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S :. Optical Standard (OS) Slide
1IMMCO

For Laboratory Use

PRODUCT INSERT
[REF]2550 OS Optical Standard Slide 8 Wells

INTENDED USE

The Optical Standard (OS) Slide is intended to aid laboratories in the calibration and optimization of microscopes
equipped for immunofluorescence studies.

SUMMARY AND EXPLANATION

Immunofluorescence (IF) microscope methods are simple, sensitive and specific techniques used in a wide variety
of laboratory tests. Interpretation of IF reactions, however, are highly influenced by various factors, the most
significant being the microscope itself. Microscope performance variance may result from different conditions that
involve alignment of the optical system, selection of filter(s), age/type of light source and the objective selected. Any
of these factors may significantly affect the observed fluorescence intensity emitted by a specimen. To minimize
the effect of such variations on the reading and interpretation of IF reactions, NCCLS recommends the use of an
optical standard slide.’

Methods were proposed by T. Ooishi and N. Uyesaka to ameliorate disparities in microscope performance through
the use of latex microspheres labeled with varying concentrations of FITC.2 This fluorescein bead method offers
applications in calibration, however, the substrate has proven difficult to read and interpret, especially by technicians
used to semi-quantitation of antibody levels on tissues, cells and other biological substrates. The fluorescence from
fluorophores attached to analytes can differ greatly from the same fluorophore immobilized on a microsphere.® For
these reasons Immco™ has established an optical standard based on a biological substrate.

An earlier version of the Immco™ OS Slide utilized microspheres of graduated intensity. However, studies of
various OS Slide formats have concluded that calibration and standardization of optical systems for IF applications
in the clinical laboratory is ideally performed using biological cells bound and labeled with graduated titers of
antibodies. These studies, facilitated by image analysis software available from the National Institutes of Health,*
prompted a change in Immco™ OS Slide format.

The new and improved ImmuGlo™ Optical Standard Slide offers the laboratory a practical and innovative approach
to optimize and monitor the performance of the fluorescent microscope using cells commonly employed in the
clinical laboratory. Utilization of this method along with controls of known titer can significantly improve the reliability
and inter-scope correlation of IF results.

PRINCIPLE OF PROCEDURE

The ImmuGlo™ Optical Standard Slide contains human polymorphonuclear leukocytes. They are fixed onto the
glass in eight wells and exhibit graduated apple-green fluorescence intensities from four plus (++++) to negative
(-) when observed under a fluorescent light microscope with fluorescein filter settings. This allows the microscopist
to determine desired end point. Variation from this end point reflects sub-optimal performance of the fluorescent
light microscope, prompting a corrective action.

REAGENTS

Storage and Cleaning

Keep slide in its cassette in the dark at 2-8°C. Before use, let it equilibrate for 15 minutes at room temperature.
If the slide requires cleaning, carefully hold it at the edge and wipe both sides of slide with alcohol swab. Apply
minimal pressure to the coverglass to prevent any lateral movement.
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Materials Provided

ImmuGlo™ Optical Standard slide 2550 OS

8-well microscope slide containing fixed human polymorphonuclear leukocytes of graduated fluorescence
intensities.

Materials required but not provided

Microscope equipped with fluorescent light source and excitation filters.

PROCEDURE
STEP 1 Switch on fluorescent light microscope and let light source equilibrate for 15 minutes.
STEP 2 Place OS slide on microscope stage and read apple-green fluorescence intensity of neutrophil nuclei
at 400x in each well. Please note normal light refraction when focusing on nuclei.

STEP 3 Determine end point and compare results with the following figure:

OPTICAL 1 2 3 4

STANDARD
SLIDE
8 7 5 5

Figure 1. OS Slide Layout
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Figure 2. Fluorescent Light Microscope
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EXPECTED VALUES

Neutrophils in all wells should display apple-green nuclear reactions of varying intensities. Well number 1 should
read four plus (++++). Intensity readings should gradually decrease as well numbers increase, reading negative (-)
in well number 7. Endpoint (+/-) should be obtained in well number 6. Deviation of a microscope system by more
than one well from the expected endpoint indicates inadequate performance of the fluorescent light microscope
and/or interpretation subjectivity. Remedial actions are suggested below:

* Check and adjust optical alignment per microscope manufacturer’s instructions

» Clean objective and eyepiece lenses

»  Check filters. Excitation and barrier filters may not be appropriate for the fluorochrome used
*  Check the microscope light source (bulb). Replace the bulb and recalibrate the microscope

e Consult with microscope manufacturer if adjustments are unsuccessful and problems persist
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AVTIKEINEVOQPOPOG OTITIKOU TTpoTUTrou (OI)

Yo
‘e
: Im m Co MNa epyaocTtnpiakn xpnon

ENGOETO NMPOIONTOZ

2550 OS Avrikeluevopopog orrrikoU mporurou (OF) 8 KuweAideg

MPOOPIZOMENH XPHZH

H avTikeipevo@opog otrTikoU TrpoTuTTou (OI1) TpoopileTtal yia Tnv utroBontnaon epyaoTtnpiwy atn Babuovéunon
Kal TN BEATIOTOTTOINGN MIKPOOKOTTIWV KATAAANAQ €EOTTAICHEVWYV YIa HEAETEG avoo0@B0opIoHOU.

