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URCENE POUZITI

Souprava Alcian Blue Staining Kit je
uréena k laboratornimu pouZziti jako
kvalitativni histologické barvivo

k prokazani slabé kyselych
mukopolysacharidli svételnou
mikroskopii v fezech tkané fixované
formalinem, zalité parafinem (FFPE),
které jsou barveny na pfistroji
BenchMark Special Stains.

Tento produkt musi byt interpretovan
kvalifikovanym patologem v kombinaci
s histologickym vy3etienim,
relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi kontrolami.

Tento produkt je uréen pro diagnostické poutZiti in vitro (IVD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Mukopolysacharidy (muciny) jsou kli¢ovou slozkou gobletovych bunék, epiteliainich bunék
stfevni sliznice, jejichZ funkci je syntetizovat a vyluovat hlen.! Gobletové buriky se bézné
vyskytuji v epitelu tenkého a tlustého stfeva; v jicnu nebo Zaludku obvykle chybeji.2
Chemické vlastnosti barviva Alcian Blue umoziuji detekovat slabé kyselé muciny

v gobletovych burikach. Polysacharidy kyselych, ale nikoli neutrélnich, mucindi se

s barvivem pii pH 2.5 barvi modre.3:4

Souprava Alcian Blue Staining Kit se pouziva jako pomUcka pro patologa pfi identifikaci
gobletovych bunék. Pfitomnost gobletovych bunék v jicnu a Zaludku je abnorméini

a barveni pomahé patologovi pfi diagnostice intestinalni metaplazie a Barrettova jicnu.

PRINCIP POSTUPU

Barvici reakce je zaloZena na reakci barviva Alcian Blue o pH 2.5 a polyaniontovych
sloucenin. Alcian Blue je polyvalentni, zasadité, ve vodé rozpustné barvivo, které ziskava
modrou barvu z médnaté ftalocyaninové skupiny, ktera je modifikovana kationtovymi
solubiliza&nimi ¢inidly.3.5 Béhem této reakce vznikaji mezi barvivem Alcian Blue

Obr. 1. Barveni tkané tlustého stfeva

pomoci soupravy Alcian Blue Staining
Kit

a kyselymi skupinami kyselych mukopolysacharidli solné vazby, pfi¢emz se zbarvuji do
modra. Kontrastni barvivo Nuclear Fast Red Counterstain se pouziva k zajisténi
kontrastniho rizového pozadi.

Tato souprava je optimalizovana pro pouZiti na pfistrojich BenchMark Special Stains.
Reagencie se nanaseji na tkan na mikroskopickych sklickach a promichaji se po celém
vzorku.

DODAVANY MATERIAL

Lahvicky s reagenciemi se dodavaji v nosicich oznacenych ¢arovym koédem, které se
vkladaji do zasobniku reagencie pfistroje. Kazda souprava obsahuje dostatek reagencie
pro 75 testu.

Jedna 22mL lahvicka barviva Alcian Blue obsahuje 1.2 % alcianové modfi v 3% roztoku
kyseliny octové.

Jedna 22mL lahvicka kontrastniho barviva Nuclear Fast Red Counterstain obsahuje
pfiblizné 0.2 % jaderného barviva Fast Red a pfiblizné 5 % siranu hlinitého.

Dvé vloZky do lahvi¢ek s odsavacimi hadi¢kami.

Rekonstituce, miseni, fedéni, titrace

Nevyzaduije se rekonstituce, miseni, fedéni ani titrace reagencii ze soupravy. DalSi fedéni
jakékoli reagencie muze vést k neuspokojivému barveni.

Reagencie v této soupravé byly optimalné nafedény pro pouziti na pfistrojich BenchMark
Special Stains.
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POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY

V§echny produkty uvedené v metodickém listu nemuseji byt dostupné ve vSech
zemépisnych oblastech. Obratte se na mistni servisni zastoupeni.

