CMV) gehért zur Familie der Beta-Herpesviren. Das CMV wird tiber Kérperflissigkeiten tibertragen und kann

zu einer Primarinfektion, einer latenten Infektion und einer spateren Virus-Reaktivierung fiihren. Das CMV kann viele Organe infizieren,
darunter Lungen, Nieren und Leber, und aktive Viren wurden insbesondere in Epithelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten und glatten
Muskelzellen sowie in Mesenchymzellen, Hepatozyten, Granulozyten und in von Monozyten abstammenden Makrophagen beobachtet'.
Wahrend einer aktiven CMV-Infektion findet eine zeitlich aufeinander folgende Synthese von drei Proteingruppen statt, welche

durch virale Gene codiert werden, die als sofortige, friihe und spate (intermediate-early, early und late) Gene bezeichnet werden.
Sofortproteine werden 1-3 Stunden nach der Infektion exprimiert und es wird angenommen, dass sie fiir die Effizienz der Virusreplikation
von Bedeutung sind. Frithe Proteine leiten die Virussynthese, wahrend spéte Proteine Uiberwiegend struktureller Natur und am
Zusammenbau des Virions beteiligt sind.

Das CMV ist ein weit verbreiteter opportunistischer Krankheitserreger, das in immunsupprimierten Personen wie AIDS-Patienten,
Transplantationspatienten und Neugeborenen eine schwere Krankheit verursachen kann. Eine kongenitale CMV-Infektion ist das
Ergebnis einer intrauterinen Infektion, und auch wenn die Mehrheit der betroffenen Kinder asymptomatisch ist, kann eine kongenitale
CMV-Infektion zu einem Verlust des sensorineuralen Horvermdgens, kognitiven, motorischen und visuellen Stérungen und Krampfen
fiihren24.

Die ISH mit der CMV Probe wird zum Nachweis humaner CMV-Infektionen in formalinfixiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe
eingesetzt®. Die Methode ist reproduzierbar und sollte zu einer intensiven, braunen und liberwiegend zytoplasmatischen Farbung von
Zellen fiihren, die RNA friiher CMV-Gene enthalten.

Im Lieferumfang Enthaltene Reagenzien
CMV Probe ist eine Fluorescein-konjugierte Oligonukleotidsonde, die in einer Hybridisierungslésung geliefert wird.
Gesamtvolumen = 5,5 ml

Verdiinnung und Mischung
CMV Probe ist gebrauchsfertig. Rekonstitution, Mischen, Verdiinnen oder Titrieren dieses Reagenzes ist nicht erforderlich.

Zusitzlich Benotigte Materialien

Eine vollstandige Liste der Materialien, die fiir die Probenbehandlung und die Farbung durch In-situ-Hybridisierung mit dem BOND-
System (bestehend aus dem Leica BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) benétigt werden, befindet sich im Abschnitt
“Das Arbeiten mit BOND-Reagenzien” in Inrem BOND-Benutzerhandbuch.

Aufbewahrung und Stabilitat
Bei 2-8 °C lagern. Das Produkt ist unter diesen Bedingungen bis zu dem auf dem Behalteretikett angegebenen Verfallsdatum stabil.

Es gibt keine klaren Zeichen, die auf eine Kontamination und/oder Instabilitét hinweisen. Passende positive und negative Gewebekontrollen
sollten zusammen mit dem untersuchten Gewebe analysiert werden.

Unmittelbar nach Gebrauch wieder bei 2-8 °C aufbewahren.
Andere als die oben angegebenen Lagerungsbedingungen missen vom Anwender selbst getestet werden®.
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VorsichtsmaBnahmen
« Dieses Produkt ist fiir die In-vitro-Diagnostik bestimmt.

CMV PROBE H360D: Kann das P201: Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

Enthalt Formamid (<50%) Kind im Mutterleib P202: Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.

und Dextran-Sulfat schadigen. P260: Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol nicht einatmen.

(<30%). H315: Verursacht P308+313: BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen/

GHSO07: Ausrufezeichen. Hautreizungen. arztliche Hilfe hinzuziehen.

GHS08: H319: Verursacht P314: Bei Unwohlsein arztlichen Rat einholen/ arztliche Hilfe hinzuziehen.

Gesundheitsgefahr. schwere Augenreizung.  P264: Nach Gebrauch Hande griindlich waschen.

Signalworter: Gefahr. P280: Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

P305+351+338: BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser spiilen. Vorhandene Kontaktlinsen nach Mdéglichkeit
entfernen. Weiter spiilen.

P337+313: Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen/arztliche
Hilfe hinzuziehen.

P302+352: BEI KONTAKT MIT DER HAUT: Mit viel Wasser und Seife
waschen.

P332+313: Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

P362+364: Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen
waschen.

Nur von Fachleuten zu verwenden.

« Ein Exemplar des Sicherheitsdatenblattes erhalten Sie von lhrer 6rtlichen Vertriebsfirma, von der Regionalniederlassung von Leica
Biosystems oder liber die Webseite von Leica Biosystems unter www.LeicaBiosystems.com.

« Behandeln Sie Préparate vor und nach der Fixierung sowie séamtliche damit in Beriihrung kommenden Materialien so, als ob sie
Infektionen tibertragen kénnten und entsorgen Sie sie mit den entsprechenden VorsichtsmaBnahmen'. Pipettieren Sie Reagenzien
niemals mit dem Mund und vermeiden Sie den Kontakt von Haut oder Schleimhauten mit Reagenzien oder Praparaten. Falls
Reagenzien oder Praparate mit empfindlichen Bereichen in Kontakt kommen, spiilen Sie diese mit reichlich Wasser. Holen Sie
anschlieRend arztlichen Rat ein.

« Beachten Sie bei der Entsorgung potentiell giftiger Bestandteile die behdrdlichen und 6rtlichen Vorschriften.

« Mikrobielle Kontaminationen sollten minimiert werden, da es sonst zu einer Zunahme unspezifischer Farbungen kommen kann.

« Die Verwendung anderer als die angegebenen Retrievals, Inkubationszeiten oder Temperaturen kann zu fehlerhaften Ergebnissen
filhren. Diesbeziigliche Anderungen miissen vom Anwender selbst getestet werden.

Gebrauchsanweisung

CMV Probe wurde zur Nutzung auf dem automatisierten BOND-System (bestehend aus dem Leica BOND-MAX-System und dem
Leica BOND-III-System) in Kombination mit Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection und BOND-Zusatzreagenzien
optimiert entwickelt. ISH Protocol A ist das empfohlene Farbeprotokoll fiir CMV Probe. Es wird eine Enzymvorbehandlung unter
Anwendung von BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 fiir 15 Minuten.

Es sind stets geeignete Gewebe- und Reagenzkontrollen zu nutzen. Das Protokoll fir die Gewebe- und Reagenzkontrollen sollte dem
fur CMV Probe entsprechen.

Qualitatskontrolle

Unterschiede bei der Gewebebearbeitung und den technischen Verfahren im Labor des Benutzers kénnen zu signifikanten
Schwankungen bei den Ergebnissen fiihren. Daher ist es wichtig, zusatzlich zu den folgenden Verfahren regelméaRige laborinterne
Kontrollen durchzufiihren.

Positive Gewebekontrolle

Zeigt korrekt vorbereitete Gewebe und korrekte Farbetechniken an. In jedem Farbelauf sollte fiir jeden Satz Testbedingungen eine
positive Gewebekontrolle durchgefiihrt werden. Gewebe mit schwach positiver Farbung ist fiir die optimale Qualitatskontrolle und den
Nachweis kleiner Minderungen in der Reagenzleistung besser geeignet, als ein Gewebe mit stark positiver Farbung.

Negative Gewebekontrolle
Sollte im Anschluss an die positive Gewebekontrolle durchgefiihrt werden, um die Spezifitat der Zielsondenmarkierung zu verifizieren.

Alternativ bietet die Vielfalt unterschiedlicher Zelltypen, die in den meisten Gewebeschnitten vorliegen, haufig Stellen fiir eine negative
Kontrolle. Jedoch sollte dies vom Benutzer verifiziert werden.

Negative Reagenzkontrolle

Zur Beurteilung einer unspezifischen Farbung und zur besseren Bewertung einer spezifischen Farbung an der Zielstelle ist mit einem
Schnitt jedes Patientenpraparates RNA Negative Control Probe PB0809 anstelle CMV Probe zu verwenden.

Positive Reagenzkontrolle

Verwenden Sie RNA Positive Control Probe PB0785 anstelle CMV Probe bei einem Schnitt jedes Patientenpraparates, um
Informationen Uber die Erhaltung von Nukleinséuren in dem Gewebe und die Zuganglichkeit von Nukleinséuren zu der Sonde zu
erhalten. Falls RNA Positive Control Probe keine positive Farbung nachweisen kann, sollten die mit den Testproben erzielten Ergebnisse
als ungliltig betrachtet werden.

Patientengewebe

Die mit CMV Probe gefarbten Patientenproben miissen zuletzt untersucht werden. Eine positive Farbeintensitat ist im Kontext einer
unspezifischen Hintergrundfarbung der RNA Negative Control Probe PB0809 zu bewerten.
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Erwartete Ergebnisse

Normale Gewebe

PB0614 zeigte an einem breiten Spektrum normaler Gewebe keine spezifische CMV-mRNA-Anfarbung. Eine schwache Farbung wurde
in den Epithelzellen von Schilddriise, Prostata, Larynx und Osophagus, den Tubuli der Niere, den sekretorischen Zellen der Nebenniere
und in Leydig-Zellen beobachtet. Diese Farbung hat keinen Einfluss auf die Interpretation der Farbungen. (Anzahl der insgesamt
untersuchten Normalgewebeproben = 100).

Tumorgewebe

PB0614 farbte 3/3 mit CMV infizierte Proben der Lunge, 1/1 mit CMV infizierte Probe des Darms und 1/1 mit CMV infizierte Probe der
Leber. Bei Tumoren von Lunge (0/3), Eierstécken (0/3), Leber (0/3), Schilddriise (0/3), Osophagus (0/2), Brust (0/2), metastatischen
Tumoren unbekannten Ursprungs (0/2), Tumoren von Gehirn (0/2), Testikeln (0/2), Haut (0/2) und je einem Tumor von Colon (0/1),
Magen (0/1), Rektum (0/1), Larynx (0/1) und Thymus (0/1) wurde keine Farbung nachgewiesen. (Anzahl der insgesamt untersuchten
pathologischen Gewebeproben = 34).

PB0614 wird fiir die Bestimmung der CMV-mRNA empfohlen.

Produktspezifische Einschrankungen

CMV Probe wurde von Leica Biosystems zur Verwendung mit dem Anti-Fluorescein Antibody, dem BOND Polymer Refine Detection
und BOND-Zusatzreagenzien optimiert. Anwender, die andere als die empfohlenen Testverfahren verwenden, missen unter diesen
Umsténden die Verantwortung fiir die Auswertung der Patientenergebnisse tibernehmen. Die Verfahrenszeiten kénnen aufgrund von
Unterschieden in der Gewebefixierung und der Wirksamkeit der enzymatischen Verdauung variieren und miissen empirisch bestimmt
werden. Bei der Optimierung der Retrieval-Bedingungen und Verfahrenszeiten sollte RNA Negative Control Probe verwendet werden.

Fehlersuche
MaRnahmen zur Abhilfe beim Auftreten von Fehlern finden Sie in Referenz 8.
Die Analyse der Proben sollte zusammen mit geeigneten Gewebe- und Reagenzkontrollen durchgefiihrt werden.

Falls Sie ungewodhnliche Farbeergebnisse beobachten, wenden Sie sich an lhre ortliche Vertriebsfirma oder die Regionalniederlassung
von Leica Biosystems.

Weitere Informationen

Weitere Informationen zur In-situ- Hybridisierung mit BOND-Reagenzien finden Sie in den Abschnitten Grundlegende Vorgehensweise,
Erforderliches Material, Probenvorbereitung, Qualitatskontrolle, Assay-Verifizierung, Deutung der Farbung, Schiissel der Symbole auf
den Etiketten und Allgemeine Einschréankungen in “Das Arbeiten mit BOND-Reagenzien” in lnrem BOND-Benutzerhandbuch.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMYV Probe

Catalogo N°.: PB0614

Uso Propuesto

Este reactivo es para uso diagnéstico in vitro.

CMV Probe es para uso en la identificacion cualitativa de transcripciones tempranas de ARN de genes de citomegalovirus humano
en tejidos fijadas en formalina e incluidas en parafina por hibridacién in situ (ISH) usando el sistema automatizado BOND (incluye el
sistema Leica BOND-MAX y el sistema Leica BOND-III).

La interpretacion clinica de cualquier tincion o de la ausencia de ésta debe complementarse con estudios morfolégicos y controles
adecuados, y debe evaluarla un patélogo cualificado junto con el historial clinico del paciente y con otras pruebas diagnésticas.

Resumen y Explicacion

El citomegalovirus (CMV) es un miembro de la familia de los herpesvirus beta. Este virus se transmite mediante fluidos corporales y
puede producir infeccion primaria, infeccion latente y reactivacion virica posterior. Puede producir infecciéon en muchos érganos como
los pulmones, rifiones e higado; en particular, se ha observado virus activos en células ef células endoteliales, fibroblastos y
células de musculatura lisa, asi como en células mesenquimales, hepatocitos, granulocitos y macréfagos derivados de monocitos'.
Durante la infeccion activa por CMV, hay sintesis temporal de tres categorias de proteinas, codificadas por genes viricos designados
como intermedios-tempranos, tempranos y tardios. Las proteinas intermedias-tempranas se expresan de 1 a 3 horas después de la
infeccion, y se piensa que desempefian alguna funcion en la eficiencia de la replicacion virica. Las proteinas tempranas dirigen la
sintesis virica, mientras que las proteinas tardias son principalmente estructurales, implicadas en el ensamblaje del virién.

El citomegalovirus es un patégeno oportunista comun, capaz de causar enfermedades graves en individuos con riesgo inmunolégico
tales como los pacientes de SIDA, pacientes sometidos a trasplantes y en neonatos. El CMV congénito es resultado de una infeccion
intrauterina y, aunque la mayoria de los nifios son asintomaticos, puede provocar pérdida neurosensorial de audicion, déficit cognitivo,
motor y visual, y convulsiones?*.

Para la deteccion de infecciones por CMV humano se utiliza ISH usando CMV Probe en tejidos fijados en formalina e incluidos en
parafina®. El método es reproducible y debe dar lugar a una tincién intensa, predominantemente citoplasmica, de color marrén, de las
células que contienen ARN de genes tempranos de CMV.

Reactivos Suministrados

CMV Probe es una sonda de oligonucledtido conjugado con fluoresceina que se suministra en solucion de hibridacion.

Volumen total = 5,5 mL

Dilucion y Mezcla
CMV Probe esta listo para usar. No es necesaria la reconstitucién, mezcla, dilucion o titulacion de este reactivo.

Materiales Necesarios Pero No Suministrados

Consulte en el apartado “Utilizacién de reactivos BOND” de la documentacion de usuario de BOND la lista completa del material
necesario para el tratamiento de las muestras y la hibridacién in situ cuando se utiliza el sistema BOND (incluye el sistema Leica BOND-
MAX 'y el sistema Leica BOND-III).

Conservacion y Estabilidad

Almacenar a 2-8 °C. El producto es estable en estas condiciones hasta la fecha de caducidad que se indica en la etiqueta del
recipiente.

No hay signos obvios que indiquen contaminacién o inestabilidad. Deben realizarse los controles positivos y negativos adecuados de
tejido, al mismo tiempo que se analiza el tejido de prueba.

Volver a guardar a 2—-8 °C inmediatamente después de su uso.
Si las condiciones de conservacion son diferentes de las especificadas, el usuario debe realizar las comprobaciones necesarias®.

Precauciones
« Este producto es para uso diagnéstico in vitro.

CMV PROBE
Contiene Formamida
(<50%) y sulfato de
dextrano (<30%).
GHSO07: Signo de
exclamacion.

GHSO08: Peligro para la
salud.

Palabras de advertencia:

Peligro.

H360D: Puede dafar

al feto.

H315: Provoca irritacion
cutanea.

H319: Provoca irritacion
ocular grave.

P201: Pedir instrucciones especiales antes del uso.
P202: No manipular la sustancia antes de haber leido y comprendido todas
las instrucciones de seguridad.
P260: No respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol.
P308+313: EN CASO DE exposicién manifiesta o presunta: Consultar a un
médico.
P314: Consultar a un médico en caso de malestar.
P264: Lavarse manos concienzudamente tras la manipulacion.
P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.
P305+351+338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar
cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las lentes de
contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.
P337+313: Si persiste la irritacion ocular: Consultar a un médico.
P302+352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua y
jabon abundantes.
P332+313: En caso de irritacion cutanea: Consultar a un médico.
P362+364: Quitarse las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver
a usarlas.
Limitado a usuarios profesionales.
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« Sidesea obtener un ejemplar de la Hoja de datos de seguridad de los materiales, péngase en contacto con su distribuidor o con la
oficina regional de Leica Biosystems, o visite la pagina Web de Leica Biosystems en www.LeicaBiosystems.com.

« Las muestras, antes y después de ser fijadas, y cualquier material en contacto con ellas, deben ser tratados como sustancias
capaces de transmitir infecciones y deben ser eliminadas con las precauciones correspondientes . No pipetee nunca los reactivos
con la boca, y evite el contacto de la piel y las mucosas con reactivos o muestras. Si algun reactivo o alguna muestra entra en
contacto con zonas sensibles, lave éstas con agua abundante. Consulte a un médico.

« Consulte la normativa federal, nacional o local referente a la eliminacién de sustancias potencialmente tdxicas.

* Minimice la contaminacién microbiana de los reactivos, ya que puede producir un aumento de las tinciones inespecificas.

« Los tiempos de exposicion e incubacion, y las temperaturas diferentes de las especificadas pueden dar resultados erréneos.
Cualquier cambio que se produzca debera ser validado por el usuario.

Instrucciones de Uso

CMV Probe se ha desarrollado para usarse en el sistema automatizado BOND (incluye el sistema Leica BOND-MAXy el sistema Leica
BOND-III) en combinacion con Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection y reactivos auxiliares BOND. El protocolo
de tincién recomendado para CMV Probe es ISH Protocol A. El pretratamiento enzimatico se recomienda usando BOND Enzyme
Pretreatment Kit, Enzyme 1, durante 15 minutos.

Siempre se deben usar controles apropiados de tejidos y de reactivos. El protocolo para los controles de tejidos y de reactivos debe
corresponder al de CMV Probe.

Control de calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del usuario pueden producir una
variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve a cabo regularmente sus propios controles, ademas de
los siguientes procedimientos.

Control positivo de tejido

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincion adecuadas. Debe incluirse un control positivo de
tejido por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada serie de tinciones realizada. Un tejido con una tincién positiva débil es mas
adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacion
del reactivo.

Control negativo de tejido
Debe examinarse después del control positivo de tejido, a fin de verificar la especificidad del marcado de la sonda en la diana.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con frecuencia lugares de
control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Control negativo de reactivo
Utilice RNA Negative Control Probe PB0809 en lugar de CMV Probe con un corte de cada muestra del paciente a fin de evaluar la
tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la tincién especifica en la diana.

Control positivo de reactivo

Utilice RNA Positive Control Probe PB0785 en lugar de CMV Probe con un corte de cada muestra del paciente a fin de brindar
informacién acerca de la conservacion de los acidos nucleicos en el tejido y de la accesibilidad de los acidos nucleicos para la sonda. Si
RNA Positive Control Probe no muestra tincion positiva, los resultados de las muestras analizadas deben considerarse no validos.

Tejido del paciente
Examine las muestras del paciente tefiidas con CMV Probe al final. La intensidad de la tincion positiva debe valorarse en el contexto de
cualquier tincion de fondo no especifica de RNA Negative Control Probe PB0809.

Resultados Esperados

Tejidos normales

Al emplear PB0614, en una amplia gama de tejidos sanos no se detecté tincion de ARNm especifico de CMV. Se detectd una ligera
tincién en células epiteliales de la glandula tiroidea, la prostata, la laringe y el eséfago, y en los tubulos del rifién, las células secretoras
de las glandulas suprarrenales y las células de Leydig. Esta tincién no afecté a la interpretacion. (NUmero total de casos normales
evaluados = 100).

Tejidos tumorales

PB0614 tifi6 las 3/3 citomegalovirosis pulmonar, la 1/1 citomegalovirosis intestinal y la 1/1 citomegalovirosis hepatica. No se observo
tincién en los canceres de pulmon (0/3), los canceres ovaricos (0/3), los canceres hepaticos (0/3), los canceres tiroideos (0/3), los
canceres esofagicos (0/2), los canceres de mama (0/2), los canceres metastasicos de origen desconocido (0/2), los tumores cerebrales
(0/2), los tumores testiculares (0/2), los canceres de piel (0/2), el cancer de colon (0/1), el cancer gastrico (0/1), el tumor rectal (0/1), el
cancer de laringe (0/1) y el cancer de timo (0/1). (Nimero total de casos anormales evaluados = 34).

Se recomienda PB0614 para detectar el ARNm de CMV.

Limitaciones Especificas del Producto

CMV Probe se ha optimizado en Leica Biosystems para su uso con Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection

y reactivos auxiliares BOND. Los usuarios que se aparten de los procedimientos de andlisis recomendados deben asumir la
responsabilidad de interpretar los resultados del paciente tomando en cuenta estas circunstancias. Los tiempos de protocolo
pueden diferir debido a la variacion en la fijacion de los tejidos y a la eficacia en la digestion enzimatica y deben ser determinados
empiricamente. Se debe utilizar RNA Negative Control Probe a la hora de optimizar las condiciones de deteccion y los tiempos de
protocolo.
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Solucién de Problemas

La referencia 8 puede ayudar en las acciones correctoras.

Las muestras de prueba deben complementarse con los controles adecuados de tejidos y reactivos.

Contacte con su distribuidor local o la oficina regional de Leica Biosystems para informar de cualquier tincién anémala.

Para Obtener Mas Informacién

Para obtener mas informacién sobre la hibridacion in situ con reactivos BOND, consulte los apartados Principio del procedimiento,
Material necesario, Preparacion de las muestras, Control de calidad, Verificacion del andlisis, Interpretacion de la tincion, Clave de
simbolos en las etiquetas y Limitaciones generales de la seccion “Utilizaciéon de Reactivos BOND” de la documentacion de usuario
suministrada por BOND.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMY Probe

N° de catalogo: PB0614

Utilizagao Prevista

Este reagente destina-se a utilizagdo diagnéstica in vitro.

A CMV Probe destina-se a ser usada para a identificacdo qualitativa da copia de ARN do gene precoce do citomegalovirus humano
em tecidos fixos com formalina e incluidos em parafina por hibridizagao in situ (ISH) utilizando o sistema BOND automatizado (inclui o
sistema Leica BOND-MAX e o sistema Leica BOND-III).

Ainterpretagao clinica de qualquer coloragédo ou da sua auséncia deve ser complementada por estudos morfolégicos utilizando
controlos adequados, e deve ser avaliada no contexto da histéria clinica do doente e de outros testes complementares de diagnéstico
por um anatomo-patologista qualificado.

Resumo e Explicagao

O Citomegalovirus (CMV) é um membro da familia de Virus Herpes Beta. O CMV é transmitido por fluidos corporais e pode estabelecer
uma infecgdo primaria, infecgao latente e reactivagao viral subsequente. O CMV pode estabelecer infecgdo em muitos 6rgéos, incluindo
o pulmao, rim e figado, em particular o virus activo foi observado em células epiteliais, células endoteliais, fibroblastos e células do
musculo liso, bem como em células mesenquimatosas, hepatdcitos, granulécitos e macréfagos derivados de mondcitos'.

Durante a infecgéo activa por CMV, existe uma sintese temporal de trés categorias de proteinas, codificadas por genes virais e
designadas intermedidrias-precoces, precoces e tardias. As proteinas intermediarias-precoces sdo expressas 1 a 3 horas ap6s a
infecgdo, e pensa-se que desempenham um papel na eficiéncia da replicagao viral. As proteinas precoces orientam a sintese viral,
enquanto as proteinas tardias sdo principalmente estruturais, envolvidas na montagem do virido.

O CMV é um agente patogénico oportunista comum, capaz de provocar doenca grave em individuos imunocomprometidos tais como
doentes com SIDA, doentes transplantados e recém-nascidos. A infecgdo congénita por CMV é consequéncia da infecgao intrauterina,
e embora a maioria das criangas seja assintomatica, a infecgdo congénita por CMV pode provocar perda da audi¢do neurossensorial,
déficits cognitivos, motores e visuais e crises convulsivas®“.

A ISH utilizando a CMV Probe € usada na deteccgéo de infecgdo por CMV no homem em tecidos fixos com formalina e incluidos em
parafina®. O método é reprodutivel e deve originar uma coloragéo intensa e castanha predominantemente citoplasmica, de células
contendo o ARN do gene precoce do CMV.

Reagentes Fornecidos

A CMV Probe é uma sonda de oligonucleétidos conjugados com fluoresceina, fornecida em solugéo de hibridizagao.
Volume total = 5,5 mL

Diluigao e Mistura
A CMV Probe esta pronta a utilizar. Nao é necessaria reconstituigo, mistura, diluicdo ou titulagdo deste reagente.

Materiais Necessarios Mas Nao Fornecidos

Consultar “Utilizar os reagentes BOND” na documentagéo do utilizador BOND para uma lista completa de materiais necessarios para
tratamento de amostras e coloragédo por hibridizag&o in situ utilizando o sistema BOND (inclui o sistema Leica BOND-MAX e o sistema
Leica BOND-III).

Armazenamento e Estabilidade

Armazene a uma temperatura de 2—8 °C. Nestas condigdes, o produto permanece estavel até ao fim do prazo de validade referido no
rétulo do recipiente.

Nao existem sinais evidentes que indiquem contaminagdo e/ou instabilidade. Devem ser executados controlos tecidulares positivos e
negativos adequados em simultdneo com o tecido de teste.

Coloque entre 2-8 °C imediatamente depois de utilizar.
Condigdes de armazenamento diferentes das acima especificadas devem ser confirmadas pelo utilizador®.
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Precaucgoes
« Este produto destina-se a utilizagéo diagnostica in vitro.

CMV PROBE H360D: Pode afectar o P201: Pedir instrugdes especificas antes da utilizagéo.

Contém Formamide (<50%) e  nascituro. P202: Nao manuseie o produto antes de ter lido e percebido todas as
sulfato de dextrano (<30%). H315: Provoca irritagéo precaugdes de seguranga.

GHSO07: Ponto de cutanea. P260: Nao respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.
exclamagao. H319: Provoca irritagdo P308+313: EM CASO DE exposigao ou suspeita de exposigao: consulte
GHSO08: Perigo para a satde.  ocular grave. um médico.

Palavras-sinal: Perigo. P314: Em caso de indisposig¢éo, consulte um médico.

P264: Lavar maos cuidadosamente ap6s manuseamento.

P280: Usar luvas de protecgéo/vestuario de protecgao/protecgéo ocular/
protecgao facial.

P305+351+338: SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS:
enxaguar cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se
usar lentes de contacto, retireas, se tal Ihe for possivel. Continuar a
enxaguar.

P337+313: Caso a irritagéo ocular persista: consulte um médico.
P302+352: SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com
sabonete e agua abundantes.

P332+313: Em caso de irritagdo cutanea: consulte um médico.
P362+364: Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a
usar.

Limitado a utilizadores profissionais.

« Para obter uma cépia da Ficha de Dados de Seguranga do Material, entre em contacto com o seu distribuidor local ou sucursal
regional da Leica Biosystems ou, em alternativa, visite o site da Leica Biosystems na internet, www.LeicaBiosystems.com.

« As amostras, antes e depois da fixagédo, e todo o material que a elas s79ja exposto, devem ser manipulados como se fossem capazes
de transmitir infec¢do e eliminados usando as precaugdes adequadas . Nunca pipete reagentes com a boca e evite o contacto entre
a pele e membranas mucosas e reagentes ou amostras. Se reagentes ou amostras entrarem em contacto com areas sensiveis,
lave-as com uma quantidade abundante de agua. Consulte um médico.

« Consulte os regulamentos federais, estatais e locais relativamente a eliminagdo de quaisquer componentes potencialmente tdxicos.

« Minimize a contaminag&o microbiana dos reagentes ou podera ocorrer um aumento da coloragéo inespecifica.

« Autilizagdo de tempos e temperaturas de recuperagao e incubagéo diferentes dos especificados pode produzir resultados erréneos.
Qualquer alteragao deste tipo deve ser validada pelo utilizador.

Instrugdes de Utilizagao

CMV Probe foi desenvolvido para utilizagao no sistema automatizado BOND (inclui o sistema Leica BOND-MAX e o sistema Leica
BOND-III) juntamente com Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection e reagentes auxiliares BOND. O protocolo
de coloragéo recomendado para CMV Probe é o ISH Protocol A. Recomenda-se o pré-tratamento enzimatico com BOND Enzyme
Pretreatment Kit, Enzyme 1, durante 15 minutos.

Devem ser sempre utilizados os controlos apropriados de tecidos e reagentes. O protocolo para os controlos de tecidos e reagentes
deve corresponder ao protocolo de CMV Probe.

