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KULLANIM AMACI

Congo Red Staining Kit, bir BenchMark
Special Stains cihazinda boyanan
formalinle sabitlenmis, parafine gomli
(FFPE) doku kesitlerinde amiloidi
gosterme amagli kalitatif histolojik boya
olarak laboratuvar kullanimina
yoneliktir.

Bu Uriin, uzman bir patolog tarafindan
histolojik inceleme, ilgili klinik bilgiler ve
dogru kontrollerle birlikte
yorumlanmalidir.

Bu Urtin, in vitro diagnostik (IVD)
kullanima yéneliktir.

$Sekil 1. Akciger dokusunda Congo Red
Staining Kit ile amiloid boyamasi;
parlak alan (solda) ve polarize 1gik
(sagda).

OZET VE AGIKLAMA

Congo Red Staining Kit, Highman tekniginin bir modifikasyonudur.!

1922 yilinda Congo kirmizisi boyasinin amiloidi saptama amaciyla kullanimi Bennhold
tarafindan kesfedilmistir.2 Boya hidrojeni amiloidin § kivrimli katmanlarina baglanir ve tiim
amiloid formlarina baglandigi bilinmektedir.2 Matiir amiloid, bozunmaya kars! direncli olan
¢Ozlinmez plaklar olugturmak tizere bir araya gelen, boyutu 0.1 ila 10 ym uzunlugunda
olan fibriller igerir.3

Goziinmez amiloid fibrillerinin hiicre digi bosluklarda birikmesi amiloidoza yol agabilir. 42
Gesitli amiloidoz turleri vardir ve bunlarin her biri, hiicre hasarina yol agabilecek ve normal
organ fonksiyonunu bozabilecek ¢dziinmez amiloid plaklari ve/veya kitlelerinin varligiyla
karakterize olur.24

Congo Red Staining Kit amiloidin, amiloidoz teshisinde patologa yardimci oldugunu
gostermektedir.

PROSEDUR PRENSIBI

Boyama reaksiyonu, atipik protein (amiloid) modellerini pembeden somon rengine
boyayan Congo Red Stain uygulamasina dayalidir. Congo Red Buffer, boyayi ayirt etmek
icin eklenir. Bir Mayer hematoksilin ¢dzeltisi olan Congo Red Hematoxylin, maviden mora
kontrast saglayan nikleer boyama saglamak icin kullanilir. Amiloidin § kivrimli katmanlari,
B kivrimli katmanlarin kafesinde tutulan Congo kirmizisi molekiilleri barindirmak igin boyut

ve sekil bakimindan uygundur.8 Git kesisme, amiloid fibril Congo kirmizisi kompleksinin
yapisal bir dzelligidir.7.8

Kit, BenchMark Special Stains cihazlarinda kullaniimak tzere optimize edilmistir.
Reaktifler, mikroskop slaytlari Uizerindeki dokuya uygulanir ve numunenin tamami
Uzerinde karistirilir.

URUNLE BIRLIKTE VERILEN MALZEME

Reaktif flakonlari, cihazin reaktif tepsisine yerlestirilmek {izere barkod etiketli tasiyicilar
iginde temin edilir. Her kit, 40 test igin yeterli miktarda reaktif igerir.

Bir adet 19 mL'lik Congo Red Stain flakonu yaklasik %0.1 Congo kirmizisi ve %70
izopropanol igerir.

Bir adet 13 mL'lik Congo Red Buffer flakonu yaklasik %0.5 glisin ve %2.0 sodyum klorit
icerir.

Bir adet 19 mL'lik Congo Red Hematoxylin flakonu modifiye edilmis Mayer hematoksilini
icerir.

Emme gubuklari ile tg adet flakon pargas!.

Sulandirma, Karigtirma, Seyreltme, Titrasyon

Sulandirma, karistirma, seyreltme veya titrasyon gerekmez. Herhangi bir reaktifin daha
fazla seyreltimesi yetersiz boyamaya yol agabilir.

2023-09-22 1/4

FT0700-440n

Bu kitte bulunan reaktifler, BenchMark Special Stains cihazlarinda kullanilmak lizere
optimum gekilde seyreltilmistir.