Nésledujici reagencie a materidly mohou byt pfi barveni potfebné, nejsou vSak soucasti
dodavky:

1. Doporu¢ena kontrolni tkan

2. Mikroskopicka sklicka, kladné nabita

3. Pristroj BenchMark Special Stains

4. BenchMark Special Stains Deparaffinization Solution (10X) (kat. €. 860-036 /
06523102001)

5. BenchMark Special Stains Liquid Coverslip (kat. €. 860-034 / 06523072001)

6.  BenchMark Special Stains Wash Il (kat. ¢. 860-041 / 08309817001)

7. Obecné laboratorni vybaveni

SKLADOVANI A STABILITA

Souprava Alcian Blue Staining Kit by méla byt skladovana pfi teploté 15-30 °C.

Pfi spravném skladovani jsou neoteviené i oteviené reagencie stabilni az do data
uvedeného na $titku.

Po uplynuti data exspirace, uvedeného na soupravé, reagencii nepouzivejte.
Neexistuji zadné zfejmé znamky nestability téchto reagencii, proto je tfeba neznamé
vzorky analyzovat soubézné s kontrolami. Obratte se na mistni servisni zastoupeni,
pokud material pro pozitivni kontrolu vykazuje snizeni zabarveni, protoze by to mohlo
naznacovat nestabilitu reagencii.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti s timto produktem a pfistroji BenchMark Special Stains jsou vyzadovany tkané

FFPE zpracované béZnym zplsobem. Doporuéenym vhodnym fixativem na tkané je 10 %

neutralni pufrovany formalin.

Odbér a skladovani vzorkd provadéjte podle publikace Histotechnology: A Self

Instructional Text (Histotechnologie: u¢ebni text pro samostatné studium)-6 Pripravte fezy

vhodné tloustky, priblizné 4 um, a umistéte je na kladné nabita podlozni sklicka.

1. Sklicka osuste.

2. Vytisknéte prislusny Stitek (pfislusné Stitky) s ¢arovym kodem.

3. Pred vloZenim sklicek do pfistroje nalepte na matny konec sklicek Stitky s ¢arovym
kodem (spravné pouziti stitk( popisuje uzivatelska prirucka pristroje).

Doporuéeny protokol pro pfistroj BenchMark Special Stains najdete v ¢asti Navod

k pouziti.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNIi OPATRENI

1. Ur€eno k diagnostickému pouziti in vitro (IVD).

2. Pouze k odbornému pouZiti.

3. UPOZORNENI: Federalni zakony USA omezuji prodej tohoto prostfedku pouze
|ékaflim nebo na jejich objednavku. (Rx Only).

4. Nepouzivejte nad ramec specifikovaného poctu testd.

5. Kladné nabité sklicka mohou byt citliva na zatéz prostfedi, coZ ma za nasledek
nevhodné zbarveni. Pozadejte z&stupce spolecnosti Roche o dalsi informace o tom,
jak pouZivat tyto typy sklicek.

6. S materialem lidského nebo Zivocisného plvodu je tfeba nakladat jako s biologicky
nebezpecnym materialem a likvidovat jej v souladu s platnymi bezpeénostnimi
opatfenimi. V pfipadé expozice je potfeba se fidit zdravotnickymi smémicemi
odpovédnych organ(.” 8

7. Zabrante kontaktu reagencii s ogima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte zasazené oblasti vydatnym mnoZstvim vody.

8.  Zabrante mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zplisobit nepfesnost
vysledkd.

9.  Dalsi informace o pouzivani tohoto prostiedku obsahuje uZivatelska pfirucka
pristroje BenchMark Special Stains a navody k pouziti vSech nezbytnych soucasti,
které naleznete na internetovych strankach navifyportal.roche.com.

10.  Doporu¢ené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a/nebo mistnich
pfedpisech.

11, Oznaceni produktu bezpeénostnimi $titky se fidi hlavné pokyny GHS EU. Pro
profesionaini uzivatele je na vyzadani k dispozici bezpeénostni list.

