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PAREDZETA LIETOSANA
Komplektu Congo Red Staining Kit
paredzéts lietot laboratorija kvalitativai
histologiskai iekrasos$anai, lai
demonstrétu amiloidus formalina fiksétu
un parafina iegultu (formalin-fixed,
paraffin-embedded, FFPE) audu
preparatos instrumenta BenchMark
Special Stains.

Si produkta interpretacija ir javeic
kvalificétam patologam, skatot kopa ar
histologisko izmeklgjumu, attiecigo
kiTnisko informéaciju un atbilstoSajam
kontrolém.

Sis produkts ir paredzats lietosanai in vitro diagnostika (IVD).

KOPSAVILKUMS UN SKAIDROJUMS

Congo Red Staining Kit ir Highman metodes modifikacija.!

1922. gada Bernholds atklaja Congo sarkano krasu amilotdu noteik$anai.2 Krasas
hidrogéns piesaistas amiloidu -plaksném, un ir zinams, ka tas piesaistas visam amiloidu
formam.2 Nobriedusi amiloidi satur fibrilas, kuru garums ir no 0.1 Iidz 10 um, kas
apvienojas, veidojot neskistosas pangas, kas ir rezistentas pret degradasanos.3
Neskistosu amiloidu fibrilu uzkra$anas ekstracelularajas telpas var izraistt amiloidozi. 45 Ir
vairaku tipu amiloidoze; katru no tam raksturo neskistoSa(-as) amiloidu panga(-as) univai
masas, kas var izraistt $nu bojajumus un traucét normalu organu darbibu.24

Congo Red Staining Kit demonstré amiloidu, lai palidzétu patologam diagnosticét
amiloidozi.

PROCEDURAS PRINCIPS

lekraso$anas reakcija balstas uz Congo Red Stain lieto$anu, kas iekraso atipiskos
proteinus (amilotdus) sarta I1dz laskrasa. Congo Red Buffer tiek pievienots, lai diferenciétu
iekraso$anu. Congo Red Hematoxylin, Mayer hematoksilina Skidums, tiek lietots, lai
nodrosinatu kontrast&josu kodola iekraso$anu zila I1dz violeta krasa. Amiloidu B-plaksnes
ir piemérota lieluma un formas, lai tam varétu pievienoties Congo sarkanas molekulas, kas
tiek noturétas B-plaksnu locfjumos.6 Dubulta lausana ir raksturiga amilotda fibrilas un
Congo sarkana kompleksa Tpasiba.”-8

Sis komplekts ir optimizéts lietoganai BenchMark Special Stains instrumentos. Reagentus
uzklaj uz mikroskopa priek3metstikliniem esoSajiem audiem, un tos sajauc ar visu parauga
materialu.

NODROSINATIE MATERIALI

Reagentu flakoni tiek piegadati ar svitrkodu markétos turétajos ievieto$anai instrumenta
reagentu paliktnt. Katra komplekta ir reagentu daudzums, kas ir pietiekams 40 testiem.
Viens Congo Red Stain 19 mL flakons satur aptuveni 0.1% Congo sarkana un 70%
izopropilspirta.

Viens Congo Red Buffer 13 mL flakons satur aptuveni 0.5% glicina un 2.0% natrija
hlorida.

Viens Congo Red Hematoxylin 19 mL flakons satur modificétu Mayer hematoksilinu.
Tris flakona ieliktni ar sdkSanas salminiem.
Sagatavosana, sajaukSana, atSkaidiSana, titréSana

Sagatavo$ana, sajauk$ana, at$kaidi$ana vai titré$ana nav nepiecie§ama. Reagentu
papildu atSkaidi$ana var radit nepietiekamu iekraso$anu.

1. att. Congo Red Staining Kit amiloida
iekraso$anas plausu audos, gaiss lauks
(pa kreisi) un polarizéta gaisma (pa
labi).
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Reagenti $aja komplekta ir optimali atskaidtti lieto$anai BenchMark Special Stains
instrumentos.