MEPIAHWH KAI ENME=HIMHZH

O1 pyéBodol pikpookoTriag avooco@Bopiopou (IF) gival aTTAEG, euaioBNnTEG Kal EISIKEG TEXVIKEG TTOU XPNOIMOTTOIoUVTAl
o€ JIa YeydAn TToIKIAia epyacTnplakwy avaAuoewy. QoTdo0, oI epunveieg Twv avmidpdoewy avooopBopiouoU
€TTNPEAZOVTAI CNPAVTIKA aTTO O1AQOPOUG TTAPAYOVTEG, ATTO TOUG OTTOIOUG O TTIO ONUAVTIKOG €ival TO id10 TO JIKPOOKOTTIO.
H diakupavon Tng ammdédoong Tou PIKPOOKOTTIOU €VOEXETAI VO TTPOKOAEITAI aTTd SIGPOPES KATAOTACEIG, Ol OTTOIEG
TepIAaPBavouv TV euBuypduPIoT TOU OTTTIKOU CUCTAMATOG, TNV €TMAOYA QIATPOU 1 QIATpWYV, TNV NAIKia/TUTTO TNG
PWTEIVAG TTNYAG KAl TO ETTIAEYHEVO AVTIKEIMEVO. OTTOI0GOATTOTE OTTO AUTOUG TOUG TTAPAYOVTEG EVOEXETAI VO ETTNPECCEI
onuUavTiKa TNV TTapaTtnpoUpevn éviaon @BopiopoU TTou eKTTEPTTETAI aTTO €va deiyua. Ma Tnv eAaxioTotroinon Tng
eMidpaong TETOIWV OIAKUPAVOEWY OTNV avayvwaon Kal epunveia Twy avtidpdocwy avooopBopiopou, n NCCLS
OUVIOTA TN XPAON MIOG QVTIKEINEVOPOPOU OTITIKOU TrpoTUTrou.’

O1 T Ooishi kai N. Uyesaka tmrpoteivav pebddoug yia mn BeATiwon Twv d1a@opwv TNV atmddoacn Tou JIKPOOKOTTIOoU,
ME TN XpAon MIKpoo@aipidiwy atrd AATéE, onuacpévwy Pe Sidgopes ouykevipwaelg FITC.2 Auth n péBodog
o@aipIdiwv Pe AOUOPOOKEIVN TTaPEXEI EPAapPHOYES OTN Babuovounon, woTéCo, TO UTTOOTPWHA £xel aTTodEIXOE OTI
gival SUOKOAO va avayvwaTei Kal va epunveudei, e18IKd atrd TeEXVIKOUG TTOU €ival auvnBIoUEVOl GTOV NUI-TTIOGOTIKO
TTPOCBIOPICHO TWV ETTITTEDWY AVTICWUATWY O€ I0TOUG, KUTTaPA Kal AAAa BioAoyika uttooTpwpata. O BopIouos atro
PBoplopdpa cuvdEdEPEVA E AVAAUOUEVEG OUTiEg EVOEXETOI va DlagEPEl TTOAU aTTo gkeivov Tou idlou @Boplo@opou
otTav gival akivnToTroinuévo o€ éva PiIkpoa@aipidlo.® MNa Toug Adyoug auToug, n Immco™ éxel dnuioupynoel éva
OTITIKO TTPOTUTIO HE Bdon éva BIoAoyikd UTTOCTPWA.

Mia TrponyoUpevn ekdoxA TnG avTikelevo@opou Ol TngImmeco ™ xpnoiuoTrololoe pikpoo@aipidia diaBabuiopévng
évraong. QoTO00, HEAETEG DIAPOPWY TUTTWYV avTIKEInEVOPOpou OfM katéAnéav 611 n BaBuovounaon Kai n TUTToTToinon
TWV OTITIKWY CUCTNUATWY YIa EQAPUOYEG avooo®BOopIcHOU OTO KAIVIKO epyaoThplo dievepyouvTal IBAVIKA PE TN
Xpnoigotroinon BIOAOYIKWY KUTTAPWY SECUEUPEVWY Kal ONPACUEVWY PE OIABABUICHEVOUG TITAOUG QVTICWUATWY.
O1 peAéteg autég, TTou uttoonBrenkav atrd Aoyiopiké avdAuong €ikévag diabéoiyo amd Ta EOBvikd IvoTitouTa
Yyeiag,* odriynoav o€ aAAayr] TnG dlapdpewaong TG avtikelyevoedpou Of g Immco™.

H véa kal BeATIwpPEVN AVTIKEINEVOPOPOG OTITIKOU TTpoTUTTIoU ImMmuGlo™ TTpoc@épel OTO EPYACTHPIO PIO TTPOKTIK
KOl TTPWTOTTOPIAKN TTPOCEyyIon yia Tn BeATiwon kal TNV TTapakoAouBnon Tng ammédoong TOU HIKPOOKOTTIOU
avooo@OopIoUoU, XPNOIMOTIOIWVTAG KUTTAPA TIOU  XPnoiyotroloUvTal ouxvd OTo KAIVIKO epyacTAplo. H
XpNnolgoTroinon auTig TG HeBddoU TTapAAANAa PE PAPTUPES YVWOTOU TITAOU UTTOPET va BEATILWOEI TNUAVTIKG TNV
agIoTToTia Kal TN CUOXETION TWV ATTOTEAECUATWY avoooPOoPIoUoU PETALU HIKPOOKOTTIWY.

APXH THZ AIAAIKAZIAZ

H avTikeipevo@dpog otrTikoU mpoTUtou ImmuGlo™ @épel TToAupop@oTTUpnva AeukokUTTapa avBpwTrou. Ta
KUTTapa autd eival kaBnAwpéva oTo YUuaAi, o€ OKTW KUWeAideg Kal TTapoucidlouv dIaBabuIouEéVES EVTAOEIG
@Bopiopol €viovou TTPACIVOU XPWHOTOG, atmmd ouv Téooepa (++++) éwg apvnTtikn (-), 6Tav TTaparnpnbouv
O€ OTITIKO MIKPOOKOTTIO (BopIouoU pe pubpioelg @IATpou yia @AOUOPOCKEivN. AUuTO ETTITPETTEI OTO XEIPIOTH
TOU MIKPOOKOTTIOU va TTpoadiopicel To €mBuunTo TeEAIKO onueio. Tuxdv atmmokAion atré autd To TEAIKO anueio
utrodnAwvel un BEATIOTN aTTOdOCN TOU OTITIKOU YIKPOOKOTTIOU (PBOPIoUOU, TTPOTPETTOVTOG O€ Afjwn S10pOWTIKWV
METPWV.