15103CS Rev L


https://navifyportal.roche.com/

4V, .,
4 ®
S VENTANA

12. Pro nahlaSeni podezfelych zavaznych incidentd tykajicich se tohoto prostiedku se
obratte na mistniho zastupce spolecnosti Roche a kompetentni organy ¢lenského
statu nebo zemé, ve které uzivatel provozuje €innost.

Tento produkt obsahuje soucasti klasifikované nasledovné podle smérnice (ES) €.

1272/2008:

Tab. 1. Informace o rizicich.

Riziko Kéd Véta
Nebezpeci | H290 Muze byt korozivni pro kovy.
H318 ZpUsobuje vazné poskozeni oi.
gy

P234 Uchovévejte pouze v originalnim obalu.

P280 Pouzivejte ochranné bryle / oblicejovy Stit.

P305+ PRI ZASAZENI OCI: N&kolik minut opatmé vyplachujte

P351+ vodou. Viyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny

P338+ a pokud je Ize vyjmout snadno. PokraCujte ve

P310 vyplachovani. Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE
STREDISKO / ékare.

P390 Unikly produkt absorbuijte, aby se zabranilo
materidlnim Skodam.

NAVOD K POUZITI

Priprava lahvi¢ky s reagencii

Pfed prvnim pouZitim musi byt do lahvicky na reagencie vioZena vloZka a odsavaci
hadicka.

Sejméte prepravni vicko z lahvicky a vloZte do ni viozku a hadicku. Po otevieni lahvicky
by vloZka a odsavaci hadicka mély byt ponechany v lahviéce.

Postup barveni

1. Vlozte reagencie a sklicka do pfistroje.

2. Pripouzivani reagencie viozte mékkeé vicko do otvoru na drzaku reagencie.

3. Barvici cyklus provedte podle doporuéeného protokolu v Tab. 2 a pokyndi
uvedenych v uzivatelské pfirucce.

4. Podokonceni cyklu vyjméte sklicka z pfistroje.

5. Pokud se reagencie nepouziva, mékkym vickem reagencni lahvicku uzavrete.

6.  Popouziti reagencie skladujte podle doporuc¢enych podminek pro skladovani.

Doporuceny protokol

Parametry automatickych procest Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupl

uvedenych v uZivatelské pfirucce pfistroje.

Nasledujici postupy Ize flexibilné pfizplsobit preferencim uZivatele. Tento produkt byl

optimalizovan pro pouZiti s pfistroji BenchMark Special Stains, ale uzivatel musi vysledky

ziskané s timto produktem validovat.

Tab. 2. Doporuceny barvici protokol pro soupravu Alcian Blue Staining Kit na pfistroji

BenchMark Special Stains.

Postup barveni S Alcian Blue Staining Kit
Postup protokolu Metoda
Odparafinovani Vyberte pro automatické odstranéni parafinu.
Suseni Vychozi nastaveni neni vybrano.
(volitelné) Doporucuje se 75 °C po dobu 4 minut.
Optimalizace Vychozi dobou je 8 minut.
intenzity barveni
(Alcian Blue) ) )
Vyberte moznost nastaveni intenzity barveni:*
Vyberte dobu inkubace od 4 do 20 minut:
4 minut, svétlejSi zbarveni mucinu
20 minut, tmavsi zbarveni mucinu
2023-08-30 2/4

FT0700-440n

Postup barveni S Alcian Blue Staining Kit
Postup protokolu Metoda
Optimalizace Vychozi dobou jsou 4 minuty.
intenzity
kontrastniho
barveni Vyberte moznost nastaveni intenzity kontrastniho barveni:*

(Alcian Blue NFR) Vyberte dobu inkubace od 4 do 16 minut:
4 minuty, svétlej$i kontrastni barvivo

16 minut, tmavsi kontrastni barvivo

* Chcete-li upravit preference barveni, zvySujte teplotu barveni a dobu inkubace postupné

po jednom parametru.