Controlo de qualidade

As diferencas no processamento de tecidos e nos procedimentos técnicos do laboratdrio do utilizador podem produzir uma variabilidade
significativa de resultados, exigindo a realizagéo regular de controlos internos além dos procedimentos a seguir descritos.

Controlo positivo do tecido

Utilizado para indicar os tecidos correctamente preparados e as técnicas de coloragdo adequadas. Cada conjunto de condi¢des de
teste, em cada processo de coloragéo, deve incluir um controlo positivo do tecido. Um tecido com uma coloragéo positiva fraca € mais
adequado do que um tecido com uma coloragédo positiva forte para assegurar um controlo de qualidade éptimo e para detectar niveis
minimos de degradagédo dos reagentes.

Controlo negativo do tecido

Este deve ser examinado depois do controlo positivo do tecido para verificar a especificidade da marcagdo da sonda em relagdo ao
alvo.

Alternativamente, a variedade de diferentes tipos de células presentes na maior parte dos cortes tecidulares oferece frequentemente
locais de controlo negativo, no entanto, isto deve ser verificado pelo utilizador.

Controlo negativo do reagente

Utilize RNA Negative Control Probe PB0809 em vez de CMV Probe com um corte de cada amostra do doente para avaliar a coloragéo
néo especifica e permitir uma melhor interpretacéo da coloragéo especifica no alvo.

Controlo positivo do reagente

Utilize RNA Positive Control Probe PB0785 em vez de CMV Probe com um corte de cada amostra do doente para dar informagoes
sobre a conservagéo dos acidos nucleicos no tecido e sobre a acessibilidade dos acidos nucleicos a sonda. Se RNA Positive Control
Probe ndo demonstrar uma coloragao positiva, os resultados obtidos com as amostras do teste devem ser considerados invalidos.

Tecido do doente
Examine, no fim, as amostras do doente coradas com CMV Probe. A intensidade da coloragéo positiva deve ser avaliada no contexto de
qualquer coloragéo néo especifica de fundo de RNA Negative Control Probe PB0809.
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Resultados Esperados

Tecidos normais

Nao foi detetada nenhuma coloragéo especifica do ARNm do CMV (citomegalovirus) utilizando o PB0614 numa grande variedade de
tecidos normais. Foi detetada uma coloragéo fraca em células epiteliais da tiréide, prostata, laringe e eséfago, tibulos renais, células
secretoras nas glandulas adrenais e células de Leydig. Esta coloragdo néo interfere com a interpretagéo da coloragdo. (Numero total de
casos normais avaliados = 100).

Tecidos tumorais

O PB0614 corou 3/3 pulmdes infetados com CMV, 1/1 intestino infetado com CMV e 1/1 figado infetado com CMV. N&o foram
observadas coloragdes em tumores pulmonares (0/3), tumores ovaricos (0/3), tumores hepaticos (0/3), tumores da tiroide (0/3), tumores
esofagicos (0/2), tumores mamarios (0/2), tumores metastaticos de origem desconhecida (0/2), tumores cerebrais (0/2), tumores
testiculares (0/2), tumores da pele (0/2), um tumor do célon (0/1), um tumor do estémago (0/1), um tumor do reto (0/1), um tumor da
laringe (0/1) e tumores do timo (0/1). (Nimero total de casos anormais avaliados = 34).

O PB0614 é recomendado para a detecdo de ARNm do CMV.

Limitagoes Especificas do Produto

A CMV Probe foi optimizada na Leica Biosystems para utilizagdo com o Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection e
reagentes auxiliares BOND. Utilizadores que se desviem dos procedimentos de teste recomendados devem assumir a responsabilidade
pela interpretacéo dos resultados dos doentes nestas circunstancias. Os tempos de protocolo podem variar, devido a variagdes na
fixagao tecidular e na eficacia de digestdo enzimatica , devendo ser determinados de forma empirica. Os RNA Negative Control Probe
deve ser utilizados quando se optimizam as condigdes de recuperagéo e os tempos do protocolo.

Resolucao de Problemas
A Referéncia 8 pode ajudar na acgéo de resolugéo.
As amostras de teste devem ser complementadas pelos controlos tecidulares e de reagente adequados.

Entre em contacto com o seu distribuidor local ou com a sucursal regional da Leica Biosystems para notificar qualquer coloragédo pouco
habitual.

Informacgoes Adicionais

Podera encontrar informagdes adicionais sobre hibridizagéo in situ com reagentes BOND nas secgdes de Principios do Procedimento,
Material Necessario, Preparagéo da Amostra, Controlo de Qualidade, Verificagédo do Ensaio, Interpretagdo da Coloragéo, Significado
dos Simbolos nos Roétulos e Limitagdes Gerais em “Utilizar os Reagentes BOND” na documentag&o do utilizador BOND.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMY Probe

Artikelnummer: PB0614

Anvandningsomrade

Reagenset ar avsett for in vitro-diagnostik.

CMV Probe ar avsedd foér anvandning vid kvalitativ identifikation av humant cytomegalovirus tidig gen-RNA-transkript i formalinfixerad,
paraffininbaddad vavnad genom in situ hybridisering (ISH) i det automatiserade BOND-systemet (som innefattar systemen Leica BOND-
MAX och Leica BOND-II).

Den kliniska tolkningen av varje infargning, eller utebliven infargning, maste alltid kompletteras med morfologiska studier och lampliga
kontroller. Utvarderingen bor géras av kvalificerad patolog och inkludera patientens anamnes och 6vriga diagnostiktester.

Forklaring och Sammanfattning

Cytomegalovirus (CMV) tillhor familjen beta-herpesvirus. CMV 6verfors via kroppsvatskor och kan ge primar infektion, latent infektion
och efterféljande viral reaktivering. CMV kan orsaka infektion i flera organ, inklusive lungor, njurar och lever; aktiva virus har speciellt
observerats i epitel-celler, endotelceller, fibroblaster och glatta muskelceller liksom i mesenkymceller, hepatocyter, granulocyter och
monocytderiverande makrofager!.

Under en aktiv CMV-infektion férekommer temporal syntes av tre kategorier av proteiner, kodade av virala gener betecknade
intermediart tidiga, tidiga och sena. Intermediart tidiga proteiner ses 1-3 timmar efter infektion och tros spela en roll i hur effektivt den
virala replikationen sker. Tidiga proteiner styr den virala syntesen, medan sena proteiner i huvudsak &r strukturella och involverade i
hopsaéttning av virioner.

CMV &r en vanligt forekommande opportunistisk patogen som kan orsaka allvarliga sjukdomstillstand hos individer med nedsatt
immunférsvar sdsom AIDS-patienter, transplantationspatienter och neonatala. Kongenital CMV ér ett resultat av intrauterin infektion
och dven om majoriteten av barnen ar asymptomatiska kan kongenital CMV leda till sensorineural horselnedséattning och kognitiva,
motoriska och visuella defekter samt attacker?*.

ISH med CMV Probe anvéands for att spara humana CMV-infektioner i formalinfixerad, paraffininbédddad vavnad®. Metoden ar
reproducerbar och bér resultera i en intensivt brun, 6vervagande cytoplasmisk infargning av celler som innehaller CMV, tidigt gen-RNA.

Ingadende Reagens
CMV Probe &r en fluoresceinkonjugerad oligonukleotid-probe som tillhandahalls i en hybridiseringslésning.
Total volym = 5,5 ml

Spéadning och Blandning
CMV Probe ar fardig att anvandas. Reagenset behdver varken rekonstitueras, blandas, spadas eller titreras.

Nodvandigt Materiel Som Ej Medféljer

| "Anvanda BOND-reagens” i BOND-anvandardokumentationen finns en fullsténdig lista med den materiel du behdver for att behandla
ett prov och géra en in situ-hybridiseringsfargning med BOND-systemet (som innefattar systemen Leica BOND-MAX och Leica BOND-
).

Forvaring och Stabilitet

Forvara vid 2-8 °C. Produkten ar under dessa forhallanden stabil fram till det utgangsdatum som anges férpackningsetiketten.

Det finns inga uppenbara tecken som indikerar kontaminering och/eller instabilitet. Lampliga positiva och negativa vavnadskontroller ska
koras samtidigt med testvavnaden.

Stéll tillbaka i 2—-8 °C omedelbart efter anvandning.
Andra férvaringsbetingelser an de ovan angivna maste verifieras av anvandaren®.

Séakerhetsforeskrifter
« Produkten ar avsedd for in vitro-diagnostik.

CMV PROBE H360D: Kan skada det P201: Inhdmta sarskilda instruktioner fore anvéndning.
Innehaller Formamid (<50%) ofédda barnet. P202: Anvand inte produkten innan du har Iast och forstatt
och dextransulfat (<30%). H315: Irriterar huden. sakerhetsanvisningarna.

GHSO07: Utropstecken. H319: Orsakar allvarlig P260: Inandas inte damm/rék/gaser/dimma/angor/spre;j.
GHSO08: Halsofara. dgonirritation. P308+313: Vid exponering eller misstanke om exponering Sok
Signalord: Fara. lakarhjalp.

P314: Stk lakarhjalp vid obehag.

P264: Tvatta handerna grundligt efter anvandning.

P280: Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd.
P305+351+338: VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj férsiktigt med
vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det gar latt.
Fortsatt att skolja.

P337+313: Vid bestaende dégonirritation: Sok lakarhjalp.

P302+352: VID HUDKONTAKT: Tvéatta med mycket tval och vatten.
P332+313: Vid hudirritation: Sok lakarhjalp.

P362+364: Ta av nedstéankta klader och tvatta dem innan de anvands
igen.

Endast for yrkesmassig anvandning.
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« Du kan fa tillgang till sékerhetsdatablad genom att kontakta en lokal distributor eller Leica Biosystems regionkontor. En annan
méjlighet ar Leica Biosystems webbsajt pa www.LeicaBiosystems.com.

« Prover, bade f('i7re och efter fixeringen, och allt material som anvants tillsammans med dem ska hanteras som infektiost avfall enligt
gangse praxis . Pipettera aldrig reagenser med munnen och undvik att reagenser eller prover kommer i kontakt med hud och
slemhinnor. Om reagenser eller prover kommer i kontakt med kansliga omraden, skélj med stora mangder vatten. Sok lakarvard.

« Angaende avfallshantering av potentiellt toxiska material hanvisar vi till gallande europeiska, nationella och lokala bestdmmelser och
férordningar.

« Minimera mikrobiologisk kontamination av reagens. Om detta inte gors kan det leda till en 6kad icke-specifik infargning.

« Atervinnande och andra inkubationstider eller temperaturer &n de specificerade kan ge felaktiga resultat. Sddana féréndringar ska
valideras av anvandaren.

Instruktioner Vid Anvandning

CMV Probe har utvecklats for anvandning med det automatiska BOND-systemet (som innefattar systemen Leica BOND-MAX och
Leica BOND-III) i kombination med Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection och BOND hjalpreagenser. Det
rekommenderade fargningsprotokollet for CMV Probe ar ISH Protocol A. Enzymatisk forbehandling med BOND Enzyme Pretreatment
Kit, Enzyme 1 rekommenderas, 15 minuter.

Anvand alltid for andamalet avsedda vavnads- och reagenskontroller. Vavnads- och reagensprotokollen ska dverensstéamma med CMV
Probe-protokollet.

Kvalitetskontroll
Skillnader i védvnadsbehandling och tekniska metoder i anvéndarens laboratorium kan ge stor variation i resultaten; regelbundna
internkontroller &r darfor nédvandiga utéver metoderna nedan.

Positiv vavnadskontroll

Anvands for att pavisa korrekt forberedda vavnader och ratt fargningstekniker. En positiv vavnadskontroll per testuppséttning bor inga
vid varje fargningskorning. En vavnad med svag positiv fargning ar battre 1ampad for optimal kvalitetskontroll och for att upptacka laga
nivaer av reagensdegradering an en vavnad med stark positiv fargning.

Negativ vdavnadskontroll
Bor undersokas efter den positiva vavnadskontrollen, for att bekrafta sondmérkningens specificitet gentemot malet.

Alternativt ger ofta den mangd olika celltyper som finns i de flesta vavnadssnitt upphov till negativa kontrollomraden, men detta bor
kontrolleras av anvéndaren.

Negativ reagenskontroll

Anvand RNA Negative Control Probe PB0809 i stéllet for CMV Probe pa en begransad del av varje patientprov for att utvardera icke-
specifik fargning och underlatta tolkningen av specifik infargning av malet.

Positiv reagenskontroll

Anvand RNA Positive Control Probe PB0785 i stéllet for CMV Probe pa en begransad del av varje patientprov for information om
bibehallande av nukleinsyror i vdvnaden samt sondens tiligang till nukleinsyror. Om den positiva vavnadskontrollen inte uppvisar positiv
fargning bér resultat erhallna fran testproverna anses vara ogiltiga.

Patientvavnad

Undersok patientprover fargade med CMV Probe sist. Positiv fargningsintensitet bor utvarderas inom ramen for all ospecifik
bakgrundsfargning av RNA Negative Control Probe PB0809.

Forvantade Resultat
Normala vévnader

Ingen specifik CMV mRNA-fargning detekterades med anvandning av PB0614 i flera olika normala vavnader. Svag fargning
detekterades i epitelialceller i skoldkorteln, prostata, struphuvud samt matstrupe, njurgangar, sekretoriska celler i binjurarna samt Leydig-
celler. Denna fargning interfererar inte med tolkning av fargningen. (Totalt antal utvarderade normalfall = 100).

Tumérvavnader

PB0614 fargade 3/3 CMV-infekterad lunga, 1/1 CMV-infekterad tarm samt 1/1 CMV-infekterad lever. Ingen fargning sags i lungtumérer
(0/3), aggstockstumorer (0/3), levertumorer (0/3), skdldkorteltumorer (0/3), esofagealtumdérer (0/2), brosttumorer (0/2), metastatiska
tumdrer av okant ursprung (0/2), hjarntumdrer (0/2), testikeltumorer (0/2), hudtumérer (0/2), en kolontumér (0/1), en magsackstumor
(0/1), en rektal tumor (0/1), en struphuvudstumér (0/1) samt en thymustumér (0/1). (Totalt antal utvérderade onormala fall = 34).

PB0614 rekommenderas for detektion av CMV mRNA.

Produktspecifika Begransningar

CMV Probe har optimerats hos Leica Biosystems for anvéandning med Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection
och BOND hjalpreagenser. Anvandare som avviker fran rekommenderat testforfarande maste vid dndrade forhallanden ta ansvar for
tolkningen av patientresultaten. Protokolltiderna kan variera pa grund av variationer i vévnads fixering och hur effektivt enzymerna
smalter och skall faststallas empiriskt. RNA Negative Control Probe ska anvandas da férhallanden for atervinnande och protokolltider
ska optimeras.

Fels6kning

Referens 8 kan vara till hjélp vid felsdkningsatgard.

Testprover ska kompletteras med lampliga vavnads- och reagenskontroller.

Kontakta en lokal distributor eller Leica Biosystems regionkontor for att rapportera onormal infargning.
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Mer Information

Mer information om in situ-hybridisering med BOND-reagens finns under rubrikerna Bakgrund till metoden, Nodvéndig materiel,
Forbereda provet, Kvalitetskontroll, Verifiering av assayer, Tolka infargningsresultat, Symbolforklaring for etiketter och Allméanna
begransningar i "Anvanda BOND-reagens” i BOND anvandardokumentation.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMYV Probe
Ap. kotaroyov: PB0614

ZKo1og Xprong

Auté 1O aVTIOPACTHPIO TTPOOPICETaI YIa DIAYVWOTIKA XPAON in vitro.

To CMV Probe mrpoopigeTal yia Xprion yia Tnv TTOIOTIKI TAUTOTTIOINoN Tou TTpWIHoU yovidiakou petaypag@riparog RNA Tou avBpwirivou
KUTTapOPEYaAOiOU O€ POVIJOTTOINUEVO PE POPUOAN, EVOowHaTWHEVO OE TTapagivn 10T e in situ uBpidiopd (ISH) pe xprion Tou
auTtopaTtoTroinuévou auaTipatog BOND (mepidapfdavel To ouotnua Leica BOND-MAX kai To ouotnua Leica BOND-III).

H KAIVIKA epunveia 0TTOINGSATIOTE XPWOoNG 1 TNG ATTousiag TNG Ba TTPETTE va CUPTTANPWVETAI UE HOPPOAOYIKEG HEAETEG KOl TWOTOUG
HapPTUPEG Kal Ba TTPETTEN Va agloAoyeiTal oTa TTAioIa Tou KAIVIKOU I0TOPIKOU ToUu aoBgvoug kal GAAWY SIayVWOTIKWYV EEETATEWY aTrd
£10IkeUPEVO TTaBoAoyoavaTdpo.

MNepiAnyn ko ETre§ynon

O kutTapopeyahoiog (CMV) eival péhog TnG oikoyévelag Twv B epmnToithv. O CMV peTadideTal JEOW CWHATIKWY UYPWV Kal gival
SuvaTtdv va £dpalwoel TpwToTradr Aoipwén, AavBdvouaa Aoipwén kai eTakdAouln ik emavevepyotroinon. O CMV eival duvaTtdv va
£dpalwoel Aoipwgn o€ TTOAG dpyava, cupTrepIAauBavouévou Tou TveUHova, Tou VeEQPoU Kal TOU ATTATOG, GUYKEKPIUEVA, EVEPYOS 160G
€xel TapatnenBei og emBnAiaka KUTTapa, evooBnAiakd KUTTapa, IVOBAGOTEG Kal Agia PUiKE KUTTaPA, KABWG Kal HECEYXUNATIKG KUTTApA,
NTTOTOKUTTAPA, KOKKIOKUTTAPA KOl TIPOEPXOMEVA aTTO HOVOKUTTAPA Jakpopaya'.

Karda 1 didpkeia evepyolg CMV Aoipwgng, UTIAPXEl XPOVIKA 0UVBEDT TPIWV KOTNYOPIWY TIPWTEIVWYV, KWIIKOTTOINUEVWY aTTd IIKE yovidia
TIOU OVOUGZOVTal EVOIGUECT-TIPWIKG, TTPWIKA Kal OWIha. O1 evOIGUECEG-TIPWIKEG TTPWTEIVEG ekPPAovTal 1-3 WPEG PETE TN Aoipwgn

Kai moTeleTal 6T SiadpapaTifouv POAO aTNV ATTOTEAETUATIKOTNTA TNG IIKAG avTIypa®ig. Of TIPWIPES TIPWTEIVEG KATEUBUVOUV TNV IIKN
oUVBEDT, EVW 01 OYIHES TIPWTEIVES Eival KUPIWG DOPIKEG, EVEXOUEVEG OTN CUYKPATNON TOU I0CWHATIOU.

O CMV givai éva KoIvo eukaipiokd TTaBoyovo, Ikavo va TTpokaAei goapr vOoo oe avoooKaTeoTaAPEVOUG 00BEVEIG OTTWG Ol A0BEVEIG PE
AIDS, ol aoBeveig pe péoyeupa kal ota veoyvd. O auyyeviig CMV eival amroTéAeopa evOOPRTPIOG AoiwEng Kal TTapdTI N TTAEIOVOTNTA TWV
TaIBIWV €ival ACUPTITWHATIKE, 0 ouyyevig CMV gival duvaTtév va €xel WG aTToTEAETHA VEUPOAITONTNPIOKE BAPNKOIX, YVWOTIKA, KIVNTIKG
Kl OTITIKG EAAEIMPATA, KABWG Kal ETHANTITIKEG KPIOEIG2.

O ISH pe xprion Tou CMV Probe xpnoipoTroigital yia Tnv avixveuon Twv avpwtmvwyv CMV AoInwEEwY a€ HOVIPOTIOINKEVO HE QOPHOAN,
EvowpaTwpévo oe Trapagivn 10T6°. H pébodog eival avatrapaywyiun Kai TTPETTEl va EXEl WG OTTOTEAECHA £VTOVN, KAOTAVH, KUpiapxa
KUTTOPOTTAQOUATIKA XPWON KUTTAPWY TTOU TTEPIEXOUV TTPWIHO Yovidiakd RNA Tou CMV.

AvmidpaoTtipia Mou Mapéxovral
To CMV Probe eival évag ouleuypévog Je AOUOPETKEIVN aviXveuTr G OAlYOVOUKAEOTISiwY TTou TrapéxeTal o€ didAupa uBpIdiouou.
ZUVOAIKOG Oykog = 5,5 mL

Apaiwaon kai Avapeign
To CMV Probe ¢ival éToipo yia xprion. Aev amaiteital avacloTtaon, avapeign, apaiwon r TITAod4Tnon Tou avTidpaoTnpiou autol.

YAikd Mou Atraitouvrtal AAAG Aev MapéxovTail

Mo pia AN AioTa Twv UNIKWY TToU aTraitodvTal yia Tnv eTegepyacia delyudTwy Kai Tn Xpwon in situ uBpidiopol ue xprion Tou
ouoTtiparog BOND (trepihapBaver 1o obotnua Leica BOND-MAX kai 1o oUoTtnua Leica BOND-III), avatpé€te otnv evétnTa “Xprion
avTidpaoTtnpiwv BOND” aTo UAIK Tekunpiwong xpriong Tng BOND.

®UAagn ka1 ZTaBepoTNTA

DduldooeTte oToug 2—8 °C. To Tpoidv eival oTaBepd UTTO TIG CUVORKEG AUTEG £WG TNV NUEPOMNVia ARENG TTOU avaypa@ETal aTnV ETIKETA TOU
TIEPIEKTN.

Aev uttdpyouv ep@aveig evOEiteIG TTOU va uTTodeikvUouv péAuvan fi/kal aoTtaBela. TauTdxpova PE ToV I0TO TNG €§ETaONG TTPETTEl VO
avaAUovTal KatdAAnAor BETIKOI Kal apvnTIKOi HAPTUPEG 1GTOU.

EmravagépeTe T0 TTPOidv oToug 2—-8 °C apéowg PETa Tn XprAon.

SuvBnKeg PUAAGNG EKTAG OTTO AUTEG TToU KaBopilovTal TTapaTravw TIPETTEN va eTTAANBeUOVTal aTTd ToV XPoTne.
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Mpo@uAdgeig
« Autd 10 TTPOIGV TTPOOPIETal YIa BIaYVWOTIKA XpAoN in vitro.

CMV PROBE H360D: Mropei va P201: E@odiaaTeite pe TIg €181KEG 0dNYieg TTPIV aTT6 TN XPrioN.

MNepiéxel Poppapidio (<50%) BAGwel To €uBpuo. P202: Mnv 1o XPNOIUOTIOIRNCETE TTPIV SIABAOETE KAl KATAVONOETE TIG

Kai Bgnkn degTpdvn (<30%). H315: MpokaAei odnyieg TTpoeUAAgNG.

GHSO07: ©aupaoTikd. £peBIOPS TOu dEPUATOG. P260: Mnv avamvéete okévn/avabupidaoeig/aépia/oTayovidia/aTuoig/
GHSO08: Kivduvog yia Tnv H319: MNpokaAei coBapd  ekvepwpara.

uyeia. 0QOAAUIKG £peBITUO. P308+313: ZE MEPINTQZH ékBeong f mBavoTnTag €KBeONG:
MpogidotroiNTég AEEeIG: ZupBouleuBeiTe/ETIIOKEPBEITE YIATPO.

Kuovduvog. P314: ZupBouheubeite/ETrioke@BeiTe yiaTpd edv aiobavBeite adiabeaoia.

P264: MAUveTe Xépia OXOAAOTIKG PETE TO XEIPIOHO.
P280: Na @opdTe TTPOCTATEUTIKG YAVTIO/TTPOCTOTEUTIKG evOUMaTA/Uéoa
QATOMIKAG TIPOCTACIAG VIO TA UATIA/TTPOCWTTO.
P305+351+338: ZE MEPINTQZH EMNA®HZ ME TA MATIA: ZemAUveTe
TIPOOEKTIKA PE VEPO VIO APKETA AeTTTd. EGv uTrdipXouv @akoi eTTagng,
aQaIpEDTE TOUG, EQOTOV Eival EUKOAO.
ZuvexioTe va EETTAEVETE.
P337+313: Edv dev uttoxwpei 0 0@BaApIKog epeBIOPOG: ZupBouleubeite/
EmokepBeite yiaTpd.
P302+352: ZE NEPINTQZH EMNA®HZ ME TO AEPMA: MAUveTe pe
a@pBovo vePO Kal oaTTouVI.
P332+313: Edv rapatnpnbei epeBiopdg Tou dEppaTog: ZupBouleuBeite/
EmokepBeite yiaTpd.
P362+364: BydATe Ta poOAUGEVO poUXa Kal TTAUVETE TO TTPIV TA
EavayxpnoIPOTIOINOETE.
Mévo yia eTmayyeApaTikn xprion.
« Ta va AGBeTe éva avTiTuTio Tou SEATIOU SEDOPEVWY aOPAAEING UAIKOU, ETTIKOIVWVHGOTE PE TOV TOTTIKG 0ag SIaVOoUEd 1) Ta TTEPIPEPEIOKE
ypageia TG Leica Biosystems 1], evaAAaKTIKE, TTIOKEPOEiTE TOV I0T6TOTTO TG Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com.
«  Ta Seiypata, TPIV KOl HETE TN HOVIPOTTOINON, KABWG Kal OAa Ta UAIKG TTOU SKTI'GSV';GI o€ auTd, TTPETTEl va UTToRAANOVTal OE XEIPIOUS WG
SuvnTIKG PETEdOONG AoiNWENG Kal va aTToppiTITovTal Je KATAAANAEG TTPOQUAGEEIS . MV avappo@daTe TTOTE Je TITTETA Ta avTISpAcTrpIa
HE TO OTOMA KAl ATTOPEUYETE TNV ETTAPH TOU dEPUATOG Kal TwV BAevvoydvwy pe avtidpaaTripia fi Seiypata. Edv ta avridpaoTipia f Ta
Seiypata €éABouV Ot £TTAPN PE EUAiTONTEG TIEPIOKEG, TTAUVETE UE APBOVEG TTOOOTNTEG VEPOU. ZNTAOTE TN CUPBOUAR 10TPOU.
*  ZUpPBOUAEeUTEITE TOUG OJOOTIOVDIOKOUG, TIONITEIOKOUG i TOTTIKOUG KAVOVIOHOUG YO atToppIYn TUXOV duVNTIKWG TOEIKWY CUGTATIKWV.
« EAaxiotomoioTe 1n pikpofiakr) HOAuvan Twv avTidpacTnpiwy, dIOTI dIaPopETIKA evOEXETal va augnBei n un €18IKr Xpwon.
« Avdktnon, Xpovol fj BepUokpacieg ETTWAONG SIOPOPETIKEG aTTO EKEIVEG TTOU KaBopidovTal EVOEXETAI va dWOOUV ETPAAPEvVa
arroteAéopara. Tuxdv TéTola UETABOAR TIPETTEI VA ETTIKUPWVETAI OTTO TO XPAOTN.

O3nyieg Xpriong

To CMV Probe avamtixénke Tpog xprion oto autopatotoinuévo ouotnua BOND (mepiAapBavel 1o ouotnua Leica BOND-MAX

kail 1o ouoTtnua Leica BOND-III), o€ ouvduaopd pe Ta akdhouBa: Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection ka1 Ta
BonénTika avridpacTripia BOND. To ouvioTwHeVo TTpwTOkoAAO Xpwong yia To CMV Probe eivai 1o ISH Protocol A. Zuviotdtal evupiki
Tpoemegepyacia pe xprion Tou BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, yia 15 TTpakTIKG.

Oa TTpETTEl TTAVTA va XenaoigoTrolouvTal KatdAAnAol HaPTUPES I0TOU Kai avTIdpaaTnpiou. To TTPWTOKOAAO yia TOUG HAPTUPES IGTOU Kal
avTIdpacTnpiou Ba TIPETTEI VA AVTIOTOIKEI 0TO TTPWTOKOAAO Tou CMV Probe.

MoioTik6g éAeyxog

Tuxov dI0pOopEG OTNV ETTEEEPYATIT TWV IOTWV KaI TIG TEXVIKEG OIODIKATIEG OTO EPYATTAPIO TOU XPHOTN EVOEXETAI VO TTPOKAAETOUV
onUavTikh METABANTOTNTA OTa aTTOTEAEOPATA, KABIGTWVTAG AVAYKAIO TNV TAKTIKF EKTEAEON ECWTEPIKWYV EAEYXWYV ETTITTPOOBETA TTPOG TIG
akoAouBeg Siadikaaieg.

O€TIKOG HapPTUPAG I0TOU

XPnOIYOTIOIEITAI YIO VO UTTOBEIKVUEI CWOTE TTAPAOKEUAOUEVOUG I0TOUG KOl CWOTEG TEXVIKEG XPWONG. Oa TTPETTEI va TTEPIAAPBAVETAI

€vag BeTIKOG HapTUPAG I0TOU YIa KGBE 0UVOAO CUVBNKWY e§€TaoNG o€ KABE ekTEAeon Xpwong. ‘Evag 10T6g pe aoBevr BeTikA Xxpwon gival
KataAANAGTEPOG aTTé €vav I0TO PE 1I0XUPR BETIKR XPWan yia BEATIOTO TTOIOTIKG EAEYXO KAl VIO TNV QViIXVEUTT TTOAU HIKPWV ETTITTESWV TUXOV
ammodéunNong TWV avTIdPacTNPIWV.

