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PRZEZNACZENIE

Odczynnik Light Green for PAS jest
przeznaczony do uzytku
laboratoryjnego w celu barwienia
elementéw tkankowych niebedacych
elementami docelowymi, zapewniajac w
ten sposob odpowiednie tto
kontrastowe dla docelowych elementéw
barwienia zawartych w skrawkach
tkanek utrwalonych w formalinie i
zatopionych w parafinie (FFPE)
barwionych w aparacie

BenchMark Special Stains.

Ten odczynnik jest przeznaczony do uzytku jako barwnik kontrastowy stosowany w
barwieniu technikami specjalnymi.

Ten produkt jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce in vitro (IVD).

STRESZCZENIE | INFORMACJE OGOLNE

Odczynnik Light Green for PAS to barwnik kontrastowy zawarty w pojedynczej butelce,
uzywany w potaczeniu z zestawem PAS Staining Kit. Zestaw PAS Staining Kit jest
modyfikacjg techniki pierwotnie opisanej przez McManusa w roku 1946 przeznaczonej do
uwidaczniania mucyn, glikogenu, btony podstawnej i organizméw grzybiczych poprzez
potgczenie utleniania polisacharydow przy uzyciu kwasu nadjodowego i barwienia przy
uzyciu odczynnika Schiffa. 1

ZASADA DZIALANIA

W zestawie PAS Staining Kit odczynnik Periodic Acid stuzy do utleniania glikoli do
aldehydow. Odczynnik Schiffa tworzy bezbarwny zwigzek dialdehydu, ktéry w strukturach
komarkowych zawierajacych glikol jest przeksztatcany na barwny produkt reakcji w
kolorze czerwonofioletowym (magenta).2 Odczynnik Light Green for PAS jest uzywany
zamiast lub w potaczeniu z odczynnikiem Hematoxylin dostarczanym z zestawem

PAS Staining Kit. Odczynnik Light Green for PAS barwi tlo na kolor jasnozielony,
natomiast zestaw PAS Staining Kit barwi organizmy grzybicze w tkance na kolor
czerwonofioletowy (magenta).

Zestaw zostat zoptymalizowany do uzytku w aparatach BenchMark Special Stains.
Odczynnik jest nanoszony na tkanke umieszczona na szkietku mikroskopowym, a

ptuca wybarwione przy uzyciu
odczynnika Light Green for PAS.

nastepnie mieszany na catej powierzchni preparatu.

DOSTARCZONE MATERIALY

Fiolka z odczynnikiem jest dostarczana w oznaczonym etykietg z kodem kreskowym
no$niku, gotowym do umieszczenia w tacy na odczynniki aparatu. Kazdy zestaw zawiera
odczynniki w ilodci wystarczajacej do przeprowadzenia 75 testow:

Jedna fiolka 15 mL odczynnika Light Green for PAS zawiera zielen jasng SF zéitawg w
stezeniu ok. 1% w roztworze 0 1% stezeniu kwasu octowego.

Jedna wkiadka do fiolki ze stomka do zasysania.

Odtwarzanie, mieszanie, rozcienczanie, miareczkowanie

Odtwarzanie, mieszanie, rozcienczanie lub miareczkowanie odczynnika wehodzacego w
skiad zestawu nie jest konieczne. Dalsze rozcienczanie odczynnika moze doprowadzi¢ do
uzyskania wynikéw barwienia o niezadowalajacej jakosci.

Odczynnik zawarty w tym zestawie zostat rozcienczony w sposéb optymalny do uzytku w
aparacie BenchMark Special Stains.
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MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZANE

Nie wszystkie produkty przedstawione w arkuszu metody sg dostepne we wszystkich
regionach geograficznych. Odpowiednich informacji udzieli lokalny przedstawiciel dziatu
pomocy technicznej.

