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(Digoxigenin-labeled)

T-1115-400 N/ 40 (0,4 ml)

Kvalitafivai cilvéka Ig-kappa (k) vieglas kédes mRNS
noteikanai ar hromogéno /n situ hibridizaciju (CISH)
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In vitro diagnostikas medicinas ierice
saskana ar VDR (ES) 2017/746

1.  Paredzétais mérkis

Zyto Fasthuman lg-kappa Probe (PF30) ir paredzéta cilvéka Ig-kappa (k)
vieglas kédes mRNS kvalitafivai noteikdanai formalina fiksétos, parafina
iestradatos paraugos, pieméram, multiplas mielomas gadijuma, izmantojot
hromogéno in situ hibridizaciju (CISH). Zonde ir paredzéta izmanto$anai
kopa ar ZytoFastPLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB (Produkta Nr.
T-1063-40).

Produkts ir paredzéts tikai profesionalai lieto$anai. Visi festi, kuros izmanto
$o produkiu, javeic serfificéta, licencéta anatomiskds patologijas
laboratorija, patologa/cilvéka genétika uzraudziba, ko veic kvalificéts
personals.

Produkts ir paredzéts ki paliglidzeklis  multiplas  mielomas
diferencialdiagnozei, un, pamatojoties tikai uz testa rezultatu, nedrikst
uzsakt terapeitiskus pasakumus.

2. Testa princips

Hromogénas /n sifu hibridizacijos (CISH) metode Jauj noteikt un vizualizét
specifiskas nukleinskabju sekvences $tinu preparatos. Ar hapténiem markéti
nukleotidu fragmenti, ta sauktas CISH zondes, un to komplementaras
mérka sekvences preparatos tiek kopdenaturétas un péc tam hibridizacijas
laika tiek atdalitas. Péc tam nespecifiskos un nesaisfitos zondes fragmentus
nonem ar stingram mazgadanas darbibam. Markétas zondes dupleksa
veido$anos var vizualizét, izmantojot primaras (nemarkétas) antivielas, ko
nosaka ar sekundarajam polimerizétajam enzimu konjugétajam antivielam.
Péc tam fermentu reakcijas ar hromogéniem substratiem rezultata veidojas
krasaini nogulsnes. Péc kodola iekraso$anas ar kodola krasvielu
hibridizétos zondes fragmentus vizualizé ar gaismas mikroskopu.
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3.  Sniegtie reagenti

Zyto Fast human lg-kappa Probe sastav no:

. ar digoksigeninu ieziméti oligonukleotidi (~ 0,2 ng/ul), kas ir vérsti
pret mRNS sekvencém, kuras kodé Ig-kappa vieglas kédes
konstantos regionus.

Zyto Fasthuman Ig-kappa Probe ir pieejama viena izméra:

. T-1115-400: 0,4 ml (40 reakcijos pa 10 ul katra)

4. NepiecieSamie, bet nepiegadatie materiali

. ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB
(Produkta Nr. T-1063-40)

. Pozitivas un negafivas kontroles paraugi

. Mikroskopa priekdmetstiklini, pozitivi 1adéti

. Udens vanna (55 °C, 98 °C)

. Hibridizers vai karsta plate

Hibridizators vai mitruma kamera hibridizacijas krasni

Reguléjamas kalibrétas pipetes (10 ul, 100 ul, 1000 ul)

Burku vai vannu kraso$ana

Taimeris

Kalibréts termometrs

Etanols vai reagentu spirts

Ksilols

Metanols 100%

. Udenraza peroksids (H,O3 ) 30%.

. Dejonizéts vai destiléts Gdens
. Parklajumi (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)
. gumijas cementu, pieméram, Fixogum Rubber Cement (Produkta Nr.

E-4005-50/-125) vai lidzigu.
. Atbilsto$i uzturéts gaismas mikroskops (100-200x)

5. Uzglabasana un parvieto$ana

Uzglabat 2-8 °C temperatira vertikala stavokli. Uzreiz péc lieto$anas
afgriezt glabadanas apstaklos. Nelietot reagentus péc deriguma termina
beigam, kas noradits uz etiketes. Produkts ir stabils lidz markéjuma
noraditajom deriguma terminam, ja ar to rikojas atbilstosi.

