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podla IVDR (EU) 2017/746

1.  Zamyslany Gé&el

Sonda ZytoFast EBV Probe (PF29) je uréend na kvalitativnu detekciu RNA
ludského virusu Epsteina-Barrovej (EBV) vo vzorkédch fixovanych
formalinom a vlozenych do parafinu, ako st difdzne velkobunkové B-
lymfémy (DLBCL) alebo Hodgkinove lymfémy, pomocou chromogénnej in
situ hybridizécie (CISH). Sonda je uréend na pouzitie v kombindcii s
Zyto Fast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB (& T-1063-40).

Vyrobok je uréeny len na profesiondlne poutzitie. Vietky testy s pouZitim
vyrobku by mal vykondvat kvalifikovany persondl v certifikovanom,
licencovanom laboratériu  anatomicke] patolégie pod dohlfadom
patoléga/huménneho genetika.

Sonda je uréend ako pomécka pri diferencidlnej diagnostike DLBCL alebo
Hodgkinovych lymfémov a terapeutické opatrenia by nemali byt zalozené
len na vysledku testu.

2.  Princip testu

Technika chromogénnej in situ hybridizacie (CISH) umoziiuje detekciu a
vizualizéciu  $pecifickych sekvencii nukleovych kyselin v bunkovych
preparétoch. Hapténom oznaéené nukleotidové fragmenty, tzv. sondy
CISH, a ich komplementdarne cielové sekvencie v prepardtoch s spoloéne
denaturované a ndsledne sa nechaju hybridizovat . Potom sa ne$pecifické
a nenaviazané fragmenty sond odstrénia premytim. Tvorbu dup/exu
zna&ene| sondy mozno vizualizovat pomocou primdérnych (neoznaéenych)
protilatok, ktoré sa detekujd pomocou sekunddrnych polymerizovanych
protilétok  konjugovanych s enzymom. Enzymatickd reakcia s
chromogénnymi substratmi nésledne vedie k tvorbe farebnych precipitdtov.
Po kontrastnom farbeni jadra jadrovym farbivom sa hybridizované
fragmenty sondy vizualizujs svetelnou mikroskopiou.

3.  Poskytnuté &inidla
ZytoFast EBV Probe sa skladé z:

. Digoxigeninom znaéené oligonukleotidy (~ 0,2 ng/ul), ktoré so
zamerané na mRNA sekvencie kédujice oblasti EBER-1 a EBER-2
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Sonda_Zyto Fast EBV Probe je k dispozicii v jednej velkosti:

. T-1114-400: 0,4 ml (40 reakcii po 10 ul)

4. Pozadované, ale neposkytované materidly

. ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB

(¢ T-1063-40)

Pozitivne a negativne kontrolné vzorky

Mikroskopické skli¢ka, kladne nabité

Vodny kupel (55 °C, 98 °C)

Hybridizér alebo hortca platiia

Hybridizér alebo vlhkd komora v hybridizaénej peci
Nastavitelné kalibrované pipety (10 ul, 100 ul, 1000 ul)
Farbiace nddoby alebo kupele

Casovai

Kalibrovany teplomer

Etanol alebo reagenény alkohol

Xylén

Metanol 100%

Peroxid vodika (H,O; ) 30%

Deionizovand alebo destilované voda

Krycie skli¢ka (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)
Gumové lepidlo, napr. Fixogum Rubber Cement (¢ E-4005-50/-125)
alebo podobny

. Primerane udrziavany svetelny mikroskop (100-200x)

5. Skladovanie a manipulécia

Uchovévaite pri teplote 2-8 °C vo zvislej polohe. Okamzite po poutziti vratte
do skladovacich podmienok. Nepouzivajte &inidld po datume exspirdcie
uvedenom na etikete. Produkt je stabilny do ddtumu exspirdcie uvedeného
na etikete, ak sa s nim zaobchddza primeranym spésobom.

6. Upozornenia a bezpeénostné opatrenia

. Pred pouzitim si preditajte ndvod na poutzitie!
. Nepouzivaijte ¢inidl& po uplynuti détumu exspirdcie!
. Tento vyrobok obsahuje latky (v nizkych koncentréciach a objemoch),

ktoré sG zdraviu Skodlivé a potencidlne infekéné. Vyhnite sa
akémukolvek priamemu kontaktu s &inidlami. Prijmite vhodné
ochranné opatrenia (pouZivajte jednorazové rukavice, ochranné
okuliare a laboratérny odev)!