EL

ANTIAPAZTHPIA
®UAaén kal Kabapiouog

AloTnEEITE TNV QVTIKEINEVOPOPO WECT OTNV KACETA TNG, O€ OKOTEIVO XWpPO, o€ Beppokpaaia 2-8°C. TMpiv attd TN
xpnon, agpnoTte TNy €111 15 AeTTTd va @Bdoel o€ Bepuokpacia dwuartiou. EAv n avTiKEINEVOPOPOG aTTaiTei KaBapIopo,
KPATAOTE TNV TTPOCEKTIKG OTTO TNV AKPN KOI OKOUTTIOTE Kal TIG &U0 TTAEUPEG TNG JE MIO PTTATOVETO PE AAKOOAN.
E@appdoTe pia eAdXIoTn TTiEon oTnV KAAUTITPIOO WOTE VA ATTOTPEWETE TUXOV TTAEUPIKI METATOTTION TNG.

YAIKA TTOU TrapéxovTal

AVTIKEINEVOPOPOG OTITIKOU TTPoTUTTOU ImMmuGlo™ 2550 OS

AVTIKEINEVOPOPOG HIKPOTKOTTIOU HE 8 KUWEAIDEG TTOU TTEPIEXOUV KOBNAWPEVA TTOAUPOPPOTTUPNVA AEUKOKUTTAPA
avBpwTtrou e diaBabuiouéveg evidaelg @OopiouoU.

ATraiToUpeva UAIKA TTOU Sev TTapéxovTal

MikpookdTtTio e€oTTAIoPEVO pE PBopIdouca GWTEIVI TTNYN Kal GIATPa dIEyepong.

AIAAIKAZIA

BHMA1 AvdyTte 10 OTITIKO HIKPOOKOTTIO @BOPICHOU Kal a@AoTE TN QWTEIVA TNy va ¢Bdoel oe Bepuokpaaia
dwypartiou €1Ti 15 AeTTTd.

BHMA 2 TomoBetrioTe TNV avTikeipevopdpo Ol atnv TpdTTeda TOU PIKPOOKOTTIOU Kal S1aBAaTe TnVv £viacn £VIovou
Tpdoivou @Bopiopol Twy TTUPAVWY TwV oudeTepdPIAwY, ot peyéBuvon 400x, o kdBe KuweAida.
MaparnpAoTe TN QuaoloAoyikn dIGBAaoN PWTOG KATA TNV £0TIOON OTOUG TTUPIVEG.

BHMA 3 lNpocdiopioTe T0 TEAIKO GNEIO KAl CUYKPIVETE TO ATTOTEAECUATA E TNV TTAPAKATW EIKOVA:

, 1 2 3 4
AVTIKEIUEVOPOPOG
TrpOTUTrOU @ @ @ @
8 7 /_g_\ 5
O O aoesvsg @
N

Eikéva 1. Aidragn tng avtikeipevopodpou Ol
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Eikdéva 2. OTITIKO PIKpOoKOTTIO pB0opIoHoU

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Ta oudetepdPIAa o€ OAeG TIG KUWeAideG Ba TTpétrel va eu@avifouv €viovou TTPACIVOU XPWHATOG TTUPNVIKEG
avTidpacelg dla@opwyv evidoewv. H kuweAida utr’ apiBudv 1 Ba TTpétel va £xel Eviaon ouv Téooepa (++++). Ol
evidoelg Ba pétrel Babuiaia va peiwvovTal Kabwg audvetal 0 apiBPOG Twv KUWEAIBWY, KOTOARYOVTag apvnTIKN
(-) oTnv KuweAida utr’ apIBuodyv 7. To TeEAIKO onueio (+/-) Ba TTpétrel va Aapdvetal oTnv KuweAida utr apiBuodv 6. H
atrOKAIoN £VOG CUOTANATOG PHIKPOOKOTTIAG KATA TTEPICTOTEPO ATTO HIO KUWEAIDA aTTd TO AVAPEVOUEVO TEAIKO ONuEio
UTTOOEIKVUEI QVETTOPKI OTTOBOCT TOU OTITIKOU PIKPOOKOTTIOU (pBOPIoHOU Kai/f} UTTOKEIYEVIKA epunveia. O evépyeleg
QVTIJETWTTIONG TTPOTEIVOVTAI TTAPAKATW:

o EAéyEre kau puBpioTe TNV OTITIKA EUBUYPAUMION CUPPWYA PE TOV KATAOKEUAOTH TOU HIKPOOGKOTTIOU
*  KaBapioTe Tov avTIKEIPMEVIKO KAl TOUG TIPOCOPOAAUIoUS pakoUg

*  EAéyEre Ta @iATpa. Ta @iATpa diEyepong Kal payuou evOEXETal va PNV gival Ta KaTdAANAa yia Tn ¢Bopiouca
ougia TTou XPNOIYOTTOIEITAl

e EA&y&Te TN QwrtEIvi TTNYR Tou pIKpooKoTriou (Auxvia). AvTikaTaoTrioTe Tn Auxvia kal BaBuovounoTe ek VEou TO
MIKPOOKOTTIO

* Edv o1 puBuioeig dev gival eTITUXEIG Kal Ta TTPORARMATA TTOPAPEVOUV, CUNBOUAEUBEITE TOV KOTOOKEUQOTH) TOU
MIKPOOKOTTiOU
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Porta Estandar Optico (OS)

Yo
. ® I m m Co Para uso en laboratorio
y | A Mel: .

PROSPECTO

2550 OS Porta dptico estandar 8 pocillos

USO PREVISTO

El porta estandar éptico (OS) se utiliza en laboratorio como ayuda para calibrar y optimizar los microscopios
equipados para estudios de inmunofluorescencia.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los métodos que utilizan microscopio de inmunofluorescencia (IF) son simples, sensibles y de técnica especifica,
y se emplean en una amplia variedad de analisis de laboratorio. En la interpretacién de las reacciones de IF
influyen diferentes factores, siendo el mas importante de ellos el microscopio en si mismo. Las variaciones de
rendimiento del microscopio pueden deberse a varios factores, por ejemplo la alineacion del sistema 6ptico, la
seleccion de los filtros, el tiempo de uso y tipo de la fuente de luz y el objetivo seleccionado. Uno cualquiera de
estos factores puede afectar de manera significativa la intensidad de la fluorescencia observada en la muestra
que se esta analizando. Para reducir al minimo los efectos de esas variaciones en la lectura e interpretacion de
las reacciones de IF, la NCCLS recomienda el uso de un porta estandar 6ptico."