GEREKLI OLAN FAKAT URUNLE BIRLIKTE VERILMEYEN
MALZEMELER

Yontem tablosunda listelenen Uriinlerin hepsi tiim bolgelerde mevcut olmayabilir. Yerel
destek temsilcinizle iletisime gegin.

Asagdida yer alan reaktifler ve malzemeler boyama igin gerekli olabilir fakat triinle birlikte
verilmez:

1. Onerilen kontrol dokusu

2. Mikroskop slaytlari, pozitif yikli

3. BenchMark Special Stains cihazi

4. BenchMark Special Stains Deparaffinization Solution (10X) (Kat. No. 860-036 /
06523102001)

5. BenchMark Special Stains Liquid Coverslip (Kat. No. 860-034 / 06523072001)

6.  BenchMark Special Stains Wash Il (Kat. No. 860-041 / 08309817001)

7. Genel amagli laboratuvar ekipmani

SAKLAMA VE STABILITE

Congo Red Staining Kit, 2-8 °C'de saklanmalidir. Buzdolabinda saklanan kit bilesenleri,
kullanim éncesinde oda sicakligina getirilmelidir.

Duzgiin bir sekilde saklanmasi halinde, agilmamis ve agilmig reaktifler etikette belirtilen
tarihe kadar stabil kalir. Reaktifi kit tizerinde belirtilen son kullanma tarihinden sonra
kullanmayin.

Bu reaktiflerde instabiliteyi gosterecek belirgin isaretler yoktur; dolayisiyla bilinmeyen
numunelerle es zamanli olarak kontroller ¢alistinimalidir. Pozitif kontrol materyali
boyamada azalma gdsteriyorsa yerel destek temsilcinizle iletisime gegin ¢linki bu durum
reaktif instabilitesine isaret ediyor olabilir.

NUMUNE HAZIRLAMA

Bu Uriin ve BenchMark Special Stains cihazlariyla kullanim igin rutin olarak islenen, FFPE

dokular gereklidir. Onerilen doku sabitleyici %10 nétr tamponlu formalindir.!

Numune alma ve saklama islemini CLSI belgesi M29 T2 dogrultusunda gergeklestirin.9

Yaklasik 8 um olmak (izere uygun kalinlikta kesitler gikarin ve kesitleri pozitif yiikli cam

slaytlar tizerine yerlestirin.

1. Slaytlan kurutun.!

2. Uygun barkod etiketlerini yazdirin.

3. Slaytlari cihaza yiklemeden énce barkod etiketlerini slaytlarin buzlu ucuna
uygulayin (etiketlerin dogru sekilde uygulanmasi igin cihazin Kullanici Kilavuzuna
bakin).

BenchMark Special Stains cihazi igin dnerilen protokole yonelik Kullanim Talimatlari

kismina bakin.

UYARILAR VE ONLEMLER

1. invitro diagnostik (IVD) kullanima yoneliktir.

2. Sadece profesyonel kullanim igindir.

3. DIKKAT: Amerika Birlesik Devletlerinde, Federal yasa bu cihazin satigini bir
doktora veya doktor siparisiyle yapilacak sekilde sinilamaktadir. (Rx Only)
Belirtilen test sayisinin tizerinde kullanmayn.

Pozitif yiiklii slaytlar, uygun olmayan boyamaya yol agan gevresel streslere yatkin
olabilir. Bu tiir slaytlarin kullanimi hakkinda daha fazla bilgi almak igin Roche
temsilcinize danigin.

insan veya hayvan kaynakli materyaller, biyotehlikeli materyaller olduklarr
varsayllarak kullanilmali ve uygun dnlemler alinarak atiimalidir. Maruz kalma
durumunda, sorumlu otoritelerin saglik direktifleri izlenmelidir.10.11

Reaktiflerin goz ve mukoz membranlarla temas etmesini dnleyin. Reaktifler hassas
bélgelerle temas ederse bu bdlgeleri bol suyla durulayin.

Yanlig sonuglar alinmasina neden olabilecegi i¢in reakiflerin mikrobiyal
kontaminasyona maruz kalmasini 6nleyin.