. Kazdy zdvainy incident, ku ktorému doslo v suvislosti s vyrobkom,
nahléste vyrobcovi a prisludnému 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
bezpeénostnych Udajov.

. Reagencie nepouZivajte opakovane, pokial nie je opakované
poutzitie vyslovne povolené!

. Zabraiite krizovej kontamindcii vzoriek, pretoze to méze viest k
chybnym vysledkom.

. Poéas hybridizdcie a premyvania sa vzorky nesmi nechat vyschnit.

Vystrazné a bezpeénostné upozornenia:

Té&to sonda nie je klasifikovand ako nebezpeénd podla nariadenia (ES) &.
1272/2008.

7. Obmedzenia

. Na diagnostické poutitie /n vitro.

. Len na profesiondlne pouZitie.

. Len na neautomatizované poutzitie.

. Klinickd interpretacia akéhokolvek pozitivneho farbenia alebo jeho

nepritomnosti sa musi vykonat v kontexte klinickej anamnézy,
morfolégie, inych histopatologickych kritérii, ako aj inych
diagnostickych testov. Kvalifikovany patolég/huménny genetik je
povinny poznat sondy CISH, reagencie, diagnostické panely a
metédy pouzivané na vyrobu farbeného prepardtu. Farbenie sa musi
vykondvat v  certifikovanom, licencovanom laboratériv  pod
dohladom patoléga/huménneho genetika, kiory je zodpovedny za
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preskimanie farbenych prepardtov a zabezpedenie primeranosti
pozitivnych a negativnych kontrol.

. Zafarbenie vzorky, najmé intenzita signdlu a zafarbenie pozadia,
z&visi od manipuldcie so vzorkou a jej spracovania pred zafarbenim.
Nesprévna fixdcia, zmrazenie, rozmrazenie, umyvanie, suenie,
zahrievanie, rezanie alebo kontamindcia inymi vzorkami alebo
tekutinami méze sposobit artefakty alebo falo$né vysledky.
Nekonzistentné vysledky mézu byt désledkom rozdielov v metédach
fixécie a vkladania, ako aj vnitornych nepravidelnosti vo vzorke.

. Sonda by sa mala pouZivat len na detekciu sekvencie opisanej v
kapitole 3. "Doddavané ¢inidld".

. Vykon bol overeny pomocou postupov opisanych v tomto ndvode na
poutzitie. Upruvy tychto postupov mézu zmenit vykon a musi ich
overit pouzivatel. Tento IVD je certifikovany ako CE len viedy, ked sa
pouziva tak, ako je opisané v tomto ndvode na pouzitie v rozsahu
ur¢eného pouiitia.

8.  Rugivé latky
Nasledujice fixativa sG nekompatibilné s ISH:

Bouinovo fixaéné ¢inidlo

Fixa&né ¢inidlo B5

Kyslé fixaéné prostriedky (napr. kyselina pikrovd)
Zenkerov fixativ

Alkoholy (ak sa pouzivajo samostatne)

Chlorid ortutnaty

Formaldehydové/zinkové fixagné ¢inidlo
Hollandova fixacia

Formdlin bez pufru

9.  Priprava vzoriek

Pripravie vzorky podla ndvodu na pouzitie ZytoFast PLUS CISH
Implementation Kit HRP-DAB.

10. Pripravné o$etrenie zariadenia

Vyrobok je pripraveny na pouzitie. Nie je potrebnd rekonétiticia, miesanie
ani riedenie. Pred pouzitim sondu uvedte do hybridizaénej teploty (55 °C)
a dékladne premiedaijte.

11. Postup analyzy

Predbeind Gprava vzorky

Vykonaite predbeznt Gpravu vzorky (napr. odparafinovanie, proteolyzu)
podla ndvodu na poutzitie prislugnej stpravy Zyto Fast CISH Implementation
Kit.

Denaturdcia a hybridizécia
1. Pipetujte 10 ul sondy na kazdd vopred upravend vzorku.

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

Na utesnenie odpordéame pouZit gumové lepidlo (napr. Fixogum).