NEPIECIESAMIE, BET KOMPLEKTA NEIETVERTIE MATERIALI
Visi lieto$anas instrukcija minétie produkti visos regionos nav piegjami. Sazinieties ar
vietéja atbalsta dienesta parstavi.

lekraso$anai var bt nepiecie$ami talak noraditie reagenti un materiali, bet tie nav ieklauti
komplekta.

1. leteicamie kontroles audi

2. Pozitivi ladéti mikroskopa priekSmetstiklini

3. Instruments BenchMark Special Stains

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. Visparéjas nozimes laboratorijas aprikojums

UZGLABASANA UN STABILITATE

Congo Red Staining Kit ir jauzglaba 2-8 °C temperatara. Pirms lieto$anas ledusskapt
glabatiem komplekta komponentiem jalauj sasniegt istabas temperataru.

Pareizi uzglabajot, neatvérti un atvérti reagenti ir stabili [idz terminam, kas noradits uz
etiketes. Nelietojiet reagentu péc deriguma termina, kas noradits uz komplekta.

Nav acimredzamu pazimju, kas noradrtu uz $o reagentu nestabilitati, tapec kontroles ir
jaizpilda vienlaicigi ar nezinamiem parauga materialiem. Ja pozitivas kontroles materials
uzrada iekraso$anas spéjas samazinasanos, sazinieties ar vietéjo atbalsta dienesta
parstavi, jo tas var liecinat par reagenta nestabilitati.

PARAUGA MATERIALA SAGATAVOSANA

Parasta apstradé lietoSanai ar So produktu un BenchMark Special Stains instrumentiem ir

nepiecieSami FFPE audi. leteicamais audu fiksacijas lidzeklis ir 10% neitrals formalina

buferskidums.

Veiciet parauga materialu savak$anu un uzglabasanu saskana ar noradijumiem CLSI

dokumenta M29-T2.9 Sagrieziet preparatus apméram 8 um biezuma un novietojiet uz

pozitivi ladétiem stikla priekSmetstikliniem.

1. Nosusiniet priek$metstiklinus.!

2. lzdrukajiet attiecigo(-as) svitrkoda uzlimi(-es).

3. Pirms priekSmetstiklinu novietoSanas uz instrumenta pievienojiet svitrkoda uzlimes
uz priekSmetstiklina sasaldéta gala (informaciju par uzlimju pareizu pievieno$anu
skatiet instrumenta lietotaja rokasgramata).

Skatiet instrumenta BenchMark Special Stains lietoSanas instrukciju sadalu par ieteicamo

protokolu.

BRIDINAJUMI UN PIESARDZIBAS PASAKUMI
1. LietoSanai in vitro diagnostika (IVD).

2. Tikai profesionalai lietoSanai.

3. UZMANIBU! ASV federalaja likumdosana ir noteikts, ka $o izstradajumu drikst
pardot tikai &rstam vai péc arsta rikojuma. (Rx Only)

4. Nelietot lielakam testu skaitam, ka noradits.

5. Pozitivi ladéti priekSmetstiklini var bat jutigi pret vides radito stresu, izraisot
neatbilstosu iekraso$anu. Lai iegltu stkaku informaciju par to, ka lietot Sos
priekSmetstiklinu veidus, sazinieties ar vietgjo Roche parstavi.

6.  Arcilvéka vai dzivnieka izcelsmes materialiem ir jarikojas ka biologiski bistamiem
materialiem, un tie ir jautilize, ieverojot atbilstoSus piesardzibas pasakumus.
Saskares gadijuma ir jaievéro atbildigo iestdzu noradijumi par veselibas
aizsardzibu. 10,11

7. Nepielaujiet reagentu saskari ar acim un glotadu. Ja reagenti saskaras ar jutigam
zonam, noskalojiet ar lielu Gdens daudzumu.

8.  Nepielaujiet reagentu bakterialu kontaminaciju, jo tas var radit nepareizus
rezultatus.

9.  Laiiegtu papildu informaciju par $Ts ierices lietoSanu, skatiet instrumenta
BenchMark Special Stains lietotaja rokasgramatu un visu nepiecieSamo
komponentu lieto$anas instrukcijas, kas pieejamas vietné navifyportal.roche.com.

