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URCENE POUZITIE

Suprava Congo Red Staining Kit je uréena
na poutzitie v laboratériu ako kvalitativne
histologickeé farbivo na preukazanie amyloidu
v rezoch formalinom fixovaného tkaniva
zaliateho v parafine (FFPE) farbenych v
pristroji BenchMark Special Stains.

Tento produkt ma interpretovat' kvalifikovany
patolog v spojeni s histologickym
vySetrenim, relevantnymi klinickymi
informaciami a spravnymi kontrolami.

Tento produkt je uréeny na diagnostické
pouzitie in vitro (IVD).

Obrazok 1. Farbenie amyloidu
stpravou Congo Red Staining Kit
v pPacnom tkanive, jasné pole
(vfavo) a polarizované svetlo
(vpravo).

SUHRN A VYSVETLENIE

Stprava Congo Red Staining Kit je modifikaciou Highmanovej techniky. !

V roku 1922 objavil Bennhold pouZitie Gerveného farbiva Congo na detekciu amyloidu.2
Toto farbivo sa vodikovymi vézbami viaze na B-skladané listy amyloidu a je zndme, Ze sa
viaze na vietky formy amyloidu.2 Zrely amyloid obsahuije fibrily s velkostou od 0.1 do

10 um, ktoré sa spajaju do nerozpustnych plakov odolnych voéi degradacii.3

Hromadenie nerozpustnych amyloidovych fibril v extracelulamych priestoroch mdze viest
k amyloidéze.4 Existuje niekolko typov amyloidézy a kazdy z nich je charakterizovany
pritomnostou nerozpustnych amyloidovych plakov a/alebo Gtvarov, ktoré méZzu viest

k poskodeniu buniek a narusit normélnu funkciu organov.24

Suprava Congo Red Staining Kit dokazuje pritomnost amyloidu a sluzi ako pomdcka pre
patologov pri diagnostike amyloidézy.

PRINCIP POSTUPU

Farbiaca reakcia je zalozena na aplikacii farbiva Congo Red Stain, ktoré farbi vzory
atypickych proteinov (amyloidov) na ruzovo az lososovo. Na diferenciaciu farbiva sa
priddva Congo Red Buffer. Mayerov hematoxylinovy roztok Congo Red Hematoxylin sa
pouziva na dodanie kontrastného modrého az fialového nukleameho farbenia. 3-skladané
listy amyloidu maju vhodnu velkost a tvar, aby sa do nich zmestili molekuly Cervene
Congo, ktoré sa drzia v mriezke B-skladanych listov.8 Dvojlom je vnitornou viastnostou
komplexu amyloidovych fibril a dervene Congo.”:8

Této sUprava je optimalizovana na pouZitie v pristrojoch BenchMark Special Stains.

Reagencie sa nanasajl na tkanivo na mikroskopickych sklickach a zmieSavaju sa po celej
vzorke.

DODAVANY MATERIAL

Skumavky s reagenciami sa dodavaju v nosicoch oznacenych ¢iarovymi kodmi, ktoré sa
vkladaju do zasobnikov reagencii pristroja. Kazda suprava obsahuje dostatok reagencii
na 40 testov.

Jedna 19 mL skimavka Congo Red Stain obsahuije priblizne 0.1 % cerveri Congo a 70 %
izopropanol.

Jedna 13 mL skimavka Congo Red Buffer obsahuje priblizne 0.5 % glycin a 2.0 % chlorid
sodny.

Jedna 19 mL skimavka Congo Red Hematoxylin obsahuje modifikovany Mayerov
hematoxylin.

Tri viozky skimaviek s odsavacimi hadickami.
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Rekonstitucia, miesanie, riedenie, titracia

Nevyzaduje sa Ziadna rekonétitticia, mie3anie, riedenie ani titracia. Dalsie riedenie
ktorejkolvek z reagencii mdZe viest k neuspokojivému farbeniu.

Reagencie v tejto suprave sa optimalne zriedili na pouzitie v pristrojoch BenchMark
Special Stains.

