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Utilizare prevăzută
Pentru uz diagnostic in vitro
Bond Oracle HER2 IHC System este o analiză imunohistochimică (IHC) semicantitativă pentru 
determinarea stării oncoproteinei HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) în 
ţesuturile de cancer mamar procesate pentru evaluare histologică. Sistemul Bond Oracle HER2 
IHC System este indicat ca un ajutor în evaluarea pacienţilor pentru care este luat în considerare 
tratamentul cu Herceptin® (trastuzumab) (consultaţi prospectul pentru Herceptin®).
Notă: Toţi pacienţii din studiile clinice ale Herceptin® au fost selectaţi utilizând o analiză 
imunocitochimică de investigaţie Clinical Trial Assay (CTA). Niciunul dintre pacienţii din aceste 
studii nu a fost selectat folosind sistemul Bond Oracle HER2 IHC System. Sistemul Bond Oracle 
HER2 IHC System a fost comparat cu sistemul Dako HercepTest™ pe un set independent 
de probe şi s-a observat că se obţin rezultate concordante acceptabile, aşa cum se indică în 
Rezumatul privind concordanţa clinică. Nu a fost stabilită corelarea reală a sistemului Bond 
Oracle HER2 IHC System cu rezultatele clinice.

Rezumat şi explicaţii
Context
Sistemul Bond Oracle HER2 IHC System conţine anticorpul monoclonal de şoarece anti-
HER2, clone CB11. Clone CB11, dezvoltat iniţial de Corbett et al (1) şi produs de Novocastra 
Laboratories Ltd (în prezent Leica Biosystems Newcastle Ltd), este direcţionat asupra domeniul 
intern al oncoproteinei HER2.
Pentru o parte dintre pacienţii cu cancer mamar, oncoproteina HER2 este supraexprimată ca parte 
a procesului de transformare malignă şi de evoluţie a tumorii (2). Supraexpresia oncoproteinei 
HER2 observată în celulele de cancer mamar sugerează HER2 ca ţintă pentru un tratament pe 
bază de anticorpi. Herceptin® este un anticorp monoclonal umanizat (3) care se leagă cu afinitate 
ridicată de oncoproteina HER2 şi s-a demonstrat că inhibă proliferarea celulelor tumorale umane 
care supraexprimă oncoproteina HER2 atât in vitro cât şi in vivo (4–6).
Începând cu prima metodă cu imunoperoxidază raportată de Nakane şi Pierce (7), au avut loc 
multe progrese în domeniul imunohistochimiei care au dus la o mărire a sensibilităţii analizei. 
O descoperire recentă o reprezintă utilizarea marcării polimerice. Acestă tehnică a fost aplicată 
atât anticorpilor primari cât şi sistemelor de detecţie imunohistochimică (8). Sistemul de detecţie 
Compact PolymerTM utilizat de către sistemul Bond Oracle HER2 IHC System face parte dintr-o 
gamă de noi tehnologii de polimerizare controlată care au fost dezvoltate special pentru a 
preparara conjugate polimerice HRP (peroxidază) - anticorp de legătură. Deoarece această 
tehnologie de polimerizare este utilizată în cadrul gamei de produse Oracle, problema colorării 
nespecifice din cauza legării biotinei endogene, care poate fi observată la sistemele de detecţie 
cu streptavidină/biotină, este evitată. 

Expresia oncoproteinei HER2
Oncoproteina HER2 este exprimată la niveluri detectabile prin imunohistochimie în până la 20% 
din adenocarcinoamele din diferite zone. Între 10% şi 20% din carcinoamele ductale invazive 
ale sânului sunt pozitive pentru oncoproteina HER2 (9). 90% din cazurile de carcinoame ductale 
in situ (DCIS) de tip comedo sunt pozitive (10), împreună cu aproape toate cazurile de boală 
Paget a sânului (11).

Rezumat privind concordanţa clinică
Sistemul Bond Oracle HER2 IHC System a fost dezvoltat pentru a furniza o alternativă la analiza 
de investigaţie Clinical Trial Assay (CTA) utilizată în studiile clinice ale Herceptin®. Performanţa 
sistemului Bond Oracle HER2 IHC System pentru determinarea supraexpresiei oncoproteinei 
HER2 a fost evaluată într-un studiu independent prin compararea rezultatelor sistemului Bond 
Oracle HER2 IHC System cu cele ale Dako HercepTest în 431 probe de tumoare mamară 
având originea în Statele Unite. Niciuna dintre aceste probe de tumoare nu a fost obţinută 
de la pacienţii din studiile clinice pentru Herceptin®. Rezultatele au indicat o concordanţă de 
92,34% pentru o analiză în format 2x2 (interval de încredere cu o probabilitate de 95% cuprins 
între 89,42% şi 94,67%) şi 86,54% pentru o analiză în format 3x3 (interval de încredere cu o 
probabilitate de 95% cuprins între 82,95% şi 89,62%) între rezultatele de la cele două analize.
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Principiul metodei
Sistemul Bond Oracle HER2 IHC System conţine componentele necesare pentru a efectua 
o procedură de colorare imunohistochimică pentru ţesuturile fixate în formol şi incluse în 
parafină. După incubarea cu HER2 Primary Antibody (clone CB11) gata de utilizare, acest 
sistem utilizează tehnologia Compact Polymer gata de utilizare. Transformarea enzimatică a 
cromogenului adăugat ulterior duce la formarea unui produs de reacţie vizibil la situl antigenic. 
Secţiunile de ţesut pot fi apoi supuse unei colorări de contrast, deshidratate, clarificate şi 
montate. Rezultatele sunt interpretate utilizând microscopia optică. Lamele de control cu patru 
linii celulare de carcinom mamar uman, fixate în formol şi incluse în parafină sunt furnizate 
pentru a valida ciclurile de colorare. Cele patru linii celulare indică expresia oncoproteinei HER2 
la intensităţi de 0, 1+, 2+ şi 3+. Intensitatea de colorare a acestor linii celulare se corelează atât 
cu încărcarea cu receptori ai oncoproteinei HER2 per celulă cât şi cu starea de amplificare a 
genei HER2.
Sistemul Bond Oracle HER2 IHC System (cod produs TA9145) este destinat utilizării în sistemul 
de colorare Leica Biosystems’ BOND, avansat şi complet automatizat.

Componente furnizate
Materialele enumerate mai jos (Tabelul 1) sunt suficiente pentru a colora 150 de lame (60 de 
lame de test incubate cu HER2 Primary Antibody, 60 de lame de test corespunzătoare incubate 
cu HER2 Negative Control, 15 lame HER2 Control Slides incubate cu HER2 Primary Antibody şi 
15 controale de ţesut interne pozitive incubate cu HER2 Primary Antibody). Numărul de teste se 
bazează pe utilizarea a 150 µl distribuiţi automat per lamă. Trusa furnizează materiale suficiente 
pentru maxim 15 cicluri de testare BOND individuale.

HER2 Control Slides, 
(x15)

Secţiuni de linii celulare de carcinom mamar uman, fixate în formol 
şi incluse în parafină care indică expresia oncoproteinei HER2 la 
intensităţi de colorare de 0, 1+, 2+ şi 3+ când acestea sunt colorate 
conform protocolului furnizat. Aceste secţiuni aderă complet la lamă 
şi nu necesită tratare termică suplimentară.

HER2 Primary 
Antibody, 13.5 mL

Conţine anticorp monoclonal IgG de şoarece, purificat pentru 
afinitate, gata de utilizare, clone CB11 şi ProClin™ 950  de 0,35%.

HER2 Negative 
Control, 9 mL

Conţine IgG de şoarece, gata de utilizare, într-o concentraţie 
echivalentă pentru HER2 Primary Antibody şi ProClin™ 950 de 0,35%.

Peroxide Block, 
22.5 mL Conţine peroxid de hidrogen 3-4%.

Post Primary, 22.5 mL IgG de iepure anti-şoarece (<10 μg/ml) în ser fiziologic cu tampon Tris 
conţinând ser animal 10% (v/v) şi ProClinTM 950 de 0,09%.

Polymer, 22.5 mL Poli-HRP - IgG de capră anti-iepure (<25 μg/ml) în ser fiziologic cu 
tampon Tris conţinând ser animal 10% (v/v) şi ProClinTM 950 de 0,09%.

DAB Part 1, 2.25 mL Conţine tetraclorhidrat de 3,3’-diaminobenzidină 66 mM, într-o soluţie 
de stabilizator.

DAB Part B (x2), 
22.5 mL Conţine peroxid de hidrogen ≤0,1% (v/v).

Hematoxylin, 22.5 mL Conţine hematoxilină <0,1%.

Tabelul 1. Componentele sistemului Bond Oracle HER2 IHC System

Instrucţiuni de utilizare
Toţi reactivii furnizaţi sunt preparaţi special pentru utilizarea cu această analiză şi numerele de 
lot sunt specifice pentru fiecare sistem Bond Oracle HER2 IHC System. Pentru ca analiza să fie 
validă, nu este permisă nicio înlocuire.
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Conservare şi stabilitate
A se conserva la 2–8 °C. A nu se congela. Imediat după utilizare se conservă din nou la 2–8 °C. 
Orice abatere de la aceste condiţii va determina ca analiza să nu mai fie validă. Asiguraţi-vă 
că sistemul Bond Oracle HER2 IHC System utilizat este în interiorul termenului de valabilitate 
indicat. Semnele de contaminare şi/sau instabilitate a sistemului Bond Oracle HER2 IHC 
System sunt: turbiditatea soluţiilor, mirosul şi prezenţa de precipitat. Condiţiile de conservare, 
altele decât cele specificate mai sus trebuie verificate de către utilizator.

