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AVSEDD ANVANDNING
Congo Red Staining Kit ar avsett for
laboratoriebruk som en kvalitativ
histologisk fargning for att pavisa
amyloid i snitt av formalinfixerad,
paraffininbaddad (FFPE) vavnad som
fargats pa ett BenchMark Special
Stains-instrument.

Denna produkt bdr tolkas av en
kvalificerad patolog tillsammans med en
histologisk undersokning, relevant
klinisk information och lampliga
kontroller.

Denna produkt ar avsedd for anvandning vid in vitro-diagnostik (IVD).

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Congo Red Staining Kit ar en modifiering av Highmans teknik. !

Ar 1922 upptacktes anvandningen av den roda fargningen Congo for att pavisa amyloid av
Bennhold.2 Férgens véte binder till B-vikta ark av amyloid och &r kénd fér att binda till alla
former av amyloid.2 Moget amyloid innehaller fibriller, fran 0.1 till 10 um langa, som sétts
samman for att bilda olésligt plack som &r resistent mot nedbrytning.3

Ansamling av oldsliga amyloidfibriller i extracellulra utrymmen kan leda till amyloidos. 45
Det finns flera typer av amyloidos och var och en kénnetecknas av férekomst av ol8sligt
amyloidplack och/eller -massa, vilket kan leda till cellskador och stéra normal
organfunktion.24

Congo Red Staining Kit pavisar amyloid for att hjélpa patologen vid diagnostisering av
amyloidos.

PRINCIPER FOR PROCEDUREN

Fig. 1. Congo Red Staining Kit-fargning
av amyloid i lungvévnad, ljusfalt
(vanster) och polariserat ljus (hdger).

Fargningsreaktionen baseras pa anvandningen av Congo Red Stain, som fargar ménstren
av atypiska proteiner (amyloid) rosa till laxfargade. Congo Red Buffer tillsétts for att
differentiera fargningen. Congo Red Hematoxylin, en Mayers hematoxylinldsning, anvands
for att skapa kontrasterande bla till lila nuklear fargning. De B-vikta arken av amyloid ar
lampliga i storlek och form for att rymma molekylemna i Congo-rétt, vilka hamnar i
gallerverket av B-vikta ark.5 Dubbelbrytning &r en inneboende egenskap hos Congo-
rottkomplexet for amyloidfibriller.”-8

Detta kit &r optimerat for anvandning pa BenchMark Special Stains-instrument.
Reagenserna appliceras pa vavnad pa objektglas for mikroskop och blandas 6ver hela
provet.

MEDFOLJANDE MATERIAL

Reagensflaskoma levereras i streckkodsmarkta barare som sétts in i reagensbrickan pa
instrumentet. Varje kit innehaller tillrdckligt med reagens for 40 tester.

En 19 mL flaska Congo Red Stain innehaller cirka 0.1 % Congo-rétt och 70 %
isopropanol.

En 13 mL flaska Congo Red Buffer innehaller cirka 0.5 % glycin och 2.0 % natriumklorid.
En 19 mL flaska Congo Red Hematoxylin innehaller modifierat Mayers hematoxylin.

Tre flaskinsatser med aspireringsror.

Rekonstituering, blandning, spadning, titrering

Ingen rekonstituering, blandning, spadning eller titrering krévs. Ytterligare spadning av
nagot av reagenserna kan leda till otillfredsstallande fargning.

Reagenserna i detta kit har spatts ut optimalt for anvéndning pa BenchMark Special
Stains-instrument.
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NODVANDIGT MATERIAL SOM INTE MEDFOLJER

Eventuellt &r inte alla produkter i metodbladet tillgangliga i alla Iander. Radfraga din lokala
supportrepresentant.

Féljande reagenser och material kan behdvas vid fargning men medfoljer ej:
1. Rekommenderad kontrollvavnad

2. Objektglas for mikroskop, positivt laddade

3. BenchMark Special Stains-instrument

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

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

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

7. Laboratorieutrustning for allmant bruk

FORVARING OCH STABILITET

Congo Red Staining Kit ska forvaras vid 2-8 °C. Lat de kitkomponenter som forvaras i
kylskap uppna rumstemperatur fére anvandning.