POTREBNE MATERIALY, KTORE NIE SU SUCASTOU DODAVKY

Nie v3etky produkty uvedené v metodickom liste musia byt dostupné vo vSetkych
regionoch. Obratte sa na miestneho zastupcu podpory.

Nasledujlce reagencie a materialy mdzu byt potrebné na farbenie, nie st vSak st€astou
dodavky:

1. Odportcané kontrolné tkanivo

2. Kladne nabité mikroskopické sklicka

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. Univerzalne laboratérne vybavenie

SKLADOVANIE A STABILITA

Suprava Congo Red Staining Kit sa ma skladovat pri teplote 2 - 8 °C. Ochladené
komponenty stpravy sa majl pred pouzitim zahriat na izbovu teplotu.

Pri spravnom skladovani si neotvorené a otvorené reagencie zachovavaju svoje vlastnosti
az do datumu uvedeného na Stitku. NepouZivajte reagencie po uplynuti datumu
exspiracie, ktory je uvedeny na suprave.

Neexistuju jasné znaky na indikovanie nestability tychto reagencii, preto je potrebné
analyzovat kontroly sucasne s neznamymi vzorkami. V pripade, Ze pozitivny kontrolny
material vykazuje znizené farbenie, obratte sa na miestneho zastupcu podpory, nakolko
to mdze naznacovat nestabilitu reagencii.

PRIPRAVA VZORIEK

S tymto produktom a pristrojmi BenchMark Special Stains sa maju pouZivat rutinne

spracované FFPE tkaniva. Odporucané €inidlo na fixaciu tkaniva je 10 % neutralny

pufrovany formalin.!

Vzorku odoberte a skladujte podla dokumentu M29 T2 intit(tu CLSI.9 Tkanivo narezte na

prisludnd hrabku (priblizne 8 um) a rezy poloZte na kladne nabité sklené sklicka.

1. Sklicka vysuste.

2. Vytlacte prislusné Stitky s Ciarovymi kodmi.

3. Skoér nez sklicka vlozite do pristroja, umiestnite na zmrazeny koniec skli¢ok Stitky s
¢iarovymi kodmi (informéacie o spravnej aplikacii Stitkov st uvedené v pouzivatel'skej
prirucke pristroja).

Odportcany protokol pre pristroj BenchMark Special Stains je uvedeny v ¢asti Navod na

pouZitie.

VAROVANIA A BEZPECNOSTNE OPATRENIA

1. UrCené na diagnostické pouzitie in vitro (IVD).

2. Urcené len pre odbornikov.

3. UPOZORNENIE: V Spojenych Statoch americkych federalny zékon povoluje predaj
tejto pomdcky iba prostrednictvom alebo na objednavku lekara. (Rx Only)

4. Nepouzivajte po vykonani stanoveného poctu testov.

5. Kladne nabité sklicka mdZu byt citlivé na vplyvy okolitého prostredia, o vedie k
nevhodnému farbeniu. O dalsie informacie o tom, ako pouzivat tieto typy sklicok,
poziadajte zastupcu spoloénosti Roche.

6. S materialmi ludského alebo Zivo¢isneho pdvodu je potrebné zaobchadzat ako
s biologicky nebezpecnym materialom a ich likvidacia musi zahffiat nalezité
bezpecnostné opatrenia. V pripade expozicie je potrebné dodrziavat zdravotné
pokyny zodpovednych organov.10.11

7. Zabrante kontaktu Cinidiel s o¢ami a sliznicami. Ak sa reagencie dostant do
kontaktu s citlivymi oblastami, preplachnite ich velkym mnozstvom vody.

8.  Zabrarite mikrobialnej kontaminacii Cinidiel, pretoZe to moze spdsobit nespravne
vysledky.
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9. Dalsie informacie o pouzivani tejto pomécky najdete v pouzivatelskej prirucke

k pristroju BenchMark Special Stains a v ndvodoch na pouzitie vSetkych potrebnych

komponentov na stranke navifyportal.roche.com.
10.  Informéacie o spdsobe likvidacie ziskate od miestnych a/alebo Statnych organov.