6.  Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

. Pirms lieto$anas izlasiet lieto$anas instrukciju!
. Neizmantojiet reagentus péc deriguma termina beigam!
. Sis produkis satur veselibai kaitigas un potenciali infekciozas vielas

(neliela koncentracija un daudzuma). Izvairieties no tie$as saskares ar
reagentiem. Veikt atbilstodus aizsardzibas pasakumus  (lietot
vienreizlietojamos cimdus, aizsargbrilles un laboratorijos apgérbu)!

. Par jebkuru nopietnu negadijumu, kas nofticis saistiba ar
izstradajumu, zinojiet razotajaom un kompetentajai iestadei saskana ar
vietéjiem noteikumiem!

. Ja reagenti nonak saskaré ar adu, nekavéjoties noskalojiet adu ar
lielu daudzumu ddens!

. Profesionalam lietotdjam péc pieprasijuma ir pieejama materialu
dro$ibas datu lapa.

. Neizmantojiet reagentus atkartoti, ja vien atkartota izmanto$ana nav
skaidri atlautal

. Izvairieties no paraugu savstarpéjas piesarno$anas, [o tas var izraisit
klddainus rezultatus.

. Hibridizacijos un mazgasanas laika paraugiem nedrikst Jaut nozat.

Bistamibas un piesardzibas noradijumi:

Si zonde nav klasificata ka bistama saskana ar Regulu (EK) Nr. 1272/2008.
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7. lerobeZojumi

. Lieto$anai /n vitro diagnostika.

. Tikai profesionalai lieto$anai.

. Tikai neautomatizétai lietodanai.

. Pozitiva krasojuma vai ta neesamibas kliniska interpretacija javeic,

nemot véra klinisko anamnézi, morfologiju, citus histopatologiskos
kritérijus, kd ari citus diognostiskos  testus.  Kvalificéta
patologa/cilvéka genétika pienakums ir parzinat CISH zondes,
reagentus, diagnostikas panelus un metodes, ko izmanto, lai iegitu
krasoto preparatu. Kraso$ana javeic sertificéta, licencéta laboratorija
patologa/cilvéka genétika uzraudziba, kurs ir atbildigs par iekrasoto
priek$metstiklinu parskafianu un pozifivdas un negafivas kontroles
atbilstibas nodrosinasanu.

. Parauga kraso$ang, jo Tpasi signala infensitate un fona krasojums, ir
atkariga no parauga apstrades un apstrades pirms kraso$anas.
Nepareiza fiksacija, sasaldé$ana, atkausé$ana, mazgasana,
zavé$ana, sildidana, griezumu veido$ana vai piesarnojums ar citiem
paraugiem vai $kidrumiem var radit artefaktus vai kladainus
rezultatus. Neatbilstigus rezultatus var izraisit fiksacijas un iestrades
metoZu atskiribas, ka arf paraugam raksturigi nelidzenumi.

. Zondi drikst izmantot tikai 3. nodala aprakstitas secibas noteikdanai.
"Piegadatie reagenti".

. Darbiba tika validéta, izmantojot $aja lietoSanas instrukcija
aprakstitas procediras. So procediru modifikicijas var mainit
veikisp&ju, un tas ir jaapstiprina lietotajam. Sis IVD ir sertificats ka CE
tikai tad, ja to lieto, ka aprakstits 3aja lieto$anas instrukcija, atbilstosi
paredzétajam lietojumam.

8. Vielas, kas rada traucé&jumus

Ar ISH nav saderigi $adi fiksatori:

. Buéna fiksafivs

. B5 fiksators

. Skabie fiksatori (pieméram, pikronskabe).
. Zenkera fiksativs

. Alkoholi (ja tos lieto atseviski)

. Dzivsudraba hlorids

. Formaldehida/cinka fiksators

. Olanda fiksativs lidzeklis

. Nebuferéts formalins

9.  Paraugu sagatavo$ana

Sagatavojiet paraugus, ka aprakstits ierices lieto$anas instrukcija. ZytoFast
PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB.

10. lerices sagatavo$anas apstrade

Produkts ir gatavs lietodanai. Nav nepiecieSams atjaunot, sajaukt vai
atskaidit. Pirms lietoSanas zondi jauzsilda lidz hibridizacijas temperatarai
(55 °C) un ripigi jasajauc.

11. Analizes procediira

Parauga pirmapstrade

Veiciet paraugu priek$apstradi (pieméram, atvasko$anu, proteolizi)
saskand ar attiecigd ZytoFast CISH Implementation Kit lieto$anas
instrukciju.