Bu cihazin kullanimi hakkinda daha fazla bilgi igin BenchMark Special Stains cihazi
Kullanicr Kilavuzuna ve tiim gerekli bilesenlerin navifyportal.roche.com adresinde
bulunan kullanim talimatlarina bakin.

Onerilen imha ydntemleri hakkinda bilgi almak igin yerel ve/veya resmi kurumlara
danigin.
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11. Uriin giivenligi etiketi, dncelikli olarak EU GHS yénergelerini izler. Giivenlik bilgi
formu profesyonel kullanict igin talep tizerine temin edilir.

12. Bucihazla ilgili stiphelenilen ciddi olaylari raporlamak icin yerel Roche temsilcisi ve
kullanicinin bulundugu Uye Devlet veya Ulkenin yetkili makamiyla iletisime gegin.

Bu Urtin, Diizenleme (EC) No. 1272/2008 uyarinca asagidaki sekilde siniflandirilan
bilesenler icermektedir:

Tablo 1. Tehlike bilgileri.

Tehlike Kod Beyan
Tehlike H225 Yiiksek derecede yanici sivi ve buhar.

H315 Deri tahrigine neden olur.

H319 Ciddi g6z tahrisine neden olur.

H336 Uyusukluk veya bas dénmesine neden olabilir.

% H350 Kansere yol agabilir.

H373 Uzun sireli ve yinelenen maruz kalma sonucunda
organlarda hasara neden olabilir.

P201 Kullanimdan dnce 6zel talimatlari edinin.

P210 Isidan, sicak yizeylerden, kivilcimlardan, agik
alevlerden ve diger tutusma kaynaklarindan uzak
tutun. Yakininda sigara igmeyin.

P260 Sis veya buharlari solumayin.

P280 Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/koruyucu goézllik/yiiz
korumasi/isitme korumasi kullanin.

P308+ Maruz kalmigsaniz veya endise duyarsaniz: Tibbi

P313 tavsiye/yardim alin.

P370+ Yangin durumunda: Séndirmek igin kuru kum, kuru

P378 kimyasal veya alkole dayanikli kdpuk kullanin.

EUH208: Bu irin Sodyum iyodat igerir. Alerjik reaksiyona neden olabilir.

KULLANIM TALIMATLARI

Reaktif Flakonunu Hazirlama

ilk kullanimdan énce, reakdif flakonu igine bir flakon parcasi ve emme gubugu

yerlestirilmelidir.

Nakliye kapagini flakondan gikarin ve parca ile gubugu flakon igine yerlestirin. Flakon

acildiktan sonra, parga ile emme gubugu flakon iginde birakiimalidir.

Boyama Proseduri

1. Reaktifleri ve slaytlari cihaza ytikleyin.

2. Reaktif kullanimdayken yumusak kapag reaktif tutucu tizerindeki yuvaya yerlestirin.

3. Boyama islemini Tablo 2 lizerinde gdsterilen 6nerilen protokol ve Kullanici Kilavuzu
icindeki talimatlar dogrultusunda gerceklestirin.

4. Islem tamamlandi§inda slaytlar cihazdan gikarin.

5. Reaktifin kullaniimadigi zamanlarda reaktif flakonunun tizerini kapatmak igin
yumusak kapagi kullanin.

Onerilen Protokol

Otomatik prosediirlere iligkin parametreler, cihazin Kullanici Kilavuzundaki prosediire gore

gortintilenebilir, yazdirilabilir ve diizenlenebilir.

Asagdidaki proseddrler, kullanici tercihine uygun esneklik sadlar. Bu Griin, BenchMark

Special Stains cihazlariyla kullanim igin optimize edilmistir ancak kullanici, bu trlinle elde

edilen sonuglari dogrulamalidir.
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Tablo 2. BenchMark Special Stains cihazinda Congo Red Staining Kit igin 6nerilen

boyama protokoli.

Boyama Prosediirii

S Congo Red

Protokol Basamag:

Yontem

Deparafinizasyon

Parafin gidermeyi otomatik hale getirmek igin segin.

Firinlama
(istege bagh)

Varsayilan segili degildir.
4 dakika boyunca 75 °C énerilir.