ApvnTIKOG HAPTUPAG IGTOU
Oa TpéTrel va egeTadeTal PETE aTTO TO BETIKG PAPTUPA 10TOU Yia £TTOARBEUON TNG €IBIKATNTAG TNG OAPAVONG TOU QVIXVEUTH OTO OTOXO.

EvaAakTikd, n TroikiAia S1a@épwy KUTTAPIKWY TUTTWV TTOU UTTAPXOUV OTIG TIEPIOCOTEPEG TOPEG IOTWV TTAPEXEI OUXVE BEOEIG apvnTIKoU
papTupa, aAAG autd Ba TTpéTTel va eTTaAnBeleTal atmd To XPAOTN.

ApvnTIKOG HAPTUPAG aAVTIBPACTNPIOU
Xpnoipotroijote To RNA Negative Control Probe PB0809 avTi Tou CMV Probe e pia Topri kGBe deiypatog aoBevoulg, yia va agloAoynoeTe
TN N EI0IKA XPWON KAl VA ETTITPEWETE TNV KAAUTEPN EPUNVEIT TNG EIBIKAG XPWONG OTO OTOXO.

OeTIKOG PdpTUPOAG AVTIBpACTNPiIOU

Xpnoipotroijote To RNA Positive Control Probe PB0785 avTi Tou CMV Probe pe pia Topr| kdBe deiypatog aoBevoug, yia va TTapdoxeTe
TTANPOPOPIEG OXETIKA e TN SIATHPNTN VOUKAEKWY 0§€wv OTOV 10TE, KABWG KAl TNV TTPOTTTEAACINOTNTA TWV VOUKAEIKWY 0§Ewv aTrd Tov
avixveutr. Eav To RNA Positive Control Probe dev Trapoucidder BeTikr) Xpwaon, Ta atroTeAéopaTa Pe Ta deiydata TG e&éTaong Ba TpéTel
va BswpouvTal dkupa.

loTég aoBevoug

EgetdoTe Ta deiypata aogBevolg TTou £xouv utrooTei Xpwaon e 1o CMV Probe aTo TéAog. H évraan Tng BeTIkAG Xpwong Ba TTpéTrel va
eKTINGTaI aTO TTAQiTIO TUXOV WN €18IKAG Xpwang utroBddpou Tou RNA Negative Control Probe PB0809.
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Avapevopeva AtroteAéopaTa

Puaioloyikoi 1oToi

Kartd tn xprion Tou PB0614 o€ peydho eUpog puaioAoyiKwy I0TWv dev TTapatnprdnke €11k xpwon mRNA kuttapopeyaioiod (CMV).
AaBevig xpwon TTapatnpriénke og emBnAlakd KUTTapa Tou BuPEOEIdr|, TOU TTPOCTATH, TOU AGPUYYQ KOl TOU OICOPAYOU, TWV VEPPIKWY
owAnvapiwv, o€ EKKPITIKE KUTTaPA TwV TIVEPPISiWV Kal o€ kKUTTapa Leydig. AutA n xpwan dev eTTNPeAdel TNV EPUNVEIa TNG XPWONG.

(ZuvOAIKOG apIBPOS PUTIOAOYIKWY TTEPICTATIKWYV TTou agioAoyrBnkav = 100).

NeotrAaoparikoi 10Toi

Kara 1 xprion Tou PB0614 Tapatnprénke xpwon o€ 3/3 Trvelyoveg pe Aoipwgn ammé CMV, 1/1 évrepo pe Aoipwgn amé CMV kai 1/1
ATTap pe Aoipwén ammd CMV. Aev TTapatnprBnke Xpwaon o€ Oykoug Twv TIveupdvwy (0/3), dykoug Twv wobnkwy (0/3), dykoug Tou ATTaTog
(0/3), dykoug Tou Bupeosidn (0/3), dykoug Tou oicopdyou (0/2), dykoug Tou paoTou (0/2), peTaaTaTikoUg GyKOUG ayvwaTou aiTiohoyiag
(0/2), dykoug Tou eykepdaAou (0/2), dykoug Twv dpxewv (0/2), dykoug Tou déppatog (0/2), évav dyko oto kdhov (0/1), évav dyko Tou
aTtopaxou (0/1), évav dyko Tou opBou (0/1), évav dyko Tou Adpuyya (0/1) kai évav dyko Tou BUupou adéva (0/1). (ZuvoAikdg apiBudg un
PUOIOAOYIKWY TTEPICTATIKWY TTou aglohoyriBnkav = 34).

To PB0614 guvioTtdrai yia Tnv avixveuon mRNA kuttapousyaAoiol.

Ei8ikoi Neplopiopoi Tou Mpoidvrog

To CMV Probe ¢xel BeAtioTomroinBei otnv Leica Biosystems yia xprion pe 10 Anti-Fluorescein Antibody, o BOND Polymer Refine
Detection kai Ta Bon@nTikd avridpaotripia BOND. XprioTeg Tou aTrokAivouv a1Td TIG CUVIGTWHEVEG dIadIKaoieg £6£TaONG TTPETTEI val
amodéxovtal TNV euBUVN yIa EPUNVEIR TWV ATTOTEAEOUATWY aoBeVWV UTTO TIG OUVBNKEG auTég. O XpOvol Tou TTPWTOKOAAOU eVOEXETAI VO
Siapépouv, Adyw TnG HETABANTOTNTAG TNG HOVIKOTIOINONG TOU I0TOU KAl TNG ATTOTEAETUATIKOTNTAG TG EVEUMIKAG TTEWNG KAl TTPETTEI val
TpoadiopifovTal ePTTEIpIKA. KaTd Tn BEATIOTOTIOINGN TWV CUVONKWY GVEKTNONG KAl TwV XPOVWY TTPWTOKOAAOU, TTPETTEI VO XPNOINOTTOINDE!
RNA Negative Control Probe.

Avtipetwmion NpoBAnpdTwy
H TrapatropTr 8 evdéxeTal va BonBrioel oTnv EVEPYEIQ ATTOKATACTAONG.
Ta Seiypara e§£Taong TPETTEI VA CUPTTANPWVOVTaI JE TOUG KATGAANAOUG HEPTUPES I0TOU Kal avTISpacTnpiwy.

Ma va ava@épeTe TIEPITITWOEIG AOTUVABOUG XPWONG, ETTIKOIVWVACTE HE TOV TOTTIKG 0ag dlavouéa i To TIEPIPEPEIOKS ypageio Tng Leica
Biosystems.

MNpo6oBeteg MAnpopopieg

Mmopeite va Bpeite TTEPICOOTEPEG TTANPOPOPIEG TXETIKA PE TOV in situ uBPIBIoNS e avTidpaoTtripia BOND, utrd Toug TiTAOUG “ApXn
NG diadikaciag”, “ATraitolpeva UAIKE”, “MpoeToipaaia deiypatog”, “MoioTikdg €Aeyxog”, “ETmaAnBeuan mpoodiopiopou”, “Epunveia Tng
xpwong”, “Yéuvnua yia ta oUPBoAa oTig eTIKETES” Kai “Tevikoi Trepiopiopoi” aTnv evotnTa “XpAon avridpactnpiwv BOND” oto uAiké
TekUnpiwong xpriong Tng BOND.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMY Probe

Katalognummer.: PB0614

Tilsigtet Anvendelse

Dette reagens er beregnet til brug i in vitro-diagnostik.

CMV Probe er beregnet til brug til kvalitativ identifikation af humant cytomegalovirus’ tidlige gen-RNA-transkript i formalinfikseret,
paraffinindstebt vaev vha in situ-hybridisering (ISH) med brug af det automatiske BOND-system (bestaende af Leica BOND-MAX-
systemet og Leica BOND-IIl-systemet).

Den kliniske fortolkning af enhver farvning eller fraveer af samme skal ledsages af morfologiske undersggelser og egnede kontroller og
skal evalueres af en uddannet patolog i konteksten af patientens anamnese samt andre diagnostiske prover.

Resumé og Forklaring

Cytomegalovirus (CMV) er et medlem af beta-herpesvirusgruppen. CMV overfares via legemsvaesker og kan etablere primaer infektion,
latent infektion og efterfglgende viral reaktivering. CMV kan tilvejebringe infektion i mange organer, herunder lunger, nyrer og leveren,
navnlig er aktivt virus set i epitelceller, endotelceller, fibroblaster og celler i glatte muskler samt i mesenkymale celler, hepatocytter,
granulocytter og monocytderiverede makrofager®.

Under aktiv CMV-infektion er der tidsbestemt syntese af tre kategorier af proteiner, indkodet med virale gener betegnet middeltidlige,
tidlige og sene. Middeltidlige proteiner eksprimeres 1-3 timer efter infektion og menes at spille en rolle for effekten af viral replikation.
Tidlige proteiner styrer viral syntese, mens sene proteiner hovedsageligt er strukturelle, involveret i virionsamling.

CMV er et almindeligt opportunistisk patogen, der er i stand til at forarsage alvorlig sygdom hos immunkompromitterede personer, sasom
AIDS-patienter, transplantationspatienter og hos nyfadte. Kongenit CMV er et resultat af intrauterin infektion, og selv om hovedparten

af barn er symptomfrie, kan kongenit CMV resultere i sensorineuralt hgretab, kognitive, motoriske og synsmaessige mangler og
krampeanfald®*.

ISH med brug af CMV Probe anvendes til detektion af humane CMV-infektioner i formalinfikseret, paraffinindstebt vaev®. Metoden er
reproducerbar og ber resultere i intens brun overvejende cytoplasmatisk farvning af celler indeholdende tidligt gen-RNA fra CMV.

Leverede Reagenser
CMV Probe er en fluoresceinkonjugeret oligonukleotidsonde leveret i hybridiseringsoplasning.
Totalt volumen = 5,5 ml

Fortynding og Blanding
CMV Probe er klar til brug. Rekonstitution, blanding, fortynding eller titrering af dette reagens er ikke pakraevet.

Ngdvendige Materialer, Der lkke Medfolger

Der henvises til “Anvendelse af BOND-reagenser” i BOND-brugerdokumentationen for en komplet liste over materialer, der er
nedvendige til preeparatbehandling og in situ-hybridiseringsfarvning ved hjeelp af BOND-systemet (bestaende af Leica BOND-MAX-
systemet og Leica BOND-IIl-systemet).

Opbevaring og Stabilitet
Opbevares ved 2-8 °C. Produktet er under disse forhold stabilt frem til udlebsdatoen, der er angivet pa beholderens etiket.

Der er ingen tydelige tegn, der indikerer kontaminering og/eller ustabilitet. Passende positive og negative vaevskontroller ber keres
samtidigt med testvaev.

Seettes tilbage til opbevaring ved 2—-8 °C umiddelbart efter brug.
Opbevaringsbetingelser ud over de oven for specificerede skal verificeres af brugeren®.

Forholdsregler
« Dette produkt er beregnet til brug i in vitro-diagnostik.

CMV PROBE H360D: Kan skade det P201: Indhent szerlige anvisninger fer brug.

Indeholder Formamid (<50%)  ufedte barn. P202: Anvend ikke produktet, fer alle advarsler er lzest og forstaet.
og dextransulfat (<30%). H315: Forarsager P260: Indand ikke pulver/reg/gas/tage/damp/spray.

GHSO07: Udrabstegn. hudirritation. P308+313: VED eksponering eller mistanke om eksponering: Seg
GHSO08: Sundhedsfarer. H319: Forarsager leegehjeelp.

Signalord: Fare. alvorlig gjenirritation. P314: Sag leegehjeelp ved ubehag.

P264: Vask haender grundigt efter brug.

P280: Bzer beskyttelseshandsker/beskyttelsestaj/sjenbeskyttelse/
ansigtsbeskyttelse.

P305+351+338: VED KONTAKT MED D@JNENE: Skyl forsigtigt med
vand i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan geres
let. Fortsaet skylning.

P337+313: Ved vedvarende gjenirritation: Seg leegehjeelp.
P302+352: VED KONTAKT MED HUDEN: Vask med rigeligt seebe og
vand.

P332+313: Ved hudirritation: Seg laegehjaelp.

P362+364: Forurenet tej tages af og vaskes, for det bruges igen.

Ma kun anvendes af professionelle brugere.
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« En kopi af sikkerhedsdatabladet (MSDS) kan fas ved henvendelse til den lokale distributer eller til Leica Biosystems’ regionale kontor.
Det kan tillige hentes pa Leica Biosystems’ hiemmeside www.LeicaBiosystems.com.

* Preeparater, bade for og efter fiksering, samt alle gvrige materialer, der eksponeres for gisse, skal handteres som veerende i stand
til at overfare infektion og skal bortskaffes under iagttagelse af passende forholdsregler . Afpipettér ikke reagenser med munden, og
undga at reagenser og preeparater kommer i kontakt med hud og slimhinder. Hvis reagenser eller praeparater kommer i kontakt med
felsomme omrader, skal disse vaskes med rigelige maengder vand. Sgg leege.

« Bortskaffelse af potentielt toksiske komponenter skal ske i overensstemmelse med gzeldende statslig eller lokal lovgivning.
« Mikrobiel kontamination af reagenser skal minimeres for at undga en gget ikke-specifik farvning.

« Genfinding, inkubationstider eller -temperaturer ud over de specificerede kan give fejlagtige resultater. Enhver aendring af denne art
skal valideres af brugeren.

Brugsanvisning

CMV Probe er udviklet til brug for det automatiserede BOND system (bestadende af Leica BOND-MAX-systemet og Leica BOND-
Ill-systemet) i kombination med Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection og BOND-hjeelpereagenser. Brugere.
Den anbefalede farvningsprotokol for CMV Probe er ISH Protocol A. Til enzymforbehandling, som anbefales, bruges BOND Enzyme
Pretreatment Kit, Enzyme 1 i 15 minutter.

Der skal altid bruges egnede vaevs- og reagenskontroller. Protokollen for vaevs- og reagenskontrollerne skal svare til protokollen for CMV
Probe.

Kvalitetskontrol

Forskelle i behandlingen af vaev og forskelle i tekniske procedurer i brugerens laboratorium kan frembringe betydeligt varierende
resultater og nedvendiggere regelmaessig udferelse af kontroller pa stedet ud over nedenstaende procedurer.

Positiv vaevskontrol

Anvendes til pavisning af, at vaevet er fremstillet korrekt, og at der er anvendt korrekte farvningsteknikker. Der ber inkluderes en positiv
veaevskontrol for hvert szet testbetingelser i hver farvekersel. Svagt positivt farvet vaev er mere egnet end kraftigt positivt farvet vaev til
optimal kvalitetskontrol og pavisning af sma niveauer af reagensnedbrydning.

Negativ vaevskontrol
Skal undersgges efter den positive vaevskontrol for at verificere specificiteten af maerkningen af proben i forhold til malstedet.

Alternativt frembyder de mange forskellige celletyper, der er til stede i de fleste vaevssnit, ofte negative kontrolsteder, men dette skal
verificeres af brugeren.

Negativ reagenskontrol

Brug RNA Negative Control Probe PB0809 i stedet for CMV Probe pa et snit af hver patientprgve for at vurdere uspecifik farvning og
muliggere bedre fortolkning af specifik farvning pa malstedet.

Positiv reagenskontrol

Brug RNA Positive Control Probe PB0785 i stedet for CMV Probe pa et snit af hver patientpreve for at undersgge holdbarheden af
kernesyrerne og samtidig probens tilgeengelighed til kernesyrerne. Hvis den RNA Positive Control Probe ikke udviser positiv farvning, ma
testresultatet fortolkes som ikke brugbart.

Patientvaev

Undersag patientpraver farvet med CMV Probe sidst. Intensiteten af positiv farvning skal bedemmes i sammenhaeng med uspecifik
baggrundsfarvning af RNA Negative Control Probe PB0809.

Forventede Resultater

Normala veev

Ingen specifik CMV-mRNA farvning blev pavist ved hjeelp af PB0614 i en lang raekke af normale vaev. Svag farvning blev pavist i
epitelceller i thyreoidea, prostata, larynx og @sofagus, tubuli i nyren, sekretoriske celler i binyrerne og Leydigs celler. Denne farvning
pavirker ikke tolkning af farvningen. (Samlet antal evaluerede, normale tilfaelde = 100).

Tumorvaev

PB0614 farvede 3/3 CMV-inficeret lunge, 1/1 CMV-inficeret tarm og 1/1 CMV-inficeret lever. Der blev ikke observeret farvning i
lungetumorer (0/3), ovarietumorer (0/3), levertumorer (0/3), thyreoideatumorer (0/3), @sofagustumorer (0/2), brysttumorer (0/2),
metastatiske tumorer af ukendt oprindelse (0/2), hjernetumorer (0/2), testikeltumorer (0/2), hudtumorer (0/2), en colontumor (0/1), en
mavetumor (0/1), en tumor i rectum (0/1), en tumor i larynx (0/1) og en thymustumor (0/1). (Samlet antal evaluerede, abnorme tilfeelde =
34).

PB0614 anbefales til pavisning af CMV-mRNA.

Produktspecifikke Begransninger

CMV Probe er blevet optimeret hos Leica Biosystems til brug sammen med Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine
Detection og BOND-hjeelpereagenser. Brugere, som afviger fra anbefalede testprocedurer, ma selv tage ansvaret for fortolkningen
af patientresultater under disse betingelser. Protokoltiderne kan variere pa grund af variationer i vaevsfiksering og effektiviteten af
enzymatisk nedbrydning og skal bestemmes empirisk. Der skal anvendes RNA Negative Control Probe ved optimering af genfi
ndingsbetingelser og protokoltider.

Fejlfinding

Reference 8 kan veere til hjeelp ved afhjeelpende foranstaltninger.

Testprover skal suppleres med de relevante vaevs- og reagenskontroller.

Kontakt den lokale distributer eller Leica Biosystems’ regionale kontor for at rapportere ussedvanlig farvning.
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Yderligere Oplysninger

Yderligere oplysninger om in situ-hybridisering med BOND-reagenser kan findes i “Anvendelse af BOND-reagenser” i BOND-
brugerdokumentationen under overskrifterne Proceduremzessige principper, N@dvendige materialer, Preeparatklargering,
Kvalitetskontrol, Analyseverifikation, Fortolkning af farvning, Negle til symboler pa etiketter og Generelle begraensninger.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMY Probe

Catalogusnummer: PB0614

Beoogd gebruik

Dit reagens is bedoeld voor in vitro diagnostisch gebruik.

CMV Probe is bedoeld voor gebruik bij de kwalitatieve identificatie van humaan cytomegalovirus early gene RNA-transcript in met
formaline gefixeerd, in paraffine ingebed weefsel, door in situ hybridisatie (ISH) met gebruik van het automatische BOND systeem
(waaronder het Leica BOND-MAX-systeem en het Leica BOND-Ill-systeem).

De klinische interpretatie van eventuele kleuring of ontbreken daarvan moet worden aangevuld met morfologisch onderzoek en het
gebruik van relevant controlemateriaal, en moet worden geévalueerd binnen de context van de klinische geschiedenis van de patiént en
eventuele andere diagnostische tests door een gekwalificeerde patholoog.

Samenvatting en uitleg

Cytomegalovirus (CMV) is lid van de familie van béta-herpesvirussen. CMV wordt overgebracht via lichaamsvloeistoffen en kan
resulteren in primaire infectie, latente infectie en latere virale reactivatie. CMV kan vele organen infecteren, waaronder longen, nieren en
lever. In actieve staat wordt het virus met name gevonden in epitheelcellen, endotheelcellen, fibroblasten en gladde spiercellen, maar
ook in mesenchymecellen, hepatocyten, granulocyten en van monocyten afgeleide macrofagen'.

Tijdens actieve CMV-infectie is er een tijdelijke synthese van drie soorten eiwitten, gecodeerd door virale genen en aangeduid als
onmiddellijk vroege (immediate early, |IE-), vroege en late eiwitten. Onmiddellijk vroege eiwitten komen tot expressie 1-3 uur na de
infectie en hebben vermoedelijk invloed op de efficiéntie van de virusvermenigvuldiging. Vroege eiwitten sturen de virale synthese aan,
terwijl late eiwitten voornamelijk structureel werk verrichten, bij de assemblage van virusdeeltjes.

CMV is een veelvoorkomend opportunistisch pathogeen dat mensen met een zwak immuunsysteem, zoals aidspatiénten,
transplantatiepatiénten en pasgeborenen ernstig ziek kan maken. Congenitale CMV is het resultaat van infectie in de baarmoeder en
hoewel het merendeel van de kinderen asymptomatisch is, kan congenitale CMV resulteren in sensorineurale doofheid, cognitieve,
motorische en visuele gebreken en epileptische aanvallen®*.

ISH met behulp van CMV Probe wordt gebruikt voor de detectie van humane CMV-infecties in met formaline gefixeerd, in paraffine
ingebed weefsel®. De methode is reproduceerbaar en zou moeten resulteren in diepbruine, hoofdzakelijk cytoplasmatische kleuring van
cellen die vroege genen-RNA van CMV bevatten.

Geleverde reagentia
CMV Probe is een fluorescéine-gekoppelde oligonucleotideprobe in Hybridization Solution.
Totaal volume = 5,5 mL

Verdunnen en mengen
CMV Probe is klaar voor gebruik. Reconstrueren, mengen, verdunnen of titreren van dit reagens is niet vereist.

Benodigde materialen die niet worden meegeleverd

Zie “Het gebruik van BOND reagentia” in de gebruikersdocumentatie over BOND voor een compleet overzicht van materialen die nodig
zijn voor monsterbehandeling en in situ hybridisatiekleuring met behulp van het BOND systeem (waaronder het Leica BOND-MAX-
systeem en het Leica BOND-Ill-systeem).

Opslag en stabiliteit
Bewaar bij 2-8 °C. Onder deze omstandigheden is het product stabiel tot de vervaldatum die op het etiket van de container is vermeld.

Er zijn geen zichtbare tekenen die kunnen duiden op besmetting en/of instabiliteit. Tegelijk met het testweefsel moet weefsel voor
positieve en negatieve controle worden gebruikt.

Zet het product direct na gebruik weer terugbij een temperatuur van 2-8 °C.
Afwijkende opslagomstandigheden moeten worden geverifieerd door de gebruiker®.

Voorzorgsmaatregelen
« Dit product is bedoeld voor in vitro diagnostisch gebruik.

CMV PROBE H360D: Kan het P201: Verkrijgen alvorens te gebruiken de speciale aanwijzingen raadplegen.
Bevat Formamide (<50%) en  ongeboren kind P202: Pas gebruiken nadat u alle veiligheidsvoorschriften gelezen en
dextraansulfaat (<30%). schaden. begrepen heeft

GHSO07: Uitroepteken. H315: Veroorzaakt P260: Stof/rook/gas/nevel/damp/spuitnevel niet inademen.

GHSO08: Gezondheidsgevaar.  huidirritatie. P308+313: NA (mogelijke) blootstelling: een arts raadplegen.
Signaalwoorden: Gevaar. H319: Veroorzaakt P314: Bij onwel voelen een arts raadplegen.

ernstige oogirritatie.  P264: Na het werken met dit product handen grondig wassen.
P280: Beschermende handschoenen/beschermende kleding/ogbescherming/
gelaatsbescherming dragen.
P305+351+338: BIJ CONTACT MET DE OGEN: voorzichtig afspoelen met
water gedurende een aantal minuten; contactlenzen verwijderen, indien
mogelijk; blijven spoelen.
P337+313: Bij aanhoudende oogirritatie: een arts raadplegen.
P302+352: BIJ CONTACT MET DE HUID: met veel water en zeep wassen.
P332+313: Bij huidirritatie: een arts raadplegen.
P362+364: Verontreinigde kleding uittrekken en wassen alvorens deze
opnieuw te gebruiken.
Alleen voor professionele gebruikers.
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+ Neem voor het veiligheidsinformatieblad contact op met uw lokale distributeur of regionale kantoor van Leica Biosystems, of ga naar
de website van Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com

* Monsters, voér en na fixatie, en alle materialen die eraan worden blootgesteld, moeten worden behandeld alsof’ zij tot infectie in staat
zijn, en met de juiste voorzorgsmaatregelen worden afgevoerd. Reagentia mogen nooit met de mond worden gepipetteerd. Vermijd
contact van huid en slijmvliezen met reagentia of monsters. Als reagentia of monsters in contact komen met gevoelige gebieden,
moet u deze gebieden wassen met een ruime hoeveelheid water. Neem contact op met een arts.

« Raadpleeg de richtlijnen van de lokale, provinciale of nationale overheid voor het afvoeren van potentieel giftige componenten.

« Minimaliseer de kans op microbiéle contaminatie van reagentia. Als u dit niet doet, kan er een toename van niet-specifieke kleuring
optreden.

« Terugwinning, incubatietijden of temperaturen die afwijken van de specificaties kunnen foutieve resultaten geven. Zulke
veranderingen moeten worden gevalideerd door de gebruiker.

Gebruiksaanwijzing

CMV Probe is ontwikkeld voor gebruik op het geautomatiseerde BOND systeem (waaronder het Leica BOND-MAX-systeem en het Leica
BOND-llI-systeem), in combinatie met Anti-Fluorescein Antibody en BOND Polymer Refine Detection. Het aanbevolen kleuringsprotocol
voor CMV Probe is ISH Protocol A. Het wordt aanbevolen enzymen terug te winnen met behulp van de BOND Enzyme Pretreatment Kit,
Enzyme 1, gedurende 15 minuten.

Gebruik altijd geschikte controles voor weefsel en reagens. Het protocol voor controle van weefsel en reagens dient overeen te
stemmen met het protocol van de CMV Probe.

Kwaliteitscontrole

Verschillen in weefselverwerking en technische procedures in het laboratorium van de gebruiker kunnen significante verschillen in
resultaten geven, wat het noodzakelijk maakt regelmatig interne controles uit te voeren in aanvulling op de volgende procedures.

Positieve weefselcontrole

Wordt gebruikt om een indicatie te geven dat de weefsels juist geprepareerd zijn en dat de juiste kleuringstechnieken zijn gebruikt.
Er dient één positieve weefselcontrole te worden opgenomen voor iedere set testcondities waarin de kleuring wordt uitgevoerd. Voor
optimale kwaliteitscontrole en detectie van lichte degeneratie van het reagens is een weefsel met zwakke positieve kleuring meer
geschikt dan een weefsel met sterke positieve kleuring.

Negatieve weefselcontrole

Dient te worden onderzocht na het positieve controleweefsel, om de specificiteit van de labeling van de probe met het target te
verifiéren.

De verscheidenheid aan celtypen die in de meeste weefselcoupes aanwezig zijn levert vaak negatieve controlelocaties op, maar dit
moet wel worden geverifieerd door de gebruiker.

Negatieve reagenscontrole

Gebruik RNA Negative Control Probe PB0809 in plaats van de CMV Probe met een coupe van ieder patiéntmonster om niet-specifieke
kleuring te evalueren en specifieke kleuring bij het target beter te kunnen interpreteren.

Positieve reagenscontrole

Gebruik RNA Positive Control Probe PB0785 in plaats van de CMV Probe met een coupe van ieder pati€éntmonster om informatie te
verkrijgen over het behoud van nucleinezuren in het weefsel, en over toegankelijkheid van nucleinezuren voor de probe. Als de RNA
Positive Controle Probe geen positieve kleuring vertoont, moeten de resultaten die op basis van testmonsters zijn verkregen als ongeldig
worden beschouwd.

Patiéntweefsel

Bekijk patiéntenmonsters gekleurd met CMV Probe als laatste. Bepaal de intensiteit van de positieve kleuring binnen de context van
iedere niet-specifieke achtergrondkleuring van de RNA Negative Control Probe PB0809.

Verwachte Resultaten

Normale weefsels

Er werd geen specifieke CMV mRNA-kleuring gedetecteerd bij gebruik van PB0614 op een breed scala aan normale weefsels. Er
werd een zwakke kleuring gedetecteerd in epitheelcellen van schildklier, prostaat, larynx en slokdarm, niertubuli, secretoire cellen in de
bijnieren en Leydigcellen. Deze kleuring staat interpretatie van de kleuring niet in de weg. (Totaal aantal beoordeelde normale gevallen
=100).

Tumorweefsels

PB0614 kleurde 3/3 met CMV geinfecteerde longen, 1/1 met CMV geinfecteerde darmen en 1/1 met CMV geinfecteerde lever. Er werd
geen kleuring waargenomen in longtumoren (0/3), ovariumtumoren (0/3), levertumoren (0/3), schildkliertumoren (0/3), slokdarmtumoren
(0/2), borsttumoren (0/2), gemetastaseerde tumoren van onbekende oorsprong (0/2), hersentumoren (0/2), testistumoren (0/2),
huidtumoren (0/2), een colontumor (0/1), een rectumtumor (0/1), een tumor van de larynx (0/1) en een tumor van de thymus (0/1).
(Totaal aantal beoordeelde afwijkende gevallen = 34).

PB0614 wordt aanbevolen voor de detectie van mRNA van CMV.

Productspecifieke beperkingen

CMV Probe is door Leica Biosystems geoptimaliseerd voor gebruik met BOND Polymer Refine Detection en BOND hulpreagentia.
Gebruikers die afwijken van de aanbevolen testprocedures moeten verantwoordelijkheid nemen voor interpretatie van patiéntresultaten
onder deze omstandigheden. De protocoltijden kunnen verschillen als gevolg van variatie in weefselfixatie en de effectiviteit van
enzymatische vertering, en moeten empirisch worden vastgesteld. Gebruik RNA Negative Control Probe bij optimalisatie van de
omstandigheden voor terugwinning, en van protocoltijden.
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Probleemoplossing
Referentie 8 helpt mogelijk bij foutherstelling.