Wymienione nizej odczynniki i materiaty moga by¢ potrzebne do przeprowadzenia
barwienia, ale nie sg dostarczane:

1. Zalecana tkanka kontrolna

Szkietka mikroskopowe, natadowane dodatnio

Aparat BenchMark Special Stains

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

BenchMark Special Stains Liquid Coverslip (nr kat. 860-034 / 06523072001)
BenchMark Special Stains Wash Il (nr kat. 860-041 / 08309817001)

PAS Staining Kit (nr kat. 860-014 / 05279291001)

Sprzet laboratoryjny do ogélnego uzytku
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PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC

Odczynnik Light Green for PAS nalezy przechowywa¢ w temperaturze 15-30°C.
Prawidtowo przechowywane odczynniki (otwierane lub nieotwierane) zachowujg
stabilno$¢ do daty podanej na etykiecie. Nie nalezy uzywa¢ odczynnika po uptywie daty
waznosci.

Nie stwierdzono jednoznacznych oznak, ktdre mogtyby wskazywac na niestabilno$¢ tych
odczynnikéw; dlatego podczas badania nieznanych preparatdéw nalezy jednocze$nie
wykona¢ badanie kontroli. Jesli w materiale do kontroli dodatniej doszto do obnizenia
intensywnosci barwienia nalezy skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem dziatu
pomocy technicznej, poniewaz moze to wskazywa¢ na niestabilno$¢ odczynnika.

PRZYGOTOWANIE PROBEK

Do stosowania z tym testem oraz aparatem BenchMark Special Stains wymagane sg
rutynowo przygotowane tkanki utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie (FFPE).
Zalecanym $rodkiem do utrwalania tkanek jest obojetna zbuforowana formalina w stezeniu
10%.2

Probki nalezy pobierac i przechowywac¢ zgodnie z wytycznymi zawartymi w dokumencie
M29-T2 instytutu CLSI.3 Tkanki nalezy pociaé na skrawki o odpowiedniej grubosci (okoto
4 pm) i umiescic je na dodatnio natadowanych szkietkach podstawowych.

1. Osuszyé preparaty.2

Wydrukowac¢ etykiety z odpowiednimi kodami kreskowymi.

Przed zatadowaniem preparatéw do aparatu na matowy koniec szkietka naklei¢
etykiety z kodami kreskowymi (informacje dotyczace prawidtowego naklejania
etykiet znajduja sie w przewodniku uzytkownika aparatu).

Informacje na temat zalecanego protokotu barwienia w aparacie

BenchMark Special Stains znajduja si¢ w czesci dotyczacej instrukcji stosowania.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

1. Do stosowania w diagnostyce in vitro (IVD).

Wytacznie do uzytku profesjonalnego.

PRZESTROGA: W Stanach Zjednoczonych prawo federalne zezwala na sprzedaz
tego wyrobu wytacznie lekarzowi lub na zlecenie lekarza. (Rx Only)

Nie wykonywa¢ wiekszej liczby testow niz liczba okre$lona na etykiecie.
Natadowane dodatnio szkietka podstawowe moga by¢ podatne na czynniki
$rodowiskowe powodujace niewlasciwe barwienie. Aby uzyskac wigcej informacji na
temat postepowania ze szkietkami tego typu, nalezy skontaktowac sie z lokalnym
przedstawicielem firmy Roche.

Materiaty pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego nalezy traktowac jako materiaty
stanowigce zagrozenie biologiczne i usuwac je z zachowaniem wiasciwych $rodkéw
ostroznosci. W przypadku narazenia nalezy przestrzega¢ wytycznych okre$lonych w
dyrektywach wydanych przez wtasciwe organy.4.5

Unika¢ kontaktu odczynnikéw z oczami i bonami $luzowymi. W przypadku kontaktu
odczynnikdw z wrazliwymi miejscami sptukiwac obficie duzg iloscig wody.

Unika¢ skazenia mikrobiologicznego odczynnikéw ze wzgledu na mozliwo$¢
otrzymania nieprawidtowych wynikéw.

W celu uzyskania informaciji na temat zalecanej metody utylizacji produktu nalezy
skontaktowac sie z wtadzami lokalnymi i/lub krajowymi.
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10, Aby uzyska¢ wiecej informacji dotyczacych stosowania tego wyrobu, nalezy
zapoznat sie z przewodnikiem uzytkownika aparatu BenchMark Special Stains oraz
instrukcjami stosowania wszystkich wymaganych elementéw. Instrukcje te mozna
znalez¢ pod adresem dialog.roche.com.

