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Diagnostickd zdravotnicka pomécka in vitro
podla IVDR (EU) 2017/746

1.  Zamyslané pouzitie

Stprava FlextSH-Tissue Implementation Kit je uréend na pouzitie v
kombindcii so sondami Flex/SH na vzorkéch fixovanych formalinom a
vloZenych do parafinu pomocou fluorescenénej in situ hybridizécie (FISH).

Vyrobok je uréeny len na profesiondlne poutzitie. Vietky testy s pouzitim
vyrobku by mal vykondvat kvalifikovany persondl v certifikovanom,
licencovanom laboratériu anatomickej patolégie pod dohfadom patoléga/
humadnneho genetika.

2.  Princip testu

Technika fluorescenénej /in situ hybridizécie (FISH) umoziuje detekciu a
vizualizéciu  $pecifickych sekvencii nukleovych kyselin v bunkovych
preparétoch. Fluorescenéne oznagené fragmenty DNA, tzv. sondy FISH, a
ich komplementdrne cielové retazce DNA v prepardtoch sa poéas
hybridizacie spologne kodenaturujd a nésledne nechajo hybridizovat.
Potom sa ne$pecifické a nenaviazané fragmenty sond odstrénia premytim.
Po kontrastnom farbeni DNA pomocou DAPI sa hybridizované fragmenty
sond vizualizujt pomocou fluorescenéného mikroskopu vybaveného
excitaénymi a emisnymi filtrami $pecifickymi pre fluorochrémy, ktorymi boli
fragmenty sond FISH priamo oznaéené.
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3.  Poskytnuté &inidla

F/extSH-Tissue Implementation Kit je k dispozicii v dvoch velkostiach a
skladd sa z:

Kod < Mnozstvo
6 omponent Kontajner
P 20 \/ 5 !
PT1 Heci. Pret.relofment 500 ml | 150 ml Flclso so skrui!«)’vqcm
Solution Citric uzéverom (velkd)
Flasticka s
EST Pepsin Solution 4 ml 1 ml kvapkadlom,
biela giapka
WB10 5x _FlexISH Wash 500 ml | 150 ml FIa’so so skrui!(czvcom
Buffer uzéverom (velkd)
§ . )
MT7 DAPI.gDuroTecf 08 0.2 akcna[ né&doba
Solution modré veko
Ndvod na poutzitie | 1 1

Z-2182-5 (5 testov): Komponenty EST a MT7 postalujt na 5 reakcii.
Komponent WB10 vystaéi na 3x 3 nddoby na farbenie o 70 ml. Zlozka PT1
vystaéi na 2 farbiace nddoby po 70 ml.

Z-2182-20 (20 testov): Komponenty EST a MT7 postaguji na 20 reakcii.
Komponent WB10 vystaé&i na 11x 3 nadoby na farbenie po 70 ml. Zlozka
PT1 vysta&i na 7 farbiace nadoby po 70 ml.

4. PoZadované, ale neposkytované materidly

. FlexISH probe

Pozitivne a negativne kontrolné vzorky

Mikroskopické skli¢ka, kladne nabité

Vodny kipel (37 °C, 98 °C)

Hybridizér alebo hordca platiia

Hybridizér alebo komora na udrziavanie vlhkosti v hybridizaénej peci
Nastavitelné pipety (10 ul, 25 ul)

Farbiace nadoby alebo kipele

Casovae

Kalibrovany teplomer

Etanol alebo reagenény alkohol

Xylén

Deionizovand alebo destilovand voda

Krycie skli¢ka (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)

Gumové lepidlo, napr. Fixogum Rubber Cement (¢. E-4005-50/-
125) alebo podobny

Primerane udrziavany fluorescenény mikroskop (400-1000x)
Imerzny olej schvdleny pre fluorescenént mikroskopiu

. Vhodné stpravy filtrov

5. Skladovanie a manipulécia

Uchovévaite pri teplote 2-8 °C vo zvislej polohe. DAPI/DuraTect-Solution
(MT7) sa musi navye skladovat chrdneny pred svetlom. Okamzite po
pouziti vratte do skladovacich podmienok. NepouZivajte &inidlé po datume
exspirdcie uvedenom na etikete. Produkt je stabilny do détumu exspirdcie
uvedeného na etikete, ak sa s nim zaobchddza primeranym spdsobom.