Vid korrekt forvaring ar oéppnade och dppnade reagenser stabila fram till det datum som
anges pa etiketten. Anvand inte reagens efter det utgangsdatum som anges pa kitet.

Det finns inga uppenbara tecken som indikerar instabilitet hos dessa reagenser. Darfor
bor kontroller kéras samtidigt med okanda prover. Kontakta din lokala supportrepresentant
om positivt kontrollmaterial visar pa minskad fargning eftersom det kan indikera
reagensinstabilitet.

PROVBEREDNING

Vid rutinméssig bearbetning behdvs FFPE-vavnader for anvandning med denna produkt

och BenchMark Special Stains-instrument. Rekommenderat vavnadsfixeringsmedel ar

10 % neutralbuffrad formalin.!

Utfdr provtagning och forvaring enligt CLSI-dokumentet M29 T2.9 Skar snitt i lamplig

tiocklek, cirka 8 um, och placera snitten pa positivt laddade objektglas.

1. Torka objektglasen.

2. Skriv ut lamplig(a) streckkodsetikett(er).

3. Satt streckkodsetiketter pa den frostade &nden av objektglasen innan du laddar dem
pé instrumentet (se instrumentets anvandarhandbok for korrekt applicering av
etiketter).

Se avsnittet Bruksanvisning i det rekommenderade protokollet for BenchMark Special
Stains-instrumentet.

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

For anvandning vid in vitro-diagnostik (IVD).

Endast for yrkesmassigt bruk.

FORSIKTIGHET: Enligt federal lag i USA far enheten endast saljas av lakare, eller
enligt Iakares ordination. (Rx Only)

Anvénd inte fler ganger an det angivna antalet tester.

Positivt laddade objektglas kan vara kansliga for miljdpaverkan viket kan leda till
felaktig fargning. Be din servicerepresentant fran Roche om mer information om hur
denna typ av objektglas ska anvandas.

Material av humant eller animaliskt ursprung ska hanteras som biologiskt farligt
avfall och omhandertas i enlighet med tillampliga forsiktighetsatgarder. Vid
exponering ska de ansvariga myndigheternas halsodirektiv foljas. 10,11

Undvik att reagenser kommer i kontakt med égon och slemhinnor. Om reagenser
kommer i kontakt med kansliga omraden ska dessa skéljas med stora mangder
vatten.

Undvik mikrobiell kontaminering av reagenser eftersom det kan orsaka felaktiga
resultat.

Yiterligare information om hur denna produkt anvands finns i anvandarhandboken
for BenchMark Special Stains-instrumentet och bruksanvisningarna fér alla
nodvéndiga komponenter pa navifyportal.roche.com.

Kontakta lokala och/eller statliga myndigheter angaende rekommenderad metod for
avfallshantering.

Produktsékerhetsmarkningen foljer framst EU:s GHS-vagledning.
Sékerhetsdatablad finns tillgangligt for professionella anvandare pa begéran.

For att rapportera misstéankta allvarliga handelser relaterade till den har enheten ska
man kontakta den lokala Roche-representanten och den behériga myndigheten i
den medlemsstat eller land dér anvandaren &r etablerad.
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Denna produkt innehéller komponenter som klassificeras enligt foljande i enlighet med Tab. 2. Rekommenderat fargningsprotokoll fér Congo Red Staining Kit pa ett BenchMark
Férordning (EG) nr 1272/2008: Special Stains-instrument.
Tab. 1. Information om risker. Fargningsprocedur S Congo Red
Risk Kod Betydelse Protokollsteg Metod
Fara H225 Extremt brandfarlig vétska och &nga. Avparaffinering Vélj for att automatisera borttagning av paraffin.

H315 Orsakar hudirritation.

Bakning Standardvardet har inte valts.
H319 Orsakar allvarlig dgonirritation. (valfritt) 75 °C i 4 minuter rekommenderas.

H336 Kan orsaka dasighet eller yrsel. Alternativ 1 eller Standardvardet ar Alternativ 1.
Alternativ 2
H350 Kan orsaka cancer.