10. Lai iegttu informaciju par ieteicamo utilizacijas metodi, sazinieties ar viet&jam un/vai
valsts iestadém.
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11.  Produkta mark&jums galvenokart atbilst ES GHS noradijumiem. DroSibas datu lapa
ir pieejama profesionaliem lietotajiem péc pieprasijuma.

12.  Lai zinotu par iesp&jamiem nopietniem incidentiem, kas saistiti ar So ierici,
sazinieties ar vietéjo Roche parstavi un tas dalibvalsts vai valsts kompetento iestadi,
kura lietotajs veic uznémejdarbibu.

Saskana ar Regulu (EK) Nr. 1272/2008 Sis produkts satur komponentus, kas ir klasificéti,
ka noradits talak:
1. tab. Informacija par bistamibu.

Apdraudejums Kods Pazinojums
Bistami! H225 Viegli uzliesmojoss $kidrums un tvaiki.

H315 Izraisa adas kairingjumu.

H319 Izraisa nopietnu acu kairinajumu.

H336 Var izraistt miegainibu vai reiboni.

% H350 Var izraistt vezi.

H373 llgstoSa un atkartota iedarbiba var radit organu
bojajumus.

P201 Pirms lietoSanas iegUstiet pasas instrukcijas.

P210 Sargat no karstuma, karstam virsmam,
dzirkstelém, atklatas liesmas un citiem
aizdeg3anas avotiem. Nesmeket!

P260 Nedrikst ieelpot izgarojumus vai tvaikus.

P280 Valkajiet aizsargcimdus, aizsargapgérbu,
aizsargbrilles, sejas masku un dzirdes
aizsardzibas lidzeklus.

P308+ JA ir bijusi saskare vai ir aizdomas par to:

P313 meklgjiet medicinisku konsultaciju/palidzibu.

P370+ Ugunsgréka gadijuma: dzéSanai izmantojiet

P378 sausas smiltis, sausas kimiskas vielas vai
spirtnoturigas putas.

EUH208: $is produkts satur natrija jodidu. Var radit alergisku reakciju.

LIETOSANAS INSTRUKCIJAS

Reagenta flakona sagatavosana

Lietojot pirmo reizi, reagenta flakona ir jaievieto flakona ieliktnis un stk$anas salmins.

Nonemiet no flakona transporté$anas vacinu un ievietojiet flakona ieliktni un salminu. Ja

flakons ir atverts, ieliktnis un stikSanas salmin$ atstaj flakona.

lekrasoSanas procedira

1. levietojiet instrumenta reagentus un priek§metstiklinus.

2. Jatiek lietots reagents, ievietojiet sprauga uz reagentu turétaja miksto vacinu.

3. Veiciet iekrasoSanas izpildi saskana ar ieteicamo protokolu 2. tab un lietotaja
rokasgramata sniegtajiem noradijumiem.

4. Kad izpilde ir pabeigta, iznemiet priekSmetstiklinus no instrumenta.

5. Jareagents netiek lietots, izmantojiet miksto vacinu, lai nosegtu reagenta flakonu.

leteicamais protokols

Automatizéto procediru parametrus var paradit, izdrukat un redigét saskana ar procedru,

kas aprakstita instrumenta lietotaja celvedi.

Nakamo procediru var elastigi izmantot atbilstoi lietotaja vélmam. Sis produkts ir
optimizéts lietoSanai BenchMark Special Stains instrumentos, bet lietotajam ir japarbauda
rezultati, kas ir iegdti, izmantojot o izstradajumu.
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2. tab. leteicamais iekrasoSanas protokols Congo Red Staining Kit komplektam
BenchMark Special Stains instrumenta.

lekrasoSanas procedira

S Congo Red

Protokola darbiba

Metode

Deparafinizacija

Atlasiet, lai automatizétu parafina nonemsanu.

Apdedzinasana
(péc izvéles)

Nokluséjuma opcija nav atlasrta.
leteicama 75 °C temperatiira 4 mindtes.