Para disminuir la disparidad en el rendimiento de los microscopios, T. Ooishi y N. Uyesaka propusieron un
método basado en el uso de microesferas de latex marcadas con diferentes concentraciones de FITC.? Este
método de microesferas de fluoresceina puede aplicarse a la calibracion, pero presenta dificultades en la lectura
e interpretacion del substrato, especialmente a los técnicos habituados a la semicuantificacion de niveles de
anticuerpos en tejidos, células y otros substratos biolégicos. La fluorescencia de un fluoréforo unido a analitos
puede diferir notablemente si ese mismo fluoréforo esta inmovilizado en una microesfera.®> Por estos motivos,
Immco™ ha establecido un estandar éptico basado en un substrato biolégico.

Una version anterior de porta OS Immco™ utilizaba microesferas de intensidad graduada, pero después de estudios
en diferentes formatos de OS se lleg6 a la conclusion de que ,para la calibracion y estandarizacion de los sistemas
opticos para IF usados en los laboratorios clinicos es mejor utilizar células biolégicas unidas y marcadas con titulos
graduados de anticuerpos. Dichos estudios, con la ayuda del software para analisis de imagenes puesto a disposicion
por los Institutos Nacionales de Salud, sugirieron un cambio en el formato de los portas OS Immco™ OS.

Este porta nuevo y mejorado de ImmuGlo™ ofrece a los laboratorios un modo practico y novedoso para optimizar
y monitorizar el rendimiento del microscopio de fluorescencia utilizando células que se usan habitualmente en un
laboratorio clinico. El uso de este método, junto con controles de titulo conocido, mejora notablemente la fiabilidad
y la correlacion de resultados de IF.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

El Porta estandar optico ImmuGlo™ contiene leucocitos polimorfonucleares humanos, fijados al cristal en ocho
pocillos; muestran una fluorescencia verde manzana de intensidad graduada de cuatro mas (++++) a negativo (-)
al observarlos bajo un microscopio de fluorescencia con configuracion para filtros de fluoresceina; gracias a ésto,
el microscopista puede determinar el punto final que desee. Una variacion con respecto a ese punto final indica
que el microscopio de fluorescencia no esta funcionando correctamente y permite una tempestiva correccion.

REACTIVOS
Conservacion y limpieza

Conserve el porta en su caja, en lugar oscuro y temperatura de 2 a 8°. Antes de utilizarlo, déjelo 15 minutos a
temperatura ambiente para que se estabilice. Si fuera necesario limpiarlo, sosténgalo cuidadosamente por los
bordes y repase ambas caras con un hisopo embebido en alcohol. Trate de no ejercer presion en el cubre para
evitar un posible movimiento lateral.
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Material suministrado

Porta estandar optico ImmuGlo™ 2550 OS

Porta para microscopio con 8 pocillos que contienen leucocitos polimorfonucleares humanos fijados con intensidad

de fluorescencia graduada.

Material necesario no suministrado

Microscopio equipado con fuente de luz fluorescente vy filtros de excitacion.

PROCEDIMIENTO

PASO 1 Encienda el microscopio de fluorescencia y aguarde 15 minutos a que la fuente de luz se
estabilice.

PASO 2 Coloque el porta OS en la platina del microscopio y en cada pocillo lea a 400x la intensidad de la
fluorescencia verde manzana del nucleo de los neutrofilos. Tome nota de la refraccion normal de la
luz al enfocar en el nucleo..

PASO 3 Determine el punto final y compare los resultados con la siguiente figura:

Figura 1. Esquema del porta OS
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Figura 2. Microscopio de luz fluorescente
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VALORES ESPERADOS

En todos los pocillos, los neutréfilos han de presentar reacciones nucleares color verde manzana de de intensidad
variable. La lectura del pocillo nimero 1 sera de cuatro mas (++++), y la intensidad de las lecturas decrecera
al aumentar la numeracion, hasta llegar a la lectura negativa (-) en del pocillo nimero 7. El punto final (+/-) se
debe obtener en el pocillo nUmero 6. Si el sistema del microscopio se desvia en mas de un pocillo del punto final
esperado, significa que el microscopio de luz fluorescente no funciona correctamente o que la interpretacion es
subjetiva. A continuacion se indican las posibles acciones correctivas:

* Controle y regule la alineacién o6ptica siguiendo las instrucciones del fabricante del microscopio.
* Limpie las lentes del objetivo y del ocular.

«  Controle los filtros. Puede que los filtros de barrera y de excitacién no sean adecuados al fluorocromo que
esta utilizando.

* Controle la fuente de luz del microscopio (lampara). Cambiela y calibre el microscopio.

* Si los ajustes no producen el efecto esperado y el problema subsiste, consulte con el fabricante del
microscopio.
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Optischer Standard-Objekttrager (OS)

*immco

Zur Anwendung im Labor

BEIPACKTEXT
2550 OS Optischer Standard-Objekttrager (OS) 8 Vertiefungen

VERWENDUNGSZWECK

Der optische Standard-Objekttrager (OS) dient Laboratorien als Hilfe bei der Kalibrierung und Optimierung von fir
Immunfluoreszenz-Untersuchungen ausgestatteten Mikroskopen.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Immunfluoreszenzmikroskop-Methoden (IF) sind einfache, sensitive und spezifische Methoden, die bei vielen
verschiedenen Labortests zum Einsatz kommen. Die Interpretation von IF-Reaktionen wird jedoch stark von
einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst, von denen der wichtigste das Mikroskop selbst ist. Abweichungen in der
Leistung des Mikroskops kénnen von unterschiedlichen Umstédnden abhangen, zu denen die Ausrichtung des
optischen Systems, die Filterauswahl, das Alter/die Art der Lichtquelle und das gewahlte Objektiv zdhlen. Jeder
dieser Faktoren kann einen signifikanten Einfluss auf die beobachtete Fluoreszenzintensitat einer Probe haben.
NCCLS empfiehlt die Anwendung eines optischen Standard-Objekttragers, um den Einfluss solcher Abweichungen
auf das Ablesen und die Interpretation von IF-Reaktionen auf ein Minimum zu reduzieren."