6. Upozornenia a bezpeé&nosiné opatrenia

. Pred pouZitim si preditajte ndvod na poufZitiel
. Nepouzivaijte &inidld po uplynuti ddtumu exspirdciel
. Tento vyrobok obsahuje latky (v nizkych koncentrécidch a objemoch),

ktoré s zdraviu gkodlivé. Vyhnite sa akémukolvek priamemu
kontaktu s &inidlami. Prijmite vhodné ochranné opatrenia (pouzivaijte
jednorazové rukavice, ochranné okuliare a laboratérny odev)!

. Kazdy zdvazny incident, ku ktorému doslo v sivislosti s vyrobkom,
nahléste vyrobcovi a prislu§nému orgdnu podla miestnych
predpisov!

. Ak sa ¢inidld dostand do kontaktu s pokozkou, okamzite ju

opldchnite velkym mnozstvom vody!

. Pre profesiondlnych pouzivatelov je na poziadanie k dispozicii karta
bezpe&nostnych Gdajov.

. Reagencie nepouzivajte opakovane, pokial nie je opakované
pouzitie vyslovne povolené!

2024-09-27




Vers. 1.2.1 SK

. Vyhnite sa krizovej kontamindcii vzoriek, pretoze to moze viest k
chybnym vysledkom.

. Pocas hybridiz4cie a premyvania sa vzorky nesmi nechat vyschnut.

. DAPI/DuraTect-Solution (MT7) by nemal byt dlh&i ¢as vystaveny
svetlu, najmé silnému svetlu, t. |. vetky kroky by sa mali vykondvat,
ak je to mozné, v tme a/alebo s pouzitim nddob odolnych voéi svetlu!

Specidlne oznaéenie ES1:

EUH208 Obsahuije pepsin A. Méze vyvolat alergickt reakciu.
EUH210 Na poziadanie mozno poskytnGt kartu bezpeénostnych
Odajov.

Vystrazné a bezpe&nostné upozornenia pre PT1 a WB10:

Zlozka uréujica nebezpedenstvo je zmesou: 5-chlér-2-metyl-4-izotiazolin-
3-6n [ES &. 247-500-7] a 2-metyl-2H-izotiazol-3-6n [ES &. 220-239-6]
(3:1).

@ Pozor

H317 Méze vyvolat alergickd koZné reakciu.

P261 Zabraiite vdychovaniu prachu/dymu/plynu/
hmly/pér/aerosélov.

P272 Je zakdzané vyniest kontaminovany pracovny odev z
pracoviska.

P280 Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné

okuliare/ochranu tvére.

P302+P352 PRI KONTAKTE S POKOZKOU: umyte velkym
mnozstvom vody.

P333+P313 Ak sa prejavi podrdzdenie pokozky alebo sa vytvoria
vyrézky: vyhladajte lekérsku
pomoc/starostlivost.

P362+P364  Kontaminovany odev vyzle¢te a pred dal$im pouZitim
vyperte.

Vystrazné a bezpeénostné upozornenia pre MT7:

Zmes nie je klasifikovand ako nebezpeénd podia nariadenia (ES) &.
1272/2008.

7. Obmedzenia

. Na diagnostické poutZitie /n vitro.

. Len na profesiondlne pouzitie.

. Len na neautomatizované pouzitie.

. Klinick& interpretdcia akéhokolvek pozitivneho farbenia alebo jeho

nepritomnosti sa musi vykonat v kontexte klinicke] anamnézy,
morfolégie, inych histopatologickych  kritérii, ako aj inych
diagnostickych  testov. Je zodpovednostou kvalifikovaného
patoléga/humdénneho genetika, aby poznal ISH sondy, reagencie,
diagnostické panely a metédy pouzité na vyrobu farbeného
prepardtu. Farbenie sa musi vykondvat v certifikovanom,
licencovanom laboratériv pod dohladom patoléga/ humdanneho
genetika, ktory je zodpovedny za preskdmanie farbenych preparatov
a zabezpedenie primeranosti pozitivnych a negativnych kontrol.

. Zafarbenie vzorky, najmé intenzita signdlu a zafarbenie pozadia,
z4visi od manipuldcie so vzorkou a jej spracovania pred zafarbenim.
Nesprdvna fixdcia, zmrazenie, rozmrazenie, umyvanie, susenie,
zahrievanie, rezanie alebo kontamindcia inymi vzorkami alebo
tekutinami  méZe spoésobit artefakly alebo faloné vysledky.
Nekonzistentné vysledky mézu byt désledkom rozdielov v metédach
fixacie a vkladania, ako aj vnitornych nepravidelnosti vo vzorke.