Oznakowanie dotyczace bezpieczenstwa produktu jest przede wszystkim zgodne z
wytycznymi GHS UE. Karta charakterystyki jest dostepna na zyczenie
profesjonalnego uzytkownika.

1Z. W celu zgtoszenia podejrzenia wystapienia powaznych incydentoéw zwigzanych z
tym wyrobem nalezy skontaktowa¢ si¢ z lokalnym przedstawicielem firmy Roche i
wiasciwym organem panstwa cztonkowskiego lub kraju, ktérego rezydentem jest
uzytkownik.

INSTRUKCJA STOSOWANIA

Przygotowanie fiolki z odczynnikiem

Do fiolki z odczynnikiem, przed jej pierwszym uzyciem, nalezy wiozy¢ wktadke do fiolki ze

stomkg do zasysania.

Z fiolki nalezy zdja¢ zatyczke, a nastepnie umiescic w niej wktadke ze stomka do

zasysania. Wktadka i stomka do zasysania powinny pozosta¢ w fiolce po jej otwarciu.

Procedura barwienia

1. Odczynniki i preparaty umiesci¢ w aparacie.

2. Gdy odczynnik jest uzywany, miekka zatyczke umiesci¢ w otworze uchwytu na
odczynniki.

3. Cykl barwienia przeprowadzi¢ zgodnie z zalecanym protokotem opisanym w Tab. 1
oraz instrukcjami zawartymi w przewodniku uzytkownika.

4. Po zakonczeniu cyklu barwienia wyjaé preparaty z aparatu.

5, Jesli odczynnik nie jest juz uzywany zamkna¢ fiolke z odczynnikiem miekka
zatyczka,

6. Odczynniki, gdy nie sg juz uzywane, przechowywaé zgodnie z zalecanymi
warunkami przechowywania.

Zalecany protokot

Parametry procedur zautomatyzowanych moga by¢ wy$wietlane, drukowane i edytowane

zgodnie z procedurg opisang w przewodniku uzytkownika aparatu.

Niniejsze procedury mozna dostosowywac¢ zgodnie z preferencjami uzytkownika. Ten

produkt zostat zoptymalizowany do uzytku w aparacie BenchMark Special Stains, jednak

uzytkownik musi zwalidowa¢ wyniki uzyskiwane za pomoca tego produktu.

Tab. 1. Zalecany protokét barwienia przy uzyciu odczynnika Light Green for PAS w

aparacie BenchMark Special Stains.

Procedura barwienia S PAS

Etap protokotu Metoda

Odparafinowanie Wybor tej opcji powoduje zautomatyzowane

usuwanie parafiny podczas procedury.

Wypiekanie
(opcjonalne)

Warto$¢ domysina nie jest wybrana.
Zalecane 4 minuty w temperaturze 75°C.

Light Green Warto$¢ domysina nie jest wybrana.

Wybra¢, aby zastosowa¢ odczynnik Light Green i
zmienia¢ parametry dla odczynnika Light Green.

Diastase for PAS Light Green*
(opcjonalne)

Niewybrane. Uzytkownik jest odpowiedzialny za
walidacje tej opcji.

Optimize Schiff’s for PAS
(PAS Schiff’s)

Domysline ustawienie to 45°C przez 20 minut.

Wybra¢, aby dostosowaé intensywno$¢
barwienia.**

Mozna wybra¢ temperaturg 37-60°C:
37°C — jasniejsze, mniej intensywne
wybarwienie przy uzyciu odczynnika Schiffa
60°C — ciemniejsze, intensywniejsze
wybarwienie przy uzyciu odczynnika Schiffa
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S PAS

Metoda
Mozna wybra¢ czas inkubacji od 12 do 20 minut:
12 minut — ja$niejsze, mniej intensywne
wybarwienie przy uzyciu odczynnika Schiffa
20 minut — ciemnigjsze, intensywniejsze
wybarwienie przy uzyciu odczynnika Schiffa

Procedura barwienia

Etap protokotu

Hematoxylin for Light Green
(opcjonalne)

Warto$¢ domysina nie jest wybrana.