T. Ooishi und N. Uyesaka schlugen zur Verbesserung von Abweichungen in der Mikroskopleistung Methoden vor,
bei denen mit unterschiedlichen FITC-Konzentrationen markierte Latex-Mikrosphéaren verwendet werden.? Diese
Fluorescein-Spharen-Methode bietet Anwendungsmaoglichkeiten bei der Kalibrierung, aber das Substrat gilt als
schwer abzulesen und zu interpretieren, insbesondere fur Techniker, die an die semi-quantitative Bestimmung
von Antikdrperkonzentrationen auf Geweben, Zellen und anderen biologischen Substraten gewéhnt sind. Die
Fluoreszenz von an Analyten gebundenen Fluorophoren kann sich stark von demselben Fluorophor unterscheiden,
wenn dieser auf Mikrospharen immobilisiert ist.> Aus diesem Grund hat Immco™ einen auf einem biologischen
Substrat basierenden optischen Standard erstellt.

Eine friihere Version der Immco ™ OS-Objekttrager verwendete Mikrosph&ren mit abgestufter Intensitat. Studien
verschiedener OS-Objekttragerformate kamen jedoch zu dem Schluss, dass die Kalibrierung und Standardisierung
von optischen Systemen fir die IF-Anwendung in klinischen Laboren idealerweise mit biologischen Zellen
durchgefiihrt werden sollte, die mit abgestuften Antikdrpertitern gebunden und markiert sind. Diese Studien, die
durch eine vom National Institute of Health* erhaltliche Bildanalysesoftware unterstiitzt wurden, fiihrten zu der
Anderung des Immco™ OS-Objekttragerformats.

Der neue, verbesserte ImmuGlo™ optische Standard-Objekttrager bietet Laboren eine praktische und innovative
Methode, mit der sie unter Verwendung von in klinischen Laboren haufig eingesetzten Zellen die Leistung von
Fluoreszenzmikroskopen optimieren und Uberwachen kdnnen. Die Verwendung dieser Methode zusammen mit
Kontrollseren mit bekannten Titern kann die Zuverlassigkeit und Inter-Mikroskop-Korrelation von IF-Ergebnissen
signifikant verbessern.

VERFAHRENSPRINZIP

Der ImmuGlo™ optische Standard-Objekttrager enthalt humane polymorphonukledre Leukozyten. Diese sind in
acht Vertiefungen an das Glas fixiert und zeigen abgestufte apfelgriine Fluoreszenzintensitaten von vier plus
(++++) bis negativ (-), wenn sie unter einem Fluoreszenzmikroskop mit Fluorescein-Filtereinstellungen betrachtet
werden. Dies ermdglicht es dem Mikroskop-Anwender, den gewiinschten Endpunkt zu bestimmen. Abweichungen
von diesem Endpunkt zeigen eine sub-optimale Leistung des Fluoreszenzmikroskops an und geben Anlass zu
KorrekturmaRnahmen.

REAGENZIEN
Lagerung und Sauberung

Lagern Sie den Objekttrager in seiner Schachtel bei 2-8 °C im Dunkeln. Lassen Sie ihn vor der Anwendung 15

10
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Minuten lang bei Raumtemperatur liegen. Falls der Objekttrager gereinigt werden muss, fassen Sie ihn vorsichtig
am Rand an und wischen Sie beide Seiten des Objekttragers mit einem alkoholgetrénkten Tupfer ab. Uben Sie so
wenig Druck wie méglich auf das Deckgldschen aus, damit dieses nicht verrutscht.

Mitgelieferte Materialien
ImmuGlo™ optischer Standard-Obijekttrager 2550 OS

Mikroskop-Objekttrager mit 8 Vertiefungen, die fixierte humane polymorphonukledre Leukozyten mit abgestuften
Fluoreszenzintensitaten enthalten.

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien

Mikroskop mit Fluoreszenzlichtquelle und Anregungsfiltern.

VERFAHREN

SCHRITT 1  Schalten Sie das Fluoreszenzmikroskop ein und lassen Sie der Lichtquelle 15 Minuten Zeit, ins
Gleichgewicht zu kommen.

SCHRITT 2 Legen Sie den OS-Objekttrager auf den Mikroskoptisch und lesen Sie in jeder Vertiefung die
apfelgriine Fluoreszenzintensitat der Neutrophilennuklei bei 400-facher VergréRerung ab. Bitte
beachten Sie beim Scharfstellen der Nuklei die normale Lichtbrechung.

SCHRITT 3 Bestimmen Sie den Endpunkt und vergleichen Sie die Ergebnisse mit der folgenden

Abbildung:
1 2 3 4
optischer Standard- @ @ @
Obijekttrager B T G 5
GG = ()
schwach
Nl

Abbildung 1. Layout des OS-Objekttragers
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Abbildung 2. Fluoreszenzmikroskop
ERWARTETE WERTE

Die neutrophilen Granulozyten in allen Vertiefungen sollten apfelgriine nukledre Reaktionen unterschiedlicher
Intensitdten zeigen. Vertiefung 1 sollte eine Intensitat von vier plus (++++) aufweisen. Die Intensitat sollte mit
ansteigenden Vertiefungsnummern graduell abnehmen und in Vertiefung 7 negativ (-) sein. Der Endpunkt (+/-) sollte
in Vertiefung 6 erreicht sein. Eine Abweichung des Mikroskopsystems von dem erwarteten Endpunkt um mehr als
eine Vertiefung zeigt eine ungentigende Leistung des Fluoreszenzmikroskops und/oder Interpretationssubjektivitat
an. Folgende KorrekturmaBnahmen werden vorgeschlagen:

«  Uberpriifen und regulieren Sie die optische Ausrichtung; befolgen Sie dabei die Anweisungen des Herstellers
des Mikroskops.

* Reinigen Sie das Objektiv und die Linsen des Okulars.

+ Kontrollieren Sie die Filter. Die Anregungs- und Sperrfilter sind mdglicherweise nicht fir das verwendete
Fluorochrom geeignet.

»  Kontrollieren Sie die Lichtquelle des Mikroskops (Glihlampe). Ersetzen Sie die Lampe und rekalibrieren Sie
das Mikroskop.