Segenek 1 veya Segenek 2

Varsayilan, Segenek 1'dir.

Segenek 1 veya Segenek 2'yi segin:
e Segenek 1'de, Hematoxylin éncesinde

Congo Red Stain dagitilir; gekirdekler mor
olacaktir.

. Segenek 2'de, Congo Red Stain éncesinde
Hematoxylin dagitilir; gekirdekler mavi
olacaktrr.

Secenek 1

Boyama Yogunlugunun
Optimize Edilmesi

(C. Red Stain)

Segenek 1 igin varsayilan, 24 dakika stiresince
37 °C'dir.

Boyama yogunlugunun ayarlanmasini

etkinlestirmek igin segin.*

37-60 °C arasinda sicaklik segin:

e Amiloidin daha agik renkte boyanmasi igin
37°C

Amiloidin daha koyu renkte boyanmasi igin 60 °C

20-32 dakika arasinda bir inkiibasyon suresi segin:

e Amiloidin daha agik renkte boyanmasi igin 20
dakika

e Amiloidin daha koyu renkte boyanmasi igin
32 dakika

Hematoxylin Yogunlugunun
Optimize Edilmesi
(C. Red Hematoxylin)

Segenek 1 igin varsayilan, 12 dakikadr.

Hematoksilini optimize etmek icin segin*:
e 4 dakika, daha agik niikleer boyama
. 16 dakika, daha koyu niikleer boyama

Segenek 2

Hematoxylin Yogunlugunun
Optimize Edilmesi
(C. Red Hematoxylin)

Segenek 2 icin varsayilan, 8 dakikadir.

Hematoksilini optimize etmek icin segin*:
e 4 dakika, daha agik niikleer boyama
16 dakika, daha koyu nikleer boyama

Congo Red Yogunlugunun
Optimize Edilmesi

(C. Red Stain)

Segenek 2 icin varsayilan, 48 dakikadir.

Boyama yogunlugunun ayarlanmasini
etkinlestirmek igin segin.*
32-48 dakika arasinda bir inklibasyon stiresi segin:

. Amiloidin daha agik renkte boyanmasi igin 32
dakika

Amiloidin daha koyu renkte boyanmasi igin 48
dakika

* Boyama tercihlerini ayarlamak igin boya sicakligini ve inkiibasyon siiresini her

seferinde birer parametre artirin.
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Onerilen Cihaz Sonrasi isleme Prosediirii

1. Kalan gozeltiyi gidermek igin slaytlari 5 ila 10 saniye boyunca, her birinde yavasca
sallayarak i¢ kez %100 etanol ile yikayin.

2. Slaytlari 5ila 10 saniye boyunca, her birinde yavasga sallayarak U kez %100 ksilen
ile dehidre edin.

3. Kalici sabitleme ortami ile lamel yerlestirin.

4. VENTANA HE 600 sistemi lamel yerlestime protokolii ile uyumludur. Daha fazla

talimat icin VENTANA HE 600 sistemi Kullanici Kilavuzuna bakin.

KALITE KONTROL PROSEDURU

Pozitif kontrol materyali olarak, bir amiloidoz hastasindan alinan bir doku gibi, amiloid
bakimindan pozitif FFPE insan dokusu émek gdsterilebilir.! Kontrol dokusu, test
kesitleriyle ayni sekilde miimkiin olan en kisa stirede hazirlanmis veya sabitienmis taze
otopsi, biyopsi numunesi veya cerrahi numune olmalidir. Bu gibi dokular, doku
hazirligindan boyamaya kadar analizin tim adimlarini izlemelidir.

Test numunesinden farkli sekilde sabitlenmis veya islenmis bir doku kesitinin kullaniimasi,
tim reaktifler ve fiksasyon ile doku igleme hari¢ yontem adimlari icin kontrol saglar. Diger
doku elemanlarinin seliiler bilesenleri negatif kontrol gérevi gorebilir.

Uygun laboratuvar uygulamalari, test dokusuyla ayni slayt Uzerinde pozitif kontrol kesiti
icermektedir. Bu, slayta reaktif uygulamadaki hatalar belirlemeye yardimci olur. Kontrol
dokusu, hem pozitif hem de negatif boyama elementleri icerebilir ve hem pozitif hem de
negatif kontrol olarak gorev yapabilir.