Testmonsters moeten worden aangevuld met het juiste weefsel en de juiste reagenscontroles. Neem contact op met uw lokale
distributeur of het regionale kantoor van Leica Biosystems om ongebruikelijke kleuring te melden.

Nadere informatie

Nadere informatie over in situ hybridisatie met BOND reagens, onder de kopjes Principe van de procedure, Benodigde materialen,
Monsterpreparatie, Kwaliteitscontrole, Testverificatie, Interpretatie van kleuring, Uitleg bij symbolen op etiketten en Algemene
beperkingen, kunt u vinden in “Het gebruik van BOND reagentia” in de gebruikersdocumentatie behorende bij BOND.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMY Probe

Katalognummer: PB0614

Tiltenkt bruk

Denne reagenten er for in vitro diagnostisk bruk.

CMV Probe er tiltenkt bruk for kvalitativ identifisering av human cytomegalovirus tidlig gen RNA-transkriptet, i formalinfiksert,
parafininnstepte vev ved in situ hybridisering (ISH) med det automatiske BOND-systemet (herunder Leica BOND-MAX-systemet og
Leica BOND-llI-systemet).

Den kliniske tolkningen av eventuelle flekker eller dens fraveer bar suppleres med morfologiske studier og forsvarlig kontroll og ber
vurderes i sammenheng med pasientens kliniske historie og andre diagnostiske tester av en kvalifisert patolog.

Sammendrag og forklaring

Cytomegalovirus (CMV) er et medlem av beta herpesvirus-familien. CMV overferes via kroppsvaesker og kan etablere en primaer
infeksjon, latent infeksjon og pafglgende viral reaktivering. CMV kan etablere infeksjon i mange organer, inkludert lunge, nyre og lever, i
saerdeleshet, har aktivt virus blitt observert i epitelceller, endotelceller, fibroblaster og glattmuskelceller, sa vel som i mesenkymale celler,
hepatocytter, granulocytter og monocytt -aviedede makrofager'.

| lgpet av aktiv CMV-infeksjon, er det en tidsmessige syntese av tre kategorier av proteiner kodet av virale gener betegnet
mellomliggende - tidlig, tidlig og sen. Mellomliggende-tidlige proteiner uttrykkes 1-3 timer etter infeksjon, og er antatt a spille en rolle
for effektiviteten av viral replikasjon. Tidlige proteiner dirigerer viral syntese, mens sene proteiner er i hovedsak strukturelle, involvert i
virusoppbyggingen.

CMV er et vanlig opportunistisk patogen, i stand til & forarsake alvorlig sykdom hos immunsupprimerte individer som AIDS-pasienter,
transplanterte pasienter og hos nyfadte. Medfedt CMV er et resultat av intrauterin infeksjon, og selv om de fleste av barna er
asymptomatiske, kan medfedt CMV fare til nevrogent herselstap, kognitivt, motor og visuelt underskudd og anfall?.

ISH ved hjelp av CMV Probe anvendes for pavisning av humane CMV-infeksjoner i formalinfiksert, parafininnstepte vev®.
Fremgangsmaten er reproduserbar og ber resultere i intens brun hovedsakelig cytoplasmisk farging av celler inneholdende CMV-tidlig
gen RNA.

Reagens som foelger med
CMV Probe er en fluorescein-konjugert oligonukleotid-sonde levert i hybridiseringsopplgsningen.
Samlet volum = 5,5 mL

Opplesning og blanding
CMV Probe er klar til bruk. Rekonstituering, blanding, fortynning eller titrering av denne reagens er ikke ngdvendig.

Materialer som trengs, men som ikke felger med

Henvis til “Bruke BOND reagenser” i BOND brukerdokumentasjonen for en komplett liste over materialer som kreves for
prevebehandling og in situ hybridisering flekker ved hjelp av BOND-systemet (herunder Leica BOND-MAX-systemet og Leica BOND-III-
systemet).

Oppbevaring og stabilitet
Oppbevar ved 2-8 ° C. Produktet er stabilt under disse forholdene opp til utlepsdatoen som er angitt pa beholderen etiketten.

Det er ingen apenbare tegn som indikerer forurensing og/eller ustabilitet. Egnede positive og negative kontroller vev skal kjeres samtidig
som testvevet.

Ga tilbake til 2-8 ° C umiddelbart etter bruk.
Oppbevaringsbetingelser annet enn de som er oppgitt ovenfor ma bekreftes av brukeren®.

Forholdsregler
« Dette produktet er for in vitro diagnostisk bruk.

CMV PROBE H360D: Kan skade det P201: Innhent saerskilt instruks fer bruk.

Inneholder Formamid (<50%)  ufedte barnet. P202: Skal ikke handteres fer alle advarsler er lest og oppfattet.
og dekstransulfat (<30%). H315: Irriterer huden. P260: Ikke innand stev/reyk/gass/take/damp/aerosoler.

GHSO07: Utropstegn. H319: Gir alvorlig P308+313: Ved eksponering eller mistanke om eksponering: Sgk
GHSO08: Helsefare. gyeirritasjon. legehjelp.

Signalord: Fare. P314: Sgk legehjelp ved ubehag.

P264: Vask hender grundig etter bruk.

P280: Benytt vernehansker/verneklzer/vernebriller beskyttelse /
ansiktsskjerm.

P305+351+338: VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med
vann i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt
lar seg gjere. Fortsett skyllingen.

P337+313: Ved vedvarende gyeirritasjon: Sgk legehjelp.
P302+352: VED HUDKONTAKT: Vask med mye sape og vann.
P332+313: Ved hudirritasjon: Sgk legehjelp.

P362+364: Ta av forurenset tey og vask det for gjenbruk.

Kun til yrkesmessig bruk.
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« For afa en kopi av HMS-databladet, kan du kontakt din lokale leverander eller regionale kontor til Leica Biosystems, eller alternativt,
besgke Leica Biosystems Nettside, www.LeicaBiosystems.com

* Prover, for- og etter fiksering, og alle materialer utsatt for dem, skal handteres som om i stand til & overfgre smitte og kastes med
riktige forholdsregler’. Pipetter aldri reagenser via munnen og unnga kontakt med hud og slimhinner med reagenser eller prever. Hvis
reagenser eller prgver kommer i kontakt med sensitive omrader, vask med store mengder vann. Oppsek medisinsk tilsyn.

« Spk rad hos federale, statlige eller lokale forskrifter for avhending av alle potensielt giftige komponenter.

« Reduser mikrobiell forurensning av reagensene, eller en gkning av ikke- spesifikk farging kan forekomme.

« Henting, inkubasjonstider eller temperaturer andre enn de som er spesifisert, kan gi feilaktige resultater. Enhver slik endring skal
godkjennes av brukeren.

Bruksanvisninger

CMV Probe ble utviklet for bruk pa automatiserte BOND-systemet (herunder Leica BOND-MAX-systemet og Leica BOND-IIl-systemet)
i kombinasjon med Anti-Fluorescein Antibody og BOND Polymer Refine Detection. Den anbefalte fargingsprotokollen for CMV Probe er
ISH Protocol A. Enzym gjenhenting anbefales & bruke BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, i 15 minutter.

Passende vev- og reagenskontroller skal alltid brukes. Protokollen for vev- og reagenskontroller skal tilsvare CMV Probe.

Kvalitetskontroll

Forskjeller i vevbehandling og tekniske prosedyrer i brukerens laboratorium kan medfere signifikant variasjon i resultatene,
ngdvendiggjer regelmessig yter interne kontroller i tillegg til falgende prosedyrer.

Positiv vevskontroll
Brukes til & angi riktig forberedt vev og riktig fargeteknikker.

En positiv vevskontroll ber inkluderes for hvert sett med testforhold i hver fargekjering. Et vev med svakt positiv farging er mer egnet enn
et vev med sterk positiv farging for optimal kvalitetskontroll og & detektere sma nivaer av reagens degradering.

Negativ vevskontroll
Skal undersgkes etter den positive vev kontroll for & kontrollere spesifisiteten av merking av sonden til malet.

Alternativt, variasjonen av ulike celletyper som finnes i de fleste vevseksjoner ofte tilby negative kontrollomrader, men dette bar
verifiseres av brukeren.

Negativ reagenskontroll

Bruk RNA Negative Control Probe PB0809 i stedet for CMV Probe med en del av hver pasientprave for & vurdere ikke-spesifikk farging
og tillate bedre tolkning av spesifikk farging pa malet.

Positiv reagenskontroll

Bruk RNA Positive Control Probe PB0785 i stedet for CMV Probe med en del av hver pasientpreve for a gi informasjon om bevaring av
nukleinsyrer i vevet, sa vel som tilgjengeligheten av nukleinsyrer til sonden. Hvis RNA Positive Control Probe unnlater & demonstrere
positiv farging, ber resultater med pregvene anses som ugyldige.

Pasientvev

Undersgke pasientpraver farget med CMV Probe til slutt. Positiv fargingsintensitet skal bli vurdert i sammenheng med hvilken som helst
ikke-spesifikk bakgrunnsfarging av RNA Negative Control Probe PB0809.

Forventede resultater

Normalt vev

Ingen spesifikk CMV mRNA farging ble oppdaget ved bruk av PB0614 i et vidt spekter av normale vev. Svak farging ble oppdaget i
epitelceller i skjoldbruskkjertelen, prostata, strupehode og spisergr, tubuli i nyrene, sekresjonscellene i binyrene og Leydig-cellene.
Denne fargingen forstyrrer ikke fargingstolking. (Totalt antall evaluerte normale tilfeller = 100).

Tumorvev

PB0614 farget 3/3 CMV smittet lunge, 1/1 CMV smittet tarm og 1/1 CMV smittet lever. Ingen farging ble observert i lungesvulster (0/3),
ovarietumorer (0/3), leversvulster (0/3), skjoldbruskkjertelsvulster (0/3), spiserarsvulster (0/2), brystsvulster (0/2), metastatiske svulster
med ukjent opprinnelse (0/2), hjernesvulster (0/2), testikkelsvulster (0/2), hudkreft (0/2), en kolonsvulst (0/1), en magesvulst (0/1), en
rektal tumor (0/1), en svulst i strupehodet (0/1), og en tumor i brisselen (0/1). (Totalt antall evaluerte unormale tilfeller = 34).

PB0614 anbefales for oppdagelse av CMV mRNA.

Produktspesifikke begrensninger

CMV Probe har blitt optimalisert pa Leica Biosystems for bruk med Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection og
BOND ekstra reagenser. Brukere som avviker fra anbefalte testprosedyrer ma ta ansvar for tolkning av pasient resultater under disse
omstendighetene. Protokollen kan variere pa grunn av variasjoner i vev fiksering og effektiviteten av enzymatisk oppslutning, og ma
bestemmes empirisk. RNA negativ kontrollsonde begr brukes nar du optimaliserer gjenfinningsforhold og protokoll flere ganger.

Feilsgking

Referanse 8 kan hjelpe i forbedringstiltak.

Testprover skal utfylles av faktiske vev- og reagenskontroller. Kontakt din lokale forhandler eller regionale kontor for Leica Biosystems for
rapportering av uvanlige flekker.
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Videre informasjon

Ytterligere informasjon om in situ hybridisering med BOND reagenser, under overskriften Prinsipp for prosedyren, Materialer som er
nedvendige, forberedning, kvalitetskontroll, analysebekreftelse, tolkning av farging, symbol pa etiketter og general begrensninger kan
finnes i “Bruk av BOND reagenser “i din BOND brukerdokumentasjon.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMY Probe
Katalog No: PB0614

Kullanim Amaci

Bu reaktif, in vitro tani kullanimi igindir.

CMV Probe, otomatik BOND sistemi kullanilarak (Leica BOND-MAX sistemini ve Leica BOND-III sistemini de igermektedir) in situ
hibridizasyon (ISH) yoluyla formalinde fikse edilmis parafine gémiili dokudaki insan sitomegaloviriis erken gen RNA transkriptinin kalitatif
tanimlamasinda kullaniimak tizere tasarlanmistir.

Boyamalarin veya bulunmamasinin klinik yorumu morfolojik galismalar ve uygun kontrollerle tamamlanmali ve uzman bir patolog
tarafindan hastanin klinik dykisi ve diger tani testleri baglaminda degerlendiriimelidir.

Ozet ve Agiklama

Sitomegalovirlis (CMV) Beta Herpes Viriis ailesinin bir tiyesidir. CMV vicut sivilari ile bulasir ve primer enfeksiyon, latent enfeksiyon
ve takip eden viral reaktivasyona neden olabilir. CMV akciger, bobrek ve karaciger gibi birgok organda enfeksiyona neden olabilir ve
ozellikle aktif virlis epitelyal hiicreler, endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve diiz kas hticreleri ve ayrica mezenkimal hiicreler, hepatositler,
granUlositler ve monosit tiirevi makrofajlarda gézlemlenmistir'.

Aktif CMV enfeksiyonu sirasinda, ara-erken, erken ve geg olarak atanmis viral genler tarafindan kodlanmis g protein kategorisinin
temporal sentezi meydana gelir. Ara-erken proteinler enfeksiyondan 1-3 saat sonra eksprese edilir ve viral replikasyonun etkililiginde rol
oynadiklari disindlir. Erken proteinler viral sentezi yonlendirirken, geg proteinler 6ncelikli olarak yapisal sekilde virion grubuna katilir.

CMV, AIDS hastalari, transplant hastalari ve yenidoganlar gibi badisiklik sistemi bozulmus bireylerde ciddi hastaliklara neden olma
kapasitesine sahip yaygin bir firsat¢i patojendir. Kongenital CMV intrauterin enfeksiyonunun bir sonucudur ve gocuklarin biytik kismi
asemptomatik olsa da, kongenital CMV sensorindral isitme kaybi, bilissel, motor ve gérme bozukluklari ve nébetler?.

CMV Probe’un kullanildigi ISH formalinde fikse edilmis parafine gémiilii dokudaki insan CMV enfeksiyonlarinin saptanmasi igin
kullanilir®. Yontem tekrarlanabilirdir ve CMV erken gen RNA'si igeren hiicrelerin genel olarak yogun, kahverengi sitoplazmik boyamasi ile
sonuglanmalidir.

Saglanan Reaktifler
CMV Probe, hibridizasyon ¢ozeltisi igcinde temin edilen fluoresein-konjuge oligonikleotid probdur.
Toplam hacim = 5,5 mL

Seyreltme ve Karistirma
CMV Probe kullanima hazirdir. Bu reaktifin sulandiriimasi, karistiriimasi, seyreltiimesi veya titre edilmesi gerekmez.

Gerekli Olan Fakat Saglanmamis Malzemeler

BOND sistemi kullanilarak (Leica BOND-MAX sistemini ve Leica BOND-III sistemini de icermektedir) numune isleme ve in situ
hibridizasyon boyama igin gerekli malzemelerin tam listesi igin BOND kullanici dokiimantasyonundaki “BOND Reaktiflerinin Kullanimi”
bélimiine bakiniz.

Saklama ve Stabilite

2-8 °C’de saklayin. Uriin kap etiketinde belirtilen son kullanma tarihine kadar bu kosullar altinda stabildir.

Kontaminasyon ve/veya instabilite gosteren agik bir belirti yoktur. Uygun pozitif ve negatif doku kontrolleri test dokusu ile ayni anda
gerceklestiriimelidir.

Kullanimdan hemen sonra derhal 2-8 °C sicakliga dénin.

Yukarida belirtilenlerin digindaki saklama kosullari kullanici tarafindan dogrulanmalidir®.

Onlemler
< Bu Urln in vitro tani kullanimi igin tasarlanmistir.

CMV PROBE H360D: Anne karninda P201: Kullanmadan 6nce 6zel talimatlari aliniz.

Formamid (<50%) igeriyor ve  gocuga zarar verebilir. P202: Kullanmadan 6nce tiim glivenlik talimatlarini okuyunuz ve
dekstran silfat (<30%). H315: Cilt tahrislerine anlayiniz.

GHSO7: (inlem isareti. neden olur. P260: Toz/duman/gaz/sis/buhar/aerosol solumayiniz.

GHSO08: Saglik tehlikesi. H319: Ciddi g6z P308+313: Maruziyet veya etkilenme HALINDE: Tibbi tavsiye / bakim
Isaret kelimesi: Tehlike. tahrigine neden olur. alin.

P314: Kendinizi iyi hissetmiyorsaniz tibbi tavsiye / bakim alin.

P264: Kullandiktan sonra ellerinizi iyice yikayiniz.

P280: koruyucu eldiven/koruyucu elbise/gdz koruyucu/ylz siperi
kullaniniz.

P305+351+338: GOZLERLE TEMAS HALINDE: Birkag dakika dikkatlice
suyla yikayiniz. Miimkiinse mevcut kontak lensleri gikariniz. Yikamaya
devam ediniz.

P337+313: Goz tahrisinin devami halinde: Tibbi tavsiye / bakim alin.
P302+352: CILT ILE TEMAS HALINDE: Bol miktarda su ve sabunla
yikayiniz.

P332+313: Cilt tahrisinde: Tibbi tavsiye / bakim alin.

P362+364: Kontamine olmus giysileri gikarin ve tekrar kullanmadan
once yikayin.

Sadece uzmanlar tarafindan kullanilmalidir.

PB0614
Page 35



« Malzeme Guvenlik Bilgi Formunun bir kopyasini almak igin yerel distribiitériiniiz veya Leica Biosystems bolge ofisi ile iletisime gegin
veya Leica Biosystems'in internet sitesini ziyaret edin:
www.LeicaBiosystems.com

« Fiksasyondan 6nce ve sonra numuneler ve bunlara maruz kalan tiim malzemeler’ enfeksiyon bulastirabilen maddeler olarak ele
alinmali ve uygun énlemler alinarak imha edilmelidir. Reaktifleri higbir zaman agzinizla pipetlemeyin ve reaktiflerin veya numunelerin
cilt ve mukdz membranlarla temasindan kaginin. Reaktiflerin veya numunelerin hassas bolgelerle temas etmesi halinde, bol su ile
yikayin. Tibbi yardim alin.

« Toksik olma potansiyeli olan bilesenleri imha etmek igin Federal, Devlet veya yerel diizenlemeleri takip edin.
« Reaktiflerin mikrobiyal kontaminasyonunu en aza indirin, aksi halde spesifik olmayan boyamada bir artis meydana gelebilir.

« Belirtilenlerin disindaki geri alma, inkiibasyon streleri veya sicakliklar hatali sonuglara neden olabilir. Bu gibi degisiklikler kullanici
tarafindan dogrulanmalidir.

Kullanim Talimatlan

CMV Probe Anti-Fluorescein Antibody ve BOND Polymer Refine Detection ile kombinasyon halinde otomatik BOND sistemi (Leica
BOND-MAX sistemini ve Leica BOND-III sistemini de icermektedir) tizerinde kullaniimak igin gelistirilmistir. CMV Probe igin 6nerilen
boyama protokolii ISH Protocol A'dir. BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 kullanilarak 15 dakika boyunca enzim geri alimi
tavsiye edilir.

Her zaman uygun doku ve reaktif kontrolleri kullanilmalidir. Doku ve reaktif kontrolleri protokolii CMV Probe’un protokoliine uygun
olmalidir.

Kalite Kontrol

Kullanicinin laboratuarindaki doku isleme ve teknik prosediirlerdeki farkliliklar sonuglarda anlamli degiskenlige yol agarak asagidaki
prosediirlere ek olarak diizenli sekilde sirket igi kontrollerin gerceklestiriimesini gerektirebilir.

Pozitif Doku Kontrolii

Dogru sekilde hazirlanmis dokulari ve uygun boyama tekniklerini géstermek igin kullanilir.

Her boyama dénguisiinde her test kosulu setine bir pozitif doku kontrolii dahil edilmelidir. Minér diizeydeki reaktif bozulmalarini saptamak
icin zayif pozitif boyama yapilan bir doku optimal kalite kontrol igin giiglii pozitif boyama yapilmis bir dokudan daha uygundur.

Negatif Doku Kontrolii
Prob etiketinin hedefe gore spesifikligini dogrulamak igin pozitif doku kontroliinden sonra incelenmesi gerekir.

Alternatif olarak, birgok doku kesitinde bulunan farkl hticre tipleri sik sik negatif kontrol alanlari sunar, fakat bu kullanici tarafindan
dogrulanmalidir.

Negatif Reaktif Kontroli
Spesifik olmayan boyamayi degerlendirmek ve hedefteki spesifik boyamanin daha iyi sekilde yorumlanmasini saglamak igin her hasta
numunesinin bir kesiti ile CMV Probe yerine RNA Negative Control Probe PB0809'u kullanin.

Pozitif Reaktif Kontrolii

Dokudaki niikleik asitlerin korunmasi ve niikleik asitlerin proba ulasabilirligi hakkinda bilgi saglamak igin her hasta numunesinin bir
kesiti ile CMV prob yerine RNA Positive Control Probe PB0785'i kullanin. RNA Positive Control Probe’un pozitif boyama gosteremedigi
durumlarda, test numuneleri ile elde edilen sonuglar gegersiz olarak kabul edilmelidir.

Hasta Dokusu

En son CMV prob ile boyanmis hasta numunelerini inceleyin. Pozitif boyama yogunlugu su probun spesifik olmayan arka plan boyamasi
baglaminda degerlendirilmelidir: RNA Negative Control Probe PB0809.

Ongériilen Sonuglar

Normal Dokular

PB0614 kullanildiginda ¢ok sayida normal dokuda spesifik CMV mRNA boyamasi saptanmamuistir. Tiroid epitelyal hicreleri, prostat,
larinks ve 6zofagus, bobrek tiibllleri, bobrekistil bezlerindeki salgi hiicreleri ve Leydig hiicrelerinde soluk boyama saptanmistir. Bu
boyama, boyamanin yorumlanmasini engellememektedir. (Degerlendirilen toplam normal vaka sayisi = 100).

Timorli Dokular

PB0614 3/3 CMV enfeksiyonu akcideri, 1/1 CMV enfeksiyonlu bagdirsagi ve 1/1 CMV enfeksiyonlu karaciger boyamistir. Akciger timorleri
(0/3), ovaryen tiimérleri (0/3), karaciger timérleri (0/3), tiroid timérleri (0/3), 6zofagus timérleri (0/2), gégls tlimérleri (0/2), bilinmeyen
nedenlerle meydana gelen metastatik timorler (0/2), beyin timarleri (0/2), testikiler timérler (0/2), cilt timorleri (0/2), kolon timoru
(0/1), mide timori (0/1), rektal tamor (0/1), larinks tumord (0/1) ve timus timoriinde (0/1) boyama gorilmemistir. (Degerlendirilen toplam
normal olmayan vaka sayisi = 34).

PB0614 CMV mRNA’nin saptanmasi icin tavsiye edilir.

Uriine Ozgii Sinirlamalar

CMV Probe Leica Biosystems’te Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection ve BOND yardimci reaktifleri ile kullanim
icin optimize edilmistir. Tavsiye edilen test prosedirlerine riayet etmeyen kullanicilar bu kosullar altinda hasta sonuglarin yorumlanmasi
ile ilgili sorumlulugu Ustlenmelidir. Protokol sireleri doku fiksasyonundaki varyasyon ve enzimatik sindirimin etkililigi nedeniyle farklilk
gosterebilir ve ampirik olarak belirlenmelidir. RNA Negative Control Probe geri alma kosullari ve protokol sireleri optimize edilirken
kullaniimalidir.

Sorun Giderme
Referans 8 sorunlarin giderilmesinde faydali olabilir.
Test numuneleri uygun doku ve reaktif kontrolleri ile tamamlanmalidir. Olagandisi boyamayi bildirmek igin yerel distribiitériiniiz veya
Leica Biosystems bdlge ofisi ile iletisime gegin.
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Daha Fazla Bilgi

BOND reaktifleri in situ hibridizasyon hakkinda daha fazla bilgi BOND kullanici dokiimantasyonundaki “BOND Reaktiflerinin Kullanimi”
icinde Prosedur Prensibi, Gerekli Malzemeler, Numunenin Hazirlanmasi, Kalite Kontrol, Miktar Tayini Dogrulamasi, Boyamanin
Yorumlanmasi, Etiket Uzerindeki Sembollerin Agiklamasi ve Genel Sinirlamalar basliklari altinda bulunabilir.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMY Probe
Karaao:xen Ne: PB0614

MpeaHasHayeHne

Tosu peareHT e 3a ynotpeba npw in vitro anarHocTuka.

MpopykTeT CMV Probe e npegHasHaveH 3a kayecTBeHa naeHTudmkaums Ha paHHust PHK TpaHckpunT Ha YoBeLKWs LMToMeranosupyc,
BbB (hMKCMpaHa ¢ hopManvH, BrpageHa B napaduH TbkaH ypes in situ xubpuamsaums (ISH) ¢ nomoluta Ha aBTomMaTusnpaHara cuctema
BOND (BkntoyBa cuctemute Leica BOND-MAX n Leica BOND-III).

KnuHnyHaTa MHTepnpeTaLms Ha BCSIKO OLiBETsIBaHE WU HeroBaTa nurca crieAea fAa 6bae AombrHeHa OT MOPONOrMYHU NPoyYBaHs

W CbOTBETHUTE KOHTPOIIM 1 [ia Ce OLIEHsIBa B KOHTEKCTA Ha KNWHUYHATa UCTOPUS Ha NaLMeHTa 1 Apyrv AMarHOCTUYHW n3cneaBaHus ot
kBanudULUMpaH naTonor.

OnucartenHa u passicHuUTenHa

LiutomeranosupycbT (CMV) e YacT oT cemelcTBOTO Ha GeTa-xepnecHuTe Bupycu. CMV ce npegasa NocpefcTBOM TENECHWU TEYHOCTU

1 MOXe [1a MPUYMHM MbPBUYHA UHEKLMS, NaTeHTHa UHeKLUMs 1 NocneaBalla BupycHa peaktvsauusi. CMV Moxe aa aoseae Ao
WHPEKLMS B MHOTO OpraHu, BKMtounTenHo 6enute apo6ose, 6bOpeumTe 1 YepHus Apo6, no-cneuuanHo akTUBHUAT BUPYC ce Habniogasa
B eNUTeNHUTE KNEeTKKU, EHAOTENNanHuTe knetku, pnbpobnactute n rnagkuTe MyCcKynHW KNeTKW, KakTo U B Me3eHXMManHUTe KneTku,
XenaTouuTuTe, rpaHynoLmMTUTe U Makpodar1Te, 3Bne4YeHn ot MoHoOLUTH .

Mo Bpeme Ha akTuBHa MHGekUus ¢ CMV ce HabniogaBa BpeMEHeH CUHTE3 Ha TPU KaTeropum NpoTeuHW, KOAPaHW OT BUPYCHM TeHU,
0603HauYeHn KaTo CpeaHO-PaHHK, PaHHU U KbCHU. CpefHO-paHHWUTE NPOTeNHWU ce oTaensaT 1-3 Yaca cnea MHAEKTUPaHETO U ce CMATa, Ye
[IONPUHACAT 3a eheKTUBHOCTTa Ha BUPyCHaTa pennukaums. PaHHUTe NPoTenHN KOHTPONMPAT BUPYCHUS CUHTES, @ KbCHUTE NPOTENHM ca
OCHOBHO CTPYKTYPHW 1 y4acTBaT BbB (hOPMMPAHETO Ha BUPKOHA.

CMV e WwupoKo pasnpocTpaHeH OMOPTIOHUCTUYEH NaTOreH, KOMTO MOXe Aa NPUHMHU Cepro3HI 3abonsiBaHNs Npu
VMYHOKOMMNPOMETUPaHM Nnua, kato Hanpumep nauneHt cbe CMWH, TpaHcnnaHTpaHu nauneHTn u HoBopoaeHu. Bpogenuat CMV e
pesynTaT oT BbTpeMaToyHa UHeKLMS N HE3aBUCMMO Ye NoBeYeTo-roNsiMa YacT oT JeliaTta npoTuya 6e3cMnToMHO, BpoaeHnaT CMV
MoXe Aa AoBeAe [0 CeH3oHeBpanHa 3aryba Ha criyxa, KOTHUTUBHW, ABUraTeNHU U 3pUTENHN HapyLLEHUs 1 NpunagbLm.

ISH nocpencrteom CMV Probe ce n3nonasa 3a oTkpuBaHe Ha uHdekumn ¢ yoselkun CMV BbB hukcnpaHa ¢ popmanuH, BrpageHa B
napacduH TbkaH®. MeToabT e Bb3Npou3BOAMM, a O4aKBaAHWAT Pe3ynTaT e HacUTeHO KasiBO OLiBETABAHE Ha LMTONMasmara Ha KneTkure,
cbabpxawy PHK Ha paHHuTe CMV renu.

I'Ipen,ocTaBeHM peareHTu
CMV Probe e KoHtormpaHa ¢ ¢hnyopecLyH OnUroHykneotuaHa npoba, JocTaBeHa B pasTBoOp 3a Xubpuansaums.
06w obem = 5,5 mL

Pa3pe)|(na|-|e n cmecBaHe
MpopykTsT CMV Probe e rotos 3a ynotpe6a. He ce nsnckea Bb3cTaHOBABaHe, CMECBaHe, pa3pex/jaHe Unm TUTpUpaHe Ha TO3W peareHT.