Prepararea probelor
Toate probele trebuie preparate pentru a conserva ţesutul în vederea colorării imunohistochimice. 
Pentru toate probele trebuie utilizate metodele standard de procesare a ţesuturilor (12). 
Se recomandă ca ţesuturile să fie preparate în fixatori pe bază de formol, să fie procesate 
sistematic şi să fie incluse în parafină. De exemplu probele de rezecţie trebuie incluse în 
blocuri de parafină cu grosimi de 3-4 mm şi fixate timp de 18–24 de ore într-o soluţie neutră de 
formol tamponat de 10%. Ţesuturile trebuie apoi deshidratate într-o serie de soluţii de alcool şi 
clarificate cu xilen, urmată de impregnarea cu ceară de parafină topită, la o temperatură care să 
nu depăşească 60 °C. Probele de ţesut trebuie secţionate la grosimi între 3–5 µm.
Lamele necesare pentru evaluarea oncoproteinei HER2 şi verificarea tumorii trebuie preparate 
în acelaşi timp. Pentru a conserva antigenicitatea, secţiunile de ţesut montate pe lame (Leica 
BOND Plus Slides – cod produs S21.2113) trebuie colorate în decurs de 4–6 săptămâni de la 
secţionare dacă se ţin la temperatura camerei (18–24 °C). După secţionare se recomandă ca 
lamele să fie incubate pentru 12–18 ore (peste noapte) la 37 °C. Secţiunile care necesită o 
adeziune suplimentară pot fi incubate la 60 °C pentru încă o oră. 
În Statele Unite legea Clinical Laboratory Improvement Act (Legea privind îmbunătăţirea 
laboratoarelor clinice) din 1988 solicită în secţiunea 42 CFR 493.1259(b) că “Laboratorul 
trebuie să păstreze lamele colorate pentru cel puţin zece ani de la data examinării şi să păstreze 
blocurile de probe pentru cel puţin doi ani de la data examinării”.

Avertismente şi precauţii
Numai pentru uz profesional.
Unul sau mai multe componente ale produsului sunt periculoase. 
În general, este interzisă utilizarea acestui produs de către persoanele cu vârsta sub 18 ani. 
Utilizatorii trebuie să fie atent instruiţi cu privire la metodele de lucru corecte, proprietăţile 
periculoase ale produsului şi instrucţiunile de siguranţă necesare. 
Simptomele de supraexpunere la ProClin™ 950, conservantul utilizat în reactivii Oracle, pot 
include iritarea pielii şi a ochilor, a mucoaselor şi a căilor respiratorii superioare. Concentraţia 
de ProClin™ 950 în acest produs este de maximum 0,35%. Aceste soluţii nu îndeplinesc criteriile 
OSHA (Agenţia pentru Securitate şi Sănătate la Locul de Muncă) privind substanţele periculoase. 
O fişă tehnică de securitate este disponibilă la cerere sau de la www.LeicaBiosystems.com.
Înainte şi după fixare, probele şi toate materialele în contact cu acestea, trebuie tratate ţinând 
cont de posibilitatea acestora de a transmite infecţii şi trebuie eliminate luându-se măsurile 
adecvate.
Nu pipetaţi niciodată reactivii cu gura şi evitaţi contactul reactivilor sau probelor cu pielea sau 
mucoasele. Dacă reactivii sau probele ajung în contact cu zone sensibile, clătiţi cu apă din 
abundenţă. Cereţi sfatul medicului. Consultaţi reglementările naţionale, regionale sau locale 
privind eliminarea oricăror componente potenţial toxice. 
Pentru a evita riscul de intensificare a unei coloraţii nespecifice reduceţi la minimum contaminarea 
microbiană a reactivilor.
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Metodă
A. Reactivi necesari dar nefurnizaţi

•	 BOND Dewax Solution (cod produs AR9222)
•	 BOND Epitope Retrieval Solution 1 (cod produs AR9961)
•	 BOND Wash Solution x10 Concentrate (cod produs AR9590)
•	 Solvenţi standard utilizaţi în imunohistochimie (de ex. alcool etilic absolut şi alcool etilic 

cu concentraţii succesiv crescute)
•	 Xylene (sau substituenţi ai xilenului)
•	 Mediu de montare pe lamă
•	 Apă distilată sau demineralizată

B. Echipamente necesare dar nefurnizate
•	 Leica Biosystems Sisteme de colorare BOND-MAX şi BOND-III avansate şi complet 

automatizate
•	 BOND Universal CovertilesTM (cod produs S21.2001, S21.4583 sau S21.4611)
•	 BOND Mixing Stations (cod produs S21.1971)
•	 Etuvă pentru uscare, capabilă să menţină o temperatură constantă de 60 °C
•	 Microscop optic (cu 4 obiective cu putere de mărire de 40x)
•	 Lame (Leica BOND Plus Slides – cod produs S21.2113)
•	 Lamele
•	 BOND Slide Label & Print Ribbon (cod produs S21.4564)
•	 BOND Aspirating Probe Cleaning System (cod produs CS9100)

C. Metodologie
•	 Înainte de a aborda acestă metodologie, utilizatorii trebuie să fie instruiţi în tehnicile de 

imunohistochimie BOND complet automatizate.
•	 Fiecare secţiune analizată care trebuie colorată cu HER2 Primary Antibody va necesita 

o secţiune identică pentru colorare cu HER2 Negative Control. Secţiunea de control 
negativ permite o diferenţiere între coloraţia specifică şi nespecifică la situl antigenului. 
Fiecare ciclu de colorare BOND trebuie să includă o lamă HER2 Control Slide. La sfârşitul 
protocolului de colorate, dacă liniile celulare nu indică profilurile de coloraţie corecte 
(consultaţi Ghidul de interpretare al sistemului Bond Oracle HER2 IHC System), ciclul 
trebuie să fie considerat ca nevalid.

D. Dispunerea lamelor
Pentru fiecare lamă se utilizează o lamelă nouă BOND Universal Covertile (cod produs 
S21.2001, S21.4583 sau S21.4611). Utilizarea lamelelor BOND Universal Covertiles care au 
fost folosite în prealabil pentru colorarea imunohistochimică sau prin hibridizare in situ nu a 
fost validată pentru acest test.
Dispunerea tăviţei cu lame (Tabelul 2) permite obţinerea unei performanţe optime cu sistemul 
Bond Oracle HER2 IHC System şi obţinerea tuturor celor 60 de teste.



  
Pagina 7 din 23

R
om

ân

Leica Biosystems Bond Oracle HER2 IHC System Instrucţiuni de utilizare TA9145 ROW-RO-CE-Rev_B 27/02/2017

R
om

ân

Poziţie 
lamă

Descriere lamă Reactiv Tip ţesut Pictogramă lamă

1 Cazul 1 *HER2 Negative Control Test

2 Cazul 2 *HER2 Negative Control Test

3 Cazul 3 *HER2 Negative Control Test

4 Cazul 4 *HER2 Negative Control Test

5 Cazul 1 *HER2 Primary Antibody Test

6 Cazul 2 *HER2 Primary Antibody Test

7 Cazul 3 *HER2 Primary Antibody Test

8 Cazul 4 *HER2 Primary Antibody Test

9 HER2 - Control Slide *HER2 Primary Antibody Pozitiv

10 Ţesut de control intern *HER2 Primary Antibody Pozitiv 

	 Tabelul 2. Modul de dispunere pentru tăviţa cu lame, indicând tipul de ţesut şi de reactiv

E. Etapele metodei
Urmaţi etapele de mai jos pentru a configura o tăviţă cu lame în modul de dispunere descris în 
Tabelul 2. Aceste instrucţiuni trebuie citite împreună cu Manualul de utilizare pentru sistemul BOND.

1.	 Asiguraţi-vă că pe aparatul BOND recipientele pentru cantităţi mari şi cele pentru 
reziduurile periculoase au o capacitate suficientă pentru a efectua ciclurile de colorare 
necesare.

2.	 Verificaţi dacă există suficient alcool şi apă distilată sau demineralizată, suficientă soluţie 
BOND Dewax Solution (furnizată gata de utilizare), soluţie BOND Epitope Retrieval 
Solution 1 (furnizată gata de utilizare) şi soluţie BOND Wash Solution (furnizată ca soluţie 
concentrată de 10 ori) în recipientele pentru reactivi, de mare capacitate, pentru a efectua 
ciclurile de colorare necesare.

3.	 Asiguraţi-vă că este montat un sistem curat BOND Mixing Station.

4.	 Porniţi sistemul de colorare BOND avansat şi complet automatizat.

5.	 Porniţi BOND controlor legat la sistemul de colorare BOND avansat şi complet 
automatizat.

6.	 Deschideţi programul software pentru sistemul BOND.

7.	 Pentru un nou sistem Bond Oracle HER2 IHC System, scanaţi codul de bare al tăviţei de 
reactivi cu cititorul de bare pentru a introduce sistemul în inventarul pentru reactivi BOND.
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8.	 Accesaţi ecranul de configurare Slide (Lame) şi faceţi clic pe Add case (Adăugare caz).

9.	 Introduceţi detaliile pentru primul caz. Verificaţi dacă volumul distribuit este setat la 150 µL 
şi dacă protocolul de preparare este *Dewax. Faceţi clic pe OK.

10.	Având cazul evidenţiat în ecranul de configurare Slide (Lamă), faceţi clic pe Add slide 
(Adăugare lamă).

11.	Prima dată introduceţi lamele de test pentru pacienţi. Verificaţi dacă tipul de ţesut este 
setat la Test tissue (Ţesut de test).

12.	Verificaţi dacă volumul distribuit este de 150 µL şi dacă protocolul de preparare este *Dewax.

13.	Selectaţi valorile modului de colorare la Single (Unic) şi Oracle (nu faceţi clic pe Oracle 
control).

14.	Selectaţi procesul IHC.

15.	Selectaţi *HER2 Negative Control din lista de markeri. Cu fila Protocols (Protocoale) se 
selectează implicit protocolul de colorare corect (*IHC Protocol H) şi protocolul HIER (*HIER 
25 min with ER1 (97)). 