Kontrol dokusu her islemde test edilmelidir.

Bilinen pozitif doku kontrolleri, hasta 6rneklerinin spesifik teshisinin kesin olarak
belilenmesinde bir yardimei olarak degil, yalnizca islenen dokularin ve test reaktiflerinin
dogru performansini izlemek icin kullaniimalidir.

Pozitif doku bilesenleri pozitif boyama sergilemezse test numunelerinin sonuglari gegersiz
sayllmalidir. Negatif bilesenler pozitif boyama sergilemezse hasta numunelerinin sonuglari
da gegersiz saylimalidir.

Kontrol sonuglarinda agiklanamayan uyusmazliklar derhal yerel destek temsilcisine
yonlendirilmelidir. Kalite kontrol sonuglarinin spesifikasyonlari kargilamamasi durumunda
hasta sonuclari gegersiz olur. Bunun nedeni belirlenmeli ve diizeltiimelidir ve hasta
ornekleri tekrarlanmalidir.

BOYAMA YORUMLARI/ BEKLENEN SONUCLAR
Congo Red Staining Kit, amiloidi gdstermek tizere test edilmistir.
Amiloid (parlak alan altinda): pembeden somon rengine
Amiloid (polarize 1sik altinda): elma yesili gift kesisme
Gekirdekler: protokol Segenek 1 ile mor

Gekirdekler: protokol Segenek 2 ile mavi

Amiloid, doku genelinde dairesel veya serit benzeri pembe boyama ¢okeltileri olarak
gortinebilir. Kan damari duvarlarinda ve bazal membranlarda birikmeye ydnelik
belirli bir egilim gosterir. Keratin, elastik ve yogun kolajen lifleri Congo kirmizisi
boyay! tutabilir. Gift kesisme, amiloid fibril Congo kirmizisi kompleksinin yapisal bir
ozelligidir.7.8 Hem parlak alan altinda Congo kirmizisinin pembeden somon rengine
boyamasi hem de polarize isik altinda elma yesili gift kesisme olmadan, amiloidin
kesin olarak tanimlanmasi miimkin degildir.

OZEL KISITLAMALAR
Bu tayin igin yalnizca pozitif yiikli mikroskop slaytlari kullanilmis ve dogrulanmistir.

PERFORMANS OZELLIKLERI

ANALITIK PERFORMANS

Hassasiyet, spesifite ve kesinlikle ilgili boyama testleri yrtitiilmistiir ve sonuglari asagida
listelenmistir.

Hassasiyet ve Spesifite

Analitik hassasiyet ve spesifite, amiloid pozitif dokularda (gesitli doku tipleri) ve normal
deride degerlendirilmistir. Her iki protokol segenegi (Segenek 1 ve Segenek 2), Tablo 3'te

listelenen tiim doku vakalarinda test edilmistir. Degerlendirilen tiim doku vakalari (60/60),
Tablo 3 iginde gésterildigi gibi kabul edilebilir boyama bakimindan basarili olmustur.
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Tablo 3. Congo Red Staining Kit tiriintiintin hassasiyeti/spesifitesi, asagidaki FFPE normal
ve hastalikli dokularin test edilmesiyle belirlenmistir.

Basarili Sayisi / Test
el Edilen Sayisi
Amiloid pozitif dokular (cesitli doku tipleri*) 45745
Normal deri 15/15

*Test edilen dokular, bunlarla sinirli olmamak iizere tiroit, prostat bezi, karaciger,
mide, kolon, yumusak doku ve akcigeri igerir.

Kesinlik

Congo Red Staining Kit trtintintin kesinligi, birden fazla islem, gtin, cihaz ve reaktif lotu
arasinda, protokol Secenek 1 kullanilarak gesitli amiloid pozitif dokulardan (tiroit, prostat
bezi, karaciger, mide, kolon, yumusak doku ve akciger) kesilen birden fazla slayt
kullanilarak belirlenmistir. Ttim kabul kriterleri tamamen karsilanmistir. Kesinlik calismalari
Tablo 4'e gore Congo Red Staining Kit icin gergeklestirilmistir.