HeO6XO,qVIMVI, HO HenpegocTaBeHU matepuanu

BuxTe ,Ynotpe6a Ha peareHT BOND® BbB BaluaTta AokyMeHTaumus 3a notpebutens Ha BOND 3a nbneH cnucbk oT matepuani,
HeobxoMMK 3a TpeTUpaHe Ha CnecuMeHu 1 in situ ouBeTsBaHe ¢ xMbpuansaums npu nanonssaHe Ha cuctemata BOND (BkriovBa
cuctemute Leica BOND-MAX u Leica BOND-III).

CbXxpaHeHue n ctabunHoct

CbxpaHsBaiiTe npu Temnepatypa 2 — 8 °C. MpofyKTbT e CTabuneH npu Teav yCnoBusi 0 U3TUHAHE Ha CPOKa Ha FOAHOCT, yKasaH Ha
eTUKeTa Ha KoOHTeuHepa.

He ca Hanuue o4eBnaHN NpusHauK, ykassawm saMbpcsBaHe W/vnu HectabunHocT. CbOTBETHUTE MO3UTUBHMU U HEraTUBHU TbKaHHW
KOHTponu TpsibBa fa 6baaTt o6paboTeHn eAHOBPEMEHHO C TeCTOBaTa ThKaH.

[la ce BbpHe Ha TemnepaTypa 2 — 8 °C BegHara cnep ynorpeba.
[lpyrvTe ycrnoBusi Ha CbXpaHeHWe, OCBEH NOCOYeHUTe no-rope, TpsibBa Aa 6baaT NpoBepeHu oT noTpebuTense.
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MpeanasHn mepkn
« Tosun NnpoayKT e NnpeaHasHadeH 3a in Vitro AnarHocTuka.

CMV PROBE H360D: Moxe na P201: Mpeam ynotpeba ce cHabaeTe CbC cneumantn MHCTPYKLUN.
Cbabpxa opmamua (<50%)  yBpeau nnoga. P202: He usnonseaiite, npeau Aa cte npoyenu u pasbpanu BCuyku
1 pekcTpaH cyndart (<30%). H315: Mpenussukea npeanasHu Mepky 3a 6esonacHocT.

GHSO07: YauBuTeneH 3Hak. [ApasHeHe Ha Koxara. P260: He BauwiBaiiTe npax/nywek/ras/aum/manapexns/aeposonu.
GHSO08: OnacHocT 3a H319: Npeaussuksa P308+313: MPW siBHa unu npegnonaraema ekcnoauuus: MotbpceTe
3apaseTo. CEpUO3HO Apa3HeHe Ha MeANLIMHCKM CbBET/MOMOLL,.

CurHanHu aymu: OnacHocT. ouunTe. P314: Mpun Hepa3nonoXeHWe NOTbPCETE MEANLIMHCKN CbBET/MOMOLLL.

P264: iamMuitTe pbLETE CU CTapaTenHo crea ynotpeba.
P280: M3non3gaiiTe npeanasHu pbkaBuum/npeanasHo obnekno/
npeanasHW ounna/npeanasHa mMacka 3a nuue.
P305+351+338: MPN KOHTAKT C OYUTE: U3snnakHeTe BHUMATENHO
C BoAa B NPOAbIDKEHNE Ha HSIKONKO MUHYTU. CBaneTe KOHTaKTHUTE
neLlm, ako MMa TakuBa v AOKOINKOTO ToBa € Bb3MOXHO. MpoabmkeTe ¢
N3nnakBaHeTo.
P337+313: Mpwn npogbmxutenHo apasHeHe Ha oyuTte: MNMoTbpceTe
MEeAVLMHCKN CbBET/MOMOLL.
P302+352: MPW KOHTAKT C KOXXATA: U3muiiTe 06unHo cbe canyH
v BoAa.
P332+313: Mpun nosiBa Ha KOXHO ApasHeHe: MoTbpceTe MeaNLIMHCKN
cbBeT/nomoL.
P362+364: CeaneTte 3aMbpCceHOTO 06MeKIo 1 ro usnepete npeau
noeTopHa ynotpeba.
Camo 3a npogpecuoHarnHa ynorpeba.
« 3a ga nony4nTte konve Ha VHdopmaLmoHHMs McT 3a 6e30nmacHOCT Ha MaTepuanuTe, cBbpxeTe ce ¢ Balwms MmecteH aucTpubyTop
nnu pervoHaneH ocuc Ha Leica Biosystems unu nocetete yebcaita Ha Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com
* CnecumenuTe npeay n cnep huUKcaums, KakTo U BCUYKM MaTepuani, U3NOXeHW Ha TSXHOTO BNusiHue, Tpsabea fa 6baat TpeTupann
KaTo crnocobHW Aa npegaaat UHdekumsi n aa 6baaT M3XBLPIIEHM, NpUNarainku CbOTBETHUTE NpeanasHn Mepkmi Hvkora He
nuneTupanTe peareHT! ¢ ycTa 1 n3bsirBaiiTe KOHTaKT Ha koXarta v NiMraBuLuTe C peareHTu Unu cnecuMeHu. Mpu KOHTaKT Ha peareHTH
VN CMECUMEHN C YyBCTBUTENHU 30HW M3MUIATE 30HUTE C OBUITHO Konn4ecTBO BoAa. MNoTbpceTe MeanUMHCKa NOMOLL,.
* KoHcynTupaiite ce ¢ hefeparnHute, AbpxaBHUTE UM MECTHUTE PerfaMeHT! OTHOCHO U3XBBLPIISIHETO Ha MOTEHLMANHO TOKCUYHN
KOMMOHEHTH.
« Caexpaiite 40 MUHUMYM MUKpOBHaTa KOHTaMWUHALWS HA peareHTUTe, B NPOTUBEH Crlyvail MOXe [a ce NosiBv yBenmyaBaHe Ha
HecneundUIHOTO oLBETSBaHE.
*  M3BnuyaHeTo, MHKyGaLMOHHUTE BpeMeHa Ui TemnepaTypy, pasfiviyHm OT NOCOYeHUTe, MoraT [ja foBefaT A0 NOrpeLlHn pesynTaTu.
Bcsikakeu nopgobHu npomexn TpsibBa Aa 6baat Banuaupanu ot notpebutens.

WUHcTpykuum 3a ynotpeba

MpoaykTsT CMV Probe e paspaboteH 3a ynotpeba ¢ aBTomatuamnpaHata cuctema BOND (BkntouBa cuctema Leica BOND-MAX n
cuctema Leica BOND-IIl) B komGuHaums ¢ Anti-Fluorescein Antibody n BOND Polymer Refine Detection. MpenopbuntenHust npotokon
3a oupeTsBaHe 3a CMV Probe e ISH Protocol A. Mpenopbysa ce U3BnuMyaHe Ha eH3MMK B NpoabIKeHne Ha 15 MUHYTU ¢ nomMoLuTa Ha
BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1.

Buharu Tpsibea Aa ce n3nonasaT noAxoAsLuM KOHTPOMW Ha TbKaHW U peareHTW. [pOTOKOMbT 3a KOHTPONUTE Ha TbKaHW U peareHTu
TpsibBa Aa cboTBETCTBA Ha To3n 3a CMV Probe.

KauecTBeH KOHTpoOn

PasnuuusTa B o6paGoTkaTa Ha TbKaHWUTe U TEXHUYeckuTe npoLieaypy B naGopatopusita Ha NoTpeGuTens morat Aa foBeaar Ao
3HaYNTErNHO BapupaHe Ha pe3ynTaTuTe, Hanaralo PefoBHO M3BLPLUBAHE HA BLTPELUEH KOHTPOS B AOMbIIHEHWNE KbM CrIEAHUTE
npoueaypu.

Mo3uTuBHA TbKaHHa KOHTpona

WM3nonaga ce, 3a Aa Ce NnoKaXkat NpaBuUITHO NPUroTBEHN TbKaHU N NPaBUITHU TEXHUKN Ha OLBEeTABaHe.

EpHa no3auTuBHa TbkaHHa koHTpona TpsibBa Aa Gbae BKIoYeHa 3a BCEKU CET C TECTOBM YCIIOBUS NpW BCska cepyusi Npobu 3a
oupeTsiBaHe. ThkaH CbC cnabo NO3UTUBHO OLBETABAHE € MO-MOAXOAsLLA OT ThKaH CbC CUIHO NO3UTUBHO OLBETSIBAHE 3a ONTUMAneH
Ka4eCTBEH KOHTPOI W 3@ OTKPUBaHE Ha NO-Mankv HWBa Ha Aerpajauys Ha peareHTa.

HeratmBHa TbKaHHa KOHTpona
TPRGBa Aa ce nacneqea crnej no3uTMBHaTa TbKaHHa KOHTpona, 3a Aa ce nposepu CI'IELlVIq)I/I‘-lHOCTTa Ha MapKnpaHeTo Ha uenesunsa
efnemMeHT OT coHaaTa.

AnTepHaTUBHO, pPa3sHOOGPa3NeTo OT Pa3nyHU BUAOBE KINETKW, MPUCLCTBALLM B NOBEYETO ThKaHHW CPE3n, YeCTo Npeanara MecTa 3a
HeraTuBHa KOHTpona, Ho ToBa TpsiGBa Aa ce NpoBepy OT NoTpebuTens.

HeratusHa KOHTpOJa Ha peareHTa

WManonaearite RNA Negative Control Probe PB0809 Bmecto CMV Probe ¢ yyacTbk OT cnecumeHa Ha BCeku NauueHT, 3a fa HanpasuTte
oLieHKa Ha HecreLdUYHOTO OLBETsIBaHe U Aa AafeTe no-fobpa MHTepnpeTaumus Ha cneuudrUyYHOTO OLUBETsIBaHe Ha NpULIENHUS
enemeHT.
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Mo3uTnBHa KOHTpPONa Ha peareHTa

Wanonaeaite RNA Positive Control Probe PB0785 Bmecto CMV Probe ¢ y4acTbk OT cnecvMeHa Ha BCEKU NauueHT, 3a Aa npefocTaBuTe
MHOpMaLMs 3a 3ana3BaHeTo Ha HYKMNeWHOBUTE KUCENNHU B TbKaHTa, KakTo 1 3a JJOCTLIHOCTTa Ha HYKIIEMHOBUTE KUCENWUHM 3a
npo6arta. Ako RNA Positive Control Probe He noka3sa no3vTMBHO OLBEeTSIBaHe, pe3yntaTuTe oT npobuTte, BKMOYeHW B TecTa, Tpsbaa Aa
ce cunTaT 3a HeBanuaHu.

TbKaH OT nauuneHTa

CnecumeHunTe Ha naumeHTu, ouseTeHn cbe CMV Probe, TpsibBa ga ce nacneaeat nocnegHu. HacuteHocTTa Ha NO3UTUBHOTO
ouBeTsBaHe TpsibBa fa Gbae oueHeHa B KOHTEKCTa Ha BCSIKO HecneumduyHo oHoBo ouseTsBaHe Ha RNA Negative Control Probe
PB0809.

OvakBaHu pe3ynTaTu

HopmanHu Tbkann

He ce oTkpuBa cneumnduyHo ougetsisaHe Ha MPHK cbc CMV npu usnonseaxe Ha PB0614 3a wupok Habop 0T HopManHu TbKaHu.
Brepoto oupeTsiBaHe ce OTKpMBA NPY €NUTENHN KNETKW Ha LWMTOBMAHATA Xresa, npocTaTaTa, napuHkca 1 xpaHonposoga, 6bbpeyHute
KaHanyeTa, CeKpeTopHUTE KNeTku B HaabbbpeyHaTa xresa u knetkute Ha Mlenaur. ToBa oLBETSBaHe He 3acsira MHTeprpeTUpaHeTo Ha
ouetsBaHeTo. (061 6Gpoit Ha oLeHeHUTe HopManHu cryyaun = 100).

ABHOPMHM ThKaH

PB0614 ougetsiBa 3/3 CMV-uHdekTupaH 65n apo6, 1/1 CMV-uHdekTrpaHo aedeno Yepso 1/1 CMV-uHdekTpaH YepeH apob. He

ce Habniopaea oueTsiBaHe npu 6enoapobHu Tymopu (0/3), Tymopu Ha siiyHuumTe (0/3), Tymopu Ha vepHus apo6 (0/3), Tymopu Ha
wuToBMaHaTa xnesa (0/3), Tymopu Ha xpaHonpoeoaa (0/2), Tymopu Ha MneyHata xnesa (0/2), MmeTactaTU4HM TYMOPU C HEN3BECTHA
etuonorus (0/2), Mo3by4HM Tymopw (0/2), Tymopu Ha Tectucute (0/2), koxHu Tymopu (0/2), Tymop Ha o6ogHoTo Yepso (0/1), Tymop Ha
ctomaxa (0/1), pektaneH Tymop (0/1), Tymop Ha napuHkca (0/1) u Tymop Ha Tumyca (0/1). (O6L 6poit Ha oLeHeHUTe aGHOPMHU cryyan
=34).

PB0614 ce npenopb4Ba 3a oTkpuBaHe Ha MPHK cc CMV.

CneundunyHn orpaHnyeHns Ha npoayKTa

MpoaykTsT CMV Probe e ontumuanpaH ot Leica Biosystems 3a ynotpe6a c Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection
n cnomaratenHu peareHtn BOND. MoTpebutennte, KOUTO Ce OTKNOHSBAT OT MpenopbyaHnTe NpoLeaypu 3a TectBaHe, Tpsibea Aa
noemar OTTOBOPHOCT 3a MHTeprpeTauusTa Ha pesyntaTute Ha nauueHTuTe nNpu Tesn obeTosTencTea. BpemerpaeHeTo Ha npoTokonute
MOXe [a Bapvpa nopaau Bapuauysita BbB uKcaLmsita Ha TbkaHTa 1 edpeKTUBHOCTTa Ha eH3uMaTuyHaTa acumunaums v Tpsiéea ga

ce onpeaenu emnupuyHo. Tpsibea aa ce usnonaea RNA Negative Control Probe npu ontumuaunpaHe Ha ycnosusita Ha U3Bnu4aHe v
BPEeMETPaeHETO Ha NPOTOKONUTE.

OTCTpaHﬂBaHe Ha Hen3npaBHOCTU
PecbepeHuums 8 moxe Aa noanoMorHe npy KopuripaLum aencTeus.
TecToBuTE Npo6U TpsiGBa Aa GbAAT AOMBIHEHW OT NOAXOASLMTE KOHTPOMN Ha ThKaHW U peareHTU.

CabpxeTe ce ¢ Bawwma mecteH auctpmbyTop unm permoHanHus ocuc Ha Leica Biosystems, 3a aa cbobwmte 3a HeobuyanHo
ouBeTaBaHe.

HdonbnHutenHa nidopmauus

[onbnHuTenHa nHgopmaums 3a in situ xubpuamsaums ¢ peareHt BOND moxete aa HamepuTe B ,YnoTpeba Ha peareHTv BOND*

BbB BallaTa [okyMeHTauus 3a notpebutens Ha BOND nog 3arnasusta ,[puHumMn Ha npoueaypara“, ,Heobxoaumu martepuanu®,
,MpuroTtesiHe Ha cnecumer”, ,KoHTpon Ha kayecTBoTO", ,[oTBBbPXAABaHe Ha aHanusa”“, ,MIHTepnpeTaums Ha ouBeTsiBaHeTo", JlereHaa Ha
cuMMBONMTE Ha eTukeTuTe” 1, 06K orpaHnyeHns”.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMYV Probe
Katalogusszam: PB0614

Alkalmazasi teriilet

Ez a reagens in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.

A CMV Probe a human citomegalovirus gének korai RNS-transzkriptumanak kvalitativ azonositasara szolgal formalinban fixalt,
paraffinba agyazott szévetben, in situ hibridizacio (ISH) utjan, automata BOND rendszer (igy a Leica BOND-MAX rendszer vagy a Leica
BOND-III rendszer) hasznalataval.

Minden festédés meglétének vagy hidanyanak klinikai értelmezését morfoldgiai vizsgalatokkal és megfelelé kontrollokkal kell kiegésziteni,
valamint az értékelést a beteg klinikai kortorténete és egyéb diagnosztikai vizsgalatok figyelembevételével, képzett patolégusnak kell
elvégeznie.

Osszefoglalas és magyarazat

A citomegalovirus (CMV) a béta-herpeszvirus csaladba tartozik. A CMV a testnedvekkel terjed, és elsGdleges fertézést, latens fertézést
okozhat, és késébbi virusreaktivacio is eléfordul. A CMV-fert6zés szamos szervet érinthet, beleértve elsésorban a tlid6t, vesét és majat;
aktiv virust figyeltek meg a hamsejtekben, endotélsejtekben, fibroblasztokban és simaizomsejtekben, valamint a mesenchymasejtekben,
majsejtekben, granulocitakban és a monocita eredetii makrofagokban'.

Az aktiv CMV-fert6zés soran atmenetileg harom fehérjecsoport szintetizalddik, amelyeket az azonnali-korai, korai és késéi viralis

gének kodolnak. Az azonnali-korai fehérjék a fert6zés utan 1-3 déraval expresszaloédnak, és az elképzelések szerint a virusreplikacio
hatékonysagaban jatszanak szerepet. A korai fehérjék a virusszintézist iranyitjak, mig a késéi fehérjék féleg struktirfehérjék, és a virion
Osszedllitasaban vesznek részt.

A CMV egy gyakori opportunista patogén, ami sulyos betegséget okoz immunkomprimalt személyeknél, példaul AIDS-betegeknél,
szervatiltetetteknél és Ujszuldtteknél. A velesziletett CMV-fert6zés méhen belili fert6z6dés eredménye, és noha a gyermekek tobbsége
tlinetmentes, a velesziiletett CMV érzéidegi eredeti hallasvesztést, csokkent kognitiv, motoros és vizualis funkciét és géresrohamokat
okozhat**.

A CMV Probe prébat alkalmazoé ISH a human CMV-fertézés kimutatasara szolgal formalinban fixalt, paraffinba agyazott szévetben®.

A mddszer reprodukalhatd, és intenziv, barna, foként citoplazmikus festédést eredményez a CMV gének korai RNS-ét tartalmazé
sejtekben.

Biztositott reagensek

A CMV Probe egy hibridizalé oldatban talalhatd, fluoreszceinnel konjugalt oligonukleotid préba.

Teljes mennyiség = 5,5 ml

Higitas és elegyités

A CMV Probe hasznalatra kész. Nem szlikséges a reagens feloldasa, elegyitése, higitasa vagy titralasa.

Sziikséges, de nem biztositott anyagok

A minta kezeléséhez és a BOND rendszerrel (igy a Leica BOND-MAX rendszerrel vagy a Leica BOND-III rendszerrel) végzett in situ

hibridizacios festéshez sziikséges anyagok teljes listajat lasd a BOND felhasznaléi dokumentéacio ,BOND reagensek hasznalata” cimii
részében.

Tarolas és stabilitas
2-8 °C-on tarolandé. A termék ilyen korilmények kdzétt a tartaly cimkéjén jelzett lejarati datumig stabil marad.

Nincsenek szennyezddésre és/vagy instabilitasra utal6é egyértelmdi jelek. A vizsgalt szdvettel egy idében a megfelel6 pozitiv és negativ
szovetkontrollok futtatasat is el kell végezni.

Felhasznalas utan azonnal tegye vissza 2—8 °C kozotti hémérsékletre.
Afentiekben eldirtaktdl eltéré tarolasi feltételeket a felhasznalénak ellendriznie kell®.

Ovintézkedések
« [Ez atermék in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.

CMV PROBE H360D: Karosithatja a P201: Hasznalat el6tt ismerje meg az anyagra vonatkoz6 kilénleges
Formamidot (<50%) és szilletend6 gyermeket. utasitasokat.

dextran-szulfatot (<30%) H315: Bérirritalé hatasu.  P202: Ne hasznalja addig, amig az 6sszes biztonsagi dvintézkedést el
tartalmaz. H319: Sulyos nem olvasta és meg nem értette.

GHSO07: Felkialtojel. szemirritaciot okoz. P260: A por/flst/gaz/kod/gézok/permet belélegzése tilos.

GHSO08: Egészségi veszély. P308+313: Expozicié vagy annak gyanuja esetén: orvosi ellatast kell
Jelzdszok: Veszély. kérni.

P314: Rosszullét esetén orvosi ellatast kell kérni.

P264: A hasznalatot kdvetden a kezet alaposan meg kell mosni.
P280: Véddkesztyl/védéruha/szemvédd/arcvédd haszndlata kételezd.
P305+351+338: SZEMBE KERULES ESETEN: Ovatos &blités vizzel
tobb percen keresztil. Adott esetben kontaktlencsék eltavolitasa, ha
kdnnyen megoldhaté. Az 6blités folytatasa.

P337+313: Ha a szemirritaciéo nem mdlik el: orvosi ellatast kell kérni.
P302+352: HA BORRE KERUL: Lemosas b3 szappanos vizzel.
P332+313: Bérirritacio esetén: orvosi ellatast kell kérni.

P362+364: A szennyezett ruhadarabot le kell vetni, és az ujboli
hasznalat elétt ki kell mosni.

PB0614 NP el f1a
Kizarélag szakemberek altali felhasznalasra.
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« Az anyagbiztonsagi adatlap igényléséhez forduljon a Leica Biosystems helyi forgalmazéjahoz vagy regionalis irodajahoz, vagy
keresse fel a Leica Biosystems weboldalat a www.LeicaBiosystems.com cimen.

« A mintakat fixalas el6tt és utan, valamint a velgk érintkez6 6sszes anyagot fert6zések terjesztésére képes anyagként kell kezelni, és
megfelel6 koriiltekintéssel kell artalmatlanitani . Soha ne pipettazza szajjal a reagenseket, tovabba keriilie a bér és a nyalkahartyak
érintkezését a reagensekkel és a mintakkal. Ha a reagensek vagy mintak érzékeny terllettel érintkeznek, b6 vizzel mossa le az
érintett terliletet. Forduljon orvoshoz.

« Minden potencidlisan toxikus &sszetevd artalmatlanitasaval kapcsolatban kdvesse a szévetségi, allami és helyi el6irasokat.

« Minimalisra kell csékkenteni a reagensek mikrobialis szennyezédését, kiilonben megndvekedhet a nem specifikus festédés.

« A megadottaktdl eltérd feltarasi korilmények, inkubacios idék és hémérsékletek hibas eredményekhez vezethetnek. A felhasznalénak
minden ilyen jellegl valtoztatast validalnia kell.

Hasznalati atmutaté

A CMV Probe automata BOND rendszerrel (igy a Leica BOND-MAX rendszerrel vagy a Leica BOND-III rendszerrel) és az Anti-
Fluorescein Antibody antitesttel és a BOND Polymer Refine Detection kittel valé egylittes hasznalatra lett kifejlesztve. A CMV Probe
prébahoz javasolt festési protokoll az ISH Protocol A. Az enzimes feltarashoz a BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 oldat
15 percig tarté alkalmazasa javasolt.

Mindig kell megfelel6 szévet- és reagenskontrollokat alkalmazni. A szévet- és reagenskontrollokhoz alkalmazott protokolinak meg kell
felelnie a CMV Probe protokolljanak.

Minéség-ellenérzés
A felhasznalé laboratériumaban alkalmazott szvetfeldolgozasi és technikai eljarasok eltérései jelentds kilonbséget okozhatnak az
eredményekben, ami az alabbi eljarasokon tul belsé kontrollok rendszeres futtatasat teszi sziikségessé.

Pozitiv szovetkontroll
A megfelel6 szovet-elkészités és festési technikak ellendrzésére hasznalatos.

Minden tesztelési korlilményegyittes esetében és minden megfestési sorozatban kell alkalmazni egy pozitiv szévetkontrollt. A gyengén
pozitiv festédésii szovet alkalmasabb az erésebben pozitiv festédésii szévetnél az optimalis minéség-ellenérzéshez, valamint a
kismértékli reagensbomlas észleléséhez.

Negativ szévetkontroll
A pozitiv szovetkontroll utan azért kell megvizsgalni, hogy a préba célnak megfelel6 jeldlésének specificitasat ellendrizni lehessen.

Ezenkivil a legtdbb szévetmetszetben jelen 1évé kiildnbdz6 sejttipusok gyakran hasznalhaték negativ kontrollként, de ezeket a
felhasznalonak kell ellendriznie.

Negativ reagenskontroll
A nem specifikus festédés kiérték éhez és a ¢ jtekben létrejové specifikus festédés jobb értelmezéséhez a CMV Probe helyett
alkalmazza az RNA Negative Control Probe PB0809 készitményt minden betegminta esetén egy metszetnél.

Pozitiv reagenskontroll

A nukleinsavak szoveti megtartottsagaval, valamint a nukleinsavak préba altali hozzaférhetéségével kapcsolatos informaciok
kinyeréséhez a CMV Probe helyett alkalmazza az RNA Positive Control Probe PB0785 készitményt minden betegminta esetén egy
metszetnél. Ha az RNA Positive Control Probe nem mutat pozitiv festédést, a vizsgalt mintdk eredményeit érvénytelennek kell tekinteni.

Betegszovet

A CMV Probe probaval festett betegmintakat vizsgalja meg utolséként. A pozitiv festédés intenzitasat az RNA Negative Control Probe
PB0809 esetleges nem specifikus hattérfestédésének viszonylataban értékelje.

Varhaté eredmények

Normal szévetek

A PB0614 alkalmazasaval szamos normal szévetben nem volt megfigyelhetd specifikus CMV mRNS-fest6dés. Halvany festédés volt
észlelhetd a pajzsmirigy, prosztata, gége és nyel6csé hamseijtjei, a vesetubulusok, a mellékvesék szekretoros sejtjei és a Leydig-sejtek
esetén. A festédés nem zavarja meg a festés értelmezését. (Vizsgalt normal esetek dsszesitett szama = 100).

Koros szbvetek

A PB0614 megfestett 3/3 CMV-fert6z6tt tiids, 1/1 CMV-fert6zott bél és 1/1 CMV-fertézott maj esetet. Nem volt festédés észlelhetd
tiidédaganatok (0/3), petefészek-daganatok (0/3), majdaganatok (0/3), pajzsmirigy-daganatok (0/3), nyelécsé-daganatok (0/2),
emlédaganatok (0/2), ismeretlen eredetii attétes daganatok (0/2), agydaganatok (0/2), heredaganatok (0/2), bérdaganatok (0/2),
vastagbél-daganat (0/1), gyomordaganat (0/1), végbél-daganat (0/1), gégedaganat (0/1) és csecsemdmirigy-daganat (0/1) esetén.
(Vizsgalt koros esetek Osszesitett szama = 34).

A PB0614 a CMV mRNS detektalasara ajanlott.

Termékspecifikus korlatozasok

A CMV Probe terméket a Leica Biosystems az Anti-Fluorescein Antibody antitesttel, a BOND Polymer Refine Detection kittel és a
BOND segédreagensekkel valé hasznalatra optimalizalta. A tesztelési eljarasoktol valé eltérés esetén a felhasznalo feleléssége a
betegeredmények értelmezése az adott koriilmények kdzott. A protokoll végrehajtasahoz szlikséges id6 a szovet fixalasanak és az
enzimes emésztés hatékonysaganak eltérései miatt valtozo lehet, ezért tapasztalati alapon torténé meghatarozast igényel. A feltarasi
koérulmények és a protokollidék optimalizalasakor hasznalni kell az RNA Negative Control Probe készitményt.
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Hibaelharitas

A 8. szamu hivatkozas segithet a javitd intézkedéseket illetéen.

A vizsgalandé mintakat a megfelel6 szdvet- és reagenskontrollokkal kell kiegésziteni.

Szokatlan festédés bejelentéséhez forduljon a Leica Biosystems helyi forgalmazéjahoz vagy regionalis irodajahoz.

Tovabbi informaciok

A BOND reagensekkel végzett in situ hibridizaciéra vonatkozé tovabbi informaciokat a BOND felhasznaléi dokumentacio ,BOND
reagensek hasznalata” cimi részében talal a kovetkez6 szakaszokban: Az eljaras elve, Sziikséges anyagok, A mintak el6készitése,
Mindség-ellendrzés, A teszt ellendrzése, A festddés értelmezése, A cimkéken szerepld szimbolumok magyarazata és Altalanos
korlatozasok.

Irodalomjegyzék

1.

Bissinger, A.L., Singzer, C., Kaiserling, E. and Jahn, G., 2002. Human cytomegalovirus as a direct pathogen: correlation of multiorgan
involvement and cell distribution with clinical and pathological findings in a case of congenital inclusion disease. Journal of Medical
Virology 67, pp. 200—206

. Pass RF, Fowler KB, Boppana SB et al. Congenital CMV infection following first trimester maternal infection: Symptoms at birth and

outcomes. Journal of Clinical Virology 2006;35:216—220.

. Singh N. Cytomegalovirus infection in solid organ transplant recipients: new challenges and their implications for preventive

strategies. Journal of Clinical Virology. 2006 Apr;35(4):474—7.