. Vykon bol overeny pomocou postupov opisanych v ndvode na
pouzitie prislusnej sondy ZytoVision a implementacnej sUpravy.
Upravy tychto postupov mézu zmenit vykon a musi ich overit
pouzivatel. Tento IVD je certifikovany ako CE len v pripade, Ze sa
pouZiva tak, ako je opisané v tomto névode na poutitie v rozsahu
uréeného poutitia.
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8.  Rusivé latky

Cervené krvinky pritomné vo vzorke mézu vykazovat autofluorescenciu,
ktord brdni rozpoznaniu signdlu.

Nasledujuce fixativa si nekompatibilné s FISH:

Bouinovo fixaéné ¢&inidlo

Fixa¢né ¢inidlo B5

Kyslé fixaéné prostriedky (napr. kyselina pikrovd)
Zenkerov fixativ

Alkoholy (ak sa pouZivaj samostaine)

Chlorid ortutnaty

Formaldehydové/zinkové fixaéné ¢inidlo
Hollandova fixdcia

Formdlin bez pufru

9.  Priprava vzoriek
Odportéania:

. Fix4cia v 10% neutrdlne pufrovanom formaline po&as 24 hodin pri
izbovej teplote (18-25 °C).

Velkost vzorky < 0,5 cm® .

Pouzivaijte parafin prvotriednej kvality.

Vkladanie by sa malo vykondvat pri teplotéch nizsich ako 65 °C.
Pripravte 2-4 um rezy mikrotomom.

Pouzivaijte kladne nabité mikroskopické skli¢ka.

Fixujte 2-16 h pri 50-60 °C.

10. Pripravné oSetrenie zariadenia

5x F/exiSH Wash Buffer (WB10) sa md predpripravit podla pokynov v &asti
11. "Postup analyzy". Vietky ostatné reagencie sUpravy sU pripravené na
poutzitie. Nie je potrebnd rekonétiticia, miesanie ani riedenie.

11. Postup analyzy
11.1  Denl

Preparatory steps

1. Priprava dvoch sérii etanolu (70 %, 90 % a 100 % roztok etanolu):
Zriedte 100% etanol deionizovanou alebo destilovanou vodou. Tieto
roztoky sa mézu uchovdvat vo vhodnych nddobdch a mézu sa
opakovane pouzit az na 160 prepardatov.

2.  Heat Pretreatment Solution Citric (PT1): Naplite nddobu na farbenie
a zahrejte na 98 °C.
3.  Aex/SH Probe: Pred pouzitim ju uvedte do izbovej teploty, chrérite

pred svetlom. Pred otvorenim injekéne| liekovky premiedajte
vortexovanim a kratko roztoéte.

PredGprava (odvoskovanie/proteolyza)

1. Inkubuite sklicka 2x 5 minGt v xyléne..

2 Inkubujte v 100 %, 100 %, 90 % a 70 % etanole, vidy 2 mindty.

3.  Premyvaijte 2x 2 min v deionizovanej alebo destilovanej vode.

4 Inkubujte 20 minGt vo vopred zohriatom

Heat Pretreatment Solution Citric (PT1) pri 98 °C.

Odportéame nepouzivat viac ako osem skli¢ok na jednu néddobu na
farbenie. Po ponoreni skli¢ok skontrolujte teplotu roztoku na tepelny
predUpravu citrénu v nddobe a za&nite éasovat hned, ako teplota roztoku
dosiahne aspoil 95 °C.

5.  Sklizka ihned preneste do deionizovanej alebo destilovanej vody,
premyvaijte 2x 2 minGty a vodu nechaijte odtiect alebo zmyte.

6.  Na vzorky naneste (po kvapkéch) Pepsin Solution (ES1) a inkubujte
15 mindt pri 37 °C vo vlhkej komore.
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EST1 méZe tvorit zrazeniny, ktoré nemaju vplyv na kvalitu.

V zdvislosti od viacerych faktorov, napr. od povahy a trvania fixdcie, hrobky
rezov a povahy vzoriek, méZe byt potrebny rézny cas inkubdcie. Ako
usmernenie pre inkubdciu odporucame inkubacny cas 2 - 30 min. Vo
vseobecnosti odpordcame  zistt optimdiny &as pre profeolyzu v
predbeZnych testoch.

7. Premyvaijte 2x 2 min v deionizovanej alebo destilovanej vode.
8.  Dehydratécia: v 70%, 90% a 100% etanole, vidy po dobu T min.
9. Vzduchom vysuste éasti.