Tablo 4. Congo Red Staining Kit icin kesinlik slayt calismalari.

Test Edilen Parametreler Kosul sayisi Basarili Sayisi /
Test Edilen Sayisi

islemler Arasi 3 islem, ayni glin 54 | 54

Glinler Arasi 5giln 90/90

Cihazlar Arasi 3 cihaz 54 /54

islem igi ayni giin, ayni cihaz 54 /54

Lotlar Arasi 3 lot 54 /54

Sonuglar, slaytlar arasinda boyama yogunlugu bakimindan énemli bir fark olmadigini
ortaya koymustur.

SORUN GIDERME

1. Kesit kalinligi, boyama kalitesi ve yogunlugunu etkileyebilir. Boyama uygun olmazsa
destek igin yerel destek temsilcinizle iletisime gegin.

Nekrotik veya otolize ugramis doku, non-spesifik boyama sergileyebilir.

Pozitif kontrol negatifse doku, uygun olmayan sekilde toplanmis, sabitienmis veya
deparafinize edilmis olabilir. Toplama, saklama ve fiksasyon igin uygun prosedirii
izleyin.

Pozitif kontrol negatifse slaytin uygun barkod etiketine sahip oldugunu kontrol edin.
Slayt uygun sekilde etiketlenmigse kontrollerin uygun sekilde boyanip
boyanmadigini belirlemek iin ayni islemden diger poxzitif kontrolleri kontrol edin.
Asiri arka plan boyamasi gértilurse: eksik parafin giderme, boyama artefaktlarina
veya boyama olmamasina neden olabilir. Parafinin tiimu slayttan giderilmemisse
mevcutsa uzatimis deparafinizasyon segenegini kullanarak boyama islemini
tekrarlayin.

Doku kesitleri slayttan gikarsa slaytlarin pozitif yiikli oldugunu dogrulayin.

Daha kalin kesitler, amiloid gokeltilerini daha etkili bir sekilde gdsterirken daha ince
kesitler, elma yesili cift kesismeyi gdstermeyebilir.

Boyama yogunludu, kesitlerin yasiyla birlikte azalir; yeni alinan kesitler daha yogun
bir boyama reaksiyonu verir.

Slaytlari iyice dehidre etmek ve hemen degerlendirmek dnemlidir. Manuel
boyamada oldugu gibi, Congo kirmizisi da dehidrasyon sirasinda alkole uzun siire
maruz kalma sonucunda gikabilir.

islem tamamlandiktan sonra slaytlarin cihaz (izerinde uzun siire kalmasi boyama
kalitesini ve yogunlugunu olumsuz etkileyebilir. Boyamanin uygun olmamasi
halinde, islemin sonunda slaytlari derhal gikarin ve cihaz sonrasi islemeye gegin.
Diizeltici eylem igin Kullanim Talimatlari kismina, cihazin Kullanici Kilavuzuna bakin
veya yerel destek temsilcinizle iletisime gegin.

2.
3.
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NOT: Bu belgede, ondalik bir sayinin tam say! ve kesir kisimlarini ayirmak igin ondalik

ayirici olarak her zaman nokta kullaniimistir. Binlik basamaklar igin ayirici

kullaniimamigtir.

Semboller

Ventana, ISO 15223-1 standardinda listelenenlere ek olarak asagidaki sembol ve isaretleri

kullanmaktadir (ABD icin: kullanilan sembollerin tanimlari igin elabdoc.roche.com/symbols

adresine bakin):

GTIN Kiiresel Ticari Uriin Numaras!
Benzersiz Cihaz Tanimlamasi
@ Tibbi cihazi Avrupa Birligi'ne ithal eden kurulusu belirtir
REVIZYON GEGMISI
Rev Giincellemeler

H Uyarilar ve Onlemler ve Referanslar bélimlerinde giincellemeler yapildi.

FIKRI MULKIYET

VENTANA, BENCHMARK, VENTANA HE ve VENTANA logosu Roche sirketinin ticari
markalaridir. Tim diger ticari markalar, ilgili sahiplerinin mulkiyetindedir.
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