16.	Faceţi clic pe Add slide (Adăugare lamă). Este creată lama cu reactivul pentru control 
negativ.

17.	Tot în dialogul Add slide (Adăugare lamă), selectaţi *HER2 Primary Antibody din lista de 
markeri. Protocoalele implicite şi toate celelalte setări rămân neschimbate. 

18.	Faceţi clic pe Add slide (Adăugare lamă). Este creată lama de test.

19.	Repetaţi etapele 8 - 18 până când se creează toate cazurile şi toate lamele de test pentru 
pacient.

20.	Apoi creaţi lama HER2 Control Slide. Adăugaţi-o la ultimul caz sau creaţi un nou caz 
pentru lamele de cotrol, în funcţie de procedurile standard ale laboratorului dvs.

Notă importantă: În cadrul sistemului Bond Oracle HER2 IHC System este obligatorie includerea 
unei lame HER2 Control Slide în fiecare ciclu (adică tăviţă cu lame) pentru a valida analiza.

21.	În caseta de dialog Add slide (Adăugare lamă) setaţi tipul de ţesut la Positive tissue (Ţesut 
pozitiv).

22.	Faceţi clic pe Oracle control.

23.	Selectaţi numărul de lot al lamei HER2 Control Slide din lista Lot No (Nr. lot). Numărul de 
lot este înscris pe zona de etichetare a lamei. 

Notă importantă: Lama HER2 Control Slide trebuie să provină din acelaşi sistem Bond Oracle 
HER2 IHC System care va fi utilizat.

24.	Selectaţi *HER2 Primary Antibody din lista de markeri. Menţineţi acelaşi volum distribuit, 
acelaşi mod de colorare, setările de proces şi de protocol. 

25.	Faceţi clic pe Add slide (Adăugare lamă) pentru a adăuga lama HER2 Control Slide.

26.	În final adăugaţi o lamă cu ţesut de control intern pozitiv. 

27.	Deselectaţi Oracle control.

28.	Selectaţi *HER2 Primary Antibody din lista de markeri. Menţineţi acelaşi volum distribuit, 
acelaşi mod de colorare, setările de proces şi de protocol. Tipul de ţesut rămâne Positive 
tissue (Ţesut pozitiv). 

29.	Faceţi clic pe Add slide (Adăugare lamă). Aceasta finalizează procedura de creare a lamei.

30.	Imprimaţi etichetele lamelor. Toate etichetele lamelor Oracle au imprimate literele “OC”. 
Eticheta pentru lama HER2 Control Slide include de asemenea numărul de lot pentru 
sistemul Bond Oracle HER2 IHC System.
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31.	Etichetaţi lamele în mod corespunzător.

32.	Deschideţi capacele tuturor recipientelor Bond Oracle HER2 IHC System şi încărcaţi 
tăviţa cu reactivi în sistemul BOND.

33.	Aşezaţi lamele în tăviţa cu lame în ordinea indicată în secţiunea D, Tabelul 2. Puneţi 
lamelele noi.

34.	Încărcaţi tăviţa cu lame în sistemul  BOND şi apăsaţi butonul Load/Unload (Încărcare/
Descărcare).

35.	Confirmaţi că lamele au fost scanate şi faceţi clic pe butonul Run (Play) (Ciclu (Executare)) 
de pe ecranul de stare a Sistemului.

36.	Verificaţi dacă câmpul indicator pentru tăviţă afişează Proc (OK), iar numărul de lot şi 
timpul de finalizare sunt afişaţi.

37.	Când ciclul este finalizat, apăsaţi pe butonul Load/Unload (Încărcare/Descărcare) şi scoateţi 
tăviţele cu lame din sistemul BOND.

38.	Îndepărtaţi lamelele şi clătiţi lamele cu apă demineralizată.

39.	Deshidrataţi, clarificaţi şi montaţi secţiunile.

Controlul calităţii
Diferenţele dintre metodele de fixare, procesare şi includere a ţesuturilor din cadrul laboratoarelor 
utilizatorilor pot să ducă la o variabilitate semnificativă a rezultatelor necesitând verificarea 
periodică a controalelor interne, suplimentar faţă de lamele HER2 Control Slides furnizate de 
Leica Biosystems’ în sistemul Bond Oracle HER2 IHC System. Consultaţi îndrumările privind 
controlul calităţii cuprinse în College of American Pathologists (CAP) Certification Program for 
Immunohistochemistry (Programul de certificare pentru imunohistochimie al Colegiului patologilor 
americani (CAP)); consultaţi de asemenea Quality Assurance for Immunocytochemistry, 
Approved Guideline (Asigurarea calităţii în imunocitochimie, Ghid aprobat) al CSLI (denumit 
anterior NCCLS) (12) şi Special Report: Quality Control in Immunohistochemistry (Raport 
special: Controlul calităţii în imunohistochimie) (13). Mai mult, consultaţi Tabelul 3 de mai jos 
pentru tipurile de controale de calitate imunohistochimice şi scopul acestora.

Probă*    Descriere HER2 Primary Antibody - 
coloraţie

HER2 Negative  
Control - coloraţie

HER2 Control 
Slide 

Aşa cum este furnizat în 
sistemul Bond Oracle HER2 
IHC System.

Controlează metoda 
de colorare şi indică 
validitatea performanţei 
reactivului.

Detecţia 
coloraţiei de fond 
nespecifice

Ţesut de control 
intern pozitiv

Ţesut ce conţine antigenul 
ţintă. Controlul ideal este 
un ţesut cu coloraţie 
slab pozitivă utilizat în 
scopul de a defini mici 
modificări ale sensibilităţii 
anticorpului primar.

Controlează toate etapele 
analizei. Validează 
prepararea ţesutului şi 
performanţa colorării cu 
sistemul Bond Oracle HER2 
IHC System.

Componentă de 
ţesut de control 
intern negativ

Ţesuturile şi celulele, 
presupuse a fi negative 
(pot fi localizate în 
ţesutul de pacient sau 
componentele de ţesut de 
control pozitiv/negativ).

Detecţia reactivităţii 
încrucişate a anticorpului 
nespecific cu celule/
componentele celulare.

*Fixată şi procesată similar cu proba de pacient

Tabelul 3. Controale de calitate imunohistochimice şi scopul acestora
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Ţesuturile de control trebuie să fie probe de biopsie sau chirurgicale, fixate în formol, procesate 
şi incluse în parafină cât de repede posibil şi în acelaşi mod ca şi probele de pacient. Probele 
trebuie manipulate în mod corespunzător pentru a păstra antigenicitatea ţesutului în vederea 
colorării imunohistochimice. Pentru toate probele trebuie utilizate metodele standard de 
procesare a ţesuturilor (12).

HER2 Control Slide – HER2 Primary Antibody
Fiecare dintre lamele HER2 Control Slides furnizate conţine patru linii celulare de carcinom 
mamar uman fixate în formol şi incluse în parafină cu valori ale intensităţii coloraţiei de 0, 1+, 2+  
şi 3+. În fiecare ciclu de analiză (adică tăviţă cu lame) trebuie inclusă o lamă de control. 
Evaluarea corectă a lamei HER2 Control Slide furnizată de Leica Biosystems’ indică validitatea 
testului (consultaţi Ghidul de interpretare al sistemului Bond Oracle HER2 IHC System). Lamele 
HER2 Control Slides furnizate cu acest sistem validează numai performanţa reactivului şi nu 
verifică prepararea ţesutului.

Componente ale ţesuturilor de control intern pozitiv – HER2 Primary Antibody
Dacă se utilizează componente de ţesut de control intern pozitiv, acestea trebuie să fie probe de 
biopsie sau chirurgicale, fixate, procesate şi incluse în parafină cât de repede posibil, în acelaşi 
mod ca şi probele de pacient. Controalele de ţesut pozitive indică faptul că ţesuturile sunt 
preparate corect şi că tehnicile de colorare sunt valide. Pentru fiecare ciclu de analiză trebuie 
inclusă cel puţin o componentă de control pozitiv. Secţiunile de control pozitiv trebuie să indice 
o coloraţie slab pozitivă pentru a defini mici modificări ale sensibilităţii anticorpului primar. 
Notă: Componentele cunoscute de ţesut de control pozitiv trebuie utilizate numai pentru controlul 
performanţei corecte a ţesuturilor procesate împreună cu reactivii de analiză, şi NU ca un ajutor 
în formularea unei interpretări specifice a probelor de pacient. Dacă ţesuturile de control pozitiv 
nu reuşesc să indice o colorare pozitivă corespunzătoare, rezultatele obţinute de la probele de 
pacient trebuie să fie considerate nevalide.
Un bloc de control cu mai multe secţiuni de ţesut conţinând tumori cu toate cele 4 grade HER2 
poate fi utilizat de asemenea în mod eficient ca material de control intern adecvat.

Componente ale ţesuturilor de control intern negativ – HER2 Primary Antibody
Dacă se utilizează componente de ţesut de control intern negativ, acestea trebuie să fie probe 
de biopsie sau chirurgicale proaspete, fixate, procesate şi incluse în parafină cât de repede 
posibil, în acelaşi mod ca şi probele de pacient. Prin utilizarea ţesutului de control, cunoscut ca 
fiind negativ pentru oncoproteina HER2, cu fiecare ciclu de colorare, se verifică specificitatea 
anticorpului primar şi se indică orice coloraţie nespecifică de fond. Varietatea diferitelor tipuri de 
celule prezente în majoritatea secţiunilor de ţesut oferă situri interne de control negativ (acestea 
trebuie verificate de utilizator). Ductele mamare normale, neasociate cu tumoarea furnizează o 
referinţă pentru validitatea analizei. Dacă are loc o colorare specifică în ţesutul de control intern 
negativ, rezultatele pentru probele de pacient trebuie considerate nevalide.
Un bloc de control cu mai multe ţesuturi reprezentând toate cele patru grade HER2 poate fi 
utilizat ca ţesuturi de control negativ şi pozitiv.