11.  Oznadenie bezpecnosti produktov v prvom rade zodpoveda usmemeniu GHS EU.

Na poziadanie mozno profesionalnemu pouzivatelovi poskytnut kartu
bezpecnostnych udajov.

12.  Pri hlaseni podozrenia na zavazné incidenty spojené s touto pomdckou kontaktujte
miestneho zastupcu spoloénosti Roche a kompetentny organ ¢lenského $tatu alebo

krajiny, v ktorej ma pouzivatel sidlo.

Tento produkt obsahuje komponenty klasifikované v sulade s nariadenim (ES)
¢. 1272/2008 takto:

Tabulka 1. Informéacie o nebezpecnosti.

Nebezpecnost’ Kod Upozornenie

Nebezpecenstvo | H225 Vlysoko horfava kvapalina a pary.

H315 Spdsobuje podrazdenie koze.
H319 Sposobuje vazne podrazdenie o€i.
H336 MbZze spdsobit ospalost alebo zavraty.
H350 MdZze spdsobit rakovinu.
H373 MbZze spdsobit poskodenie organov pri dlhsej
alebo opakovanej expozicii.
@ P201 Pred pouzitim sa oboznamte s osobitnymi
pokynmi.
P210 Uchovavajte mimo dosahu tepla, horucich

povrchov, iskier, otvoreného ohnia a inych
zdrojov vznietenia. Nefajcite.

P260 Nevdychujte hmlu ani vypary.

P280 Pouzivajte ochranné rukavice/ochranny
odev/ochranné okuliare/ochranu tvéare/ochranu
sluchu.

P308+ V pripade vystavenia pdsobeniu alebo obav:

P313 Vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.

P370+ V pripade poziaru: Na hasenie pouzite suchy

P378 piesok, suché chemikalie alebo penu
rezistentnu voci alkoholom.

EUH208: Tento produkt obsahuje jodiénan sodny. Mdze vyvolat alergicku reakciu.

NAVOD NA POUZITIE

Priprava flasticky s cinidlom

Pred prvym pouzitim sa do skiimavky s reagenciou musi vloZit vloZka a odsavacia

hadicka.

Odstrante zo skimavky prepravny uzaver a viozte do nej viozku a hadicku. Po otvoreni

skumavky maju vlozka a odsavacia hadicka zostat v skumavke.

Postup farbenia

1. VloZte reagencie a sklicka do pristroja.

2. Ked sa reagencia pouziva, vloZte mékky uzaver do otvoru na drziaku Cinidiel.

3. Vykonajte cyklus farbenia podla odporii¢aného protokolu v tabulke Tabulka 2 a
pokynov v pouzivatel'skej prirucke.

4. Podokonéeni cyklu vyberte skli¢ka z pristroja.

5. Ked sareagencia nepouZiva, zatvorte skimavku s reagenciou makkym uzaverom.

Odporucéany protokol

Parametre automatizovanych postupov sa mdZu zobrazit, tlacit a editovat podia postupu

uvedeného v pouzivatelskej prirucke k pristroju.
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Nasledujuce postupy umozriuju flexibilitu z hladiska prispdsobenia sa preferenciam

pouzivatela. Tento produkt je optimalizovany na poutzitie s pristrojom BenchMark Special

Stains, ale pouzivatel musi validovat vysledky ziskané s tymto produktom.

Tabufka 2. Odporucany protokol farbenia pre stpravu Congo Red Staining Kit v pristroji

BenchMark Special Stains.

Postup farbenia

S Congo Red

Krok protokolu

Metoda

Odstranenie parafinu

Zvolte pre automatizované odstranenie parafinu.

Susenie
(volitefné)

Predvolend hodnota nie je zvolena.
Odporucaju sa 4 minaty pri teplote 75 °C.

1. moznost’ alebo
2. moznost’

Predvolend je 1. moznost.