1. opcija vai 2. opcija

Nokluséjuma vértiba ir 1. opcija.

Atlasiet 1. opciju vai 2. opciju:

. 1. opcija pievienos Congo Red Stain pirms
Hematoxylin, kodoli bas violeti.

e 2. opcija pievienos Hematoxylin pirms Congo
Red Stain, kodoli bs zili.

1. opcija

lekrasos$anas intensitates
optimizésana
(C. Red Stain)

1. opcijas noklus&juma vértiba ir 37 °C 24 minites.

Atlasiet, lai iesp&jotu iekrasoanas intensitates
pielago$anu.*

Atlasiet temperatiru 37-60 °C:

e 37 °C gaiSakai amiloidu iekraso3anai

60 °C tumsakai amiloidu iekrasoSanai

Atlasiet inkubacijas laiku 20-32 mindtes:

e 20 mindtes gaiSakai amiloidu iekrasoSanai
. 32 mindtes tum3akai amiloTdu iekrasoSanai

Optimizejiet Hematoxylin
intensitati
(C. Red Hematoxylin)

1. opcijas noklusgjuma vértiba ir 12 mindtes.

Atlasiet, lai optimiz&tu hematoksilinu*:
e 4 mindtes gaiSakai kodola iekraso3anai
. 16 mindtes tum$akai kodola iekraso$anai.

2. opcija

Optimizéjiet Hematoxylin
intensitati
(C. Red Hematoxylin)

2. opcijas nokluséjuma vértiba ir 8 mindtes.

Atlasiet, lai optimizétu hematoksilinu*:
e 4 mindtes gaiSakai kodola iekraso3anai
16 mindtes tum3akai kodola iekrasoSanai.

Optimizéjiet Congo Red
intensitati
(C. Red Stain)

2. opcijas nokluséjuma vértiba ir 48 mindtes.

Atlasiet, lai iespéjotu iekrasoSanas intensitates
pielago$anu.*

Atlasiet inkubacijas laiku 32-48 mindtes:
e 32 mindtes gaiSakai amiloidu iekrasoSanai

48 mindtes tum$akai amiloidu iekraso3anai

* Lai pielagotu iekraso$anas izvélétas opcijas, palieliniet iekraso$anas temperattiru
un inkubacijas laiku, viena reizé mainot vienu parametru.
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leteicama apstrade péc izpildes instrumenta

1. Skalojiet priekSmetstiklinus, tris reizes nomainot 100% etanolu, lai nonemtu atlikuso
$kidumu, katru reizi no 5 idz 10 sekundém saudzigi kratot.

2. Dehidrgjiet priekSmetstiklinus, tris reizes nomainot 100% ksilttu, katru reizi no 5 lidz
10 sekundém saudzigi kratot.

3. Parklajiet ar segstiklinu, izmantojot pastavigu audu ieklausanas vidi.

4. Saderiga ar sisttmas VENTANA HE 600 parklasanas ar segstiklinu protokolu.

Stkakus noradijumus skatiet sisttmas VENTANA HE 600 lietotaja rokasgramata.

KVALITATES KONTROLES PROCEDURA

Pozitivas kontroles materiala piemérs ir FFPE cilvéka audi, kas satur amiloidus, ka
pacientiem ar amiloidozi.! Kontroles audiem ir jabit svaigam autopsijas, biopsijas vai
kirurgiskam parauga materialam, kas ir iespejami atri jasagatavo vai jafikse tada pasa
veida ka testa histologijas paraugi. Sadi audi ir jaizmanto visu analizes darbibu
uzraudzibai — no audu sagatavo3anas lidz iekrasoSanai.

Tadu audu preparatu izmantoSana, kas ir fikséti vai apstradati citadi neka testa parauga
materiali, nodro$ina visu reagentu un metodes solu kontroli, iznemot fiksaciju un audu
apstradi. Citu audu elementu §tinu komponentus var izmantot ka negativu kontroli.
Optimala laboratorijas prakse ir ieklaut pozitivas kontroles histologijas paraugu uz viena
priek3metstiklina ar testa audiem. Tas palidz noteikt visas klames, kas rodas, uzklajot
reagentus uz priek$metstiklina. Kontroles audi var saturét gan pozitivus, gan negativus
iekraso$anas elementus, un tie kalpo gan ka pozitiva, gan negativa kontrole.