*  Wenden Sie sich an den Hersteller des Mikroskops, falls die Regulierungen nicht erfolgreich sind und die
Probleme fortbestehen.
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Lamelle Standard Optique (OS)

=immco

Pour utilisation en laboratoire

ENCART DU PRODUIT
2550 OS Lamelle Standard Optique (OS) 8 Puits

La lamelle Standard Optique (OS) a été congue pour aider les laboratoires a calibrer et optimaliser les microscopes
équipés pour les tests par immunofluorescence.

GENERALITES

Les méthodes de microscopie par immunofluorescence (IF) sont des techniques simples, sensibles et spécifiques
utilisées dans une large gamme de tests de laboratoire. L'interprétation des réactions d’IF est, par contre,
influencée par de nombreux facteurs dont le principal est le microscope lui-méme. La variation de performance du
microscope peut résulter de différentes conditions qui comprennent I'alignement du systéme optique, la sélection
du (des) filtre(s), I'age et le type de source lumineuse et I'objectif sélectionné. La plupart de ces facteurs peuvent
affecter de facon significative l'intensité de la fluorescence émise par un échantillon. Pour diminuer les effets de
telles variations de lecture et d’interprétation des réactions d’IF, le NCCLS recommande ['utilisation d’'une lamelle
de standard optique .

Des méthodes ont été proposées par T. Ooishi et N. Uyesaka pour améliorer les disparités de performance des
microscopes a travers I'utilisation de microsphéres en latex présentant différentes concentrations de FITC 2. Cette
méthode de liaison a la fluorescéine offre des applications en calibration, mais le substrat est difficile a lire et a
interpréter, spécialement par des techniciens habitués a une semi-quantification des niveaux d’anticorps dans les
tissus, cellules et autres substrats biologiques. La fluorescence émanant des fluorophores attachés au composé
a analyser peut étre fortement différente pour le méme fluorophore fixé sur une microsphére 3. Pour ces raisons,
Immco™ a développé un standard optique basé sur un substrat biologique.

Une version précédente des Lamelles OS de Immco™ utilisait des microspheres d’intensité graduée. Des études
portant sur différents formats de Lamelles OS ont montré que la calibration et la standardisation des systémes
optiques pour les applications d'IF dans les laboratoires cliniques sont plus correctes en utilisant des cellules
biologiques comme liant et calibrées pour différents titres d’anticorps. Ces études, facilitées par I'analyse de
'image par software disponible aupres du National Institute of Health 4, a entrainé un changement dans le format
des lamelles OS de Immco™.

Les nouvelles Lamelles OS ImmuGlo™ améliorées offrent aux laboratoire une approche pratique et innovatrice
pour optimaliser et gérer la performance des microscopes a fluorescence en utilisant des cellules habituellement
employées dans les laboratoires cliniques. L'utilisation de cette méthode associée aux contrbles de titre connu
peut améliorer de fagon significative la fiabilité et la corrélation inter-test des résultats d’immunofluorescence.

PRINCIPE DE LA METHODE

Les lamelles Standard Optique ImmuGIlo™ contiennent des leucocytes polymorphonucléaires humains. Ils sont
fixés sur le verre dans 8 puits et montrent une fluorescence vert pomme croissante de 4 plus (++++) a négatif
(-) lorsque I'on les observe au microscope sous une lumiere réglée pour les filtres a fluorescéine. Ceci permet a
I'utilisateur du microscope de déterminer le titrage souhaité. Des variations de ce titrage reflétent une performance
non optimale de la lumiére fluorescente du microscope, permettant de la corriger immédiatement.

INFORMATION PRODUIT
Conservation et entretien des réactifs

Conserver les lamelles dans leur coffret a I'obscurité entre 2 et 8°C. Porter a la température ambiante durant 15
minutes avant de les utiliser. Si la lamelle doit étre nettoyée, la tenir avec soin par une extrémité et essuyer les
deux faces a I'aide d’'un coton imbibé d’alcool. Appliquer une pression minimale sur le couvre-lame pour éviter tout
mouvement latéral.
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Matériel fourni

ImmuGlo™ Lamelle Standard Optique 2550 OS

Lamelle de microscope a 8 puits contenant des leucocytes polymorphonucléaires humains fixés d’intensité de
fluorescence croissante.

Matériel nécessaire mais non fourni
Microscope équipé d’une source de lumiére fluorescente et les filtres adaptés.

METHODE

1. Allumer la lumiére fluorescente du microscope et la laisser s’équilibrer pendant 15 minutes.

2. Placer une lamelle OS sur le microscope et lire I'intensité de la fluorescence vert pomme des noyaux des
neutrophiles de chaque puit a 400 nm. Réaliser une réfraction de la lumiére classique lors de la mise au point

sur les noyaux.

3. Déterminer le titrage et comparer les résultats avec la figure suivante.

miroir

concave

Lamelle standardl ! E 3 4
o @ @ @
8 7 /_g_\ 5
Figure 1. Layout Lamelle OS
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Figure 2 Microscope a lumiére fluorescente
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VALEURS PREVUES

Les neutrophiles de tous les puits doivent montrer une réaction des noyaux vert pomme d’intensité différente.
Pour le puit n°1, on devrait lire 4 plus (++++). Les lectures d’'intensité devraient graduellement diminuer d’un puit
a l'autre, pour arriver a une lecture négative (-) au puit 7. Le titrage (+/-) doit étre obtenu au puit 6. Une déviation
du microscope de plus d’un puit indique une performance non correcte du microscope a fluorescence et/ou une
interprétation subjective.