Valj alternativ 1 eller alternativ 2:

H373 Kan orsaka organskador vid langvarig eller upprepad
exponering. e Alternativ 1 kommer att dispensera Congo Red
Stain och sedan Hematoxylin, kérnorna
P201 Folj specialinstruktioner fore anvandning. kommer att bli lila.
P210 Undvik varme, heta ytor, gnistor, 6ppen laga och *  Alternativ 2 kommer att dispensera

Hematoxylin och sedan Congo Red Stain,

andra antandningskéllor. Rékning forbjuden. Kamorna kommer att bli blé.

P260 Andas inte in dimma eller angor. Alternativ 1
P280 Anvand o . Optimera Alternativ 1 &r 37 °C i 24 minuter.

skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktssky fargningsintensitet

dd/horselskydd. .

(C. Red Stain) Valj for att méjliggdra justering av

P308+ Vid exponering eller oro: Sok lakarhjalp. fargningsintensiteten:*
P313 Valj temperatur mellan 37-60 °C:
P370+ Vid brand: Anvand torr sand, torrt kemiskt eller 37°C, ljusare fargning av amyloid
P378 alkoholbestandigt skum for att slacka. 60 °C, morkare fargning av amyloid

Valj en inkubationstid pa 20-32 minuter:
. 20 minuter, ljusare fargning av amyloid
. 32 minuter, mdrkare fargning av amyloid

EUH208: Denna produkt innehaller natriumjodat. Kan framkalla allergisk reaktion.

BRUKSANVISNING Optimera intensitet for | Standarden for Alternativ 1 &r 12 minuter.

Forbereda reagensror Hematoxylin
(C. Red Hematoxylin)

Fore forsta anvandningen maste en flaskinsats och ett aspireringsror placeras i Vil for att optimera hematoxylin®:
reagensflaskan. ) ) o
Ta loss transportlocket fran flaskan och placera insatsen och aspireringsroret i flaskan. . 4 mmluter, Ijus?re nuklear f?rg.rlnng.
Insatsen och aspireringsroret ska lamnas kvar i flaskan nar flaskan har éppnats. e 16 minuter, mérkare nukleér fargning
Fargningsprocedur Alternativ 2
1. Le_a_dda reagenser och _obj<ﬂaktg|asﬂ pa instrumﬂentet. ) ) Optimera intensitet for | Standarden for Alternativ 2 4r 8 minuter.
2. Sétt det mjuka locket i skaran pa reagenshallaren nér reagensen anvands. Hematoxylin
3. Utfor fargningskdrningen enligt det rekommenderade protokollet i Tab. 2 och (C. Red Hematoxylin) . ) .

anvisningarna i anvandarhandboken. Valj for att optimera hematoxylin*:
4. Avlagsna objektglasen fran instrumentet nar kdrningen ar slutford. e 4 minuter, ljusare nuklear fargning
5. Sétt det mjuka locket pa reagensflaskan nar reagensen inte anvénds. 16 minuter, mérkare nuklear fargning
Rekommenderat protokoll - - o N o .

) ! . . . . Optimera intensitet fér | Standarden for Alternativ 2 &r 48 minuter.
Parametrarna for de automatiserade procedurema kan visas, skrivas ut och redigeras i Congo Red
enlighet med metoden i instrumentets anvandarhandbok. (C. Red Stain)
Faljande procedurer ger flexibilitet som passar anvandarens dnskemal. Denna produkt har ' Valj for att mdjliggora justering av
optimerats for anvéndning tillsammans med BenchMark Special Stains-instrument, men fargningsintensiteten:*
anvandaren méste validera resultat som erhéllits med denna produkt. Vélj en inkubationstid pa 32-48 minuter:
. 32 minuter, ljusare fargning av amyloid
48 minuter, morkare fargning av amyloid
*For att justera fargningspreferenser ska fargningstemperatur och inkubationstid 6kas
gradvis, en parameter i taget.
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Rekommenderad efterbehandling av instrument

1. Skolj objektglasen i tre omgangar av 100 % etanol i 5-10 sekunder vardera med
varsam omrdrning for att avlagsna restlosning.

2. Dehydrera objektglasen i tre omgangar av 100 % xylen i 5-10 sekunder vardera
med varsam omrérming.

3. Tackglas med permanenta monteringsmedia.

4. Kompatibel med VENTANA HE 600-systemets tackningsprotokoll. Ytterligare
anvisningar finns i VENTANA HE 600-systemets anvandarhandbok.