. Erice ATierney C Hirsch M Caliendo et al. AIDS Clinical Trials Group Protocol 360 Study Team. Cytomegalovirus (CMV) and human

immunodeficiency virus (HIV) burden, CMV end-organ disease, and survival in subjects with advanced HIV infection (AIDS Clinical
Trials Group Protocol 360). Clinical Infectious Diseases. 2003;37(4):567—78

. TC Wu, WA Lee, MC Pizzorno et al. Localization of the human cytomegalovirus 2.7-kb major early beta-gene transcripts by RNA in

situ hybridization in permissive and nonpermissive infections. American Journal of Pathology. 1992 141: 1247—1254.

. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988, Final Rule 57 FR 7163 February 28, 1992.
. Villanova PA. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from infectious

diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. 1991; 7(9). Order code M29-P.

. Wilkinson DG. The theory and practice of in situ hybridization. In: Wilkinson DG. (ed.) In situ Hybridization A practical approach. 2nd

Edition. New York: Oxford University Press, 1998, pp.18—20.

Kiadas datuma
09 november 2020

PB0614
Page 43



BOND Ready-to-Use ISH
CMYV Probe

Nr. catalog: PB0614

Utilizare prevazuta

Acest reactiv este destinat utilizarii pentru diagnosticare in vitro.

CMV Probe este prevazut pentru utilizare in identificarea calitativa a transcriptiei ARN-ului genelor timpurii ale citomegavirusului uman in
tesut fixat cu formalina si incorporat in parafina, prin hibridizare in situ (ISH) utilizand sistemul automatizat BOND (care include sistemul
Leica BOND-MAX si sistemul Leica BOND-III).

Interpretarea clinica a oricarei coloratii sau a absentei acesteia trebuie verificata prin studii morfologice, folosind proceduri de control
adecvate, si trebuie evaluaté in contextul antecedentelor clinice ale pacientului, precum si al altor teste de diagnosticare efectuate de
catre un patolog calificat.

Rezumat si explicatie

Citomegalovirusul (CMV) este un membru al familiei virusului herpetic beta. CMV se transmite prin fluide corporale si poate crea infectie
primara, infectie latenta si reactivare virala ulterioara. CMV poate crea infectie in multe organe, care includ plamanul, rinichiul si ficatul,
n mod specific virusul activ a fost observat in celule epiteliale, celule endoteliale, fibroblaste si celule ale muschilor netezi, precum si in
celule mezenchimale, hepatocite, granulocite si macrofage derivate din monocite'.

in timpul infectiei CMV active existé o sinteza temporalé a trei categorii de proteine, codificate de gene virale desemnate ca
intermediare-timpurii, timpurii si tarzii. Proteinele intermediare-timpurii sunt exprimate 1-3 ore dupa infectie si se crede ca joaca un rol
in eficienta replicarii virale. Proteinele timpurii conduc sinteza virala, in timp ce proteinele tarzii sunt in principal structurale, implicate in
asamblarea virionilor.

CMV este un patogen oportunist comun, capabil sa cauzeze boli grave la persoane imunocompromise cum ar fi pacienti SIDA, pacienti
de transplant si nou nascuti. CMV congenital este rezultatul infectiei intrauterine si desi cei mai multi copii sunt asimptomatici, CMV
congenital poate duce la pierdere a auzului senzorineurala, deficit cognitiv, motor si vizual si convulsii**.

ISH utilizand CMV Probe este utilizata in detectarea infectiilor CMV umane in tesut fixat cu formalina si incorporat in parafind®. Metoda
este reproductibila si ar trebui sa duca la o coloratie cafenie predominant citoplasmatica a celulelor care contin RNA de gene timpurii
CMV.

Reactivi furnizati
CMV Probe este o proba de oligonucleotide conjugata cu fluoresceina furnizata in solutie de hibridizare.
Volum total = 5,5 ml.

Diluare si amestecare
CMV Probe este gata de utilizare. Reconstituirea, amestecarea, diluarea sau titrarea acestui reactiv nu sunt necesare.

Materiale necesare, dar care nu sunt furnizate

Consultati ,Utilizarea reactivilor BOND” din documentatia dumneavoastra de utilizare a sistemului BOND pentru o lista completa a
materialelor necesare pentru tratarea specimenelor si colorarea prin hibridizare in situ utilizand sistemul BOND (care include sistemul
Leica BOND-MAX si sistemul Leica BOND-III).

Depozitare si stabilitate

A se depozita la 2-8 °C. Produsul este stabil in aceste conditii pana la data expirarii indicata pe eticheta recipientului.

Nu exista semne evidente care sa indice contaminarea si/sau instabilitatea. Trebuie utilizate tesuturi de control adecvate, pozitive si
negative, in acelasi timp cu tesutul de test.

A se returna la 2-8 °C imediat dupa utilizare.
Alte conditii de depozitare decat cele specificate mai sus trebuie verificate de cétre utilizator®.

Precautii
« Acest produs este destinat utilizarii pentru diagnosticare in vitro.

CMV PROBE H360D: Poate dauna P201: Procurati instructiuni speciale Tnainte de utilizare.

Contine fomamida (<50%) si fatului. P202: A nu se manipula decat dupa ce au fost citite si intelese toate
sulfat de dextran (<30%). H315: Provoaca iritarea masurile de securitate.

GHSO07: Semn de exclamare.  pielii. P260: Evitati sa inspirati praful/fumul/gazul/ceata/vaporii/pulverizarea.
GHSO08: Pericol pentru H319: Provoacd o iritare ~ P308+313: IN CAZ DE expunere sau de posibilé expunere: Consultati
sanatate. grava a ochilor. medicul.

Cuvinte de avertizare: Pericol. P314: Consultati medicul, daca nu va simtiti bine.

P264: Spalati-va bine mainile dupa manipulare.

P280: Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/echipament

de protectie a ochilor/ echipament de protectie a fetei.

P305+351+338: IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: Clatiti cu atentie cu

apa, timp de mai multe minute. Scoateti lentilele de contact, daca este

cazul si daca acest lucru se poate face cu usurinta. Continuati sa clatiti.

P337+313: Daca iritarea ochilor persista: Consultati medicul.

P302+352: IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA: Spélati cu multa ap3 si

sapun.

P332+313: In caz de iritare a pielii: Consultati medicul.

P362+364: Scoateti imbracamintea contaminata si spalatio inainte de

reutilizare.

Numai pentru utilizatori profesionisti. PB0614
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« Pentru a obtine o copie a fisei tehnice de securitate pentru material, luati legatura cu distribuitorul dvs. local sau cu biroul regional al
Leica Biosystems sau, ca alternativa, vizitati site-ul web al Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

« Specimenele, inainte si dupa fixare, precum si toate materialele expuse la aces7tea, trebuie manipulate ca si cand ar avea potentialul
de a transmite infectii si trebuie eliminate luand masurile de precautie adecvate . Nu pipetati niciodata reactivii cu gura si evitati
contactul reactivilor si probelor cu pielea si membranele mucoase. Daca reactivii sau probele vin in contact cu suprafetele sensibile,
spalati cu apa din abundenta. Solicitati asistentd medicala.

« Consultati reglementarile nationale, judetene sau locale pentru informatii privind eliminarea oricaror componente cu potential toxic.

* Reduceti la minimum contaminarea microbiana a reactivilor, in caz contrar poate aparea o crestere a colorarii nespecifice.

« Timpii sau temperaturile de recuperare, incubare care difera de valorile specificate pot genera rezultate eronate. Orice astfel de
modificare trebuie validata de catre utilizator.

Instructiuni de utilizare

CMV Probe a fost dezvoltatd pentru utilizarea pe sistemul automat BOND (care include sistemul Leica BOND-MAX si sistemul Leica
BOND-IIl) in combinatie cu Anti-Fluorescein Antibody si BOND Polymer Refine Detection. Protocolul de coloratie recomandat pentru
CMV Probe este ISH Protocol A. Se recomanda pretratarea enzimatica utilizand BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, timp de 15
minute.

Trebuie utilizate intotdeauna tesuturi si reactivi de control corespunzatori. Protocolul pentru tesuturile si reactivii de control trebuie sa
corespunda cu cel al CMV Probe.

Controlul calitatii

Diferentele in ceea ce priveste procesarea tesutului si procedurile tehnice in laboratorul utilizatorului pot cauza o variabilitate
semnificativa a rezultatelor, necesitand efectuarea cu regularitate de controale interne, in plus fatéa de urmatoarele proceduri.

Tesutul de control pozitiv

Folosit pentru a indica tesuturile pregatite corect si tehnicile de colorare adecvate.

O proba de tesut de control pozitiv trebuie sa fie inclusa pentru fiecare set de conditii de testare in fiecare etapa de colorare. Un tesut cu
colorare pozitiva slaba este mai adecvat decat un tesut cu colorare pozitiva puternica in vederea unui control optim al calitatii si pentru a
detecta nivelurile minore de degradare a reactivului.

Tesutul de control negativ

Trebuie examinat dupé tesutul de control pozitiv pentru a verifica specificitatea informatiilor etichetarii probei fata de tinta.

Ca alternativa, varietatea de tipuri diferite de celule prezente in majoritatea sectiunilor tisulare ofera frecvent locuri de control negativ, dar
acest lucru trebuie verificat de catre utilizator.

Reactivul de control negativ

Folositi RNA Negative Control Probe PB0809 in locul CMV Probe cu o sectiune din specimenul fiecarui pacient pentru a evalua
colorarea nespecifica si a permite o mai buna interpretare a colorarii specifice la tinta.

Reactivul de control pozitiv

Folositi RNA Positive Control Probe PB0785 in locul CMV Probe cu o sectiune din specimenul fiecarui pacient pentru a furniza informatii
despre conservarea acizilor nucleici in tesut precum si accesibilitatea acizilor nucleici pentru proba. Daca RNA Positive Control Probe nu
demonstreaza coloratia pozitiva, rezultatele obtinute cu specimenele testate trebuie considerate nevalide.

Tesutul pacientului

Examinati specimenele pacientului colorate cu CMV Probe ultimele. Intensitatea colorérii pozitive trebuie evaluata in contextul oricarei
coloratii de fundal nespecifice a RNA Negative Control Probe PB0809.

Rezultate asteptate

Tesuturi normale

Nu a fost detectata coloratie CMV mRNA utilizand PB0614 intr-o varietate de tesuturi normale. A fost detectata o colorare vaga in
celulele epiteliale ale tiroidei, prostatei, laringelui si esofagului, tubulelor renale, celulelor secretoare din glandele suprarenale si celulele
Leydig. Aceasta colorare nu afecteaza interpretarea colorarii. (Numarul total al cazurilor normale evaluate = 100).

Tesuturi anormale

PB0614 a colorat 3/3 plamani infectati cu CMV, 1/1 intestin infectat cu CMV si 1/1 ficat infectat cu CMV. Nu s-a observat colorare la
tumori pulmonare (0/3), tumori ovariene (0/3), tumori hepatice (0/3), tumori tiroidiene (0/3), tumori esofagiene (0/2), tumori mamare
(0/2), tumori metastatice de origine necunoscuta (0/2), tumori cerebrale (0/2), tumori testiculare (0/2), tumori de piele (0/2), o tumoare de
colon (0/1), o tumoare gastrica (0/1), o tumoare rectala (0/1), o tumoare a laringelui (0/1) si o tumoare a timusului (0/1). (Numarul total al
cazurilor anormale evaluate = 34).

PB0614 este recomandat pentru detectarea CMV mRNA.

Restrictii specifice produsului

CMV Probe a fost optimizata la Leica Biosystems pentru utilizarea cu Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection
si cu reactivii auxiliari BOND. Utilizatorii care se abat de la procedurile de testare recomandate trebuie sa accepte responsabilitatea
pentru interpretarea rezultatelor pacientului in aceste circumstante. Timpii protocolului pot varia, datorita variatiei in fixarea tesutului
si eficacitatii digestiei enzimatice, si trebuie sa fie determinati empiric. Atunci cand se optimizeaza conditiile de recuperare si timpii
protocolului trebuie utilizatd RNA Negative Control Probe.
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Rezolvarea problemelor

Referinta 8 poate ajuta la actiunile de remediere.

Esantioanele de test trebuie completate cu tesuturi si reactivi de control adecvati.

Contactati distribuitorul dumneavoastra local sau biroul regional al Leica Biosystems pentru raportarea colorérii neobisnuite.

Informatii suplimentare

Informatii suplimentare referitoare la hibridizarea in situ cu reactivi BOND, sub titlurile Principiul procedurii, Materiale necesare,
Pregatirea specimenului, Controlul calitatii, Verificarea analizei, Interpretarea colorarii, Explicarea simbolurilor de pe etichete si Limitari
generale pot fi gasite in ,Utilizarea Reactivilor BOND” din documentatia dumneavoastra de utilizare a sistemului BOND.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMYV Probe
Homep no karamory: PB0614

HasHauenue

3TOT peakTUB NpeAHa3HayeH Ans in Vitro ANarHoCTUKA.

CMV Probe npegHasHaueH Ans kavyectBeHHoro onpeaeneHnst PHK-TpaHcKpunTa paHHero reHa LMToMeranoBupyca Yenoseka B
hMKCUMPOBaHHbIX (hOPManMHOM 1 3anuTbix B napaduH obpasLax TkaHern nytem rubpuamsaumm in situ (ISH) ¢ ncnonsaosanvem
aBTOMaTu3nposaHHomn cuctembl BOND (Bkntovatowen cuctemel Leica BOND-MAX un Leica BOND-III).

KnuHnyeckas uHTEpnpeTauus Moboro okpallMBaHUs UK ero OTCYTCTBUSI AOMKHA GbITb [OMONHEHa MOP(ONOrMYeckMm
nccnefoBaHWSIMU C HaAnexXalMMm KOHTPONAMU U A0IKHA BbiTb OLEHeHa KBanMULMPOBaHHBIM NaTONOrOM C y4eTOM aHamHe3a
naumeHTa n Apyrux AnarHoCTU4eCKMX TeCTOB.

Kpa'rl(oe U3noXxeHune u NosiCHeHne

Liutomeranosupyc (LUMB) oTHocutcs k cemeincTBy 6etarepnecaupycos. LIMB nepeHocutcs Yepes GMonornyeckue XuakocT 1 MoXeT
BbI3BaTb NEPBUYHYI0 MHEKLMIO, MATEHTHYIO MHMEKLMIO 1 MOCNEAYIOLLYI0 peakTUBaLMio BUPYCHON nHdekuun. LIMB MoxXeT Bbi3BaTh
MHEKLMIO BO MHOTVIX OpraHax, BKIltouasi Nierkve, MoYk1 v NeveHb, B HaCTHOCTU, akTUBHbIN BUPYC Habropany B KNeTkax anuTenus n
aHpoTenus, ombpobnacTtax n kneTkax rnaakoit MycKynaTypbl, a Takke B Me3eHX1MarnbHbIX KneTkax, renatouutax, rpaHynouuTax u
Makpodharax MOHOLIMTapHOrO NPoUCXoXAeHNs .

Bo Bpems akTmBHOM MHMekUmmn LIMB npovcxoauT BpeMeHHbIN CUHTe3 Tpex KaTeropuii 6enkos, KOAMPOBaHHbLIX BUPYCHBIMU reHaMu:
HenocpeACTBEHHO PaHHUMM, PaHHUMM U NMO3AHUMU. DKCNPECCUst HEMOCPEACTBEHHO paHHUX GerkoB npoucxoauT cnycTts 1-3 yaca
nocre UHMEKLWK, U CHATAETCS, YTO 3TO UMEET 3HayYeHne Ans 3heKTUBHOCTY pennnkaumum Bupyca. PaHHne Genkv HanpaBnsioT CUHTE3
BUpYCa, Toraa Kak noagHue 6enku, B OCHOBHOM, SIBISIOTCA CTPYKTYPHBIMU 1 BOBEYEHb! B COOPKY BUPVOHOB.

LIMB npencraBnsieT coboii ycnoBHO-NaToreHHbI MUKPOOpraHnuam, CrocobHbIi Bbi3BaTb cepbe3Hoe 3aboneBaHue y MHAMBULAYYMOB

¢ ocnabneHHbIM UMMYHUTETOM, Takux kak 6onbHble CMJom, naumeHTbl nocne TpaHCNNaHTaLMmM N HOBOPOXAEHHbIE. BpoXaeHHbIN
LIMB siBnsieTcst pe3ynsraTtom BHYTPUYTPOBHOW MHMbeKLMW. HecMOoTps Ha TO 4TO Y GONbLUMHCTBA AeTel CUMNTOMbI 3a6oneBaHus He
NpOSIBNSAIOTCA, BPOXAEHHbIN LIMB MOXET Bbl3BaTb CEHCOHEBPArlbHYIO TYTOYXOCTb, KOTHUTMBHBIE PAcCTPOCTBA, ABUraTenbHbIE U
3pUTEnbHbIE PACCTPOMCTBA M SNUMENTUYECKME NPUNaaKn=.

Bpuamnsaums in situ nocpeactsom CMV Probe ucnonb3yetcst Ans o6HapyxxeHus nHegekumii LIMB yenoseka B hMKCUPOBaHHbIX
hopmManuHOM 1 3anuThix B napaduH obpasuax TkaHe®. [aHHbI METOA SBMSIETCS BOCMPOM3BOAUMbIM U JOMKEH NMPUBOANTL K
VNHTEHCUBHOMY, KOPUYHEBOMY, NMPEUMYLLIECTBEHHO LUTOMNa3MaT4eckoMy OKpaLLMBaHUIO KIETOK, COAepXaLUmMX paHHue reHbl LIMB B
PHK.

PeaKTVIBI:I, BXoAslue B KOMMNJIEKT NOCTaBKu

CMV Probe npepctaensiet coboit KOHbIOrMPOBaHHbIV C (PryopecLIEMHOM OTIMIOHYKNEOTUAHbIA 30HA, MOCTaBNsieMbIii B pacTBope Anst
mbpuansaumn.

O6wwit obbem = 5,5 mn

Pa3BegeHue n cmewmBaHue
CMV Probe rotos k NPUMEHEHUIO. 3tot peaKkTnB He HY>XKOAaeTCAa B BOCCTAHOBMNEHUN, CMELUNBaHUN, pa3BeaeHn unm TUTpoBaHUN.

Heo6xoavMbie MaTepuarnbl, He BXOAsILLME B KOMMIEKT NOCTaBKU

MonHeIN cnMcok maTepuanos, HeobxoanMMbIx Ans 06paboTku 1 okpaluMBaHusA NyTem rubpuausauum in situ o6pasuoB B cucteme
BOND (BkntovatoLen cuctembl BOND-MAX 1 BOND-III komnanum Leica), umeetcs B pasaene «pumereHne peaktrsos BOND»
[IoOKyMeHTauumn nonb3osatens cuctemsl BOND.

XpaHeHue u cTabunbHOCTb

XpaHnuTb npy Temnepartype 2—8 °C. B aTux ycnoBusix npoayKumsi octaeTcsi CTabunbHoO [0 UCTEYEHUSt CPOKa FOAHOCTM, KOTOPbIN yKasaH
Ha 3TUKETKe KOHTeVIHepa.

He CyullecTByeT O4eBUOHbIX NPN3HAKOB, CBUAETENLCTBYHOLWUX O KOHTaMUHaUUN n/vnu HectabunbHoCTH (pEaKTI/IBa). TkaHw,
ucnonbaylowneca B Ka4ecTese COOTBETCTBYHOLLMX MNOMNOXUTENBHOMO U OTpULUATENbHOro KOHTPOIs, cnefyeT noArotaBnueaTh B TO Xe
camoe Bpems, 4YTO U uccnegyemMble TKaHu.

HemenneHHo nocne npymMeHeHUst BepHyTb Ha XpaHeHwue npu 2—-8 °C.
YCrnoBusi XpaHEHUs!, OTIIMYAIOLLMECS OT YKa3aHHbIX BbiLLE, AOMKHbI ObiTh BEPUMULIMPOBaHbI Nonb3oBaTenem®.
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Mepbl NPeaoOCTOPOXHOCTU
«  OTOT NPOAYKT NpeaHasHadeH Ans ANarHoCTuky in vitro.

CMV PROBE H360D: MoxeT HaHecTu P201: Mepen ncnonb3oBaHWeM HEOBX0AMMO NONYYUTb CrieunanbHble

Copepxut chopmamm Bpef HepoXXAeHHOMY yKasaHusi.

(Formamide) (<50 %) n pebeHky. P202: He ucnonb3oBatb 4o TeX Nop, noka He GyAyT NpoYTeHbI U

cynbdat aekctpaHa (Dextran  H315: BoisbiBaeT NPVHATBI K CBEAEHUIO BCE YKa3aHUs Mo TEXHWUKe 6e30MacHOCTU.

Sulphate) (<30 %). pasapaKeHne KOXu. P260: He BabixaiiTe Nbinb, AblM, ra3, TyMaH, Napbl U pacnbineHns.

GHSO07: BocknuuatenbHbilit H319: BuisbiBaeT P308+313: B cnyyae BosaencTaus unu o6ecrnokoeHHoCTU: obpaTuTech

3HaK. cepbesHoe 33 MeVLIMHCKO MOMOLLIbIO.

GHS08: OnacHocTb Ans pasgpaxeHue rmas. P314: ObpaTtnTech 3a MEOULIMHCKOV NOMOLLIbIO/KOHCYNETaUMEN, ecriv

3710pOBbA YenoBeka. Bbl OTMeYaeTe yXy/LleHne CaMOUYyBCTBUSI.

CurHanbHoe cnoeo: OnacHo. P264: Mocne obpalleHns ¢ BeleCTBOM TLLATENbHO BbIMOWTE PYKU.
P280: Vicnonb3yinTe 3almUTHbIE NepyaTky, 3aLlMTHYIO oaexay, 3almnTy
rmas v nuua.

P305+351+338: NPV NOMALAHMU B IMA3A: B Te4eHne HeCKONbKMX
MWHYT TLLATENbHO NPOMOiiTE BOAON. ECn Bbl HOCUTE KOHTPAKTHbIE NNH3bI,
Mo BO3MOXHOCTW CHUMUTE MX. MNpoaonxante NpombIBaTh rnasa BOAOW.
P337+313: Ecnu pa3apaxeHue rna3 He NpoxoauT: obpatuTech 3a
MEAVLIMHCKOI MOMOLLbIO.
P302+352: MPW NONAOAHNN HA KOXY: MpomoiiTe Gonbumnm
KOMMYECTBOM BOAbI C MbINTOM.
P332+313: B cnyyae BO3HVWKHOBEHWSI pa3apaXkeHWsi Koxu: obpaTtutech
33 MeAMLIMHCKO MOMOLLbIO.
P362+364: CHMMUTe 3arpsisHeHHYI0 ofex/ay W BbICTUpaiiTe nepes
NOBTOPHBIM UCMOMb30BAHUEM.
Tonbko Ansi NpoeCcCroHanbHOTO UCMOMNb30BaHUS.
« [lns nony4eHus konuu nacnopta 6e30MacHOCTV XMMWUYECKO NPOoAYKLIMM 0BpaTUTECh K MECTHOMY AUCTPUGLIOTOPY 1N B
pervoHanbHblii oduc komnanum Leica Biosystems nu6o nocetute Be6-cant komnaHum Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com.
« C obpa3uyamu (0o v nocne rKcaumm)  BCEMU MaTepvanamu, Ha KOTopble OHU BO3AENCTBYIOT, CeayeT obpallaTbes kak ¢
NoTEHLManbHO CocoGHbIMM K Nepeaaye UHMEKLUM 1 yTUIM3MpoBaTh, cobniofasi COOTBETCTBYIOLLME MEPbI MPEJOCTOPOXHOCTH
Hukorga He HabupaiiTe peakTuBbI B NUNETKy pToM. M3GeraiiTe KoHTaKTa peakT1BoB 1 06pa3LoB C KOXelt 1 CNn3NCTbIMKU oBonoykamu.
B cnyyae koHTaKTa peakT1BOB N 06pasLioB C YyBCTBUTENbHBIMI 30HaMW NPOMOITE X 6OMbLUIMM KonnYecTBoM BoAbl. ObpaTuTech
3@ MeULIMHCKO MOMOLLbIO.
+ [o Bonpocam yTunuaaLmm nodbix BO3MOXHO TOKCUHECKMX KOMIMOHEHTOB BbINONHANTE TpeGoBaHUs deaepanbHbIX, perMoHanbHbIX
VMK MECTHBLIX HOPMaTUBHBIX [JOKYMEHTOB.

« CBOAnTe K MUHUMYMY MUKPOGHOE 3arpsi3HEHUE PEeaKkTUBOB BO M3BEXKaHWe YCUITEHWS HECTIELMUYECKOTO OKpaLLINBaHUS.

* HapylueHue ykazaHHbIX B UHCTPYKLMM NPaBui AeMack1poBKU, BPEMEHU WHKYBaLmm 1 TepMudeckoi 06paBoTKi MOKET NPUBECTY K
OLWKNBOYHBIM pe3ynbTatam. fiobble Noao6HbIe U3MEHEHMs AOMKHbI ObiTh BanuaMpoBaHbl Nonb3oBaTernem.

MHCprKLI,I/Iﬂ no NnpUuMeHeHur

CMV Probe 6bin paspaboTtaH Ans ucnonb3oBaHus B aBTomaTtuampoBaHHoi cucteme BOND (Bkntouatoueit cuctemsl BOND-MAX u
BOND-IIl komnaHum Leica) B coveTaHum ¢ aHTuTenamm k gryopecuenHy Anti-Fluorescein Antibody 1 cuctemoint o6Hapyxennst BOND
Polymer Refine Detection. PekomerayeMbIM NPOTOKONIOM UMMYHOMMCTOXUMUYECKOTO okpaluvBaHusa ans CMV Probe sensietcsa ISH
Protocol A. ®epmeHTaTMBHOE AeMackupoBaHWe peKOMeHAYeTCs BbIMOMNHSATL C UCnonb3oBaHneM Habopa npeaBaputensHon 06paboTku
depmeHTa BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 B Teuenune 15 muHyT.

Bcerga cnepyet ncnonb3oBaTh TKaHW U peaKTUBbI, MPeACcTaBsioLLme coboit COOTBETCTBYIOLME KOHTPONW. MPOTOKON, B KOTOPOM
NPUMEHSIIOTCS TKaHW U PEaKTUBbI, SIBMSIIOLLMECS KOHTPOMNSIMM, IOIKEH COOTBETCTBOBATL TOMY, KOTOPbIN MPOBOAWUTCS C UCMONb30BaHNEM
3oHga CMV Probe.

KoHTponb kayecTBa

Pasnuuus B Metofiax 06paboTkv TKaHelt 1 TEXHUYECKINX NpoLeypax, BbINOMHAeMbIX B nabopaTopum nofb3osaTtersi, MoryT NpUBeCTy K
CyLUEeCTBEHHOM BapuaGenbHOCTU pesynbTaTos, B CBS3W C YeM TPeGyeTCs perynspHOe BbiNOMHeHWe BHyTPUNabopaTopHbIX KOHTponei B
[IOMONHEHWE K YKa3aHHBIM HUXKe npoLeaypam.

MonoxutenbHbIN KOHTPOJb TKaHU
HpVIMeHﬂeTCﬂ ANA NPOBEPKU NPaBUiibHOCTU NOATOTOBKU TKaHen un MEeTO0B OKpallnBaHus.

B Ka)KAbII;I Haﬁop yCJ'IOBVIVI TecTa Npu KaXXaoM LUKIe OKpalunBaHUA crieqyeT BKYaTb O4WH Cpe3 TKaHW ANA NOJTIOXKNTEeNbHOro KOHTpons.
,qJ'IH ONTUMAaribHOro KOHTPONA KayecTtea n OGHapy)KeHVIﬂ He3Ha4uTeNbHbIX ypOBHeI;I Aaerpagaumun peaktmea Gonee noaxoauT TKaHb CO
cnabbiM NONOXUTENbHBIM oKpawmBaHneMm, 4eM TKaHb C CUIbHbIM MONOXUTENbHBIM OKpaLlMBaHUEM.

OTpuuaTenbHbIN KOHTPOMb TKaHU

370 ucnbiTaHe cnenyeT BbINONHATL NOCIe NcCcrnegoBaHus TKaHu, I/ICI'IOJ'Ib3yK)LLLEI7ICﬂ B Ka4yeCTBe MOOXUTENbHOro KOHTPOMNSA C TEM,
4TObbI BepI/IdDVILll/IpDBaTb CHEL[Md)I/I‘-{HOCTb MapKnpoBaHuUA 30HAA OTHOCUTENbHO Uenun.

Kpome TOro, p83H006p33Hble TWUMNbl KNETOK Ana oTpuuaTenibHOro KOHTPOsis MOXXHO 4acTo HaWT B GonbLUMHCTBE cpesoB TKaHeI;I, OHakKko
Takue npenapatbl AOSDKHbI ObITb npoBepeHbI nonb3oBarenem.