Les actions pour y remédier sont les suivantes :

«  Vérifier et ajuster I'alignement optique comme indiqué dans le mode d’emploi du fabricant

* Nettoyer 'objectif et les lentilles oculaires

«  Vérifier les filtres. Les filtres d’excitation et de barriere peuvent ne pas étre adaptés pour le fluorochrome
utilisé

»  Veérifier la source de lumiere (ampoule). Remplacer 'ampoule et recalibrer le microscope

e Consulter le fabricant du microscope si les modifications n’ont produit aucune amélioration et si le probleme
persiste.
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Vetrino Standardizzazione Ottica (SO)

Yo
SIMMCO ™
) IAGNOS - Per uso di laboratorio

INSERTO DEL PRODOTTO

2550 OS Vetrino Standardizzazione Ottica 8 Pozzetti

FINALITA’ D’USO

Il vetrino per la standardizzazione ottica € stato sviluppato per essere di aiuto ai laboratori nella calibrazione e
nell’ottimizzazione dei microscopi attrezzati per gli studi in immunofluorescenza.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

I metodi di microscopia in fluorescenza sono tecniche semplici, sensibili e specifiche che vengono impiegate
in una varieta di test di laboratorio. Le interpretazioni delle reazioni ottenute per immunofluorescenza possono
essere influenzate da una serie di fattori, di cui il piu significativo & proprio il microscopio. Una variabilita nella
performance del microscopio pud ad esempio verificarsi a causa di condizioni che influenzano il sistema otttico, la
scelta del/dei filtroffiltri, la durata/tipo della fonte luminosa e I'obbiettivo scelto. Uno qualsiasi di questi fattori puo
avere effetti significativi sull'intensita della fluorescenza osservata emessa da un campione. Per minimizzare gli
effetti di queste variazioni di lettura e di interpretazione delle reazioni per IF, la NCCLS raccomanda di usare un
vetrino di standardizzazione ottica'.

T. Ooishi e N. Uyesaka hanno proposto dei metodi per migliorare le disparita nella performance del microscopio
mediante I'utilizzo di microsfere di lattice marcate con varie concentrazioni di FITC2. Questo metodo delle sfere
marcate con fluoresceina € applicabile nella calibrazione, tuttavia, il substrato si & dimostrato di difficile lettura e
interpretazione, particolarmente da parte di tecnici abituati alla semiquantificazione dei livelli anticorpali su tessuti,
cellule e altri substrati biologici. La fluorescenza emessa dai fluorofori legati agli analiti pud variare ampiamente
da quella di uno stesso fluoroforo immobilizzato su una microsfera®. Per questi motivi Immco™ ha stabilito uno
standard ottico basato su un substrato biologico.

Una versione precedente del Vetrino SO Immco™ utilizzava microsfere di intensita graduata. Tuttavia, studi condotti
sui vari formati dei vetrini SO hanno concluso che il metodo ideale per eseguire la calibrazione e la standardizzazione
dei sistemi ottici per I'applicazione con 'immunofluorescenza nei laboratori clinici € 'uso di cellule legate e marcate
con titoli anticorpali graduati. Questi studi, facilitati dal software per I'analisi delle immagini disponibile presso gli
Istituti Sanitari Nazionali*, ha sollecitato un cambiamento nel formato del vetrino SO Immco™.

Il nuovo e migliorato Vetrino per la Standardizzazione Ottica ImmuGIlo™ offre ai laboratori un approccio pratico
e innovativo per ottimizzare e monitorare la performance del microscopio a fluorescenza utilizzando cellule
impiegate comunemente nel laboratori clinici. L'uso di questo metodo, in congiunzione ai controlli con titolo noto,
pud migliorare significativamente I'affidabilita e la correlazione dei risultati ottenuti con 'immunofluorescenza.

PRINCIPI DELLA METODICA

Il Vetrino per la Standardizzazione Ottica contiene leucociti polimorfonucleari umani fissati su vetro in otto pozzetti
che mostrano un’intensita graduata di fluorescenza verde mela da 4 piu (++++) a negativa (-) se osservati con un
microscopio a fluorescenza con impostati filtri per la fluoresceina. Cid consente al miscroscopista di determinare
I'endpoint desiderato. Le variazioni da questo endpoint riflettono la performance subottimale del miscroscopio a
fluorescenza, sollecitando un’azione correttiva.

REAGENTI
Conservazione e Pulizia

Conservare il vetrino nel suo contenitore in assenza diluce a 2-8°C. Prima dell’'uso, portare a temperatura ambiente
per 15 minuti. Per pulire il vetrino, reggerlo con attenzione per I'estremita e strofinare i due lati del vetrino con
un bastoncino cotonato imbevuto di alcool. Esercitare una pressione minima sul coprioggetto per prevenire gli
spostamenti laterali.
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Materiali forniti
Vetrino per la Standardizzazione Ottica ImmuGlo™ 2550 0S

Vetrino per microscopia da 8 pozzetti contenente leucociti polimorfonucleari umani fissati con intensita di
fluorescenza graduata.

Materiali necessari ma non forniti

Microscopio dotato di sorgente luminosa per fluorescenza e filtri di eccitazione.

PROCEDURA
Fase 1 Accendere il microscopio a fluorescenza e lasciar equilibrare la fonte luminosa per 15 minuti.
Fase 2 Posizionare il Vetrino SO sul microscopio e leggere l'intensita della fluorescenza verde mela dei

nuclei dei neutrofili a 400x in ciascun pozzetto. Prendere nota della normale rifrazione luminosa
durante la focalizzazione sui nuclei.

Fase 3 Determinare I'endpoint e comparare i risultati con quelli illustrati nellimmagine che segue:
8 7 5 5

oJolelo

Figura 1. Disposizione Vetrino SO
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Figura 2. Microscopio a fluorescenza
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VALORI ATTESI

I neutrofili in tutti i pozzetti dovrebbero mostrare una reazione nucleare verde mela di intensita variabile. Il pozzetto
1 dovrebbe presentare un’intensita di 4++++. Le letture dell’intensita dovrebbero diminuire gradualmente con
'aumento del numero del pozzetto, e dare un risultato negativo (-) al pozzetto 7. L'endpoint (+/-) si ottiene al
pozzetto 6. In un microscopio, la deviazione di piu di un pozzetto dall’endpoint atteso, indica una performance
inadeguata del microscopio a fluorescenza e/o soggettivita di interpretazione. Le azioni correttive da intraprendere
sono suggerite sotto:

» Verificare e aggiustare I'allineamento ottico secondo le istruzioni del produttore del microscopio.

« Pulire l'obbiettivo e le lenti degli oculari.

»  Verificare i filtri. | filtri di eccitazione e di sbarramento possono essere inadeguati per il fluorocromo utilizzato.
*  Verificare la fonte luminosa del microscopio (lampada). Sostituire la lampada e ricalibrare il microscopio.