Pred aplikdciou sondy sa uistite, Ze rezy s Uplne suché, pretoze zvyskovéd
vihkost méze znizit intenzitu signdlu a/alebo ovplyvnit morfolégiu vzorky.
Denaturdcia a hybridizécia

1. Pipetujte 10 ul FlexISH Probe na kazd( vopred upravent vzorku.
Zabrdrite dihému vystaveniu sondy svetlu.

2. Vzorky zakryte krycim skli¢kom s rozmermi 22 x 22 mm (zabréfite
zachytdvaniu bublin) a krycie skli¢ko utesnite.

Na utesnenie odpordéame pouZit gumovy cement (napr. Fixogum).

3.  Umiestnite sklitka na hortcu platiiu alebo hybridizator a vzorky
denaturujte 10 mindt pri teplote 75 °C.

4.  Hybridizaciu vykondvaijte 2 h az 16 h (t. |. cez noc) pri teplote 37 °C
prenesenim prepardtov do hybridizdtora alebo do komory s
vlhkostou a hybridizagnej pece.

Je délezité, aby vzorky pocas hybridizdcie nevyschli.

11.2 Defi 1 alebo defi 2
Pripravné kroky

1.  Priprava 1x FlexiSH Wash Buffer: Zriedte 1 diel 5x FlexISH Wash
Buffer (WB10) farbiace nédobky 1x FlexISH Wash Buffer, jednu
nadobku predhrejte na 72 °C a dve nddobky udrziavaijte pri izbovej
teplote..

2.  DAPI/DuraTect-Solution (MT7): Pred pouzitim ho uvedte do izbovej
teploty, chrarite pred svetlom.

Posthybridizacia a detekcia

1.  Opatrne odstrérite gumovy cement alebo lepidlo.
2.  Odstrarite krycie skli¢ka ponorenim do 1x FlexISH Wash Buffer pri
izbovej teplote na 1-2 mindty.

Na ufahé&enie odstrénenia krycieho skli¢ka sa tento krok méze alternativne
vykonat po&as 2 mindt pri 37 °C.

3.  Premyvajte pomocou 1x FlexISH Wash Buffer 10 min pri 72 °C.

Premyvaci tlmivy 7x FlexISH Wash Buffer by mal byt vopred ohriaty. V
pripade potreby skontrolujte teplomerom. Na jednu nédobu na farbenie
nepouzivaijte viac ako osem skli¢ok.

4.  Premyvajte pomocou 1x FlexISH Wash Buffer poéas 3 mindt pri
izbovej teplote.

5 Skli¢ka inkubuite v 70 %, 90 % a 100 % etanole, vidy na 1 min.

6. Vzorky suste na vzduchu chrénené pred svetlom.

7 Na skli¢ka napipetujte 25 ul DAPI/DuraTect-Solution (MT7) ). Vzorky
zakryte krycim sklickom (24 mm x 60 mm), aby ste sa wyhli
zachytenym bublinkdm. Inkubujte v tme 15 mindt.

PouZitie odrezanej $pi¢ky pipety na zvé&senie otvoru mdze ulahéit proces
pipetovania. Vyhnite sa dlhému pésobeniu svetla.

8.  Sklitka skladuijte v tme. Pri dlhom skladovani by sa mali skladovat
pri teplote 2 - 8 °C.
9.  Hodnotenie materidlu vzorky sa vykondva pomocou fluorescenénej

mikroskopie. Potrebné s sady filirov pre nasledujice rozsahy
vinovych dizok:

Fluorescenéné Excitation Emisie
farbivo

ZyBlue 418 nm 467 nm
ZyGreen 503 nm 528 nm
ZyGreen 2.0 493 nm 518 nm
ZyGold 532 nm 553 nm
ZyOrange 547 nm 572 nm
ZyRed 580 nm 599 nm

(Al
12. Interpretacia vysledkov

Pri pouziti vhodnych stprav filirov v interfdzach alebo metafdzach
normélnych buniek alebo buniek bez aberdcii chromozémov sa objavia
dva signdly na sondu/fluorescenént znaeku, s vynimkou sond zameranych
na chromozémy X a/alebo Y, ¢o vedie k Ziadnemu aZz dvom signdlom na
sondu/fluorescenént znatku v zdvislosti od pohlavia. V bunkéch s
chromozémovymi aberéciami méze byt v interfézach alebo metafézach
viditelny iny vzor signélu. Podrobneisie informdcie o interpretdcii vysledkov
ndjdete v priruc¢ke k prisludnej sonde.