Ţesut de pacient – HER2 Negative Control
Utilizaţi HER2 Negative Control furnizat în loc de HER2 Primary Antibody pe o secţiune 
corespunzătoare pentru fiecare test de pacient pentru a evalua coloraţia nespecifică şi a permite 
o interpretare corectă a coloraţiei oncoproteinei HER2 la situl antigenic. 

Ţesut de pacient – HER2 Primary Antibody
Intensitatea coloraţiei pozitive trebuie evaluată în contextul oricărei coloraţii de fond nespecifice 
cu HER2 Negative Control. La fel ca şi la orice altă analiză imunohistochimică, un rezultat 
negativ înseamnă că antigenul nu a fost detectat şi nu că acesta nu a fost prezent în celula/
ţesutul analizat. Consultaţi capitolele Raţionamentul privind ordinea de screening a lamelor, Limitări, Evaluarea 
performanţei şi Imunoreactivitate pentru informaţii specifice privind imunoreactivitatea sistemului 
Bond Oracle HER2 IHC System.
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Verificare analiză 
Înainte de a utilizarea iniţială a oricărui anticorp sau sistem de colorare într-o metodă de 
diagnosticare, utilizatorul trebuie să verifice specificitatea anticorpului prin testarea acestuia 
pe o serie de ţesuturi interne cu profiluri imunohistochimice pozitive sau negative cunoscute. 
Consultaţi capitolul Controlul calităţii aşa cum s-a subliniat mai înainte şi cerinţele de control al 
calităţii din CAP Certification Program for Immunohistochemistry (Programului de certificare 
pentru imunohistochimie al Colegiului patologilor americani) şi/sau Quality Assurance for 
Immunocytochemistry, Approved Guideline (Asigurarea calităţii în imunocitochimie, Ghid 
aprobat) al CSLI (denumit anterior NCCLS) (12). Aceste proceduri de control al calităţii trebuie 
repetate pentru fiecare lot nou de anticorpi sau ori de câte ori există o modificare în parametrii 
de analiză. Carcinoamele umane mamare ductale invazive (infiltrante) cu intensităţi de colorare 
a oncoproteinei HER2 de la 0 la 3+ şi alte ţesuturi negative corespunzătoare sunt adecvate 
pentru verificarea analizei.

Interpretarea coloraţiei
Pentru determinarea expresiei oncoproteinei HER2, utilizând scala din Tabelul 4, se pot 
evalua numai profilul şi intensitatea coloraţiei membranei. Evaluarea lamei trebuie efectuată 
de către un medic patolog prin utilizarea unui microscop optic. Pentru evaluarea coloraţiei 
imunohistochimice şi a scorului, este adecvat un obiectiv cu putere de mărire 10x. Pentru 
confirmarea scorului trebuie utilizată o putere de mărire a obiectivului de 20–40x. Colorarea 
citoplasmei trebuie considerată ca o colorare nespecifică şi nu trebuie inclusă în evaluarea 
intensităţii coloraţiei membranei (14). Ca ajutor în diferenţierea coloraţiei de tip 0, 1+, 2+, şi 3+, 
consultaţi Ghidul de interpretare al sistemului Bond Oracle HER2 IHC System pentru imagini 
reprezentative ale intensităţii coloraţiei. Trebuie evaluate numai probele de la pacienţii cu 
carcinom mamar invaziv. În cazuri cu carcinom in situ şi carcinom invaziv în aceeaşi probă, 
trebuie determinat scorul numai pentru componenta invazivă.

Profilul coloraţiei imunohistochimice Scor Evaluare

Nu se observă nicio coloraţie sau coloraţia membranei se 
observă în mai puţin de 10% din celulele tumorale.

0 Negativ

Se observă o coloraţie slabă/abia perceptibilă a membranei în 
mai mult de 10% din celulele tumorale. Celulele sunt colorate 
numai parţial la nivelul membranei.

1+ Negativ

Se observă o colorare completă slabă spre moderată a 
membranei în mai mult de 10% din celulele tumorale.

2+
Neconcludent (slab 
pozitiv)

Se observă colorarea completă, puternică a membranei în mai 
mult de 10% din celulele tumorale.

3+ Foarte pozitiv

Tabelul 4. Interpretarea coloraţiei HER2

Bond Oracle HER2 IHC System - rezultatele privind coloraţia cu acest sistem sunt interpretate 
ca negative pentru expresia oncoproteinei HER2 la scoruri ale intensităţii coloraţiei de  
0 şi 1+, ca neconcludente (slab pozitive) la un scor de 2+ al intensităţii coloraţiei, şi ca puternic 
pozitive la un scor de 3+ a intensităţii coloraţiei. Sistemul Bond Oracle HER2 IHC System nu 
este destinat să furnizeze informaţii privind prognosticul bolii pentru pacienţi şi/sau medic şi nu 
a fost validat în acest scop. Pentru fiecare evaluare a coloraţiei, lamele trebuie examinate în 
ordinea prezentată mai jos pentru a determina validitatea ciclului de colorare şi pentru a permite 
evaluarea semicantitativă a intensităţii coloraţiei pentru probele de ţesut.
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Raţionamentul privind ordinea de screening a lamelor 
Lamele trebuie analizate în următoarea ordine:

1. HER2 Control Slide – HER2 Primary Antibody
O analiză validă pentru lamele Oracle HER2 Control Slide indică următoarele: 
•	 Prezenţa unei coloraţii maro puternice, completă a membranei celulare la linia celulară de 

control SK-BR-3 de intensitate 3+.
•	 Prezenţa unei coloraţii maro slabe spre moderate, completă a membranei celulare la linia 

celulară de control MDA-MB-453 de intensitate 2+.
•	 Prezenţa unei coloraţii maro slabe/abia perceptibile, incompletă a membranei celulare la 

linia celulară de control MDA-MB-175 de intensitate 1+.
•	 Lipsa unei coloraţii la linia celulară de control MDA-MB-231 de intensitate 0.
Notă importantă: O caracteristică a liniei celulare de control MDA-MB-175 de intensitate 1+ este 
profilul distinct de creştere prin care se formează aglomerările celulare. Aceste aglomerări 
dau naştere la o regiune periferică luminoasă, cu aspect de perie, de-a lungul aglomerării 
celulare. Această coloraţie cu aspect de perie va fi mai intensă decât restul membranei 
celulare. Profilul coloraţiei corecte de intensitate 1+ pentru oncoproteina HER2 îl reprezintă 
coloraţia slabă/abia perceptibilă şi incompletă a membranei celulare. La acestă linie celulară 
se poate observa şi o coloraţie sub formă de puncte pentru regiune Golgi a citoplasmei.

2. Ţesut de control intern pozitiv – HER2 Primary Antibody
Trebuie observată PREZENŢA unei coloraţii maro a membranei, corespunzătoare stării 
cunoscute a oncoproteinei HER2 din controlul pozitiv selectat. 

3. Componentă de ţesut de control intern negativ – HER2 Positive Control
Trebuie observată ABSENŢA colorării membranei. O componentă de ţesut de control negativ 
confimă absenţa detecţiei unei reactivităţi încrucişate a sistemului privind celulele/componentele 
celulare vizate în mod specific. Dacă are loc o colorare specifică în componenta de ţesut de 
control intern negativ, rezultatele pentru probele de pacient trebuie considerate nevalide.

4. Ţesut de pacient – colorare utilizând HER2 Negative Control
Prin ABSENŢA unei colorări a membranei se verifică marcarea specifică a antigenului ţintă 
de către anticorpul primar. Alte coloraţii maro ce au loc în citoplasma probei tratate cu HER2 
Negative Control, cum ar fi cele din ţesuturile conjunctive, din leucocite, eritrocite şi ţesuturi 
necrotice, trebuie considerate coloraţii de fond nespecifice şi trebuie luate în considerare.

5. Ţesut de pacient – colorare utilizând HER2 Primary Antibody
HER2 - nivelurile pentru expresia acestei oncoproteine sunt determinate de criteriile definite 
atât în Tabelul 4, cât şi în Ghidul de interpretare al sistemului Bond Oracle HER2 IHC System.