OTpuuaTenbHbIA KOHTPOMNb peakTUBa

[Insi oLEHKM HecneungUIECKoro okpaLLMBaH1s 1 NyYllei MHTepnpeTaLmm cneunguIecKoro okpalLvMBaHus Lienesoi obnactv npu
1ccnenoBaHNK Cpe3oB kaxgoro obpaslia, B3ATOro y nauueHTa, BMecTo 3oHaa CMV Probe, npegHa3HauyeHHOro Ans VCrbITaHui,
ucnonbayiite RNA Negative Control Probe PB0809.
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PeakTus, npeacraBnsiowmii co6oi NONoXUTENbHbIA KOHTPONb

[ins nony4eHns MHOPMALIMK O COXPAHHOCTU HYKIEWHOBBIX KUCMOT B TKaHSIX, @ Takke O BO3MOXHOCTU UX AOCTUYL C NOMOLLLIO 30HAA
npwv uccnefoBaHWM CpesoB Kaxaoro obpasua, B3ATOro y naumeHTa, BMecTo 3oHaa CMV Probe, npefHasHaqyeHHOro Ans ucnbiTaHwii,
ucnonbayiite RNA Positive Control Probe PB0785. Ecnn RNA Positive Control Probe (PHK-30HA, ncnone3ytowuiics B kayecTee
TNOMNOXMTENBLHOTO KOHTPOSS), AEMOHCTPUPYET HEYAOBNETBOPUTENbHBIE Pe3yNbTaThbl C TOUKU 3PEHUS MOMOXUTENBHOMO OKpaLLMBaHWS,
pesynbTaThl UCCNeAoBaHNs 06pasLoB creayeT CHUTaTb HEAOCTOBEPHBIMU.

TkaHb, Nony4yeHHas y nauueHTa

Wccnenyiite ob6pasLibl TkaHu, B3SITON Y NaLMEHTa 1 OKpaLLEHHOW € ncnonb3oBaHnem 3oHaa CMV Probe, B nocnegHiow oyepespb.
MHTEHCMBHOCTb MOMOXUTENBHOTO OKpaLLVMBaHWS CrieyeT OLeHMBaTh B KOHTEKCTe No6oro Hecreumnduyeckoro hoOHOBOrO OKpaLLMBaHUS
RNA Negative Control Probe PB0809 (PHK-30oHAa, siBnsitoLerocs otpuuartenbHeiM kKoHTporiem PB0809).

Oxupaemble pe3ynbsTaTbl

HopmanbHble Tkanu

Mpu ucnonb3osaHum PB0614 He Gbino o6HapyxeHo Hecneuuduyeckoe okpatumsarue LIMB MPHK Ha BbiGopke HOpMarbHbIX TKaHew.
Cnaboe okpallvBaH/e MOXeT 06HapyX1BaTbCs B dNUTENarbHbIX KIETKax LMTOBUOHOM xerneabl, NpocTaTkl, FopTaHu 1 NULLEeBoaa,
KaHanbLieB NoYek, CEKPETOPHbIX KINeTkax HafAMoYe4HNKOB, a Takxke kneTkax Jleiigura. [laHHOe okpaluMBaHWe He AOMKHO NpensiTCTBoBaTh
MHTepnpeTauum okpalumaHus. (ObLuee YMCNO UcCneaoBaHHbIX HopMarbHbIX TkaHew = 100).

MNatonornyecku nsmeHeHHble TkaHW

PB0614 okpacun 3/3 cnyyaeB nHdekumn LIMB B nerkux, 1/1 cnyvas uHdgpekumm LIMB B kuweyHuke n 1/1 cnyyas uhdgekumm LIMB B
neyeHn. OkpalumBaHus He HabnAanoch Npu CreayLMX HO30Morusx : onyxonu nerkoro (0/3), onyxonu suyHukos (0/3), onyxonu
neyenm (0/3), onyxonu wmtoBuaHom xenessl (0/3), onyxonu nuwesoaa (0/2), onyxonu MonoyHoi xenesbl (0/2), meTactaTuyeckue
Onyxonu Hem3BecTHoro npoucxoxaerus (0/2), onyxonu ronosHoro mosra (0/2), onyxonu sindka (0/2), onyxonu koxu (0/2), onyxonu
ToncTon kuwku (0/1), onyxonu xenyaka (0/1), onyxonu npsimont kuwwku (0/1), onyxonu roptanu (0/1) n onyxonu tumyca (0/1). (Obwuee
YUCIO UCCreAoBaHHbIX NAaTONOTMYEeCKN M3MeHeHHbIX 06pa3LoB = 34).

PB0614 pekomeHayeTcs ucnonb3oBartb Ans o6Hapyxexus LIMB mPHK.

OrpaHuyeHus, cneunduyHbIe AnA 3TOro NpoaykKra

3oHa CMV Probe ontumusnpoBaH komnanueii Leica Biosystems ans npumeHenus ¢ peaktueamu Anti-Fluorescein Antibody, BOND
Polymer Refine Detection n gononHutensHbiMm peaktusamm BOND. Monb3oBatenu, OTKNOHSAOLWMECS OT PEKOMEHAO0BAHHbIX NpoLeayp
aHanuaa, AoMmkHbl 6paThb Ha cebsi OTBETCTBEHHOCTb 3a MHTEPMNPETALIMIO Pe3yribTaToB UCCIIEA0BaHUI MALMEHTOB, BbIMOMHEHHbIX B
Takux ycrioBusix. MpoaomKUTENbHOCTbL BbIMONHEHUS! MPOTOKONA MOXET BapbUpOBaTh B 3aBUCKMOCTU OT BapuaHTa ukcaLmum TkaHemn

1 3hHEKTUBHOCTM (hePMEHTATUBHOTO PacLLennieHunst U AoMmKHa ONpeaensTbCs amnupuyecky. B npouiecce onTuMmaaLmm ycroeum
[eMacKMpoBaHUs aHTUIEHOB 1 NPOAOITKUTENBHOCTY BbINOMHEHUS NPOTOKONa AorkeH ucnons3oeatbcs RNA Negative Control Probe
(PHK-30HA, BLINOMHALWMIA DYHKLMK OTPULLATENBHOMO KOHTPONS).

Mouck n ycTpaHeHue Henonaaok
MCTO4HMK (8) MOXET NOMOYb B MPUHSATUAN MEP MO YCTPAHEHNIO HEMONaaoK.
Mccneayemble 06paaLibl HEOGXOAUMO AOMONHUTL COOTBETCTBYIOLUMMM TKAHSIMU U PEaKTUBaMM, UCTIONb3YIOLLMMUCS B KA4ECTBE KOHTPOMS.

C coobLeHnsiMM 0 HeoBblYHOM OKpaLLMBaHUM obpaLLaiTecb K CBOEMY MECTHOMY AUCTPUBLIOTOPY UMK B perMoHarnbHbI 0hUC KOMNaHUM
Leica Biosystems.

[OononHutenbHas nHdopmaumns

[ononHutenbHas MHopMaLws, kacatoLwasica NpoBeAeHUs rmbpuansaumm in situ ¢ ucnonb3oBaHnem peaktusos BOND, cogepxutcs
B py6pukax «MpuHuun metoga», «Heobxoammble Mmatepuansl», «MogrotoBka o6pa3uoB», «KoHTponb kavecTBay, «[TpoBepka
[OCTOBEPHOCTM aHanu3ay, «IHTepnpeTaums okpalumBaHus», «3Ha4eHUs CYMBONOB B MapkMpoBKe npoaykuun» n «O6Live
orpaHudeHus» pasgena «MpumeHeHne peaktusos BOND» B foKyMeHTaLmm nonb3osatens cuctemsl BOND.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMYV Probe
Nr katalogowy: PB0614

Przeznaczenie
Ten odczynnik jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce in vitro.

Preparat CMV Probe jest przeznaczony do ilosciowego oznaczania wczesnego transkryptu RNA ludzkiego cytomegalowirusa w
utrwalonej formaling tkance zatopionej w parafinie przez hybrydyzacje in situ (ISH) przy uzyciu automatycznego systemu BOND (w tym
systemoéw Leica BOND-MAX i Leica BOND-III).

Kliniczng interpretacje wybarwienia lub jego braku nalezy uzupei¢ badaniami morfologicznymi oraz odpowiednimi kontrolami. Ocene
powinien przeprowadzi¢ wykwalifikowany patolog w kontekscie historii choroby pacjenta oraz innych badan diagnostycznych.

Podsumowanie i objasnienie

Cytomegalowirus (CMV) nalezy do rodziny wiruséw Beta Herpes. CMV jest przenoszony przez ptyny ustrojowe i moze wywota¢ infekcje
pierwotna, infekcje utajong i pdzniejszg reaktywacje wirusa. CMV moze powodowacé infekcje wielu narzgdéw, w tym ptuc, nerek i
watroby. W szczegdlnosci aktywno$¢ wirusa zaobserwowano w komérkach nabtonka, komoérkach $rédbtonka, fibroblastach i komérkach
migs$ni gtadkich, a takze w komérkach mezenchymalnych, hepatocytach, granulocytach i makrofagach pochodzacych z monocytéw'.

Podczas aktywnego zakazenia CMV dochodzi do czasowej syntezy trzech kategorii biatek kodowanych przez geny wirusa: $rednio-
weczesnych, wezesnych i péznych. Srednio-wczesne biatka ulegajg ekspresii 1-3 godziny po zakazeniu i uwaza sie, ze majg wplyw na
efektywnos$¢ replikacji wirusa. Wczesne biatka kierujg bezposrednig syntezg wirusa, natomiast biatka pézne majag gtéwnie charakter
strukturalny, biorg udziat w tworzeniu wirionéw.

CMV jest powszechnie wystepujacym patogenem oportunistycznym, ktéry moze wywota¢ powazne choroby u os6b z obnizong
odpornoscig, na przyktad u pacjentéw z AIDS, pacjenci po przeszczepach i noworodki. Wrodzona CMV jest wynikiem zakazenia
wewnatrzmacicznego i chociaz u wiekszosci dzieci przebiega bezobjawowo, wrodzona CMV moze skutkowaé niedostuchem
odbiorczym, deficytami poznawczymi, motorycznymi i wzrokowymi oraz drgawkami?“.

Metoda ISH (hybrydyzacja in situ) korzystajaca z CMV Probe stuzy do wykrywania ludzkiego wirusa CMV w utrwalonej w formalinie
tkance zatopionej w parafinie®. Metoda jest powtarzalna i jej efektem powinno by¢ intensywne, brgzowe barwienie komoérek
zawierajgcych RNA wczesnych genéw CMV.

Odczynniki znajdujace si¢ w zestawie
Preparat CMV Probe to skoniugowana z fluoresceing sonda oligonukleotydowa dostarczana w roztworze do hybrydyzacji.
taczna objetos¢ = 5,5 ml

Rozcienczanie i mieszanie.

Preparat CMV Probe jest gotowy do uzycia. W przypadku tego odczynnika nie jest konieczne dodawanie wody, mieszanie,
rozcienczanie ani miareczkowanie.

Wymagane materialy niedotagczone do zestawu

Aby uzyskac petng liste materiatéw potrzebnych do przygotowania prébek i barwienia immunohistochemicznego in situ za pomocg
systemu BOND (w tym systeméw Leica BOND-MAX i Leica BOND-III) zob. ,Korzystanie z odczynnikéw BOND” w dokumentacji
uzytkownika BOND.

Przechowywanie i trwatos¢
Przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C. Produkt jest stabilny w tych warunkach do uptywu daty waznosci podanej na etykiecie pojemnika.

Nie istniejg zadne widoczne oznaki skazenia i/lub niestabilno$ci. Odpowiednie pozytywne i negatywne kontrole tkankowe nalezy
przeprowadza¢ w tym samym czasie co badanie tkanki.

Niezwtocznie po uzyciu ponownie umiesci¢ w temperaturze 2-8°C.
Przechowywanie w warunkach innych od wskazanych powyzej wymaga weryfikacji uzytkownika®.
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Srodki ostroznosci

« Test jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce in vitro.

CMV PROBE
Zawiera formamid (<50%) i

siarczan dekstranu (<30%).

GHSO07: Wykrzyknik.
GHSO08: Zagrozenie dla
zdrowia.

Stowa sygnalizujgce:
Niebezpieczenstwo.

H360D: Moze dziata¢
szkodliwie na dziecko w
fonie matki

H315: Dziata draznigco
na skore.

H319: Dziata draznigco
na oczy.

P201: Przed uzyciem zapoznac sie ze specjalnymi srodkami
ostroznosci.

P202: Nie uzywac przed zapoznaniem si¢ i zrozumieniem wszystkich
$rodkéw bezpieczenstwa.

P260: Nie wdycha¢ pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy.
P308+313: W PRZYPADKU narazenia lub stycznosci: Zasiggna¢ porady
lekarza.

P314: W przypadku ztego samopoczucia nalezy zasiegng¢ porady

lekarza.

P264: Doktadnie umy¢ rece po uzyciu.

P280: Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrong oczu/
ochrone twarzy.

P305+351+338: W PRZYPADKU KONTAKTU Z OCZAMI: Ostroznie
ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg i
mozna je tatwo usung¢. Nadal ptukac.

P337+313: W przypadku utrzymywania si¢ dziatania draznigcego na
oczy: Zasiegna¢ porady lekarza.

P302+352: W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA: Przemyé duzg
iloscig wody z mydtem.

P332+313: W przypadku wystgpienia podraznienia skoéry: Zasiegng¢
porady lekarza.

P362+364: Zanieczyszczong odziez zdjg¢ i wypra¢ przed ponownym
uzyciem.

Whytgcznie do uzytku zawodowego.

« Aby otrzyma¢ egzemplarz karty charakterystyki, nalezy skontaktowac sig z lokalnym dystrybutorem lub regionalnym biurem Leica
Biosystems, lub odwiedzi¢ strong internetowa, www.LeicaBiosystems.com.

« Z prébkami przed utrwaleniem i po utrwaleniu, jak réwniez ze wszystkimi materiatami, ktére majg z nimi stycznos$¢, n7aleiy obchodzi¢
sie tak, jak z materiatami potencjalnie zakaznymi i nalezy je utylizowaé, zachowujgc odpowiednie $rodki ostroznosci. Podczas
pobierania pipetg nie wolno zasysa¢ odczynnikéw ustami i nalezy unika¢ kontaktu odczynnikéw i preparatéw ze skérg oraz btonami
Sluzowymi. W razie kontaktu odczynnikéw lub prébek ze szczegodlnie narazonymi miejscami przemy¢ miejsce kontaktu duzg iloscig
wody. Nalezy zasiegna¢ porady lekarza.

+ Wszelkie potencjalnie toksyczne sktadniki nalezy utylizowa¢ zgodnie z krajowymi lub lokalnymi przepisami.

« Chroni¢ odczynniki przed skazeniem drobnoustrojami, poniewaz moze ono doprowadzi¢ do zwigkszonego barwienia
niespecyficznego.

« Zastosowanie czaséw odzyskiwania, inkubacji lub temperatur innych niz podano w instrukcji moze spowodowac btedne wyniki.
Wszelkie zmiany tego typu muszg zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

Instrukcja stosowania

Preparat CMV Probe zostat opracowany z myslg o zastosowaniu w automatycznym systemie BOND (obejmujgcym systemy Leica
BOND-MAX i Leica BOND-III system) w potaczeniu z Anti-Fluorescein Antibody oraz BOND Polymer Refine Detection. Zalecany
protokét barwienia dla CMV Probe to ISH Protocol A. Zalecane jest odmaskowywanie enzymu przy uzyciu zestawu BOND Enzyme
Pretreatment Kit, Enzyme 1, przez 15 minut.

Zawsze nalezy stosowa¢ odpowiednie kontrole tkanek i odczynnikéw. Protokét kontroli tkanek i odczynnikéw powinien odpowiadac¢
protokotowi CMV Probe.

Kontrola jakosci

Réznice w przetwarzaniu tkanek i procedurach technicznych w laboratorium uzytkownika moga doprowadzi¢ do znacznej zmiennosci
wynikéw, co oznacza konieczno$¢ dodatkowego przeprowadzania regularnych kontroli wewnetrznych.

Tkankowa kontrola pozytywna

Stosowana w celu wskazania prawidtowo przygotowanych tkanek i prawidtowych technik barwienia.

W kazdej serii barwienia kazdy zestaw warunkéw testowych powinien uwzglednia¢ jedng tkankowg kontrolg pozytywng. Do optymalnej
kontroli jakos$ci i do wykrywania niewielkich pozioméw degradaciji odczynnikéw bardziej nadaje sig tkanka o stabym barwieniu
pozytywnym niz tkanka o silnym barwieniu pozytywnym.

Tkankowa kontrola negatywna

Nalezy jg wykona¢ po tkankowej kontroli pozytywnej, aby sprawdzi¢ swoisto$¢ znakowania docelowej substancji przez sonde.
Ewentualnie tkankowa kontrola negatywna moze obejmowac rézne typy komoérek obecne w wiekszosci skrawkéw tkankowych, jednak
powinno to zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

Negatywna kontrola odczynnika

Aby przeprowadzi¢ oceng barwienia niespecyficznego oraz umozliwi¢ lepsza interpretacje barwienia specyficznego nalezy uzy¢ RNA
Negative Control Probe PB0809 zamiast CMV Probe na kazdym skrawku z prébki pobranej od pacjenta.
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Pozytywna kontrola odczynnika

Aby informacje o zachowaniu kwaséw nukleinowych w tkance, a takze o mozliwosci znakowania kwaséw nukleinowych przez sonde,
nalezy uzy¢ RNA Positive Control Probe PB0785 zamiast CMV Probe na kazdym skrawku z prébki pobranej od pacjenta. Jesli RNA
Positive Control Probe nie wykaze odpowiedniego pozytywnego barwienia, wyniki testu przeprowadzonego na prébkach pobranych od
pacjenta nalezy uzna¢ za niewazne.

Tkanka pacjenta
Prébki pacjenta barwione CMV Probe nalezy bada¢ jako ostatnie. Intensywno$¢ barwienia pozytywnego nalezy ocenia¢ w kontek$cie
ewentualnego niespecyficznego barwienia tta w negatywnej kontroli odczynnika PB0809.

Oczekiwane wyniki

Tkanki prawidtowe

Nie wykryto specyficznego barwienia CMV mRNA przy uzyciu PB0614 w szerokim zakresie normalnych tkanek. Stabe wybarwienie
stwierdzono w komérkach nabtonka tarczycy, prostaty, krtani i przetyku, kanalikach nerkowych, komérkach wydzielniczych w
nadnerczach i komoérkach Leydiga. Taki rodzaj barwienia nie zaktdca interpretacii. (Lgczna liczba ocenionych prawidtowych przypadkéw
=100).

Tkanki patologiczne

PB0614 wybarwit 3/3 przypadki zakazenia CMV w piucach, 1/1 zakazenia CMV w jelitach i 1/1 zakazenia CMV w watrobie. Nie
stwierdzono barwienia guzéw ptuc (0/3), guzéw jajnika (0/3), guzéw watroby (0/3), guzdw tarczycy (0/3), guzéw przetyku (0/2), guzéw
sutka (0/2), guzéw przerzutowych o nieznanym pochodzeniu (0/2), guzéw mézgu (0/2), guzéw jader (0/2), nowotworéw skoéry (0/2),
guzdéw okreznicy (0/1), guzéw zotgdka (0/1), guza odbytnicy (0/1), guza krtani (0/1) ani guza grasicy (0/1). (Laczna liczba ocenionych
nieprawidtowych przypadkéw = 34).

Zaleca sie stosowanie PB0614 do wykrywania CMV mRNA.

Szczegolne ograniczenia dla produktu

Preparat CMV Probe zostat zoptymalizowany w Leica Biosystems pod katem stosowania z Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer
Refine Detection i pomocniczymi odczynnikami BOND. W tych okoliczno$ciach uzytkownicy, ktérzy postepujg niezgodnie z zalecanymi
procedurami testowymi muszg wzig¢ odpowiedzialno$¢ za interpretacje wynikdéw chorego. Czasy protokotu mogg by¢ rézne w zwigzku
ze zréznicowaniem w zakresie utrwalenia tkanek i skuteczno$ci trawienia enzymatycznego - nalezy je okresli¢ do$wiadczalnie. Podczas
optymalizacji warunkéw odmaskowywania i czaséw protokotu nalezy stosowa¢ RNA Negative Control Probe.

Rozwigzywanie probleméw

Odnosnik 8 moze by¢ pomocny w podejmowaniu dziatan zaradczych.

Probki testowe nalezy uzupetni¢ odpowiednimi kontrolami tkanek i odczynnikéw.

W celu zgtoszenia nietypowego barwienia nalezy skontaktowac¢ sie z lokalnym dystrybutorem lub z regionalnym biurem firmy Leica
Biosystems.

Dodatkowe informacje

Dodatkowe informacje dotyczace hybrydyzacji in situ przy uzyciu odczynnikéw BOND opisanej w rozdziatach ,Zasady postgpowania”,
.Wymagane materialy”, ,Przygotowanie prébek”, ,Kontrola jakosci”, ,Weryfikacja testu”, ,Interpretacja barwienia”, ,Objasnienie symboli
na etykietach” i ,Ograniczenia ogéine” mozna znalezé w rozdziale ,Stosowanie odczynnikéw BOND” w dokumentacji uzytkownika
systemu BOND.
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BOND Ready-to-Use ISH
CMY Probe
KataloSka $t.: PB0614

Predvidena uporaba

Ta reagent je namenjen diagnosti¢ni uporabi in vitro.

Sonda CMV Probe je namenjena za uporabo v kvalitativni identifikaciji transkripta RNA zgodnjega gena s humanim citomegalovirusom v
tkivu, fiksiranem s formalinom in vstavljenem v parafin, s hibridizacijo (ISH) in situ z uporabo avtomatiziranega sistema BOND (vkljucuje
sistem Leica BOND-MAX in sistem Leica BOND-III).

Klini¢no razlago kakrénega koli obarvanja ali odsotnosti le-tega morajo dopolnjevati morfoloske $tudije in ustrezni kontrolni vzorci, ki jih v
okviru kliniéne anamneze bolnika in drugih diagnosti¢nih testov oceni usposobljen patolog.

Povzetek in razlaga

Citomegalovirus (CMV) je ¢lan druzine virusov Beta Herpes. CMV se prenasa s telesnimi teko¢inami in lahko vzpostavi primarno
okuzbo, latentno okuzbo in kasnej$o reaktivacijo virusa. CMV lahko vzpostavi okuzbo v $tevilnih organih, vkljuéno s pljuéi, z ledvicami
in jetri, aktivni virus pa so zlasti opazili v epitelijskih celicah, endotelijskih celicah, fibroblastih in celicah gladkih misic, pa tudi v
mezenhimskih celicah, hepatocitih, granulocitih in monocitnih makrofagih'.

Med aktivno okuzbo s CMV pride do zac¢asne sinteze treh kategorij proteinov, ki jih kodirajo virusni geni ter so oznaceni kot vmesni
zgodniji, zgodniji in pozni. Vmesni zgodniji proteini se izrazajo 1 do 3 ure po okuzbi in naj bi igrali viogo pri u¢inkovitosti replikacije virusa.
Zgodniji proteini usmerjajo sintezo virusa, medtem ko so pozni proteini predvsem strukturni in sodelujejo pri asembliranju virusa.
CMV je splo$ni oportunisti¢ni patogen, ki lahko povzroci resno bolezen posameznikov z oslabljenim imunskim sistemom, kot so

bolniki z AIDS-om, bolniki po presaditvah in novorojencki. Kongenitalni CMV je posledica intrauterine okuzbe in Eeprav je vecina otrok
asimptomatskih, lahko kongenitalni CMV povzroci senzorinevralno izgubo sluha, kognitivne, motori¢ne in vizualne deficite ter napade?*.
ISH s sondo CMV Probe se uporablja pri zaznavanju humanih okuzb s CMV v tkivu, fiksiranem s formalinom in vstavljenem v parafin®.
Ta metoda je ponovljiva in bi morala povzroéiti intenzivno rjavo obarvanje zlasti citoplazme celic, ki vsebujejo RNA zgodnjega gena s
CMV.

PriloZeni reagenti
Sonda CMV Probe je fluorescein-konjugirana oligonukleotidna sonda, ki jo dobimo v raztopini hibridizacije.
Skupna prostornina = 5,5 ml.

Red¢enje in mesanje
Sonda CMV Probe je pripravljena za uporabo. Rekonstitucija, mesanje, red¢enje ali titracija tega reagenta niso potrebni.

Potrebni materiali, ki niso prilozeni

Glejte »Uporaba reagentov BOND« v prilozeni dokumentaciji BOND za uporabnika za popoln seznam materialov, ki so potrebni za
obdelavo vzorcev in barvanje s hibridizacijo in situ pri uporabi sistema BOND (vkljucuje sistem Leica BOND-MAX in sistem Leica BOND-
.

Shranjevanije in stabilnost

Hraniti pri temperaturi 2-8 °C. Izdelek je stabilen pod temi pogoji do datuma izteka roka uporabnosti, ki je naveden na oznaki vsebnika.

Ni o€itnih znakov, ki bi kazali na kontaminacijo in/ali nestabilnost. Primerno pozitivno in negativno kontrolno tkiva morate obdelati
socasno s testnim vzorcem tkiva.

Takoj po uporabi ohladite na temperaturo 2-8 °C.
Uporabnik mora potrditi ustreznost pogojev shranjevanja, ¢e se ti razlikujejo od zgoraj navedenih®.

Previdnosti ukrepi
« Taizdelek je namenjen za diagnosti¢no uporabo in vitro.

CMV PROBE H360D: Lahko $koduje P201: Pred uporabo pridobiti posebna navodila.

Vsebuje formamid (< 50 %) in  nerojenemu otroku. P202: Ne uporabljajte, dokler se ne seznanite z vsemi varnostnimi
dekstranov sulfat (< 30 %). H315: Povzro¢a ukrepi.

GHSO07: Klicaj. drazenje koze. P260: Ne vdihavati prahu/dima/plina/meglice/hlapov/razprsila.
GHSO08: Nevarno za zdravje. H319: Povzro¢a hudo P308+313: PRI izpostavljenosti ali sumu izpostavljenosti: Poiscite
Signalne besede: Nevarno. drazenje oci. zdravnisko pomoc/oskrbo.

P314: Ob slabem podutju poiscite zdravnisko pomo¢/oskrbo.

P264: Po uporabi temeljito umiti roke.

P280: Nositi zas¢itne rokavice/zas¢itno obleko/zascito za oci/zadcito za
obraz.

P305+351+338: PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj
minut. Odstranite kontaktne lece, ¢e jih imate in ¢e to lahko storite brez
tezav. Nadaljujte z izpiranjem.

P337+313: Ce draZenje o&i ne preneha: Poigite zdravnisko pomo&/
oskrbo.

P302+352: PRI STIKU S KOZO: Umiti z veliko mila in vode.
P332+313: Ce nastopi drazenje koze: Poiégite zdravnisko pomog/
oskrbo.

P362+364: Sleci kontaminirana obladila in jih oprati pred ponovno
uporabo.

Omejeno na strokovne uporabnike.
PB0614
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« Kopijo varnostnega lista lahko dobite pri lokalnem distributerju ali regionalni pisarni druzbe Leica Biosystems ali na spletnem mestu
www.LeicaBiosystems.com.

« Zvzorci, pred fiksiranjem in po njem, in vsemi materiali, s katerimi so ;)riéli v stik, morate rokovati, kot da bi lahko prenasali okuzbe, in
pri njihovem odstranjevanju upostevati ustrezne previdnostne ukrepe. Nikoli ne pipetirajte reagentov skozi usta; pazite, da reagenti
in vzorci ne pridejo v stik s koZo ali sluznicami. Ce reagenti ali vzorci pridejo v stik z ob&utljivimi deli, jih izperite z obilo vode. Poiégite
zdravnisko pomo¢.

« Sledite zveznim, drzavnim ali lokalnim predpisom za odstranjevanje katerih koli morebitno strupenih sestavin.

« Pazite, da ne pride do mikrobne okuzbe reagentov, saj lahko povzrogi nespecifi¢no barvanje.

« Ce uporabite ¢as ali temperature razkrivanja in inkubacije, ki se razlikujejo od navedenih, lahko pridobite napaéne rezultate.
Uporabnik mora validirati morebitne spremembe.

Navodila za uporabo

Sonda CMV Probe je bila razvita za uporabo na avtomatiziranem sistemu BOND (vklju€uje sistem Leica BOND-MAX in sistem Leica
BOND-IIl) skupaj s sistemoma Anti-Fluorescein Antibody in BOND Polymer Refine Detection. Priporoceni protokol za barvanje za sondo
CMV Probe je protokol ISH A. Priporo¢en nacin pridobivanja encimov je z uporabo BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 za 15
minut.

Vedno morate uporabljati ustrezne kontrolna tkiva in reagente. Protokol za kontrolna tkiva in kontrolne reagente mora biti primeren za
test s sondo CMV Probe.

Kontrola kakovosti
Razlike pri obdelavi tkiva in tehnicnih postopkih v laboratoriju uporabnika lahko vodijo do precej$nje variabilnosti rezultatov, kar zahteva
redne interne kontrole ucinkovitosti poleg spodaj navedenih postopkov.

Pozitivni kontrolni vzorci tkiva
Uporabite jih za opredelitev pravilno pripravljenih tkiv in ustreznih tehnik barvanja.

Pri vsakem postopku barvanja morate vsakemu sklopu preizkusnih pogojev dodati en pozitiven kontrolni vzorec tkiva. Za najboljSo
kontrolo kakovosti in zaznavanje manjsih ravni razpadanja reagentov je tkivo s Sibkim pozitivnim obarvanjem bolj primerno kot tkivo z
moc¢nim pozitivnim obarvanjem.

Negativni kontrolni vzorci tkiva
Pregledati jih morate po pregledu pozitivnih kontrolnih vzorcev tkiva, da preverite specificnost oznacevanja tarée s sondo.