3. Umiestnite sklitka na hortcu platiiv alebo hybridizér a vzorky
denaturujte 5 mindt pri teplote 75 °C.

4. Sklitka preneste do vlhkej komory a hybridizujte 1 hodinu pri teplote
55 °C (napr. v hybridizaénej peci).

Je déleZité, aby vzorky pocas hybridizdcie nevyschli.

Po hybridiz4cii

Spracovanie po hybridizécii (premytie, detekcia, kontrastné farbenie,
montéz, mikroskopovanie) vykonajte podla ndvodu na poutZitie prislusnei
sUpravy ZytoFast CISH Implementation Kit.

12. Interpretécia vysledkov

Pri pouziti stpravy ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB sa
hybridizované digoxigeninom znaéené oligonukleotidy zobrazia ako hnedy
vzor pri detekcii pomocou chrenove| peroxidézy (HRP) a DAB..

Pozitivna reaktivita na Epsteina-Barrovej virus (EBV) EBER RNA v cielovych
bunkéch je indikovand zretelne zafarbenym jadrom.
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Upozornenie:

e Vizualiz4cia signdlov by sa mala vykondvat aspori pri 100-
ndsobnom zvééseni, ¢o vedie k lahko viditelnym signélom.

e Nehodnotte oblasti nekrézy, prekryvajicich sa jadier, nadmerne
natravenych jadier a jadier so slabou intenzitou signdlu.

e Negativny alebo ne3pecificky vysledok méze byt spdsobeny
viacerymi faktormi (pozri kapitolu 16 "Riedenie problémov").

eV zd&ujme sprdvnej interpretdcie vysledkov musi pouzivatel tento

vyrobok pred pouzitim v diagnostickych postupoch validovat podla
ndrodnych a/alebo medzindrodnych smernic.

13. Odpordéané postupy kontroly kvality

Na monitorovanie sprévneho fungovania spracovanych vzoriek a
testovacich ¢&inidiel by mali byt ku kaZzdému testu pripojené interné a
externé kontroly. Ak interné a/alebo externé kontroly nepreukdzu vhodné
zafarbenie, vysledky so vzorkami pacientov sa musia povazovat za
neplatné.

Vndtornd kontrola: V nejasnych pripadoch by sa na dalsie objasnenie mali
pouzit kontrolné sondy RNA.

Externé ovlédanie: Validované pozitivne a negativne kontrolné vzorky.

14. Vykonnostné charakteristiky
14.1 Analyticky vykon

Vykon sa hodnotil podla ndvodu na pouzitie spravy ZytoFast PLUS
CISH Implementation Kit HRP-DAB.

Analytickd citlivost: | 100% (95% ClI 99.7 - 100.0)
Anclytickd 100% (95% Cl 99.8 — 100.0)
$pecifickost:

Kazdodennd reprodukovatelnost bola testovand porovndvanim vysledkov
ziskanych od jedného vySetrujuceho poéas 10 réznych dni a hodnotenim
zhody.

Percentudlny sGhlas
negativna vzorka 100%
pozitivna vzorka 100%
pozitivna vzorka 100%

Opakovatelnost bola testovand porovnanim opakovanych vysledkov
ziskanych od jedného vy3etrujiceho poéas 10 réznych diioch a hodnotenim
zhody.

Percentudlny sohlas
negativna vzorka 100%
pozitivna vzorka 100%
pozitivna vzorka 100%

14.2 Klinicky vykon

Diagnostickd DLBCL:
senzitivita: 100% (95% Cl1 91.7 = 100.0) vs. IHC
HL:
100% (95% Cl 88.4 — 100.0) vs.PCR
Diagnostickd DLBCL:
$pecificita: 98.41% (95% Cl 91.7 — 100.0) vs. IHC
HL:
100% (95% Cl 88.4 — 100.0) vs. PCR

15. Likvidacia

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

16. Riedenie problémov

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

Slaby signél alebo Fiadny signdl

Mozné pric¢ina Akcia

Predbeznd proteolytickd Optimalizujte €as inkubdcie pepsinu, v
Gprava nebola vykonand | pripade potreby ho predizte alebo
spravne skratte
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Odparovanie sondy

Pri pouzivani hybridizéra je pouzivanie
vlhkych pdsov/ndadrzi naplnenych
vodou povinné. Pri pouzivani
hybridizaénej pece je potrebné
pouzivat vlhkd komoru. Okrem toho
by malo byt krycie sklo Uplne
utesnené, napr. pomocou Fixogumu,
aby sa zabrénilo vysychaniu vzorky
pocas hybridizécie