Limitări
A. Limitări generale

Imunohistochimia este o tehnică de laborator în mai multe etape, utilizată ca ajutor în 
interpretarea şi determinarea caracteristicilor histopatologice. Este o metodă ce necesită 
o instruire specializată cu privire la toate aspectele metodei (inclusiv selecţia reactivilor şi 
ţesutului corespunzător, a modului de fixare şi procesare corespunzătoare, a preparării 
corespunzătoare a lamei IHC), precum şi a modului de interpretare.
Colorarea imunohistochimică a ţesuturilor depinde de modul de manipulare, fixare şi procesare 
a ţesutului înainte de colorare. O fixare, congelare, decongelare, spălare, uscare, încălzire, 
secţionare necorespunzătoare sau contaminarea cu alte ţesuturi sau fluide poate duce la 
artefacte, captarea anticorpului sau la rezultate fals negative. Rezutate necorespunzătoare 
pot fi obţinute şi din cauza variaţiilor în metodele de fixare şi includere sau neregularităţilor 
inerente din cadrul ţesutului (15). Coloraţia de contrast excesivă sau incompletă poate de 
asemenea compromite corecta interpretare a rezultatelor.
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Coloraţia nespecifică, dacă este prezentă, în general are un aspect difuz. Coloraţia izolată 
a ţesuturilor conjunctive poate fi observată de asemenea în secţiunile cu ţesuturi fixate cu 
formol în exces. Utilizaţi celule intacte pentru interpretarea rezultatelor privind coloraţia. 
Celulele necrotice sau degenerate se colorează nespecific în mod frecvent (16). Rezultate 
fals-pozitive pot fi observate din cauza legării neimunologice a proteinelor sau din cauza 
produşilor de reacţie a substratului. Acestea pot fi cauzate şi de enzimele endogene cum ar fi 
pseudoperoxidaza (la eritrocite) sau peroxidaza endogenă (citocromul C), în funcţie de tipul 
de coloraţie imunohistochimică utilizat.
Ţesuturile de la pacienţi infectaţi cu virusul hepatitei B şi care conţin antigenul de suprafaţă al 
Hepatitei B (AgHBs) pot să prezinte o coloraţie nespecifică cu peroxidaza din hrean (17).
Coloraţii imunohistochimice neprevăzute sau variaţiile în coloraţie, pot fi rezultatul unei modificări 
în nivelurile de expresie a genelor de codificare şi a antigenelor. Orice modificări în profilurile 
de coloraţie prevăzute trebuie interpretate în asociere cu alte investigaţii de diagnosticare.
Interpretarea coloraţiei imunohistochimice trebuie completată cu studii morfologice şi cu utilizarea 
unui material de control corespunzător şi trebuie evaluată de către un medic patolog calificat în 
contextul antecedentelor clinice ale pacientului şi a oricăror alte teste de diagnosticare.
Performanţa analizei (adică evaluarea adecvării atât a controalelor pozitive, cât şi a celor 
negative) şi interpretarea oricărei coloraţii imunohistochimice sau absenţa acesteia poate fi 
efectuată într-un laborator acreditat/autorizat în mod corespunzător, sub supravegherea unui 
medic patolog calificat corespunzător şi experimentat, care este responsabil de evaluarea 
generală a analizei imunohistochimice şi a interpretării acesteia.

B. Limitările specifice produsului
Acest produs nu este destinat utilizării în citometria de flux. Caracteristicile de performanţă 
nu au fost determinate pentru citometria de flux.
Rezultatele fals negative pot fi observate ca rezultat al degradării antigenelor din secţiunea 
de ţesut. Lamele necesare pentru evaluarea oncoproteinei HER2 şi verificarea tumorii trebuie 
preparate în acelaşi timp. Pentru a conserva antigenicitatea, secţiunile de ţesut aplicate pe 
lame (Leica BOND Plus Slides – cod produs S21.2113) trebuie colorate în decurs de 4–6 
săptămâni de la secţionare dacă se ţin la temperatura camerei (18–24 °C). După secţionare, 
se recomandă incubarea lamelor timp de 12–18 ore la 37 °C. Secţiunile care necesită o 
adeziune suplimentară pot fi incubate la 60 °C pentru încă o oră.
Se va observa o variaţie naturală minimă a profilului imunohistochimic între loturile de 
creştere ale liniilor celulare utilizate în cadrul sistemului Bond Oracle HER2 IHC System. 
Aceste variaţii naturale se încadrează bine în limitele tolerate acceptate ale unei entităţi 
biologice şi nu afectează interpretarea sau performanţa sistemului.
Caracterizarea liniilor celulare utilizând atât citometria de flux cât şi hibridizarea in situ aşa 
cum se prezintă în Tabelul 5, este de asemenea expusă la variaţia biologică naturală.  Variaţia 
tehnică şi de interpretare a liniilor celulare de control evaluate prin hibridizarea fluorescentă 
in situ este de asemenea raportată (18). 
La evaluarea lamelor HER2 Control Slides trebuie să se ia în considerare toate datele de 
exprirare relevante. Conservaţi sistemul Bond Oracle HER2 IHC System la 2–8 °C. A nu se 
congela. Imediat după utilizare se conservă din nou la 2–8 °C. Orice abatere de la aceste 
condiţii va determina ca analiza să nu mai fie validă.
Nu înlocuiţi reactivii sistemului Bond Oracle HER2 IHC System cu nicio altă componentă 
furnizată de Leica Biosystems sau de alţi producători. Procedând astfel, analiza nu va fi validă.
Este esenţial ca toate etapele evidenţiate în secţiunile C până la E (Metodă) să fie efectuate în 
ordinea prescrisă. Orice abatere de la aceste condiţii va determina ca analiza să nu mai fie validă.
Este foarte important să fie utilizate ţesuturi fixate numai în fixatori pe bază de formol. 
Utilizarea oricăror alte tipuri de fixatori va invalida analiza.
Ţesuturile secţionate la grosimi cu valori în afara domeniului recomandat nu au fost validate. 
Utilizarea oricăror alte grosimi ale secţiunilor poate invalida analiza. 



R
om

ân

Pagina 14 din 23

R
om

ân

Leica Biosystems  BOND Oracle HER2 IHC Instrucţiuni de utilizare TA9145 ROW-RO-CE-Rev_B 27/02/2017

Date privind liniile celulare

Linii celulare Profilul pentru 
sistemul BOND 
Oracle HER2  IHC 
System

HER2Încărcarea 
cu receptori per 
celulă*

HER2 Starea de amplificare a genei+

HER2 Număr 
copie

HER2:Chr17 - 
Raport de gene

SK-BR-3 3+ 4,3x105 13,35 3,55

MDA-MB-453 2+ 1,4x105 5,73 2,05

MDA-MB-175 1+ 6,3x104 3,33 1,20

MDA-MB-231 0 9,3x103 3,15 1,13
*analiza încărcării cu receptori HER2 este efectuată prin citometria de flux. Starea de amplificare a genei + HER2 aşa cum este 
evaluată prin sonda dublă (HER2:Cromozom 17) FISH.

Tabelul 5. Profilul lamei HER2 Control Slide

Concordanţa clinică a Bond Oracle HER2 IHC System cu Dako 
HercepTest
Prima parte a studiului a examinat adecvabilitatea sistemului Bond Oracle HER2 IHC System 
pentru utilizarea acestuia ca ajutor în determinarea tratamentului pentru terapia cu Herceptin® 
(trastuzumab). Studiul a fost conceput pentru a examina concordanţa între sistemul Bond 
Oracle HER2 IHC System şi Dako HercepTest, considerat ca "standardul de aur" pentru această 
analiză.  Criteriul de acceptare a fost definit ca mai mare decât 75% din concordanţa totală între 
cele două teste cu un interval de încredere (CI) cu o probabilitate de 95%.
Studiul a fost desfăşurat ca o evaluare oarbă, în două centre din Statele Unite. Fiecare centru 
de investigaţie a fost aprovizionat cu probe de carcinom mamar fixate în formol şi incluse 
în parafină, de stare cunoscută a oncoproteinei HER2. Cazurile au fost selectate în ordine 
succesivă inversă din arhiva clinică, reprezentând fluxul succesiv de cazuri dintr-un departament 
histopatologic pentru testare clinică şi au fost testate independent de alte prognosticuri şi/sau 
factori de predicţie, fără a fi introduse erori în cadrul cohortei. Cohortele de 160 de persoane 
şi 292 de probe au fost testate în centrul 1 şi respectiv centrul 2.  Fiecare cohortă a avut o 
reprezentare egală de cazuri concludente/pozitive (2+, 3+) şi negative (0, 1+), pe baza unor 
scoruri HER2 IHC atribuite anterior, ducând la un total al populaţiei de studiu de 452 de probe. 
Douăsprezece probe au fost considerate necorespunzătoare din cauza lipsei unui carcinom 
invaziv suficient şi au fost eliminate din studiu. Alte nouă probe n-au putut fi evaluate ca rezultat 
al desprinderii ţesutului de pe suprafaţa lamei, ducând la o populaţie de studiu finală de 431 de 
probe. 
Toate cazurile au fost colorate cu HercepTest în conformitate cu instrucţiunile producătorului 
specificate în prospect. Secţiunile succesive de la fiecare caz au fost colorate cu sistemul 
Bond Oracle HER2 IHC System pe un sistem de colorare Leica Biosystems’ BOND avansat 
şi complet automatizat. Toate cazurile au fost separate de informaţiile de identificare unice ale 
pacienţilor şi au fost însoţite de date clinice referitoare la mărimea, stadiul şi gradul tumorii şi de 
starea receptorilor de estrogen. 
Toate lamele colorate au fost mascate şi a fost evaluată intensitatea acestora într-un mod aleator 
de către observatori instruiţi, în două centre. Pentru analiza de concordanţă în formatul 2x2, 
scorurile au fost interpretate ca negative dacă intensitatea coloraţiei a fost 0 sau 1+ şi pozitive 
dacă scorurile au fost 2+ sau 3+. Pentru analiza de concordanţă în formatul 3x3, scorurile au 
fost interpretate ca negative dacă intensitatea coloraţiei a fost 0 sau 1+, neconcludente pentru 
scorurile 2+ şi pozitive pentru scorurile 3+. Datele au fost analizate apoi pentru concordanţa 
coloraţiilor pozitive şi pentru concordanţa coloraţiilor negative. 
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În această analiză primară rezultatele analizelor din cele teste (Bond Oracle HER2 IHC System 
şi Dako HercepTest) sunt clasificate ca negative (0,1+) sau pozitive (2+, 3+). Frecvenţele celor 
patru combinaţii posibile sunt prezentate în formatul de tabel 2x2 (a se vedea Tabelul 6). Apoi 
rata de concordanţă totală bazată pe acest tabel de format 2x2 a fost calculată însoţită de un 
interval de încredere exact cu o probabilitate de 95% (bazat pe distibuţia binomială).
Ipoteza de nul (H0), pe baza căreia este stabilit criteriul de succes, este că, concordanţa nu este 
mai mare de 75%. 
Concordanţa observată a celor 431 de probe pentru cele două teste într-o analiză 2x2 au arătat 
o concordanţă de 92,34% (398/431) cu un CI cu o probabilitate de 95% cuprins între 89,42% 
şi 94,67%. Aceste date sprijină respingerea ipotezei de nul (H0) pe baza căreia concordanţa 
observată nu a fost mai mare de 75% cu o valoare p < 0,0001.
Concordanţa pozitivă în procente (sensibilitatea) sau capacitatea sistemului Bond Oracle 
HER2 IHC System de a identifica în mod corect cazurile pozitive de HercepTest (procentul 
de probe evaluate ca pozitive atât de către Sistemul Bond Oracle HER2 IHC System cât şi de 
către HercepTest raportat la toate cazurile HercepTest pozitive) a fost de 84,87% (129/152) 
cu un CI cu o probabilitate de 95% cuprins între 78,17% şi 90,16%. Concordanţa negativă în 
procente (specificitatea) sau capacitatea testului de a identifica în mod corect cazurile negative 
de HercepTest (procentul de probe evaluate ca negative atât de către Sistemul Bond Oracle 
HER2 IHC System cât şi de către HercepTest raportat la toate cazurile HercepTest negative) a 
fost de 96,42% (269/279) cu un CI cu o probabilitate de 95% cuprins între 93,51% şi 98,27%.