Doporucené zpracovani po obarveni v pristroji

1. Dehydratujte sklicka ve dvou davkach 95 % etanolu, abyste odstranili zbyly roztok,
a poté tfemi davkami 100 % etanolu.

2. Vycistéte sklicka ve 3 davkach 100 % xylenu.

3. Kiryci sklicko s trvalym fixaénim médiem.

Kompatibilni s protokolem podavace krycich sklicek systému VENTANA HE 600. DalSi
pokyny najdete v uZivatelské pfirucce systému VENTANA HE 600.

POSTUP KONTROLY KVALITY

Pfikladem materialu pro pozitivni kontrolu mize byt lidska tkan FFPE s pfitomnosti
kyselych mucindi nebo kyselych mukopolysachariddi, napfiklad tkan tlustého nebo tenkého
stfeva. Kontrolni tkani by mély byt Cerstvé vzorky z pitvy, biopsie nebo vzorky z operace,
pfipravené a fixované co nejdfive stejnym zplisobem jako testované fezy. Takové tkané
mohou monitorovat vechny kroky analyzy — od pfipravy tkdné aZ po barveni.

Pouziti tkafiového fezu fixovaného nebo zpracovaného odlisné od testovaného vzorku
poskytuje kontrolu v8ech reagencii a krok(i metody kromé fixace a zpracovani tkani. Jako
negativni kontrola mohou slouzit bunééné slozky jinych tkanovych prku.

Nejvhodnéjsim laboratornim postupem je ulozit fez pro pozitivni kontrolu na stejné sklicko
jako testovanou tkan. Pfi nanaseni reagencie na sklicko pak Ize snéze zjistit pfipadné
zavady. Kontrolni tkan mize obsahovat pozitivné i negativné zabarvené prvky a slouzit
pro pozitivni i negativni kontrolu.

V kaZdém cyklu je tfeba testovat také kontrolni tkan.

Znamé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
zpracovanych tkani a testovacich reagencii, nikoli jako pomUcku k formulovani konkrétni
diagnézy u pacientskych vzorkd.

Pokud pozitivni slozky tkani pozitivni zbarveni nevykazuiji, je tfeba povazovat vysledky

u testovanych vzork za neplatné. Pokud negativni slozky vykazuji pozitivni barveni, mély
by byt vysledky pro pacientské vzorky povazovany za neplatné.

Nevysvétlitelné rozpory ve vysledcich kontrol je tfeba neprodlené nahlasit na mistni
servisni zastoupeni. Pokud vysledky kontroly kvality nesplfiuji specifikace, vysledky
pacienta jsou neplatné. Musi byt identifikovana a odstranéna pfi¢ina a pacientské vzorky
zanalyzovany znovu.

INTERPRETACE BARVENI / OCEKAVANE VYSLEDKY

Souprava Alcian Blue Staining Kit je pfi vyrobé testovana, aby prokazala pfitomnost slabé
kyselych mukopolysacharidd.

Slabé kyselé mukopolysacharidy (muciny): jasné modré

Jadra: r(zova az ¢ervenad

Cytoplazma: rlizova

Modré zbarveni bylo pozorovano u jinych bunék, nez jsou gobletové buriky.
SPECIFICKA OMEZENI

Pro tento test byla pouZita a validovana pouze mikroskopicka sklicka s kladnym nabojem.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

ANALYTICKA VYKONNOST

Nize jsou uvedeny vysledky provedenych testl barveni tykajicich se senzitivity, specificity
a preciznosti.
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Senzitivita a specificita

Byla hodnocena analyticka senzitivita a specificita pro bézné a nemocné gastrointestinalni
tkané. Sedesat jedna z 62 (98.4 %) hodnocenych pfipadl tkani bylo obarveno piijatelné,
jak uvadéji Tab. 3 a Tab. 4.