Kontroles audi ir japarbauda katra izpilde.

Zinamas pozitivas audu kontroles ir jaizmanto tikai apstradato audu un testa reagentu
pareizas veiktsp&jas uzraudziSanai, nevis k& materialu pacienta paraugu specifiskas
diagnozes noteik3anai.

Ja pozitivi audu komponenti nevar uzradit pozitivu iekraso$anu, testa parauga materialu
rezultati ir jauzskata par nederigiem. Ja negativi komponenti uzrada pozitivu iekraso$anu,
pacienta parauga materialu rezultati arf ir jauzskata par nederigiem.

Par neizskaidrojamam kontroles rezultatu neatbilstibam nekavéjoties ir jazino vietéjam
atbalsta dienesta parstavim. Ja kvalitates kontroles rezultati neatbilst specifikacijam,
pacienta rezultati ir nederigi. lemesls ir janoskaidro un janovérs, un pacienta paraugu
testéSana jaatkarto.

IEKRASOSANAS INTERPRETACIJA / PAREDZAMIE REZULTATI
Komplekts Congo Red Staining Kit tika testéts, lai demonstrétu amiloidu.

Amiloids (gaisa lauka): sarta lidz laskrasa

Amiloids (polarizéta gaisma): abolzalas krasas dubulta lausana

Kodols: violets, ja liet protokola 1. opciju

Kodols: zils, ja lieto protokola 2. opciju

Amilotds, iespéjams, bds redzams ka sarti iekrasoti apali vai lentveida izgulsngjumi
visos audos. Tas var TpaSi izgulsnéties asinsvadu sieninds un pamatnes
membranas. Keratins, elastigas un blivas kolagéna Skiedras var aizturét Congo
sarkano krasu. Dubulta refleksija ir raksturiga amiloida fibrilu Congo sarkana
kompleksa Tpasiba.”.8 Bez Congo sarkana izraisitas iekraso$anas sarta lidz
laSkrasa gai$a lauka un abolzalas dubultas lau$anas polarizéta gaisma nav
iespéjams parliecinosi identificét amilotdu.

SPECIFISKI IEROBEZOJUMI

Izmantoti un $aja analizé parbaudti tika tikai pozitivi ladéti mikroskopa priekSmetstiklini.
VEIKTSPEJAS PARAMETRI

ANALITISKA VEIKTSPEJA

Tika veiktas iekraso$anas jutiguma, specifiskuma un precizitates parbaudes, un to
rezultati ir sniegti talak.

Jutigums un specifiskums

Tika novértéts audu ar amiloidiem (dazadu veidu audu) un normélas adas analitiskais
jutigums un specifiskums. Abas protokola opcijas (1. opcija un 2. opcija) tika testétas
visiem audu paraugiem, kas noradrti tabula 3. tab. Visiem novértétajiem audu paraugiem
(60/60) tika iegats sekmigs pienemamas iekrasoSanas rezultats, ka noradits Seit: 3. tab.
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3. tab. Congo Red Staining Kit jutigums/specifiskums tika uzradits, parbaudot normalos
un bojatos FFPE audus.

Paraugu ar sekmigu
Audi rezultatu
skaits/parbaudito
paraugu skaits
Audi ar amilotdiem (dazadu veidu audi*) 45145
Normala ada 15/15

* Tika parbaudtti dazadi audi, ieskaitot, bet neaprobezojoties ar vairogdziedzera,
prostatas, aknu, kunga, resnas zamas, mikstajiem audu un plau$u audiem.