HercepTest

Negativ Pozitiv Totals

Bond Oracle HER2 
IHC System

Negativ 269 23 292

Pozitiv 10 129 139

Totals 279 152 431

Concordanţă în formatul 2x2 (CI cu o probabilitate de 95%) = 92,34% (între 89,42 şi 94,67%); p<0,0001

Table 6. Concordanţa în formatul 2x2 a sistemului Bond Oracle HER2 IHC System cu HercepTest 

Rezultatele de concordanţă în formatul 3x3
Datele au fost grupate în negative (0 sau 1+), neconcludente (2+) sau pozitive (3+) pentru 
analiza 3x3 şi au arătat o concordanţă de 86,54% (373/431) cu un CI cu o probabilitate de 
95% cuprins între 82,95% şi 89,62%. Astfel, ipoteza de nul (H0) pe baza căreia concordanţa 
observată nu a fost mai mare de 75% a fost respinsă cu o valoare p < 0,0001.
Concordanţa pozitivă în procente pentru valoarea de 3+ (procentul de probe evaluate ca pozitive 3+ 
atât de către sistemul Bond Oracle HER2 IHC System cât şi de către HercepTest raportat la toate 
cazurile HercepTest pozitive 3+) din acest studiu a fost de 73,33% (66/90) cu un CI cu o probabilitate 
de 95% cuprins între 62,97% şi 82,11%. Concordanţa negativă în procente a fost de 96,42% 
(269/279) cu un CI cu o probabilitate de 95% cuprins între 93,51% şi 98.27%. A se vedea Tabelul 7.

HercepTest

Negativ (0 sau 1+) 2+ 3+ Totals

Bond Oracle HER2 
IHC System

Negativ (0 sau 1+) 269 23 0 292

2+ 10 38 24 72

3+ 0 1 66 67

Totals 279 62 90 431

Concordanţă în formatul de 3x3 (CI cu o probabilitate de 95%) = 86,54% (între 82,95 şi 89,62%); p<0.0001
Tabelul 7. Concordanţa în formatul 3x3 a sistemului Bond Oracle HER2 IHC System cu HercepTest 
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În concluzie, datele obţinute în acest studiu arată că sistemul Bond Oracle HER2 IHC System 
poate fi utilizat pentru a asista în determinarea tratamentului pentru terapia cu Herceptin® 
(trastuzumab), pe baza concordanţei sale ridicate cu HercepTest.

Concordanţa clinică a Bond Oracle HER2 IHC System cu PathVysion 
HER-2 DNA Probe Kit
Partea a 2-a a studiului a fost concepută pentru a examina concordanţa dintre sistemul Bond 
Oracle HER2 IHC System şi Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit considerat 
ca "standardul de aur" pentru evaluarea genelor prin testul reflex utilizat împreună cu 
imunohistochimia HER2.
Acest studiu s-a desfăşurat în cadrul aceloraşi centre de investigaţie şi s-a utilizat aceeaşi 
cohortă de studiu ca în Partea 1. Toate cazurile au fost supuse colorării cu Abbott Molecular 
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit în conformitate cu instrucţiunile producătorului specificate 
în prospect. Secţiunile succesive de la fiecare caz au fost colorate cu sistemul Bond Oracle 
HER2 IHC System pe un sistem BOND avansat şi complet automatizat (din Partea 1 a studiului 
clinic). Din cele 431 de cazuri supuse colorării, nu au fost obţinute coloraţii în trei ocazii datorită 
hibridizării insuficiente a sondei ducând la o cohortă totală de 428 de cazuri.
Pentru toate lamele colorate s-a evaluat intensitatea coloraţiei de către observatori instruiţi, la 
cele două centre de investigaţie. Pentru analiza de concordanţă în formatul 3x2, scorurile au fost 
interpretate ca negative dacă raportul de amplificare a genelor HER2/CEP17 a fost mai mic de (<) 
2,0 şi pozitive dacă a fost mai mare sau egal cu (>) 2,0 după o numărare a 20 de celule tumorale. 

Rezultatele de concordanţă în formatul 3x2
Concordanţa observată a celor 428 de probe pentru cele două teste într-o analiză 3x2 au arătat 
o concordanţă de 87,6% (375/428) cu un CI cu o probabilitate de 95% cuprins între 84% şi 90%. 
Concordanţa pozitivă în procente (sensibilitatea) sau capacitatea sistemului Bond Oracle HER2 
IHC System de a identifica corect cazurile pozitive PathVysion (procentul de probe evaluate ca 
pozitive atât de sistemul Bond Oracle HER2 IHC System cât şi de PathVysion raportat la toate 
cazurile pozitive PathVysion) a fost de 93,8% (61+30/97) cu un CI cu o probabilitate de 95% 
cuprins între 86,8% şi 97,4%.
Concordanţă negativă în procente (specificitatea) sau capacitatea testului de a identifica în 
mod corect cazurile negative PathVysion (procentul de probe evaluate ca negative atât de către 
sistemul Bond Oracle HER2 IHC System cât şi de PathVysion raportat la toate cazurile negative 
PathVysion) a fost de 85,8% (284/331) cu un CI cu o probabilitate de 95% cuprins între 81,6% 
şi 89,2%. A se vedea Tabelul 8.

PathVysion HER2 DNA Probe Kit

Negativ Pozitiv Totals

BOND Oracle HER2  
IHC System

0/1+ 284 6 290

2+ 41 30 71

3+ 6 61 67

Totals 331 97 428

Concordanţa generală (CI cu o probabilitate de 95%) = 87,6% (între 84 şi 90%)
Tabelul 8. Concordanţa în formatul 3x2 a colorării cu sistemul Bond Oracle HER2 IHC System faţă de PathVysion HER-2  
DNA Probe kit.
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Immunoreactivitate – Tablou normal
Tip normal de ţesut Profilul coloraţiei

HER2 Primary Antibody HER2 Negative Control

Suprarenal Negativ Negativ

Cerebral, cerebelos Negativ Negativ

Cerebral, cerebelos Negativ Negativ

Mamar Negativ Negativ

Medular Negativ Negativ

Colonic Negativ Negativ

Esofagian Negativ Negativ

Ocular Negativ Negativ

Hipofizar Coloraţie citoplasmică moderată 
observată în celulele hipofizare (1/3)

Negativ

Renal Negativ Negativ

Laringian Negativ Negativ

Hepatic Negativ Negativ

Pulmonar Negativ Negativ

Mezotelial Negativ Negativ

Ovarian Negativ Negativ

Pancreatic Negativ Negativ

Paratiroidal Negativ Negativ

Nervos periferic Negativ Negativ

Prostatic Negativ Negativ

Glandular salivar Negativ Negativ

Cutanat Negativ Negativ

Intestinal subţire Negativ Negativ

Splinal Negativ Negativ

Stomacal Colorare citoplasmică slabă observată 
în glandele gastrice (2/3)

Negativ

Muscular striat Negativ Negativ

Testicular Negativ Negativ

Timic Negativ Negativ

Tiroidal Negativ Negativ

Tonsilar Negativ Negativ

Cervical uterin Negativ Negativ

Uterin Negativ Negativ
Tabelul 9 Tabloul normal de colorare
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Studiu de reproductibilitate
Testarea preciziei în cadrul unui ciclu şi între cicluri
Testarea preciziei a fost efectuată la compania Leica Biosystems, Newcastle Ltd. Ţesutul utilizat 
a fost o micromatrice de ţesuturi (TMA) de mai multe tipuri fixate în formol, incluse în parafină, 
livrate de Isu Abxis (Yonsei University Medical Center 134 Shinchon-dong, Seoul, 120-752 Korea), 
conţinând 20 de carote de ţesut de carcinom mamar invaziv cu grosimi de 4 mm. Cele 20 de cazuri 
au fost selectate pe baza unor scoruri HER2 atribuite anterior.  Pe această bază, au fost incluse 5x 
cazuri de HER2 3+, 5x cazuri de HER2 2+, 5x cazuri de HER2 1+ şi 5x cazuri de HER2 0.