Viyberte 1. moznost alebo 2. moznost:

e S 1.moznostou sa prida Congo Red Stain
pred Hematoxylin, jadra budu fialové.

. S 2. moznostou sa pridad Hematoxylin pred
Congo Red Stain, jadra budd modré.

1. moznost’

Optimalizécia intenzity
farbenia
(C. Red Stain)

Predvolena 1. moznost je 24 mindt pri teplote
37 °C.

Viyberte tito moznost, ak chcete povolit Gpravu
intenzity farbenia.*

Vyberte teplotu od 37 do 60 °C:

e 37 °C, svetlejSie farbenie amyloidu
60 °C, tmavsie farbenie amyloidu

Viyberte ¢as inkub&cie od 20 do 32 minut:

e 20 minut, svetlejSie farbenie amyloidu
e 32 minut, tmavsie farbenie amyloidu

Optimalizacia intenzity
Hematoxylin
(C. Red Hematoxylin)

Predvolena 1. moznost je 12 mint.

Viyberte tito moznost na optimalizaciu
hematoxylinu*:

e 4 minuty, svetlejSie nuklearne farbenie
. 16 minGt, tmavsie nuklearne farbenie

2. moznost’

Optimalizacia intenzity
Hematoxylin
(C. Red Hematoxylin)

Predvolena 2. moznost je 8 mindt.

Viyberte tito moznost na optimalizaciu
hematoxylinu*:

e 4 minuty, svetlejSie nuklearne farbenie
16 minUt, tmavsie nuklearne farbenie

Optimalizécia intenzity
Congo Red
(C. Red Stain)

Predvolena 2. moZnost je 48 minut.

Viyberte tito moznost, ak chcete povolit Upravu
intenzity farbenia.*

Viyberte ¢as inkubacie od 32 do 48 minut:
e 32 minut, svetlejSie farbenie amyloidu
48 min0t, tmavsie farbenie amyloidu

* Na Upravu preferencii farbenia zvySujte teplotu farbenia a ¢as inkubacie vzdy po

jednom parametri.
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Odporucéané postupy d'alSieho spracovania

1. Sklicka preplachnite v troch vymenach 100 % etanolu, aby ste odstranili zvysky
roztoku, vzdy na 5 az 10 sekdnd s jemnym mieSanim.

2. Sklicka dehydrujte v troch vymenéch 100 % xylénu, vzdy na 5 aZ 10 sekund s
jemnym mieSanim.

3. Zakryte krycim sklickom s permanentnym montaznym médiom.

4. Kompatibilny s protokolom aplikacie krycich skli¢ok systému VENTANA HE 600.

DalSie pokyny njdete v pouzivatelskej prirucke k systému VENTANA HE 600.

POSTUP KONTROLY KVALITY

Prikladom pozitivneho kontrolného materialu méze byt ludské FFPE tkanivo pozitivne na
amyloid, ako je tkanivo od pacienta s amyloidozou.! Kontrolné tkanivo ma byt nova
autopsia, biopsia alebo chirurgicka vzorka pripravena alebo fixovana ¢o najskdr rovnakym
spdsobom ako testované rezy. Takéto tkanivo mé& monitorovat vSetky kroky analyzy od
pripravy tkaniva po farbenie.

Pri pouZiti tkanivového rezu fixovaného alebo spracovaného inym spdsobom ako
testovana vzorka sa zabezpecuje kontrola vSetkych reagencii a krokov metddy okrem
fixacie a spracovania tkaniva. Ako negativna kontrola mdzu slizit bunkové komponenty
inych tkanivovych prvkov.

Optiméalna laboratdrna prax ma zahffiat pozitivny kontrolny rez na tom istom sklicku, ako
je testované tkanivo. Tato prax pomaha identifikovat pochybenie pri nana$ani reagencii
na skli¢ko. Kontrolné tkanivo mdZe obsahovat pozitivne alebo negativne sa farbiace prvky
a moze sluzit ako tkanivo na pozitivnu aj negativnu kontrolu.