13. Odporiéané postupy kontroly kvality

Pozrite si ndvod na pouzitie prisluinej sondy ZytoVision.

14. Vykonnostné charakteristiky
Pozrite si ndvod na pouzitie prisluinej sondy ZytoVision.
15. Likvidécia

Likviddcia ¢inidiel sa musi vykondvat v stlade s miestnymi predpismi.

16. Riedenie problémov

Akdkolvek odchylka od ndvodu na obsluhu méze viest k horsim vysledkom
farbenia alebo k tomu, Ze sa farbenie vébec nevyskytne. Viac informdcii
ndjdete na strdnke www.zytovision.com.

Slaby signél alebo Ziadny signdl

Moznd pri¢ina Akcia

Vzorka nebola spravne | Optimalizécia &asu fixdcie a

upevnend

fixaéného prostriedku

PredbeZnd proteolytické
Uprava nebola vykonané
spravne

Optimalizujte ¢as inkubécie pepsinu,
v pripade potreby ho predizte alebo
skratte

Odparovanie sondy

Pri pouzivani hybridizéru je
pouzivanie vlhkych pdsov/nddrzi
naplnenych vodou povinné. Pri
pouzivani hybridizaénej pece je
potrebné pouzivat vihkd komoru.
Okrem toho by malo byt krycie sklo
Uplne utesnené, napr. pomocou
Fixogumu, aby sa zabrénilo
vysychaniu vzorky po&as hybridizécie.

Pouzitie nevhodnych suprav
filtrov

Pouzite sady filtrov vhodné pre
fluochrémy sondy.

Sady filtrov s trojpdsmovou
priepustnostou poskytuju menej svetla
v porovnani so sadami filtrov s
Jednopdsmovou alebo dvojpdsmovou
priepustnostou. V désledku ftoho sa
signdly pri pouZiti tychto
trojpdsmovych filtracnych soprav
méZu javit slabsie.

Krizové hybridiza&né signdly; zaSumené pozadie

Mozné pri¢ina

Akcia

Neuplné odparafinovanie

Pouzivaijte Eerstvé roztoky; skontrolujte
trvanie odparafinovania

Prili§ silng proteolytické
predUprava

Skrétit ¢as inkubécie pepsinu

Sklieka pred hybridizaciou
ochladené na izbovi
teplotu

Skli¢ka rychlo presurite na teplotu 37
°C

Zhor$end morfolégia

Moziné pric¢ina

Akcia

Vzorka nebola spravne
upevnend

Optimalizécia &asu fixacie a fixaéného
prostriedku
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Predbeznd proteolytickd
Uprava nebola vykonand
spravne

Optimalizujte ¢as inkubdcie pepsinu,
v pripade potreby ho skratte

Nedostatoéné vysusenie
pred aplikaciou sondy

Predlzenie susenia na vzduchu

Prekryvajice sa jadréa

Mozind pric¢ina

Akcia

Nevhodnd hridbka

tkanivovych rezov

Pripravte 2-4 um rezy mikrotomom

Vzorka vypldva zo skli¢ka

Moziné pric¢ina

Akcia

Prili$ silng proteolyticka
predUprava

Skrétenie inkubaéného &asu pepsinu

Slabé protifarbiva

Mozind pric¢ina

Akcia

Nizko koncentrovany
roztok DAPI

Namiesto toho pouzite
DAPI/DuraTect-Solution (ultra) (&.
produktu MT-0008-0.8)

Prili§ kratky &as inkubdcie
DAPI

Uprava &asu inkubécie DAPI
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18. Revizia
Revizia Opis zmeny
1.2.1 11. Postup analyzy
Pridand verzia ZyGreen 2.0

I::IE www.zytovision.com

Najnovéi ndvod na pouzitie, ako aj ndvod na pouzitie v réznych

jazykoch ndjdete na strdnke www.zytovision.com.

Nasi odbornici sU pripraveni odpovedat na vase otdzky.
Obrdétte sa na helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Nemecko

Telef Hodnotenie materidlu vzorky sa vykondva pomocou
fluorescen&nej mikroskopie. Potrebné st sady filtrov pre nasledujuce
rozsahy vinovych dizok én: +49 471 4832-300

Fax: +49 471 4832-509

www.zytovision.com

E-mail: info@zytovision.com

Ochranné zndmky:
ZytoVision® a F/exiSH ® s0 ochranné zndmky spoloénosti ZytoVision
GmbH.
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