Denaturacija un hibridizacija
1. Uz kotra iepriek§ apstradata parauga ar pipeti uzpiliniet 10 ul
zondes.

2. Parklajiet paraugus ar 22 x 22 mm lielu parklajplaksniti (izvairieties
no burbulu veido$anas) un aiztaisiet parklajplaksniti.

Blivésanai iefeicams izmantof gumijas cementu (pieméram, Fixogum).

3. Novietojiet priekdmetstiklinus uz karstas plates vai hibridizatora un
denaturéjiet paraugus 5 minites 75 °C temperatira.

4. Parnesiet priekdmetstiklinus uz mitruma kameru un hibridizéjiet 1 h
55 °C temperatira (pieméram, hibridizacijas krasni).

Ir svarigi, lai hibridizicijas laika paraugi neizZitu.
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Péc hibridizacijas

Veiciet péchibridizacijas apstradi (mazgadana, noteikana, pretkraso$ana,
montaza, mikroskopéSana) saskand ar aftiecigd  Zytofast CISH
Implementation Kit lieto$anas instrukciju.

12. Rezultatu interpretacija

lzmantojot ZyfoFast PLUS CISH ievie$anas komplektu HRP-DAB, hibridizéti
ar digoksigeninu ieziméti oligonukleotidi, ko nosaka ar marrutku
peroksidazi (HRP) un DAB, paradas ka brins raksts.

Pozitivu reaktivitati plazmas B $nas norada citoplazmas krasojums.

Limfoidajos audos normala kappa un lambda attieciba ir aptuveni 2:1, un,
ja kappa un lambda attieciba ir > 3:1 vai < 0,3:1, ir norade uz
monoklonialitati.

Ladzu, nemiet véra:

e  Signalu vizualizacija javeic vismaz ar 100kartigu palielindjumu, lai
iegltu viegli saskatamus signalus.

e Neizvértgjiet nekrozes zonas, parklajosos kodolus, parak sagremotus
kodolus un kodolus ar vaju signala intensitati.

e Negafivu vai nespecifisku rezultatu var izraisit vairaki faktori (skafit
16. nodalu "Problému novérsana").

e Lai pareizi inferpretétu rezultatus, lietotdjom 3is produkts pirms
lieto$anas diagnostikas procediiras ir jaapstiprina saskana ar valsts
un/vai starptautiskajam vadlinijam.

13. leteicamas kvalitates kontroles procediras

Lai uzraudzitu apstradato paraugu un testa reagentu pareizu darbibu,
katrai analizei ir jabat pievienotai iek3&jai un aréjai kontrolei. Ja iek3éjas
un/vai aréjas kontroles neuzrada atbilstodu krasojumu, rezultati ar pacienta
paraugiem jauzskata par nederigiem.

lek3gja kontrole: Plazmas B $inam parauga japarada lg-kappa vai Ig-
lambda krasojuma modelis. Sinam parauga, kas nepieder pie B-$anu tipa,
pieméram, fibroblastiem, nav jabat bez krasojuma zZiméjuma.

Aréja vadiba: Apstiprinati pozitivie un negativie kontroles paraugi.

14. Veikispéjas raksturlielumi
14.1 Analitiska veikispéja

Analitiska jufiba: 100% (95% Cl 98.5 — 100.0)
Analitiska specifika: | 100% (95% CI 97.0 - 100.0)

14.2 Kliniska veikispéja

Diagnostikas 100% (95% Cl 86.3 -100.0) pret IHC

jutigums: 100% pret RAPID RISH Biocare/ bezseruma vieglo kézu
ierobezo3anas testu

88.24% pret IHC

100% (95% CI 86.3 -100.0) pret IHC

Diagnostikas
specifiskums:

15. lzmedana

Reagentu iznicina$ana javeic saskana ar vietéjiem noteikumiem.

16. Problemu novér$ana

Jebkura novirze no lieto$anas instrukcijam var novest pie sliktakiem
kraso$anas rezultatiem vai ari pie 13, ka kraso$ana vispar nenotiek. Sikaku
informaciju skatiet www.zytovision.com.

vaji signali vai to nav vispar

lesp&jamais iemesls Riciba

Nepareizi veikta Optimizét pepsina inkubacijas laiku,
proteolitiska vajadzibas gadijuma to palielinat vai
pirmapstrade samazinat.
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Zondes iztvaiko$ana

Ja izmantojat hibridizeru, obligati
jaizmanto slapjas svitras/ ar adeni
piepilditas tvertnes. lzmantojot
hibridizacijas krasni, obligati jaizmanto
mitruma kamera. Turklat, lai novérstu
parauga izzi$anu hibridizacijas laika,

pieméram, ar fiksogumu.