Drugace pa se kot negativni kontrolni vzorci pogosto uporablja vrsta razliénih celic, ki so prisotne v vecini rezin tkiv, vendar pa mora tako
uporabo preveriti uporabnik.

Negativni kontrolni reagent
Za oceno nespecificnega obarvanja in bolj$o razlago specificnega obarvanja uporabite kontrolni reagent RNA Negative Control Probe
PB0809 namesto sonde CMV Probe z eno rezino vsakega vzorca bolnika.

Pozitivni kontrolni reagent

Da preverite ohranjenost nukleinskih kislin v tkivu ter dostopnost nukleinskih kislin sondi, uporabite kontrolni reagent RNA Positive
Control Probe PB0785 namesto sonde CMV Probe z eno rezino vsakega vzorca bolnika. Ce sonda RNA Positive Control Probe ne kaze
pozitivnega obarvanja, morate rezultate vzorcev $teti za neveljavne.

Bolnikovo tkivo

Nazadnje preglejte bolnikove vzorce, obarvane s sondo CMV Probe. Intenzivnost pozitivnega obarvanja morate oceniti v kontekstu
morebitnega nespecifi¢nega obarvanja ozadja v kontrolnem vzorcu z izdelkom RNA Negative Control Probe PB0809.

Pri€akovani rezultati

Normalna tkiva

Z uporabo PB0614 pri dirokem naboru normalnih tkiv ni bilo zaznano nobeno specifi¢no obarvanje CMV mRNA. Sibko obarvanje

so ugotovili v epitelijskih celicah §&itnice, prostate, grla in poziralnika, v tubulih ledvic, sekretornih celicah v nadledvi¢nih Zlezah in
Leydigovih celicah. To obarvanje ne vpliva na interpretacijo obarvanja. (Skupno $tevilo ocenjenih normalnih primerov = 100).
Nenormalna tkiva

PB0614 je obarval 3/3 plju¢, okuzenih s CMV, 1/1 €revesa, okuzenega s CMV, in 1/1 jeter, okuZenih s CMV. Obarvanja niso opazili v
pljuénih tumorijih (0/3), tumorjih na jajénikih (0/3), tumorjih jeter (0/3), tumorijih $¢itnice (0/3), tumorjih poziralnika (0/2), tumorjih dojke
(0/2), metastatskih tumorjih neznanega izvora (0/2), mozganskih tumorjih (0/2), tumorjih testisov (0/2), tumorjih koze (0/2), tumorju
debelega crevesa (0/1), tumorju Zelodca (0/1), tumorju rektuma (0/1), tumorju grla (0/1) in tumorju prizeljca (0/1). (Skupno Stevilo
ocenjenih anomalnih primerov = 34).

PB0614 je priporoéen za zaznavanje CMV mRNA.

Specificne omejitve izdelka

Druzba Leica Biosystems je sondo CMV Probe optimizirala za uporabo s Anti-Fluorescein Antibody, s sistemom BOND Polymer Refine
Detection in pomoznimi reagenti BOND. Uporabniki, ki odstopijo od priporo¢enih preizkusnih postopkov, morajo prevzeti odgovornost za
razlago bolnikovih rezultatov pod temi pogoiji. Trajanje protokola se lahko spreminja zaradi sprememb pri fiksaciji tkiva in u€inkovitosti
encimske razgradnje, zato ga je treba dolociti empiri¢no. Pri optimizaciji pogojev pridobivanja in trajanja protokola morate uporabiti
izdelek RNA Negative Control Probe.
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Odpravljanje tezav
Referenca 8 lahko pomaga pri ukrepanju za odpravljanju napake.
Testne vzorce morajo spremljati ustrezne kontrole za tkiva in reagente.

Ce zelite porogati o nenavadnem obarvaniju, se obrnite na svojega lokalnega distributerja ali regionalno pisarno druzbe Leica
Biosystems.

Dodatne informacije

Dodatne informacije o hibridizaciji in situ z reagenti BOND so na voljo v priloZeni dokumentaciji za uporabnika »Uporaba reagentov

BOND« v poglavjih Nacelo postopka, Potrebni materiali, Priprava vzorcev, Kontrola kakovosti, Verifikacija testa, Razlaga obarvanja,

Legenda simbolov na oznakah in Splo$ne omejitve.
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BOND Ready-To-Use ISH
CMY Probe
Kat. ¢.: PB0614

Zamyslené pouziti
Tato reagencie je uréena k diagnostickému pouziti in vitro.
Sonda CMV Probe je uréena k pouZiti pfi kvalitativnim stanoveni ¢asného genového RNA transkriptu lidského cytomegaloviru ve tkani

fixované formalinem a zalité v parafinu hybridizaci in situ (ISH) pomoci automatického systému BOND (véetné systému Leica BOND-
MAX a Leica BOND-III system).

Klinickou interpretaci jakéhokoliv barveni nebo jeho nepfitomnosti je nutné doplnit morfologickym vysetfenim s pouZzitim spravnych
kontrol a zhodnotit je musi kvalifikovany patolog v kontextu s klinickou anamnézou pacienta a jinymi diagnostickymi testy.

Souhrn a vysvétleni

Cytomegalovirus (CMV) je ¢lenem rodiny beta herpesvird. CMV se pienasi télesnymi tekutinami a mdze vyvolavat primarni infekci,
latentni infekci a naslednou reaktivaci viru. CMV muze vyvolat infekci v mnoha organech véetné plic, ledvin a jater. Aktivni virus byl
zejména zaznamenan v epitelidlnich burikach, endotelidlnich burikach, fibroblastech a burikach hladké svaloviny a také v burikach
mezenchymu, hepatocytech, granulocytech a makrofazich derivovanych z monocytd'.

Béhem aktivni infekce CMV probiha docasna syntéza tfi kategorii proteint kédovanych virovymi geny: stfedné casné, ¢asné a pozdni.
Stfedné& &asné proteiny jsou exprimovany 1-3 hodiny po infekci a jejich predpokladanou funkci je zajistit G&innost replikace viru. Casné
proteiny Fidi syntézu viru a pozdni proteiny jsou pfedevs$im strukturalni povahy a podili se na sestavovani virionu.

CMV je béznym oportunistickym patogenem zplisobujicim zavazna onemocnéni u imunokomprimovanych jedinct, jako jsou pacienti
s AIDS, pacienti pro transplantaci a novorozenci. Kongenitalni CMV je vysledkem nitrodélozni infekce, a pfestoze je vétSina déti
asymptomaticka, kongenitalni CMV muZe zplsobit sensorineuralni nedoslychavost, kognitivni, motorickou a vizualni deficienci

a zachvaty>*.

ISH vyuzivajici sondu CMV Probe se pouziva k detekci lidskych infekci CMV ve tkani fixované formalinem a zalité v parafinu®. Tato
metoda je reprodukovatelna a méla by vést k intenzivnimu hnédému pfevazné cytoplazmatickému zbarveni bunék, které obsahuji RNA
¢asnych gent viru CMV.

Dodavané reagencie

Sonda CMV Probe je fluorescein-konjugovana oligonukleotidova sonda dodavana v hybridizaénim roztoku.

Celkovy objem = 5,5 ml

Redéni a michani

Sonda CMV Probe je pfipravena k pouziti. Rekonstituce, michani, fedéni ani titrace této reagencie nejsou nutné.

Potfebny material, ktery neni soucasti dodavky

Uplny seznam materialt potfebnych ke zpracovani vzorku a k barveni mista hybridizace in situ pomoci systému BOND (véetné systému
Leica BOND-MAX a Leica BOND-III system) je uveden v bodé ,Pouziti reagencii BOND* v uZivatelské dokumentaci BOND.

Skladovani a stabilita

Uchovaveijte pfi teploté 2—8 °C. Produkt je za téchto podminek stabilni az o datumu exspirace uvedeného na Stitku nadoby.

Neexistuji zjevné znamky indikujici kontaminaci anebo nestabilitu. Sou¢asné s vySetfovanou tkani je treba provést i hodnoceni pfislusné
pozitivni a negativni tkariové kontroly.

Okamzité po pouziti vratte do prostiedi s teplotou 2-8 °C.
Podminky skladovani jiné nez vy$e uvedené musi uzivatel® validovat.

Bezpecnostni opatreni
« Tento produkt je uréen pouze pro diagnostické pouZziti in vitro.

CMV PROBE H360D: Mlze poskodit P201: Pfed pouzitim si obstarejte specialni instrukce.

Obsahuje formamid (< 50 %) plod v téle matky. P202: Nepouzivejte, dokud jste si nepfecetli vSechny bezpecnostni
a dextran sulfat (< 30 %). H315: Drazdi kazi. pokyny a neporozuméli jim.

GHSO07: Vykficnik. H319: Zpusobuje vazné  P260: Nevdechujte prach/dym/plyn/mih/paru/aerosoly.

GHSO08: Ohrozeni zdravi. podrazdeéni oci. P308+313: PRI expozici nebo podezfeni na ni: Vyhledejte Iékatskou
Signalini slova: Nebezpedi. pomoc/o$etieni.

P314: Necitite-li se dobfe, vyhledejte Iékafskou pomoc/oSetfeni.

P264: Po manipulaci si diikladné omyjte ruce.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/
obli¢ejovy §tit.

P305+351+338: PRI ZASAZENI OCI: Nékolik minut opatrné oplachuijte
vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout
snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

P337+313: Pretrvava-li podrazdéni oéi: Vyhledejte |ékarskou pomoc/
oSetfeni.

P302+352: PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnoZstvim vody a
mydla.

P332+313: P¥i podrazdéni kuze: Viyhledejte Iékaiskou pomoc/osetieni.
P362+364: Kontaminovany odév svléknéte a pfed opétovnym pouzitim
vyperte.

Omezeno na profesionalni uzivatele.
PB0614
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« Vytisk bezpe¢nostniho listu materialu ziskate od mistniho distributora nebo oblastni kancelafe spole¢nosti Leica Biosystems, nebo
muzete navstivit webové stranky Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com.

« Se vzorky, pred fixaci i po fixaci, a se vSemi materidly, které s nimi pfiSly do kontaktu, je nutno zachazet, jako by mohly prenaset
infekci, a zlikvidovat je s pouzitim pfislu§nych bezpeénostnich opatieni . Nikdy reagencie nepipetujte Usty a zabrarite kontaktu
reagencii a vzorku s kuzi a sliznicemi. Pokud se reagencie nebo vzorky dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym
mnozstvim vody. Vyhledejte Iékafskou pomoc.

« Udaje o likvidaci jakychkoli potencialné toxickych komponent prostuduijte ve federalnich, statnich nebo mistnich nafizenich.
« Minimalizujte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohlo by dojit ke zvySeni vyskytu nespecifického barveni.

« Ziskavani, inkubaéni doby nebo teploty jiné nez specifikované mohou vést k chybnym vysledkim. VSechny takové zmény musi byt
uzivatelem validovany.

Navod k pouziti

Sonda CMV Probe byla vyvinuta k pouziti v automatickém systému BOND (v¢etné systému Leica BOND-MAX a Leica BOND-IIl)

v kombinaci s Anti-Fluorescein Antibody, a soupravou BOND Polymer Refine Detection. Protokol doporu¢eného barveni pro sondu
CMV Probe je ISH Protocol A. Odmaskovani enzymu je doporuéeno za pouziti soupravy BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 na
15 minut.

Vzdy se musi pouzit pfislusné tkariové a reagencni kontroly. Protokol tkariové a reagenéni kontroly musi odpovidat kontroldm sondy
CMV Probe.

Kontrola jakosti

Rozdily ve zpracovani tkani a v technickych postupech v laboratofi uZivatele mohou zplsobit vyznamnou variabilitu vysledkd, coz
vyZzaduje kromé nize uvedenych postupt i pravidelné provadéni kontrol v laboratofi.

Pozitivni tkannova kontrola

Pouziva se k prikazu spravné pfipravenych tkani a spravnych barvicich technik.

V kazdém barvicim cyklu musi byt pouZita jedna pozitivni tkafiova kontrola pro kazdy soubor testovacich podminek. Pro optimalini
kontrolu jakosti a k detekci mensiho stupné degradace reagencie je vhodnéjsi tkan se slabym pozitivnim barvenim nez tkar se silnym
pozitivnim barvenim.

Negativni tkafiova kontrola
Musi byt vySetiena po pozitivni tkariové kontrole k ovéreni specificity oznageni sondy podle cilové tkané.

Alternativné ¢asto predstavuje mista negativni kontroly fada rtiznych typ bunék pfitomnych ve vétsiné tkanovych fezu, to ale musi
uzivatel validovat.

Negativni reagencéni kontrola

K vyhodnoceni nespecifického barveni a umoznéni lep$i interpretace specifického barveni cilové tkané pouzijte na fezu z kazdého
vzorku pacienta kontrolu RNA Negative Control Probe PB0809 namisto sondy CMV Probe.

Pozitivni reagenéni kontrola

K ziskani informaci o konzervaci nukleovych kyselin ve tkani a pfistupnosti nukleovych kyselin pro sondu pouzijte na fezu z kazdého
vzorku pacienta kontrolu RNA Positive Control Probe PB0785 namisto sondy CMV Probe. Pokud sonda RNA Positive Control Probe
nevykazuje pozitivni barveni, musi byt vysledky testovanych vzorkd povaZovany za neplatné.

Tkan pacienta
Nakonec vysetfete vzorky pacienta barvené pomoci sondy CMV Probe. Intenzita pozitivniho barveni musi byt zhodnocena v kontextu se
v8im nespecifickym barvenim pozadi u sondy RNA Negative Control Probe PB0809.

Ocekavané vysledky

Normalni tkane

V Sirokém rozsahu normalnich tkani nebylo detekovano zadné specifické CMV mRNA barveni pfi pouziti sondy PB0614. Slabé

barveni bylo detekovano u epitelialnich bunék $titné Zlazy, prostaty, hrtanu a jicnu, ledvinovych tubuld, sekre¢nich bunék nadledvin a
Leydigovych bunék. Toto barveni neinterferuje s interpretaci barveni. (Celkovy po¢et normalnich vySetfovanych tkani = 100).
Abnormaini tkané

Sonda PB0614 obarvila 3/3 vzork( plic infikovanych virem CMV, 1/1 vzorku stfeva infikovaného virem CMV a 1/1 vzorku jater
infikovanych virem CMV. Z&dné barveni nebylo pozorovano u nadort plic (0/3), ovaridlnich nadord (0/3), nadord jater (0/3), nadort §titné
Zlazy (0/3), nadort jicnu (0/2), nadoru prsu (0/2), metastatickych nadorti neznamého plvodu (0/2), nadord mozku (0/2), testikularnich
nadort (0/2), nadortl kiize (0/2), nadoru tlustého streva (0/1), nadoru Zaludku (0/1), rektalniho nadoru (0/1), nadoru hrtanu (0/1) a nadoru
thymu (0/1). (Celkovy pocet vySetfenych abnormalnich tkani = 34).

Sonda PB0614 je doporucena k detekci CMV mRNA.

Omezeni specificka pro tento produkt

Sonda CMV Probe byla spole¢nosti Leica Biosystems optimalizovana pro pouziti s Anti-Fluorescein Antibody, soupravou BOND Polymer
Refine Detection a s pomocnymi reagenciemi BOND. UZivatelé, ktefi se pfi vySetfeni odchyli od doporuc¢eného postupu, musi za téchto
okolnosti pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledku u pacienta. Doby uvedené v protokolu se mohou liit v dusledku odchylek pfi
fixaci tkani a ucinnosti enzymatické digesce a musi byt stanoveny empiricky. Pfi optimalizaci podminek pfi ziskavani a dob v protokolu
musi byt pouzita sonda RNA Negative Control Probe.
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Reseni problému

Odkaz 8 mUze napomoci pfi provadéni napravnych opatfeni.

Testovaci vzorky je nutné doplnit pfislusnou tkani a pouzitim kontrolnich reagencii.

S hlasenim neobvyklého barveni kontaktujte mistniho distributora nebo oblastni kancelar spole¢nosti Leica Biosystems.

Dalsi informace

Dalsi informace o hybridizaci in situ reagenciemi BOND naleznete pod nazvy Princip metody, Potfebné materialy, Pfiprava vzorku,
Kontrola kvality, Ovéfeni testl, Interpretace barveni, Vysvétleni symbolG na $titcich a Obecna omezeni v uzivatelské dokumentaci
BOND, v bodé ,Pouziti reagencii BOND".
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BOND Ready-to-Use ISH
Sonda CMYV Probe
Katalogové ¢.: PB0614

Zamyslané pouzitie

Toto ¢inidlo je uréené na diagnostické pouzitie in vitro.

Sonda CMV Probe je uréena na kvalitativnu identifikaciu ludského cytomegalovirusu pri véasnom prepise génov RNA v tkanive zaliatom
v parafine a fixovanom formalinom prostrednictvom hybridizacie in situ (ISH) pouzitim automatizovaného systému BOND (vratane
systému Leica BOND-MAX a Leica BOND-III).

Klinicka interpretacia akéhokolvek zafarbenia alebo jeho absencie musi byt kombinovana s morfologickymi vySetreniami a
zodpovedajucimi kontrolami. Vysledky je nutné vyhodnotit' v kontexte klinickej anamnézy pacienta a dalSich diagnostickych testov
vedenych kvalifikovanym patolégom.

Zhrnutie a vysvetlenie

Cytomegalovirus (CMV) patri do skupiny beta-herpes virusov. CMV sa prenas$a telesnymi tekutinami a moze spdsobit’ primarnu
infekciu, latentnt infekciu a naslednu virusovu reakciu. CMV méze spdsobit infekciu mnohych organov vratane pfuc, obliciek a pecene,
predovsetkym bol aktivny virus zisteny v epitelovych bunkach, endotelovych bunkach, fibroblastoch a bunkach hladnych svalov, ako aj v
mezenchymalnych bunkach, hepatocytoch, granulocytoch a makrofagoch odvodenych z monocytov'.

Pocas aktivnej infekcie CMV existuje doasna kombinacia troch kategérii proteinov, kédovanych virusovymi génmi oznacenymi ako
stredne v€asné, véasné a neskoré. Stredne véasné proteiny sa exprimuju 1 — 3 hodiny po infekcii a zda sa, Ze zohravaju délezitu ulohu
pri efektivnej virusovej replikacii. VEasné proteiny riadia virusovu syntézu, kym neskoré proteiny st prevazne Strukturované a zapajaju
sa do virusovej zostavy.

CMV je spolo¢ny oportunisticky patogén, schopny spdsobit vazne ochorenia u jednotlivcov s ohrozenou imunitou, ako st napriklad
pacienti s AIDS, pacienti s transplantatmi a novorodenci. Vrodeny CMV je vysledok vnutromaternicovej infekcie a aj napriek tomu,

Ze vacsina deti nema priznaky, vrodeny CMV méze viest k senzoroneuralnej strate sluchu, kognitivnym, pohybovym a vizualnym
problémov a zachvatom?#.

ISH metdda vyuzivajuca CMV Probe sa pouziva na detekciu infekcii fludskym CMV v tkanive zaliatom v parafine a fixovanom vo
formaline®. Metoda je reprodukovatelna a mala by viest k intenzivnemu hnedému prevazne cytoplazmatickému zafarbeniu buniek
obsahujucich RNA v&asnych génov CMV.

Dodané ¢inidla

Sonda CMV Probe je oligonukleotidova sonda konjugovana s fluoresceinom dodavana v hybridizaénom roztoku.

Celkovy objem = 5,5 ml

Riedenie a miesSanie
Sonda CMV Probe je pripravena na okamzité pouzitie. Rekonétitucia, miesanie, riedenie ani titracia tohto ¢inidla nie st potrebné.

Potrebny nedodany material

Uplny zoznam materialov potrebnych na spracovanie vzorky a zafarbenie pri hybridizacii in situ pomocou systému BOND (zahffia
systémy Leica BOND-MAX a Leica BOND-III) si pozrite v asti ,Pouzivanie ¢inidiel BOND" v pouzivatel'skej dokumentacii k systému
BOND.

Uskladnenie a stabilita

Skladujte pri teplote 2 — 8 °C. Za tychto podmienok st vSetky komponenty stabilné az do datumu exspiracie, ktory sa uvadza na $titku
zasobnika.

Neexistuju Ziadne evidentné znamky signalizujuce kontaminaciu a/alebo nestabilitu. Sticasne s testovanym tkanivom treba analyzovat aj
kontroly s pozitivnym aj negativnym tkanivom.

Okamzite po pouziti vratte do prostredia s teplotou 2 — 8 °C.

Iné nez vyssie uvedené podmienky skladovania si vyzaduju validaciu pouzivatefom®.
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Bezpecénostné opatrenia
« Tento produkt je uréeny na diagnostické pouzitie in vitro.

SONDA CMV PROBE H360D: Méze poskodit’ P201: Pred pouzitim sa oboznamte s osobitnymi pokynmi.

Obsahuje formamid (<50 %) nenarodené dieta. P202: Nepouzivajte, kym si neprecitate a nepochopite vSetky

a dextran sulfat (<30 %). H315: Drazdi kozu. bezpecnostné opatrenia.

GHSO07: Vykriénik. H319: Spbsobuje vazne P260: Nevdychujte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosoly.

GHSO08: Nebezpecny pre podrazdenie oi. P308+313: Po expozicii alebo podozreni z nej: Vyhladajte lekarsku
zdravie. pomoci/starostlivost.

Signalne slova: P314: Ak pocitujete zdravotné problémy, vyhladajte lekarsku pomoc/
Nebezpecenstvo. starostlivost.

P264: Po manipulacii si dokladne umyte ruky.

P280: Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/
ochranu tvare.

P305+351+338: PO ZASIAHNUTI OCI: Opatrne niekolko minat
oplachujte vodou. Ak pouzivate kontaktné SoSovky a ak je to mozné,
odstrarite ich. Pokracujte vo vyplachovani.

P337+313: Ak podrazdenie oci pretrvava: Vyhladajte lekarsku pomoc/
starostlivost.

P302+352: PRI KONTAKTE S POKOZKOU: Umyte velkym mnozstvom
mydla a vodou.

P332+313: Ak sa prejavi podrazdenie pokozky: Vyhladajte lekarsku
pomoci/starostlivost.

P362+364: Kontaminovany odev vyzleéte a pred opatovnym pouzitim
vyperte.

Uréené iba pre odbornikov.

« Kartu bezpec€nostny udajov materialov vam poskytne miestny distributor alebo regionalna pobocka spolo¢nosti Leica Biosystems,
pripadne navstivte webovu lokalitu spoloénosti Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com.

« So vzorkami pred fixaciou a po nej a vSetkymi materialmi, ktoré s nimi prisli do kon}alflu, je nutné manipulovat ako s potencialne
infekénymi a zlikvidovat ich pri dodrzani zodpovedajucich bezpeénostnych opatrni . Cinidla nikdy nepipetujte Ustami a zabrarite
kontaktu €inidiel a vzoriek s koZou a sliznicami. Ak sa ¢inidla alebo vzorky dostanu do kontaktu s citlivymi oblastami, umyte ich
velkym mnoZstvom vody. Vyhladajte lekarsku pomoc.

« Likvidaciu pripadnych potencialne toxickych stcasti definuju federalne, Statne alebo miestne predpisy.

« Minimalizujte mikrobialnu kontaminaciu €inidiel. V opaénom pripade moze dojst k zvySeniu nespecifického zafarbenia.

« Nedodrzanie predpisanych déb zachytu, inkubacnych dob alebo teplét moze viest k nespravnym vysledkom. VSetky takéto zmeny si
vyZzaduju validaciu pouzivatefom.

Navod na pouzitie

Sonda CMV Probe bola vytvorena na pouzitie v automatizovanom systéme BOND (zahfiia systémy Leica BOND-MAX a Leica BOND-III)

v kombinacii s Anti-Fluorescein Antibody a systémom BOND Polymer Refine Detection. Odporucany protokol farbenia pre sondu CMV

Probe je ISH Protocol A. Na vyhladavanie enzymov sa odporu¢a pouzit sipravu BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, po dobu
15 minat.

Vzdy sa musia pouzivat vhodné kontroly tkanivom a €inidlom. Protokol pre kontroly tkanivom a €inidlom musi zodpovedat protokolu pre
sondu CMV Probe.

Kontrola kvality

Rozdiely v spracovani tkaniva a technickych postupoch v laboratériu pouzivatela mézu viest k vyznamnému kolisaniu vysledkov, ¢o si
vyzaduje, okrem nasledujticich postupov, aj pravidelné interné kontroly.

Pozitivna kontrola tkanivom

Identifikuje spravne pripravené tkaniva a spravne techniky zafarbenia.

Kazda stprava testovych podmienok v kazdom cykle zafarbenia musi obsahovat jednu pozitivnu kontrolu tkanivom. Tkanivo so
slabym pozitivnym farbenim je na optimalnu kontrolu kvality a na detekciu slabsej degradacie €inidla vhodnejSie nez tkanivo so silnym
pozitivnym farbenim.

Negativna kontrola tkanivom

Nutné vySetrit po pozitivnej kontrole tkanivom s ciefom overit' $pecificitu znacenia sondy na cieli.

Ako negativnu kontrolu je mozné pouZzit' aj rézne typy buniek pritomné vo vacésine tkanivovych rezov, takyto postup si véak vyzaduje
validaciu pouzivatelom.

Negativna kontrola ¢inidlom

Na vyhodnotenie ne$pecifického zafarbenia pouzite sondu RNA Negative Control Probe PB0809 miesto sondy CMV Probe s rezom
jednotlivych vzoriek pacienta, ¢o umozni lepSiu interpretaciu Specifického farbenia ciela.

Pozitivna kontrola ¢inidlom

Pouzitie sondy RNA Positive Control Probe PB0785 namiesto sondy CMV Probe s rezom vzorky jednotlivych pacientov poskytne
informacie o zachovani nukleovych kyselin v tkanive, ako aj o dostupnosti nukleovych kyselin pre sondu. Ak sonda RNA Positive Control
Probe nebude vykazovat pozitivne zafarbenie, vysledky testovanych vzoriek je nutné povazovat za neplatné.
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Tkanivo pacienta

Pacientske vzorky zafarbené sondou CMV Probe preskimajte ako posledné. Intenzitu pozitivneho farbenia je nutné vyhodnotit v
kontexte pripadného nespecifického zafarbenia sondy RNA Negative Control Probe PB0809 na pozadi.

Ocakavané vysledky

Normalne tkaniva

Pri pouziti sondy PB0614 nebolo pozorované ziadne zafarbenie mRNA CMV na Sirokej $kale réznych tkaniv. Slabé zafarbenie

bolo zistené v epitelovych bunkach Stitnej Zlazy, prostaty, hrtanu a pazeraka, tubuloch oblicky, sekre¢nych bunkach nadobliciek a
Leydigovych bunkach. Toto zafarbenie nema vplyv na interpretaciu farbenia. (Celkovy pocet normalnych vySetrenych pripadov = 100).
Abnormalne tkaniva

PB0614 zafarbila 3/3 pltc infikovanych CMV, 1/1 Ereva infikovaného CMV a 1/1 pe€ene infikovanej CMV. Zafarbenie nebolo pozorované
pri nadoroch pltc (0/3), nadoroch vajecnika (0/3), nadoroch pecene (0/3), nadoroch stitnej Zfazy (0/3), nadoroch pazeraka (0/2),
nadoroch prsnika (0/2), metastatickych nadoroch neznameho pévodu (0/2), nadoroch mozgu (0/2), nadoroch semennika (0/2), nadoroch
koze (0/2), nadore hrubého ¢reva (0/1), nadore zaludka (0/1), nadore kone¢nika (0/1), nadore hrtanu (0/1) a nadore detskej zlazy (0/1).
(Celkovy poc&et abnormalnych vySetrenych pripadov = 34).

Sonda PB0614 sa odporti¢a na detekciu mRNA CMV.

Specifické obmedzenia pre tento vyrobok

Sonda CMV Probe bola v spolo¢nosti Leica Biosystems optimalizovana na pouzitie s Anti-Fluorescein Antibody, so systémom BOND
Polymer Refine Detection a pomocnymi ¢inidlami BOND. Pouzivatelia, ktori sa odchylia od odporu¢anych testovacich postupov, musia
akceptovat zodpovednost za interpretaciu vysledkov pacienta za tychto okolnosti. Casyjednotlivych protokolov sa mézu lidit z dévodu
odchylok vo fix&cii tkaniva a G¢innosti enzymatického zhustenia a musia sa zistit empiricky. Pri optimalizacii podmienok vyhladavania a
&asov jednotlivych protokolov je potrebné pouzit sondu RNA Negative Control Probe.

Riesenie problémov

Pri ndprave moéze byt napomocna referencia 8.

Testovacie vzorky maju dopifia vhodné kontrolné tkaniva a kontrolné &inidla.

Neobvyklé zafarbenie ohlaste miestnemu distributorovi alebo regionalnej pobocke spolo¢nosti Leica Biosystems.

Dalsie informacie

Dalsie informacie o hybridizacii in situ s ¢inidlami BOND néajdete v &astiach Princip postupu, Pozadované materialy, Priprava vzorky,

Kontrola kvality, Overenie testu, Interpretacia zafarbenia, Legenda k symbolom na oznaceni a VSeobecné obmedzenia v pouzivatelskej
dokumentacii k systému BOND ,Pouzivanie ¢inidiel BOND".
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