A

Predizeny ¢as inkubdcie
substratu

Skratenie ¢asu inkubdcie substrétu

Neuplné
odparafinovanie

Pouzivaite &erstvé roztoky; skontrolujte
trvanie odparafinovania

Predbeznd proteolytické

Optimalizujte &as inkubdcie pepsinu

Nedostatoénd priprava
chromogénneho substratu

Namiesto pripravy farebnych substratov
kvapkanim pouzite pipetu

Prili$ dlhy ¢as kontrastného
farbenia

Vyhnite sa tmavému kontrastnému
farbeniu, pretoze méze zakryt pozitivne
signdly farbenia

Nespravne vykonané
modrenie kontrastného
farbiva

Na modrenie pouzZivajte student te¢icu
vodu z vodovodu; nepouZivajte tepld
alebo hordcu vodu ani modriace ¢inidl4.

Signdly zanikajt alebo sa spdjajd

Moziné pric¢ina

Akcia

Bolo pouZité nevhodné
montovacie médium

PouZivaijte iba montdzny roztok dodany
so sUpravou alebo odportéany v ndvode
na poutzitie. PouZivajte roztoky bez
akychkolvek nedistét; nepouzivajte kryciu
pasku

Nerovnomerné alebo v niektorych &astiach len velmi lahké zafarbenie

Moznd pricina

Akcia

Neuplné odparafinovanie

Pouzivaijte Eerstvé roztoky; skontrolujte
dfzku trvania odparafinovania

Prili§ maly objem ¢inidla

Uistite sa, Ze objem ¢inidla je dostato¢ne
velky na pokrytie plochy tkaniva

Nekonzistentné vysledky

Moznd pricina

Akcia

Nedostato&né vysusenie
pred aplikaciou sondy

Predizenie susenia na vzduchu

Prili§ vela
vody/preplachovacieho
pufru na tkanive pred
aplikdciou pepsinu,
protilétok a/alebo
farebnych substrétov

Uistite sa, ze prebytoénd tekutina je z
tkanivového rezu odstrédnend odsatim
alebo striasanim zo skli¢ka. Malé
mnozstvd zvy$kovej
vody/preplachovacieho pufra
neinterferuju s testom

Rozdiely v metédach
fixacie a vkladania
tkaniva

Optimalizécia metéd fixécie a
vkladania

Zmeny v hribke
tkanivového rezu

Optimalizécia delenia na sekcie

Zhor3end morfolégia

Moznd pri¢ina

Akcia

Vzorka buniek alebo
tkaniva nebola sprévne
fixované

Optimalizécia €asu fixacie a fixa&ného
prostriedku

Predbeind proteolytickd
Uprava nebola vykonand
sprévne

Optimalizujte ¢as inkubdcie pepsinu

Silné pozadie

Moznd pricina

Akcia

Sekcie vysu$ené
kedykolvek pocas
hybridizacie alebo po nej

Zabrdte vysuseniu rezov; poutite vihko
komoru; riadne utesnite krycie skli¢ko
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Uprava nebola
vykonand sprdvne

Skli¢ka pred hybridizaciou | Rychlo presurite skli¢ka na hybridizagnu
sU ochladené na izbovd teplotu
teplotu

Prekryvajice sa signdly

Moznd pric¢ina Akcia

Nevhodnd hribka

tkanivovych rezov

Pripravte 3-5 um rezy mikrotomom

Vzorka vypléva zo skli¢ka

Moznd prigina Akcia

Prili silnd proteolyticka Skrétenie inkubaéného &asu pepsinu

predUprava
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18. Revizia

I:III www.zytovision.com
Najnovsi ndvod na pouzitie, ako aj ndvod na pouzitie v réznych
jazykoch ndjdete na strdnke www.zytovision.com.

Nasi odbornici su pripraveni odpovedat na vase otazky.
Obrdatte sa na helptech@zytovision.com
Prehlad o bezpeénosti a vykonnosti ndjdete na www.zytovision.com.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Nemecko
Telefén: +49 471 4832-300
Fax: +49 471 4832-509
www.zytovision.com

E-mail: info@zytovision.com

Ochranné znédmky:
ZytoVision® a ZytoFast® si ochranné zndmky spolo¢nosti ZytoVision
GmbH.
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