Kontrolné tkanivo sa musi testovat s kazdym cyklom.

Zname pozitivne tkanivové kontroly sa maju pouzivat iba na monitorovanie spravnej
Ucinnosti spracovanych tkaniv a testovacich reagencii, a nie ako pomdcka na uréenie
konkrétnej diagndzy zo vzoriek pacientov.

Ak pozitivna tkanivova kontrola nepreukéze pozitivne farbenie, vysledky testovanych
vzoriek sa maju povazovat za neplatné. Ak negativne komponenty vykazuju pozitivne
farbenie, vysledky vzoriek pacientov sa maji povazovat za neplatné.

Nevysvetlené rozpory pri vysledkoch kontrolnych vzoriek je potrebné okamzite oznamit
miestnemu zastupcovi podpory. Ak vysledky kontroly kvality nespliiaju Specifikacie,
vysledky pacientov st neplatné. Musi sa identifikovat a napravit pricina a vzorky
pacientov sa musia opatovne otestovat.

INTERPRETACIA FARBENIA / OCAKAVANE VYSLEDKY

Suprava Congo Red Staining Kit sa otestovala z hladiska toho, &i preukazuje pritomnost
amyloidu.

Amyloid (v jasnom poli): ruzovéa az lososova

Amyloid (pod polarizovanym svetlom): jablkovozeleny dvojlom
Jadra: fialova s protokolom 1. moznosti

Jadra: modra s protokolom 2. moznosti

Amyloid sa mdze objavit ako kruhové alebo stuzkovité ruzovo sfarbené loziska v
celom tkanive. Osobitné predilekéné miesta ukladania st v stenach krvnych ciev a
bazalnych membranach. Keratin, elastické a husté kolagénové vidkna mézu
zadrzat Cervené farbivo Congo. Dvojlom je vnitornou vlastnostou komplexu
amyloidovych fibril a dervene Congo.”8 Bez ruzového a7 lososového sfarbenia
¢ervene Congo v jasnom poli a jablkovozeleného dvojlomu v polarizovanom svetle
nie je mozné jednoznacne identifikovat amyloid.

SPECIFICKE OBMEDZENIA
Pre tato analyzu sa pouZili a validovali len kladne nabité mikroskopické sklicka.
CHARAKTERISTIKA VYKONU

ANALYTICKA UCINNOST
Vykonali sa testy farbenia na zistenie citlivosti, Specifickosti a presnosti a vysledky st

Citlivost’ a Specifickost’

Analyticka citlivost a Specifickost sa hodnotili v tkanivach pozitivnych na amyloid (rézne
typy tkaniv) a v normainej koZzi. Obe moznosti protokolu (1. moznost a 2. moznost) sa
otestovali na vSetkych vzorkach tkaniva, ktoré uvadza Tabulka 3. V3etky hodnotené
vzorky tkaniva (60/60) vykazovali prijatelné farbenie tak, ako je znazorfiuje Tabulka 3.
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Tabufka 3. Citlivost/Specifickost supravy Congo Red Staining Kit sa stanovila
otestovanim tychto norméalnych a chorobnych FFPE tkaniv.

Tkanivo Pocet uspe'snychlp.ocet
testovanych vzoriek

Tkaniva pozitivne na amyloid (rozne typy tkaniv*) 45745

Normélna koza 15/15

* Testované tkaniva zahffiali okrem iného Stitnu Zfazu, prostatu, pece, zalidok,
hrubé €revo, makké tkanivo a pluca.

Presnost’

Presnost supravy Congo Red Staining Kit sa stanovila v ramci viacerych cyklov, dni,
pristrojov a Sarzi reagencii pomocou viacerych skli¢ok s rezmi rdznych tkaniv pozitivnych
na amyloid (Stitna Zlaza, prostata, pecen, zaludok, hrubé crevo, makké tkanivo a pltca) za
pouzitia protokolu 1. moznosti. VSetky kritéria prijatelnosti boli spinené. Pre stipravu
Congo Red Staining Kit sa vykonali Studie presnosti, ako uvadza Tabulka 4.