Precizitate

Congo Red Staining Kit precizitate tika uzradita vairakas izpildés, dienas, instrumentos un
ar vairakam reagentu partijam, izmantojot vairakus priek$metstiklinus ar dazadiem
amiloidus saturo$iem audu paraugiem (vairogdziedzeris, prostata, aknas, kungis, resna
zarna, mikstie audi un plausas), izmantojot protokola 1. opciju. Tika izpildTti visi
pienem3$anas kritériji. Komplekta Congo Red Staining Kit precizitates pétijumi tika veikti,
ka noradits tabula 4. tab.

4. tab. Precizitates priekSmetstiklinu pétijums par Congo Red Staining Kit.

Parbauditie parametri Nosacijuma elementu Sekmigu rezultatu

skaits skaits/
parbaudito

priekSmetstiklinu
skaits
Dazadas izpildes 3 izpildes viena diena 54 154
Dazadas dienas 5 dienas 90/90
Dazadi instrumenti 3 instrumenti 54 | 54
Viena izpildé Viena diena, viens 54 /54

instruments

Dazadas sérijas 3 partijas 54 /54

Rezultati neliecinaja par btisku iekraso$anas intensitates atskiribu starp
priekSmetstikliniem.

PROBLEMU NOVERSANA

1. lekrasoSanas kvalitati un intensitati var ietekmét preparata biezums. Ja iekrasoSana
nav pienemama, sazinieties ar vietéjo atbalsta dienesta parstavi un ladziet
palidzibu.

Nekrotiski vai autolizéti audi var uzradit nespecifisku iekrasoSanu.

Ja pozitivas kontroles rezultats ir negativs, iespgjams, ka audi nav pareizi savakti,
fikséti vai deparafinéti. Izpildiet pareizu savak$anas, uzglabasanas un fiksacijas
procedaru.

Ja pozitivas kontroles rezultats ir negativs, parbaudiet, vai priekSmetstiklinam ir
pareiza svitrkoda uzlime. Ja priekSmetstiklina mark&jums ir pareizs, parbaudiet citas
tas paSas izpildes pozitivas kontroles, lai noteiktu, vai kontroles ir pareizi iekrasotas.
Ja rodas parmériga fona iekraso$ana: iekrasosanas artefaktus vai zudumu var
izraisit nepilniga parafina nonemsana. Ja no priekSmetstiklina nav nonemts viss
parafins, atkartojiet iekrasoSanas izpildi, izmantojot paplasinatas deparafinizacijas
opciju, ja ta ir pieejama.

Ja audu histologijas paraugs nomazgajas no priekSmetstiklina, parbaudiet, vai
priekSmetstiklini ir pozitivi 1adéti.

Biezaki histologijas paraugi amiloidu izgulsngjumus demonstré efektivak, savukart
planakie histologijas paraugi var neuzradit abolzalo dubulto lausanu.

lekrasoSanas intensitate samazinas, palielinoties parauga vecumam; svaigiem
histologijas paraugiem iekraso$anas reakcija var bat intensivaka.

Ir svarigi dehidrét priekSmetstiklinus un nekavéjoties tos novertét. Tapat ka
manualas iekrasoSanas laika, arf $aja gadijuma Congo sarkanais var tikt izskalots,
ja dehidratacijas laika paraugs tiek parak ilgi paklauts spirta iedarbibai.

Ja priek$metstiklini péc izpildes pabeigSanas tiek ilgstosi atstati instrumenta, var tikt
ietekméta iekrasoSanas kvalitate un intensitate. Ja iekraso$ana nav pienemama,

16162LV Rev H



AV :
4 ®
TAv VENTANA

tad, pabeidzot izpildi, nekavéjoties iznemiet priekSmetstiklinus un veiciet apstradi
péc iznemSanas no instrumenta.

11.  Informaciju par koriggjo$am darbibam skatiet lietoSanas instrukcijas sadala,
instrumenta lietotdja rokasgramata vai sazinieties ar vietgjo atbalsta dienesta
parstavi.
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Simboli

Papildus standarta ISO 15223-1 minétajiem simboliem un zZimém Ventana izmanto talak
noradrtos simbolus un zimes (simbolu definicijas, ko lieto ASV, skatiet Seit:
elabdoc.roche.com/symbols).
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