PROCEDUR FOR KVALITETSKONTROLL

Exempel pa positivt kontrollmaterial &r human FFPE-vévnad som &r positiv for amyloid, ill
exempel vavnad fran en patient med amyloidos.! Kontrollvavnad bér utgéras av farska
obduktions-, biopsi- eller kirurgiska prover, vilka preparerats eller fixerats sa tidigt som
mojligt pa ett satt som ar identiskt med behandlingen av testsnitten. Sadana vévnader bor
utgora kontroll for alla steg i analysen, fran vavnadsberedning till fargning.

Anvéndning av ett vavnadssnitt som ar fixerat eller bearbetat pa ett annat satt an
testprovet utgdr kontroll for alla reagens- och metodsteg utom fixering och
véavnadsbearbetning. De celluldra komponenterna i andra vavnadselement kan fungera
som negativ kontroll.

Optimal laboratoriepraxis anvénder ett positivt kontrollsnitt p4 samma objektglas som
testvavnad. Detta bidrar till att identifiera eventuella fel som galler for reagenserna i
objektglaset. Kontrollvédvnad kan innehalla bade positiva och negativa fargningselement
och fungera som bade positiv och negativ kontroll.

Kontrollvavnaden maste testas vid varje korning.

Kanda positiva vavnadskontroller bor endast anvandas for att kontrollera korrekt
prestanda for bearbetade vévnader och testreagenser, inte som hjalpmedel vid
faststéllande av en specifik diagnos for testprov.

Om de positiva vdvnadskomponenterna inte uppvisar positiv fargning, bor testprovemas
resultat anses ogiltiga. Om de negativa vavnadskomponentema uppvisar positiv fargning,
bor resultat med patientprover ocksa anses ogiltiga.

Oférklarliga avvikelser i kontrollresultaten bor omedelbart rapporteras till din lokala
supportrepresentant. Om kvalitetskontrollresultaten inte uppfyller specifikationermna ar
patientresultaten ogiltiga. Orsaken maste identifieras och atgardas och patientproverna
upprepas.

TOLKNING AV FARGNINGSRESULTAT / FORVANTADE RESULTAT
Congo Red Staining Kit har testats for att pavisa amyloid.

e Amyloid (under ljusfalt): rosa till laxrosa

e Amyloid (under polariserat ljus): appelgrén dubbelbrytning

. Kéamor: lila med protokollalternativ 1

. Kémor: bla med protokollalternativ 2

e Amyloid kan upptrada som cirkuléra eller bandliknande rosa fargavlagringar i hela
véavnaden. Det har en sarskild formaga att avséttas i blodkarlsvaggar och
kéllarmembran. Keratin, elastiska och tata kollagenfibrer kan ta upp fargamnet
Congo-rétt. Dubbelbrytning ar en inneboende egenskap hos Congo-réttkomplexet
for amyloidfibriller.”-8 Utan bade den rosa till laxrosa fargningen av Congo-rott under
ljusfalt och den &ppelgréna dubbelbrytningen under polariserat ljus kan en definitiv
identifiering av amyloid inte goras.

SPECIFIKA BEGRANSNINGAR

Endast positivt laddade objektglas fér mikroskop har anvants och validerats for den har
analysen.

PRESTANDAEGENSKAPER

ANALYTISK PRESTANDA

Fargningstester for sensitivitet, specificitet och precision utfdrdes och resultaten
sammanfattas nedan.

Sensitivitet och specificitet

Analytisk sensitivitet och specificitetutvarderades i amyloidpositiva vavnader (olika
vavnadstyper) och normal hud. Bada protokollalternativen (Alternativ 1 och Alternativ 2)
testades i alla vavnadsfall som listades i Tab. 3. Alla utvérderade vavnadsfall (60/60) har
godkants for godtagbar fargning som det visas i Tab. 3.
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Tab. 3. Sensitivitet/specificitet for Congo Red Staining Kit faststalldes genom att testa
foljande normala och sjuka FFPE-vévnader.

Vivnad Antal godkénda/antal
testade

Amyloidpositiva vavnader (olika vavnadstyper®) 45745

Normal hud 15/15

*Provade vévnader inkluderar men &r inte begransade till vévnader fran skéldkortel,
prostata, lever, magsack, kolon, mjukvévnad och lunga.