Tabulka 4. Studie presnosti sklicok pre stpravu Congo Red Staining Kit.

Testované parametre Pocet podmienok Pocet uspesnych/

pocet
testovanych

sklicok

Medzi cyklami 3 cykly, rovnaky den 54 /54

Medzi diiami 5 dni 90/90

Medzi pristrojmi 3 pristroje 54 | 54

V ramci cyklu rovnaky def, rovnaky 54 /54

pristroj
Medzi $arzami 3 Sarze 54 /54

Vysledky preukazali, ze medzi sklickami nie je Ziadny vyznamny rozdiel z hfadiska
intenzity farbenia.

RIESENIE PROBLEMOV

1. Kvalitu a intenzitu farbenia moZe ovplyvnit hribka rezov. Ak je farbenie
nedostatocné, poziadajte o pomoc miestneho zastupcu podpory.

Nekrotické alebo autolyzované tkanivo mdze vykazovat nespecifické farbenie.

Ak je pozitivna kontrola negativna, tkanivo mohlo byt nespravne odobraté, fixované
alebo sa mohol nespravne odstranit parafin. Dodrziavajte spravny postup na odber,
skladovanie a fixaciu.

Ak je pozitivna kontrola negativna, skontrolujte, ¢i ma sklicko spravny Stitok s
Ciarovym kodom. Ak je sklicko oznaCené spravnym Stitkom, skontrolujte ostatné
pozitivne kontroly z rovnakého cyklu a overte, ¢i sa spravne farbili.

Ak sa vyskytne nadmerné farbenie pozadia: nelipiné odstranenie parafinu moze
sposobovat artefakty farbenia alebo Ziadne farbenie. Ak sa zo sklicka neodstranil
vetok parafin, zopakujte cyklus farbenia za pouzitia moznosti rozSireného
odstranenia parafinu, ak je tdto moznost k dispozicii.

Ak sa tkanivové rezy zmyvaju zo skli¢ka, skontrolujte, ¢i su sklicka kladne nabité.
Hrubsie rezy U¢innejSie zobrazuju depozity amyloidu, zatial ¢o tenSie rezy nemusia
vykazovat jablkovozeleny dvojlom.

Intenzite sfarbenia sa znizuje s vekom rezov; erstvé rezy vykazuju intenzivnej$iu
farbiacu reakciu.

Je dolezité dokladne dehydrovat sklicka a ihned ich vyhodnotit. Podobne ako pri
manualnom farbeni, ¢erveri Congo sa moZze extrahovat pri dih§om pdsobeni
alkoholu pocas dehydratacie.

Predizené ponechanie skli¢ok v pristroji po dokongeni cyklu moze ovplyvnit kvalitu
a intenzitu farbenia. V pripade nevhodného farbenia vyberte sklicka okamzite po
skonceni cyklu a pristupte k postupom dalSieho spracovania.

Néapravné opatrenia st uvedené v €asti Navod na pouzitie pouzivatelskej prirucky k
pristroju alebo vam ich poskytne miestny zastupca podpory.

2.
3.
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POZNAMKA: Na oznacenie hranice medzi celym ¢islom a zlomkovymi ¢astami desatinnej

Cislice sa v celom tomto dokumente namiesto desatinnej Ciarky vzdy pouZiva bodka. Na

oddelenie tisicov sa nepouzivaju Ziadne znaky.

Symboly

Spoloénost Ventana pouziva okrem symbolov a znaciek uvedenych v norme ISO 15223-1

aj nasledujuce symboly a znacky (definicie pouzivanych symbolov v USA: pozri

elabdoc.roche.com/symbols):

GTIN Globalne ¢islo obchodnej polozky
Jedine¢na identifikacia pomdcky
@ OznaCuje subjekt, ktory importoval zdravotnicku pomdcku do Eurépskej
Unie
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