Wybrag, aby wykona¢ barwienie jadrowe przy
uzyciu odczynnika Hematoxylin (zalecane).

* Dodatkowe opcje procedury sg dostepne dla produktéw, ktére moga by¢ uzywane z
zestawem PAS Staining Kit i odczynnikiem Light Green for PAS.

** Aby dostosowa¢ preferencje barwienia, nalezy naprzemiennie zwigksza¢ parametry
dotyczace temperatury barwienia i czasu inkubacji.

Zalecane procedury postepowania po obrébce w urzadzeniu

W celu usuniecia pozostatosci roztworu preparaty ptuka¢ w 95% etanolu (ptukac
dwukrotnie, po pierwszym ptukaniu roztwor nalezy wymieni¢ na nowy i przeptuka¢
preparaty ponownie), a nastepnie w 100% etanolu (preparaty nalezy ptukaé
trzykrotnie, za kazdym razem wymieniajac roztwdr na nowy).

2. Odwodni¢ preparaty poprzez ptukanie w 100% ksylenie (preparaty nalezy ptuka¢
trzykrotnie, za kazdym razem wymieniajac roztwdr na nowy).

3. Nalozy¢ szkietko nakrywkowe ze $rodkiem do ostatecznego zatapiania.

Protokét naktadania szkietek nakrywkowych zgodny z systemem VENTANA HE 600.

Aby uzyska¢ wiecej informacji na ten temat, nalezy zapoznac sie z przewodnikiem

uzytkownika systemu VENTANA HE 600.

PROCEDURA KONTROLI JAKOSCI

Przyktadowy materiat do kontroli dodatniej to ludzka tkanka FFPE o znanym dodatnim
barwieniu wzgledem organizméw grzybiczych. Tkanki kontrolne powinny by¢ probkami
$wiezo pobranymi z autopsji, biopsji lub chirurgicznie i powinny zosta¢ przygotowane lub
utrwalone jak najszybciej w identyczny sposdb jak skrawki badane. Takie tkanki powinny
by¢ wykorzystywane do monitorowania wszystkich krokow procedury, od przygotowania
tkanki po jej barwienie.

Uzycie skrawka tkanki utrwalonego lub poddanego obrébce w sposéb inny niz prébka
badana umozliwia kontrole wszystkich odczynnikdw oraz krokéw metody z wyjatkiem
utrwalania i obrébki tkanki. Sktadniki komoérkowe obecne w innych elementach tkanek
mogaq stuzy¢ jako kontrole ujemne.

Zgodnie z optymalng praktyka laboratoryjng na szkietko, na ktérym jest tkanka badana,
nalezy doda¢ skrawek tkanki bedacy kontrolg dodatnia. To pomoze zidentyfikowaé
wszelkie niepowodzenia zwigzane z natozeniem odczynnikéw na preparat. Tkanki
kontrolne mogq zawiera¢ zaréwno elementy dajace odczyn dodatni, jak i ujemny, a zatem
mogaq by¢ stosowane jednoczes$nie jako dodatnia i ujemna préba kontrolna.

W kazdym cyklu barwienia nalezy uwzgledni¢ tkanke kontrolna.

Znane dodatnie kontrole tkankowe powinny by¢ stosowane wytgcznie w celu
monitorowania prawidtowego przebiegu barwienia poddanych obrébce tkanek i dziatania
odczynnikdw testowych, a nie pomocniczo do okreslania rozpoznania dla probek
pacjentow.

Jesli nie udaje sig potwierdzi¢ dodatniego barwienia w dodatnich elementach tkanki,
nalezy uznaé, ze wyniki prébek badanych sg niewazne. Jesli elementy ujemne wykazuja,
barwienie dodatnie, rdwniez nalezy uznac, ze wyniki badanych probek pacjenta sg
niewazne.