A. Testarea preciziei în cadrul unui ciclu 
Testarea preciziei în cadrul unui ciclu a sistemelor Bond Oracle HER2 IHC System a fost 
evaluată pe un total de 40 de secţiuni consecutive dintr-o micromatrice TMA conţinând 20 de 
tumori mamare invazive şi 40 de lame HER2 Control Slides. Toate lamele au fost colorate 
cu sistemul Bond Oracle HER2 IHC System pe un sistem de colorare BOND avansat şi 
complet automatizat.  Secţiunile au fost colorate în timpul unei perioade continue utilizând un 
sistem Bond Oracle HER2 IHC System din acelaşi lot de fabricaţie. A fost ştearsă identitatea 
secţiunilor colorate şi acestea au fost evaluate în mod aleator de către un singur observator 
experimentat pentru a determina precizia în cadrul ciclului de analiză.
O evaluare a lamelor pentru investigaţia din cadrul ciclului a indicat că pot fi interpretate 
733/800 (91,63%) din punctele de date ale analizei. 40 de puncte de date au fost excluse 
datorită prezenţei numai a DCIS (carcinom ductal in-situ), şi alte 27 de puncte de date nu 
au putut fi interpretate din cauza pierderii carcinomului invaziv (specific pentru 3 carote de 
ţesut). Variaţia în coloraţie a avut loc în 61 (8,32%) din totalul de 733 de evenimente de 
colorare. În 37 de ocazii, a fost observată variaţia intensităţii de la 3+ la 2+ (n = 20) şi de la  
1+ la 0 (n = 17), astfel încât acestea nu reprezintă modificări de la clinic pozitiv la clinic 
negativ sau vice versa într-o evaluare de date în format 2x2. Cele 24 (3,27%) de situaţii 
rămase au reprezentat modificări de la clinic negativ (0 sau 1+) la clinic pozitiv (2+ sau 3+). 
Valoare de reuşită = 96,7% (CI cu o probabilitate de 95% = cuprins între 95,15% şi 97,81%).

B. Testarea preciziei între cicluri
Testarea preciziei între cicluri a sistemului Bond Oracle HER2 IHC System a fost evaluată pe 
un total de 24 de secţiuni succesive dintr-o micromatrice TMA conţinând 20 de tumori mamare 
invazive şi 24 de lame HER2 Control Slides.  Toate lamele au fost colorate cu sistemul Bond 
Oracle HER2 IHC System pe un sistem de colorare BOND avansat şi complet automatizat. 
Lamele au fost evaluate în cadrul a 8 cicluri independente, efectuate în acelaşi laborator, în trei 
momente de timp separate utilizând sistemul Bond Oracle HER2 IHC System din acelaşi lot 
de fabricaţie. A fost ştearsă identitatea secţiunilor şi acestea au fost evaluate în mod aleator de 
către un singur observator experimentat pentru a determina precizia între ciclurile de analiză.
O evaluare a lamelor între cicluri a indicat că pot fi interpretate 456/480 (95,00%) din punctele 
de date ale analizei. 24 de puncte de date nu au putut fi interpretate datorită pierderii tumorii 
invazive (specifice pentru 5 carote de ţesut). Variaţia în coloraţie a avut loc în 42 (9,21%) din 
totalul de 456 de puncte de date.  În 30 de situaţii, a fost observată variaţia de la 3+ la 2+  
(n = 10) şi de la 1+ la 0 (n = 20), astfel încât acestea nu reprezintă modificări de la clinic pozitiv 
la clinic negativ sau vice versa într-o evaluare de date în format 2x2.  Cele 12 (2,63%) situaţii 
rămase au reprezentat modificări de la clinic negativ (0 sau 1+) la clinic pozitiv (2+ sau 3+). 
Valoare de reuşită = 97,37% (CI cu o probabilitate de 95% = cuprins între 95,90% şi 98,77%).

C. Reproductibilitatea între loturi
Pentru a determina reproductibilitatea între loturi, au fost produse 3 loturi de sisteme Bond 
Oracle HER2 IHC System în conformitate cu GMP (buna practică de fabricaţie) în 3 ocazii 
diferite şi evaluate pe 24 de secţiuni de carcinom mamar (24 de puncte de date pentru 
analiză) luate din patru blocuri diferite de ţesuturi fixate în formol şi incluse în parafină 
(reprezentând intensităţi ale coloraţiei pentru HER2 de 0, 1+, 2+ şi 3+) şi trei lame HER2 
Control Slides (12 puncte de date de control). Au fost efectuate trei cicluri independente 
în cadrul aceluiaşi laborator în trei momente de timp separate, fiecare utilizând un lot de 
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fabricaţie diferit al sistemului Bond Oracle HER2 IHC System. Toate lamele au fost colorate cu 
sistemul Bond Oracle HER2 IHC System pe un sistem de colorare BOND, avansat şi complet 
automatizat. Secţiunile colorate au fost mascate şi evaluate în mod aleator de către un singur 
observator instruit pentru a determina reproductibilitatea între loturi.
O evaluare a lamelor (pentru analize şi controale) din investigaţiile pentru loturi au indicat că pot fi 
interpretate 36/36 puncte de date. Nu au avut loc variaţii de culoare în cele 36 de puncte de date 
între cele trei loturi de fabricaţie diferite ale sistemului BOND Oracle HER2 IHC System. Coloraţia 
cu sistemul Bond Oracle HER2 IHC System este concordantă în cadrul loturilor de fabricaţie. 

D. Reproductibilitatea între laboratoare
Studiul reproductibilităţii între laboratoare a sistemului Bond Oracle HER2 IHC System a 
fost evaluată în 3 centre, Leica Biosystems Newcastle Ltd (Centrul A) şi două laboratoare 
independente (Centrele B şi C) pe un total de 192 de secţiuni dintr-o micromatrice TMA 
incluzând 20 de carcinoame mamare invazive şi 24 de lame HER2 Control Slides. Din cele 
192 de secţiuni TMA colorate, 96 au fost colorate cu HER2 Primary Antibody şi 96 cu reactivul 
HER2 Negative Control. Toate lamele au fost colorate cu sistemul Bond Oracle HER2 IHC 
System pe un sistem de colorare BOND avansat şi complet automatizat. Lamele au fost 
evaluate în cadrul a 8 cicluri de analiză independente, efectuate în fiecare din cele 3 centre 
de investigaţie diferite utilizând sistemul Bond Oracle HER2 IHC System din acelaşi lot de 
fabricaţie. A fost ştearsă identitatea secţiunilor colorate şi acestea au fost evaluate în mod 
aleator de către un singur observator experimentat la Leica Biosystems, Newcastle Ltd pentru 
a determina reproductibilitatea între laboratoare. 
O evaluare a lamelor din investigaţia privind reproductibilitatea între laboratoare, a indicat că 
pot fi interpretate 1477/1920 (76,93%) din punctele de date ale analizei. 443 de puncte de 
date ale analizei nu pot fi interpretate din cauza: 
a) Performanţei necorespunzătoare a lamei HER2 Control slide în 2/24 ocazii ceea ce a dus la 
eliminarea a 2 cicluri/160 de puncte de date ale analizei. Acest eveniment a avut loc o dată la 
Centrul A şi o dată la Centrul B (au fost eliminate câte 80 de puncte de date la fiecare centru 
de investigaţie). 
b)  Abaterii de la planul de analiză la centrul C, unde un total de 24 de lame au fost supuse 
coloraţiei de contrast manuale cu hematoxilină după colorarea cu sistemul Bond Oracle HER2 
IHC System.  Aceasta a dus la o colorare de contrast în exces atât a lamelor HER2 control 
slides cât şi a punctelor de date ale analizei TMA şi la o eliminare a 240 de puncte de date.
c) Pierderii tumorii invazive ce a dus la eliminarea a 23 de puncte de date ale analizei. Acest 
eveniment a avut loc în 23 de situaţii la centrul A şi a fost rezultatul direct al pierderii de ţesut 
în blocul TMA la producerea a 192 de secţiuni succesive TMA necesare pentru efectuarea 
acestei investigaţii.
d) Colorării neinterpretabile din cauza spălării necorespunzătoare de către sistemul de 
colorare BOND avansat şi complet automatizat ceea ce a dus la eliminarea a 20 de puncte 
de date.
O evaluare a lamelor interpretabile pentru studiul preciziei între laboratoare a indicat că 
variaţia în coloraţie a avut loc în 79 (5,28%) dintr-un total de 1477 evenimente de colorare 
posibile. Dintre acestea, 14/1477 (0,95%) situaţii au reprezentat variaţii de la 0 la 1+ sau de la 
2+ la 3+ şi astfel nu au reprezentat modificări din clinic pozitiv în clinic negativ sau vice versa 
în evaluarea datelor în format 2x2. Valoare de reuşită = 99,05% (CI cu o probabilitate de 
95% = cuprins între 98,42% şi 99,46%). Din cele 14 evenimente de colorare, 5/1477 (0,34%) 
evenimente de colorare au avut loc la Leica Biosystems, Newcastle, Ltd (Centrul A), 8/1477 
(0,54%) au avut loc la Centrul B şi 1/1477 (0,07%) au avut loc la Centrul C.
Cele 65/1477 evenimente de colorare rămase (4,40%) au reprezentat variaţii de la 2+ la  
1+ sau de la 2+ la 0 şi astfel nu au reprezentat modificări din clinic pozitiv în clinic negativ sau 
vice versa în evaluarea datelor în format 2x2. Valoare de reuşită = 95,6% (CI cu o probabilitate 
de 95% = cuprins între 94,42% şi 96,54%). Din cele 65 de modificări semnificative clinic, 11/65 
(16,9%) au avut loc la Leica Biosystems, Newcastle, Ltd (Centrul A), 24/65 (36,9%) au avut 
loc la Centrul B şi 30/65 (46,1%) au avut loc la Centrul C. În cadrul modificărilor semnificative 
clinic, în nicio situaţie nu a avut loc o modificare de la 3+ la negativ (0 sau 1+) ori vice versa.
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E. Reproductibilitatea între observatori 
40 de cazuri de carcinoame mamare invazive selectate aleator, asigurând o distribuţie egală 
a fiecărui grad HER2 IHC (probe de rezecţie) au fost secţionate succesiv şi oferite companiei 
Leica Biosystems, Newcastle Ltd (Centrul A), Centrului B şi Centrului C pentru colorare şi 
interpretare. A fost ştearsă identitatea secţiunilor şi acestea au fost distribuite aleator la 
fiecare centru înainte de evaluarea intensităţii coloraţiei. Concordanţa între observatorii din 
cele două centre clinice independente, Centrul B şi Centrul C a fost de 87,5% (CI cu o 
probabilitate de 95% = cuprins între 73,3% şi 95,8%). Concordanţa între Centrul B, Centrul C 
şi Leica Biosystems Newcastle, Ltd a fost de 92,5% (CI cu o probabilitate de 95% = cuprins 
între 79,6% şi 98,4%) şi respectiv 85% (CI cu o probabilitate de 95% = cuprins între 70,1% şi 
94,29%). Analiza concordanţei totale între cei trei observatori (A, B, C) este de 82,50%.