Precision

Precisionen for Congo Red Staining Kit faststélldes mellan olika kérningar, dagar,
instrument och reagenssatser med hjélp av flera skurna snitt fran olika amyloidpositiva
véavnader (skoldkortel, prostata, lever, magséck, kolon, mjukvévnad och lunga) med hjélp
av protokollalternativ 1. Alla acceptanskriterier var helt uppfylida. Precisionsstudier
utférdes for Congo Red Staining Kit enligt Tab. 4.

Tab. 4. Precisionsstudier pa objektglas for Congo Red Staining Kit.

Testade parametrar Antal villkor Antal /
Antal testade
Mellan kérningar 3 kdrningar, samma dag 54 /54
Mellan dagar 5 dagar 90/90
Mellan instrument 3 instrument 54 | 54
Inom kdming samma dag, samma 54 154
instrument
Lot-till-lot 3 loter 54 /54

Resultaten visade ingen betydande skillnad i fargningsintensitet mellan objektglasen.

FELSOKNING

1. Snitttjockleken kan paverka fargningens kvalitet och intensitet. Kontakta din lokala
supportrepresentant for att fa hjalp om férgningen ar olamplig.

2. Nekrotisk eller autolyserad vavnad kan uppvisa icke-specifik fargning.

3. Omden positiva kontrollen &r negativ kan vavnaden ha samlats in, fixerats eller
avparaffinerats pa fel sétt. Folj korrekt procedur for insamling, forvaring och fixering.

4. Om den positiva kontrollen ar negativ ska du kontrollera att objektglaset har ratt
streckkodsetikett. Om objekiglaset ar korrekt markt ska du kontrollera de andra
positiva kontrollerna fran samma korning for att faststalla om kontrollerna har fargats
korrekt.

5. Om for kraftig bakgrundsfargning intréffar: ofullstandig paraffinborttagning kan
orsaka fargningsartefakter eller ingen fargning. Om allt paraffin inte har tagits bort
fran objektglaset ska du upprepa fargningskérningen med alternativet forlangd
avparaffinering, om tillgangligt.

6.  Om vavnadssnitt skoljs av objektglaset ska du kontrollera att objektglasen &r positivt
laddade.

7. Tjockare snitt uppvisar amyloidavlagringar mer effektivt, medan tunnare snitt kanske
inte visar den appelgréna dubbelbrytningen.

8.  Fargningsintensiteten minskar med snittens lder. Nyskurna snitt ger en intensivare
fargningsreaktion.

9.  Det ar viktigt att dehydrera objektglasen noggrant och utvardera dem snabbt. Precis
som vid manuell fargning kan Congo-rétt extraheras vid langvarig exponering for
alkohol under dehydrering.

10.  Léngre forvaring av objektglasen pa instrumentet efter avslutad kming kan péverka
fargningens kvalitet och intensitet. Vid felaktig fargning ska du omedelbart ta bort
objektglasen i slutet av kbrningen och ga vidare till postinstrumental
efterbehandling.

11. Mer information om korrigerande atgérder hittar du i avsnittet Bruksanvisning i
instrumentets anvandarhandbok eller genom att kontakta din lokala
supportrepresentant.
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OBS! En punkt anvénds alltid i detta dokument som decimalavskiljare for att markera
gransen mellan heltal och brakdelar i ett decimaltal. Tusentalsavgransare anvéands inte.

Symboler

Ventana anvander féljande symboler och tecken utéver de som anges i standarden ISO
15223-1 (fér USA: se elabdoc.roche.com/symbols fér definition av anvanda symboler):

Globalt artikelnummer
Unik enhetsidentifiering

Anger den enhet som importerar den medicintekniska produkten till
Europeiska unionen

=

REVISIONSHISTORIK

Rev. Uppdateringar

H Uppdateringar av avsnitten for Varningar och forsiktighetsatgérder samt
Referenser.

IMMATERIELL EGENDOM

VENTANA, BENCHMARK, VENTANA HE och VENTANA-logotypen &r varumarken som
tillhér Roche. Alla évriga varumérken tillhdr sina respektive &gare.

© 2023 Ventana Medical Systems, Inc.
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l

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

www.roche.com
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Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
D-68305 Mannheim
Germany

+800 5505 6606
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