Niewyjasnione rozbieznosci w elementach kontrolnych nalezy niezwtocznie zgtosi¢
lokalnemu przedstawicielowi dziatu pomocy technicznej. Jesli kontrola jako$ci nie spetnia
wymogow, wyniki pacjenta sg niewazne. Nalezy zidentyfikowaé i rozwigzac problem, a
nastepnie wykona¢ ponowne barwienie prébek pacjenta.

INTERPRETACJA WYBARWIENIA / OCZEKIWANE WY NIKI

Odczynnik Light Green for PAS uzywany w potaczeniu z zestawem PAS Staining Kit
zostat przetestowany pod katem barwienia kontrastowego tta w celu wspomagania
uwidaczniana organizméw grzybiczych w tkance.

. Organizmy grzybicze: barwa czerwonofioletowa (magenta)
e Jadra komorkowe: barwa niebieskozielona
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e Tio: barwa jasnozielona

SZCZEGOLNE OGRANICZENIA

Dziatanie testu zostato zwalidowane wytacznie przy uzyciu dodatnio natadowanych

szkietek mikroskopowych.
CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW
SKUTECZNOSC ANALITYCZNA

Przeprowadzono badania barwienia pod katem jego czuto$ci, swoistosci i precyzji. Wyniki

tych badan zamieszczono ponize;j.
Czulos¢ i swoistos¢

Oceniono czuto$¢ i swoistos¢ analityczng barwienia tkanek prawidtowych i tkanek

zmienionych chorobowo. Wszystkie oceniane przypadki tkanek (69/69) spetniaty kryteria

akceptowalnosci barwienia, jak przedstawiono w Tabeli 2 i Tabeli 3.

Tab. 2. Czuto$¢/swoistos¢ odczynnika Light Green for PAS wyznaczono, wykonujac
badania na probkach nastepujacych prawidtowych tkanek FFPE.

Na podstawie wynikéw nie wykazano istotnych réznic w intensywno$ci wybarwienia
migdzy preparatami.

ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

Grubo$¢ tkanki moze wpltywac na jako$¢ i intensywno$¢ barwienia. Jesli tkanka jest
nieodpowiednio wybarwiona, nalezy skontaktowa¢ sie z lokalnym przedstawicielem
dziatu pomocy techniczne;.

Tkanka nekrotyczna lub po autolizie moze wykazywa¢ barwienie nieswoiste.

Jesli dla kontroli dodatniej otrzymano wynik ujemny, tkanki mogly zosta¢
niewtasciwie pobrane, utrwalone lub odparafinowane. Przestrzega¢ odpowiednich
procedur pobierania, przechowywania i utrwalania.

4. Jesli dia kontroli dodatniej otrzymano wynik ujemny, upewni¢ sie, czy preparat jest
oznaczony odpowiednig etykieta z kodem kreskowym. Jesli preparat jest oznaczony
prawidtowa etykieta, nalezy sprawdzi¢ barwienie w innych kontrolach dodatnich
wybarwionych podczas tego samego cyklu barwienia, aby okresli¢ czy zostaty
poprawnie wybarwione.

Nadmierne wybarwienie tta moze by¢ spowodowane niekompletnym usunieciem

e ha

L4

Liczba przypadkow z akceptowalnym

parafiny, przez co tkanka mogta nie zosta¢ wybarwiona lub mogto doj$¢ wystapienia
artefaktéw podczas barwienia. Jesli z preparatu nie usunigto calej parafiny, nalezy
powtdrzy¢ cykl barwienia z wybrang opcja przediuzonego odparafinowania, jezeli

jest ona dostepna.
B, Jesli skrawki tkanek sg wyptukiwane ze szkietek, nalezy sprawdzi¢, czy szkietka sg

elle) barwieniem/liczba przypadkéw badanych
Ptuco 11
Skora 4/4

natadowane dodatnio.

Tab. 3. Czuto$¢/swoistos¢ odczynnika Light Green for PAS wyznaczono, wykonujac
badania na probkach nastepujacych zmienionych chorobowo tkanek FFPE.