Izmantojiet svaigus $kidumus;
parbaudiet deparafiné$anas ilgumu.

Nepilniga
deparafinédana

Nepietiekama hromogéna
substrata sagatavo$ana

Ta vieta, lai pagatavotu krasu substratus
pilienu veida, izmantojiet pipeti.

Parak ilgs pretkraso$anas
laiks

Izvairieties no tum3a pretkrasojuma, jo
tas var aizénot pozifivos kraso$anas
signalus.

Nepareizi veikta
pretkrasojuma zilinasana

Zilina$anai izmantojiet aukstu tekosu
krana ddeni; nelietojiet siltu vai karstu
Gdeni vai zilina8anas reagentus.

Signalu izzu$ana vai apvieno$ana

lespéjamais iemesls

Riciba

Ir izmantots nepiemérots
montazas risinajums

Izmantojiet tikai komplekta ieklauto vai
lieto$anas instrukcija ieteikto montazas
risindjumu. Lietojiet $kidumus bez
piemaisijumiem; nelietojiet parklajlapas
lenti.

Nepareizi veikta Pepsina inkubacijas laika optimizé$ana
proteolitiska

pirmapstrade

Slaidi pirms hibridizacijas | Atri parvietojiet priekdmetstiklinus
atdzeséti lidz istabas hibridizacijas temperatara
temperatirai

Signalu parklaganas

lespéjamais iemesls Riciba

Sagatavojiet 3-5 um mikrotoma
griezumus

Neatbilstoss audu
griezumu biezums

Paraugs peld no priekdmetstiklina

lespéjamais iemesls Riciba

Parak spéciga Pepsina inkubacijas laika saisinasana
proteolitiska
pirmapstrade

Nevienmérigi vai dazas dalas tikai oti viegli traipi

lespéjamais iemesls

Riciba

Nepilniga deparafiné$ana

Izmantojiet svaigus $kidumus; parbaudiet
deparafiné$anas ilgumu.

Parak mazs reagenta
tilpoums

Parliecinieties, ka reagenta tilpums ir
pietieckami liels, lai parklatu audu
laukumu.

Neviendabigi rezultati

lespéjamais iemesls

Riciba

Nepietiekama Zavésana
pirms zondes uzklasanas

Pagarinat zavésanu gaisa

Parak daudz
Gdens/mazgasanas
bufera uz audiem pirms
pepsina, antivielu un/vai
krasu substratu
lieto$anas.

Parliecinieties, ka no audu griezuma ir
nonemts liekais $kidrums, to noslaucot
vai sakratot no priekdmetstiklina.
Nelieli idens/mazgasanas bufera
atlikumi netraucé testam.

Audu fiksacijas un
iestradaganas metozu
variacijas

Optimizét fiksacijas un iestrades
metodes

Audu griezuma biezuma
izmainas

Optimizét griezumu sadali$anu

Morfologijas degradacija

lesp&jamais iemesls

Riciba

Sanu vai audu paraugs
nav pareizi fikséts

Optimizét fiksacijas laiku un fiksatoru

Nepareizi veikta
proteolitiska
pirmapstrade

Pepsina inkubacijas laika optimizé$ana

Trok¥nains fons

lesp&jamais iemesls

Riciba

Sekcijas izzuvusas jebkura
laika hibridizacijas laika
vai péc tas.

Izvairieties no sekciju izzG3anas;
izmantojiet mitruma kameru; pienacigi
noslédziet vaku.

llgaks substrata
inkubacijas laiks

Substrata inkubacijas laika saisina$ana
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18. Parskafisana

I:EI www.zytovision.com

Jaunakas lietodanas instrukcijas, ka ar lietodanas instrukcijas dozadas
valodas skafit vietné www.zytovision.com.

Masu eksperti ir gatavi atbildét uz jasu jautajumiem.
Ludzu, sazinieties ar helptech@zytovision.com
DroSibas un veikispéjas kopsavilkumu skatiet $3da dokumenta

www.zytovision.com.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhafena/ Vacija
Talrunis: +49 471 4832-300
Fakss: +49 471 4832-509
E-pasts: info@zytovision.com

Predu zimes:
ZytoVision® un Zyto Fas® ir ZytoVision GmbH pre¢u zimes.
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