*  Consultare il produttore del microscopio se gli aggiustamenti non producono i risultati attesi e se i problemi
persistono.
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Lamina de Padrio Optico (OS)

»*immco

Para uso em Laboratério
FOLHETO DO PRODUTO

2550 OS Lémina de Padréo Optico (OS) 8 Pogos

APLICAGAO

A Lamina de Padrao Optico (OS) é um auxiliar laboratorial para a calibragem e optimizacdo de microscopios
equipados para estudos de imunofluorescéncia.

RESUMO E EXPLICAGAO

Os métodos com microscopio de imunofluorescéncia (IF) sdo técnicas simples, sensiveis e especificas usadas
numa grande variedade de testes de laboratorio. Todavia, a interpretacdo das reacgbes de |IF € bastante influenciada
por diversos factores, dos quais 0 mais significativo € o proprio microscopio. A variagéo do desempenho do
microscopio pode ter origem em diferentes condigdes que envolvem o alinhamento do Sistema Optico, a seleccao
do(s) filtro(s), a idade/tipo de fonte de luz e a objectiva seleccionada. Qualquer um destes factores pode afectar
significativamente a intensidade de fluorescéncia observada emitida por uma amostra. Para reduzir o efeito
dessas variagdes na leitura e interpretacdo das reacgdes de IF, o NCCLS aconselha a utilizagdo de uma lamina
de padrao optico.’

Os métodos foram propostos por T. Ooishi e N. Uyesaka para melhorar as disparidades de desempenho do
microscopio utilizando microsferas de latex marcadas com variadas concentragdes de FITC.? Este método de
pérolas de fluoresceina permite a aplicagdo em calibragem, todavia, houve dificuldades de leitura e interpretagédo
do substrato, especialmente pelos técnicos habituados a semiquantificagéo dos niveis de anticorpos em tecidos,
células e outros substratos biolégicos. A fluorescéncia dos fluoroforos associados as substancias a analisar pode
ter grande diferenga do mesmo fluoréforo imobilizado numa microsfera.® Por essa razao, a Immco™ estabeleceu
um padréo 6ptico baseado num substrato bioldgico.

Uma versdo anterior da lamina OS Immco™ utilizava microsferas de intensidade graduada. Todavia, estudos
de diversos formatos de Laminas OS concluiram que a calibragem e a padronizagdo dos sistemas 6pticos para
aplicagdes de IF em laboratérios clinicos sdo muito melhores usando células biolégicas ligadas e marcadas com
titulos graduados de anticorpos. Esses estudos, facilitados por softwares de analise das imagens postos a disposigao
pelos Institutos Nacionais de Saude (EUA)*, sugeriram uma alteragéo no formato da Lamina OS da Immco™.

Esta nova e melhorada Lamina de Padrao Optico ImmuGlo™ oferece ao Laboratério um modo pratico e inovador
para optimizar e monitorizar o desempenho do microscopio de fluorescéncia usando células normalmente
utilizadas em laboratérios clinicos. A utilizagdo deste método, em conjunto com os controlos de titulo conhecido,
pode aumentar significativamente a fiabilidade e a correlagédo dos resultados de IF.

PRINCiPIO DO PROCEDIMENTO

A Lamina de Padrao Optico ImmuGlo™ contém leucdcitos polimorfonucleares humanos. Esses sdo fixados ao
vidro em oito pogos e mostram intensidades de fluorescéncia verde-magé graduadas a partir de quatro mais
(++++) a negativo (-) quando observados com um microscépio de luz fluorescente com configuragao para filtro
de fluoresceina. Isso permite que o operador do microscépio possa determinar o ponto final desejado. A variagdo
em relacéo a este ponto reflecte um desempenho néo ideal do microscépio de luz fluorescente, que necessita de
uma acgéo de correcgao.

REAGENTES
Conservagao e Limpeza

Guarde a lamina na sua caixa, num local escuro, entre 2 e 8 °C. Antes de usar, deixe estabilizar durante 15
minutos a temperatura ambiente. Se a Idmina necessitar de limpeza, pegue-a cuidadosamente pelos bordos e
passe em ambos os lados com uma zaragatoa embebida em alcool. Ndo faga forga na lamela para evitar que se
possa deslocar lateralmente.
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Materiais Fornecidos

Lamina de Padrao Optico ImmuGlo™ 2550 OS

Lamina de microscopio de 8 pogos contendo leucdcitos polimorfonucleares humanos fixados de intensidades de

fluorescéncia graduadas.

Materiais necessarios mas nao fornecidos

Microscopio equipado com fonte de luz fluorescente e filtros de excitagao.

PROCEDIMENTO

PASSO 1 Acenda o microscopio de luz fluorescente e deixe que a fonte de luz estabilize durante 15 minutos.

PASSO 2 Coloque a Lamina OS na platina do microscépio e leia a intensidade de fluorescéncia verde-maca
do nucleo dos neutréfilos a 400x em cada pogo. Por favor note a refracgao normal da luz quando se

foca o nucleo.

PASSO 3 Determine o ponto final e compare os resultados com a figura seguinte:
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Figura 1. Esquema da Lamina OS
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VALORES PREVISTOS

Os neutréfilos em todos os pogos devem mostrar reacgdes nucleares verde-maga de diferentes intensidades.
No pog¢o nimero 1 devem-se ler quatro mais (++++). As leituras da intensidade devem diminuir gradualmente a
medida que aumenta a numeragao, lendo-se negativo (-) no pogo numero 7. O ponto final (+/-) deve ser obtido
no pogo numero 6. O desvio do Sistema do microscdpio em mais de um pogo em relagéo ao ponto final esperado
indica um desempenho inadequado do microscoépio de luz fluorescente e/ou da subjectividade da interpretacéo.
De seguida séo sugeridas algumas acg¢des de resolugéo:

»  Verifique e regule o alinhamento éptico de acordo com as instru¢des do fabricante do microscopio
* Limpe as lentes da objectiva e da ocular

»  Verifique os filtros. Os filtros de excitagdo e de barreira poderdo ndo ser adequados para o fluorocromo
usado

»  Verifique a fonte de luz do microscépio (IAmpada). Substitua a [Ampada e calibre o microscépio

+ Consulte o fabricante do microscopio se as regulagdes ndo tiverem éxito e o problema persistir.
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