7. Pozostawienie preparatéw we wnetrzu aparatu na dtuzszy czas po ukonczeniu
cyklu barwienia moze mie¢ wptyw na jako$¢ i intensywno$¢ barwienia. Jesli
preparaty sg nieodpowiednio wybarwione, nalezy je wyciagna¢ z aparatu
niezwtocznie po ukorczeniu cyklu i przystapi¢ do procedury postepowania po

obrébce w aparacie.
& Aby uzyskac informacje o $rodkach zaradczych, nalezy zapozna¢ sig z czescig
dotyczaca instrukcji stosowania, przewodnikiem uzytkownika aparatu lub

skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem dziatu pomocy techniczne;.
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Liczba przypadkow z akceptowalnym
Tkanka barwieniem/liczba przypadkéow
badanych
Candida (rozne typy tkanek) 8/8
Aspergillus (rézne typy tkanek) 43/43
Blastomyces (rézne typy tkanek) 313
Mukormikoza (rézne typy tkanek) 5/5
Kokcydioidomikoza (ptuca) 2/2
Histoplazmoza (rdzne typy tkanek) 313

4. Occupational Safety and Health Standards: Occupational exposure to hazardous
chemicals in laboratories. (29 CFR Part 1910.1450). Fed. Register.

Precyzja

Directive 2000/54/EC of the European Parliament and Council of 18 September
2000 on the protection of workers from risks related to exposure to biological agents
at work.

(2]

Precyzje odczynnika Light Green for PAS okre$lono w wielu cyklach barwienia, dniach,
aparatach oraz przy uzyciu wielu partii odczynnikéw. W badaniach wybarwiono wiele
preparatow cietych skrawkow tkanek przygotowanych z 3 przypadkéw tkanek ptuca

UWAGA: W tym dokumencie jako separator dziesietny do zaznaczenia granicy miedzy
cze$cig catkowitg a utamkowa cyfry dziesigtnej zawsze uzywana jest kropka. Nie jest

zakazonych grzybami z rodzaju Aspergillus oraz 3 przypadkéw tkanek przetyku

zakazonych grzybami z rodzaju Candida. Wszystkie kryteria akceptacii zostaty catkowicie

spetnione. Badania precyzji barwienia przy uzyciu odczynnika Light Green for PAS

przeprowadzono zgodnie z warunkami zawartymi w Tabeli 4.

Tab. 4. Badania precyzji barwienia preparatu przy uzyciu odczynnika Light Green for PAS.

uzywany separator tysiecy.
Symbole

Firma Ventana stosuje okreslone ponizej symbole i oznaczenia dodatkowo do symboli
wymienionych w normie 1ISO 15223-1 (dotyczy Standw Zjednoczonych: definicje
stosowanych symboli mozna znalez¢ pod adresem dialog.roche.com):

Globalny Numer Jednostki Handlowej

Unikalny identyfikator wyrobu

Wskazuje podmiot odpowiedzialny za import wyrobu medycznego do

Unii Europejskiej

WELASNOSC INTELEKTUALNA

VENTANA, BENCHMARK, VENTANA HE i logo VENTANA sg znakami towarowymi firmy
Roche. Wszystkie pozostate znaki towarowe stanowig wtasno$¢ odpowiednich wiascicieli.

Uzupetnienia, skre$lenia lub zmiany sg wskazywane przez pasek zmian na marginesie.
© 2022 Ventana Medical Systems, Inc.

Testowane Liczbawarunkow Liczba przypadkow z GTIN
parametry akceptowalnym
barwienieml/liczba
preparatéw badanych upDi
Miedzy cyklami 3 cykle tego samego dnia 54/54 @
Miedzy dniami 5 dni 90/90
Miedzy aparatami 3 aparaty 54/54
W ramach cyklu tego samego dnia, ten sam 54/54
aparat
Miedzy partiami 3 partie 54/54
2022-02-09 3/4

FT0700-4401

15110PL Rev H


http://www.clsi.org/

AV
A

DANE KONTAKTOWE

ul

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

[=Tw=] @

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
D-68305 Mannheim
Germany

+800 5505 6606

C€

2022-02-09
FT0700-4401

-;éVENTANA

414

15110PL Rev H


http://www.roche.com/