Tab. 3. Senzitivita/specificita soupravy Alcian Blue Staining Kit byla stanovena testovanim
nasledujicich béznych tkani FFPE.

s Pocet ispésnych pripadt / pocet
Tkan P
testovanych pripadd
Jicen 717
Zaludek 10*/11
Tenké stfevo 9/9
Tlusté stfevo 515

*V jednom pfipadé bylo pozorovano nadmémé mnozstvi modrého zbarveni v jinych
burikach, nez jsou gobletové buriky

Tab. 4. Senzitivita/specificita soupravy Alcian Blue Staining Kit byla stanovena testovanim
nasledujicich nemocnych tkani FFPE.

Pocet tispésnych pripadu / pocet

Than testovanych pfipadt
Intestinalni metaplazie (zaludek) 81/8

Intestinalni metaplazie (jicen) 81/8

Barrettdv jicen 14/14

Preciznost

Preciznost soupravy Alcian Blue Staining Kit byla stanovena pro nékolik cykld, dnd,
nastroju a Sarzi reagencii s pouzitim nékolika skli¢ek s pfipravenymi fezy ze 3 pfipadt
bézné tkané tlustého stieva a 3 pripadu bézné tkané tenkého stieva. VSechna kritéria
pfijatelnosti byla zcela spinéna. Studie preciznosti se sklicky pro soupravu Alcian Blue
Staining Kit byly provedeny podle Tab. 5.

Tab. 5. Studie preciznosti se sklicky pro soupravu Alcian Blue Staining Kit.

Pocet ispésnych
sklicek / pocet
testovanych
Testované parametry Pocet podminek sklicek
Mezi cykly 3 cykly, stejny den 54 |54
Mezi dny 5dni 90/90
Mezi pfistroji 3 pristroje 54 /54
V ramci cyklu Stejny den, stejny pristroj 54 /54
Mezi Sarzemi 3 Sarze 54 /54

RESENi PROBLEMU

1 Tloustka fezu mtze ovlivnit kvalitu a intenzitu barveni. Pokud barveni neodpovida,

pozadejte o pomoc mistni servisni zastoupeni.

Nekroticka nebo autolyzovana tkan muze vykazovat nespecifické zabarveni.

Pokud je pozitivni kontrola negativni, tkaf mohla byt nespravné odebrana, fixovana

nebo odparafinovana. Pfi odbéru, skladovani a fixaci dodrzujte spravny postup.

4. Pokud je pozitivni kontrola negativni, zkontrolujte, zda ma sklicko spravny Stitek s
¢arovym kddem. Pokud je sklicko spravné oznageno, zkontrolujte ostatni pozitivni
kontroly ze stejného cyklu, abyste zjistili, zda byly kontroly spravné obarveny.

5. Dojde-li k nadmérnému barveni pozadi: netipiné odstranéni parafinu muze zpUsobit
vznik artefaktd barveni nebo nemusi dojit k zadnému barveni. Pokud ze sklicka
nebyl odstranén veskery parafin, barvici cyklus zopakuijte s pouzitim roz§ifené
moznosti odparafinovani, je-li k dispozici.

w N
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6.  Pokud se tkanové fezy ze sklicka vymyvaji, ujistéte se, Ze jsou sklicka kladné
nabita.
Prodlouzené setrvani sklicek v pfistroji po dokonceni cyklu mdze ovlivnit kvalitu
a intenzitu barveni. Pokud je barveni nevhodné, vyjméte sklicka ihned po skonéeni
cyklu a pokracuijte ve zpracovani po obarveni v pfistroji.
Néapravna opatfeni najdete v ¢asti Navod k pouziti, v uZivatelské pfirucce pfistroje,
pfipadné se obratte na mistni servisni zastoupeni.
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POZNAMKA: V tomto dokumentu se jako symbol pro oddélovani celého &isla

a desetinnych mist pouziva vzdy tecka. Oddélovace pro tisice se nepouzivaji.

Souhrn bezpeénosti a funkénosti naleznete zde:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Symboly

Spole¢nost Ventana pouziva nasledujici symboly a znaky nad ramec uvedeny v normé
ISO 15223-1 (pro USA: dal3i informace naleznete na internetovych strankéach
elabdoc.roche.com/symbols).
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