F. Precizia între aparate (BOND-MAX faţă de BOND-III) 
Studiul preciziei între aparate utilizând sistemul Bond Oracle HER2 IHC System a fost efectuat 
într-un singur centru independent de investigaţie european. Probele testate au fost obţinute 
din secţiuni întregi fixate în formol şi incluse în parafină din o sută treizeci opt de cazuri de 
carcinom mamar invaziv (probe obţinute prin biopsie cu trocar sau prin rezecţie). Testarea între 
aparate a fost efectuată în mod prospectiv în cadrul centrului de investigaţie, prin colorarea 
secţiunilor succesive de pe platformele BOND-MAX şi BOND-III. Trei cazuri au fost considerate 
ca necorespunzătoare din cauza disponibilităţii probei/tumorii şi au fost eliminate din studiu.
Pentru fiecare aparat au fost utilizate numere de lot identice ale sistemului Bond Oracle HER2 
IHC System şi ale reactivilor auxiliari pentru aparatul BOND. Secțiunile au fost colorate retroactiv. 
Lamele au fost interpretate la centrul de investigaţie de către un singur observator experimentat 
pentru a determina precizia între aparate.
O evaluare a lamelor pentru precizia între aparate a arătat o concordanţă în formatul 2x2 între 
valorile pozitive (2+, 3+) şi negative (0, 1+) de 94,2% (130/138) cu un CI cu o probabilitate 
de 95% cuprins între 88,9 şi 97,5% şi o concordanţă în formatul 3x3 între valorile pozitive 
(3+), neconcludente (2+) şi negative (0, 1+) de 87,0% (120/138) cu un CI cu o probabilitate 
de 95% cuprins între 80,2 şi 92,1%.

BOND-MAX

Negativ (0/1+) Pozitiv (2/3+) Totals

BOND-III

Negativ (0/1+) 80 1 81

Pozitiv (2/3+) 7 50 57

Totals 87 51 138

Concordanţa totală (CI cu o probabilitate de 95%) = 94,2% (între 88,9 şi 97,5%)
Tabelul 10. Concordanţa în formatul 2x2 a colorării cu sistemul Bond Oracle HER2 IHC System pe platformele BOND-MAX faţă de  
BOND-III.

BOND-MAX

Negativ (0/1+) Neconcludent (2+) Pozitiv (3+) Totals

BOND-III

Negativ (0/1+) 80 1 0 81

Neconcludent (2+) 6 5 1 12

Pozitiv (3+) 1 9 35 45

Totals 87 15 36 138

Concordanţa totală (CI cu o probabilitate de 95%) = 87,0% (între 80,2 şi 92,1%)
Tabelul 11. Concordanţa în formatul 3x3 a colorării cu sistemul Bond Oracle HER2 IHC System pe platformele BOND-MAX faţă de  
BOND-III.

În concluzie, datele obţinute în acest studiu demonstrează un înalt nivel de concordanţă 
între sistemele Leica Biosystems’ BOND-MAX şi BOND-III evaluate utilizând sistemul Bond 
Oracle HER2 IHC System.
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Soluţionarea problemelor

Problemă Cauză probabilă Acţiune de remediere

Nu există coloraţie 
imunohistochimică

Ciclul oprit înainte de a fi 
finalizat

Cu ajutorul programului software 
BOND, confirmaţi prezenţa oricăror erori 
raportabile pe parcursul ciclului de colorare 
şi abordaţi-le aşa cum vă îndrumă acest 
program.

Selectarea incorectă a 
protocolului

Asiguraţi protocolulul implicit corect la *IHC 
Protocol H în câmpul de protocol al colorării 
din caseta de dialog Add slide (Adăugare 
lamă).

Deparafinizare 
necorespunzătoare a 
lamelor

Verificaţi dacă este selectat modul *Dewax 
în câmpul Preparation (Preparare) al casetei 
de dialog Add slide (Adăugare lamă).

Dozarea neadecvată a 
reactivilor stoc

Verificaţi dacă toţi reactivii BOND au fost 
întroduşi în recipientele de mare capacitate 
corespunzătoare şi au fost aşezaţi în poziţiile 
corecte în aparat.

Contaminarea soluţiei 
BOND Wash Solution cu 
azidă de sodiu

Utilizaţi soluţie proaspătă BOND Wash 
Solution preparată la concentraţia de lucru 
corectă.

Colorare imunochimică 
specifică slabă

Recuperarea 
necorespunzătoare a 
epitopului

Asiguraţi-vă că reactivii BOND Epitope 
Retrieval au fost alocaţi recipientelor de mare 
capacitate corespunzătoare şi că programul 
BOND este setat implicit la protocolul 
corespunzător de recuperare a epitopului 
*HIER 25 min with *ER1 (97).

Fixarea sau procesarea 
necorespunzătoare a 
probelor de analizat

Verificaţi dacă se utilizează un fixativ pe bază 
de formol şi că programele de procesare 
sunt adecvate pentru proba supusă analizei.

Bond Oracle HER2 IHC 
System este utilizat în 
afara termenului său de 
valabilitate

Verificaţi dacă Bond Oracle HER2 IHC System 
este utilizat în interiorul termenului de 
valabilitate indicat.

Colorare 
imunohistochimică 
specifică excesivă

Recuperarea 
necorespunzătoare a 
epitopului

Asiguraţi-vă că reactivii BOND Epitope 
Retrieval au fost alocaţi recipientelor de 
mare capacitate corespunzătoare şi că 
programul BOND este setat implicit la 
protocolul *HIER 25 min with ER1 (97).

Variaţia în modul de fixare Verificaţi dacă se utilizează un fixativ pe bază 
de formol şi că programele de procesare sunt 
adecvate pentru proba supusă analizei. Dacă 
este posibil, retestaţi cazul folosind un alt 
bloc. Dacă acest lucru nu este posibil, evaluaţi 
zonele care prezintă profilurile de fixare cele 
mai bune faţă de secţiunea colorată cu H&E 
(Hematoxilină şi Eozină).
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Problemă Cauză probabilă Acţiune de remediere

Coloraţie de fond 
nespecifică

Dozarea neadecvată a 
reactivului stoc

Verificaţi dacă toţi reactivii BOND au fost 
întroduşi în recipientele de mare capacitate 
corespunzătoare şi aşezaţi în poziţiile 
corecte în aparat.

Deparafinizare 
necorespunzătoare a 
lamelor

Verificaţi dacă este selectat modul *Dewax în 
câmpul Preparation (Preparare) al casetei de 
dialog Add slide (Adăugare lamă).

Reacţie încrucişată 
imunohistochimică nespecifică 
în ţesut

Consultaţi descrierea sistemului Bond Oracle 
HER2 IHC System referitoare la reactivitatea 
încrucişată în ţesuturile normale (consultaţi 
Tabelul 9).

Reacţie încrucişată 
imunohistochimică 
nespecifică cu zone de 
necroză de ţesut

Verificaţi dacă se utilizează un fixativ pe bază 
de formol şi că programele de procesare sunt 
adecvate pentru proba supusă analizei. Dacă 
este posibil, retestaţi cazul folosind un alt 
bloc. Dacă acest lucru nu este posibil, evaluaţi 
zonele care prezintă profilurile de fixare cele 
mai bune comparativ cu secţiunea colorată 
cu H&E (Hematoxilină şi Eozină).

Artefacte de uscare după 
finalizarea ciclului de 
colorare

Dacă lamele sunt aşezate pentru un ciclu 
pe timpul nopţii se recomandă utilizarea 
funcţiei BOND de pornire temporizată.  
Verificaţi dacă volumul de apă distilată sau 
demineralizată este suficient pentru a fi 
distribuit pe lame în această perioadă cu 
scopul de a evita uscarea lamelor.

Secţiunile aderă la lame 
cu ajutorul unor aditivi pe 
bază de amidon

Utilizaţi lame fără amidon (de exemplu Leica 
BOND Plus Slides – cod produs S21.2113).

Ţesut detaşat de pe 
lamele de pacient/
control

Utilizarea unui tip 
necorespunzător de lame 
sau uscarea incorectă a 
secţiunii

Verificaţi dacă se utilizează lame 
corespunzătoare pentru secţiunile de 
pacient/control (de exemplu Leica BOND 
Plus Slides – cod produs S21.2113). Verificaţi 
dacă lamele sunt corect uscate şi că sunt 
incubate timp de 12–18 ore la 37 °C (peste 
noapte). Secţiunile care necesită o adeziune 
suplimentară pot fi incubate la 60 °C pentru 
încă o oră.

Tabelul 12. Bond Oracle HER2 IHC System Ghid de soluţionare a problemelor.

Dacă vreo problemă asociată cu sistemul Bond Oracle HER2 IHC System nu intră în sfera 
de aplicare a acestui ghid de soluţionare a problemelor (consultaţi Tabelul 12), vă rugăm să 
contactaţi Departamentul tehnic de service Leica Biosystems sau distribuitorul local pentru 
asistenţă.
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Modificări ale ediţiilor anterioare 
Precizia între aparate (BOND-MAX faţă de BOND-III).
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Identificare simboluri

LOT
Cod lot Conservare

REF
Număr de catalog

IVD
Dispozitiv medical 
pentru diagnostic 
in vitro

Producător Fragil

Consultaţi 
instrucţiunile de 
utilizare

Conţinut suficient 
pentru <n> teste

A se utiliza până la data  
de AAAA-LL-ZZ

SN Serie
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