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Medicinteknisk produkt fér in vitro diagnostik
i enlighet med IVDR (EU) 2017/746

1.  Avsedd anvéndning

F/extSH-Tissue Implementation Kit &r avsett fér anvéndning i kombination
med F/exSH probes p& formalinfixerade, paraffin-mérkta specimen
genom fluorescerande /n situ-hybridisering (FISH).

Produkten &r endast avsedd fér professionell anvéndning. Alla tester dér
produkten anvénds ska genomféras i eft certifierat, licensierat laboratorium
av kvalificerad personal under dverinseende av en
patolog/humangenetiker.

2. Testprincip

Tekniken fér fluorescerande in sifu-hybridisering (FISH) méijliggér detektion
och visualisering av specifika nukleinsyrasekvenser i cellberedningar.
Fluorescensmérkta DNA-fragment, s& kallade FISH-prober, och deras
komplementéra mél-DNA-strdngar i preparaten samdenatureras och
tilléts dérefter harda under hybridisering. Efterdt avldgsnas ospecifika och
obundna probfragment genom tvéttsteg fér stringens. Efter motférgning av
DNA:t med DAPI visualiseras hybridiserade probfragment med
anvdndning av ett fluorescensmikroskop utrustat med excitations- och
emissionsfilter specifika fér de fluorokromer med vilka FISH-
probfragmenten har mérkts direkt.
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F/exiSH-Tissue Implementation Kit finns i tv& storlekar och bestér av:

3. Tillhandahéllen reagens

Kvantitet
Kod |Komponent Behéllare
P 20 \/ 5 )
PT1 Heci. PreT.re.ofmenT 500 ml | 150 ml Flaska med skruvlock
Solution Citric (stor)
ES1 Pepsin Solution 4 ml 1 ml Droppflosko,
vitt lock
WB10 5x_FlexISH Wash 500 ml | 150 ml Flaska med skruvlock
Buffer (stor)
DAPI/DuraTect- Reaktionskarl,
MT7 | Solution 08 102 st lock
Bruksanvisning 1 1

Z-2182-5 (5 tester): Komponenterna ES1 och MT7 récker till 5 reaktioner.
Komponent WB10 récker till 3x 3 férgningsburkar p& 70 ml vardera.
Komponent PT1 racker till 2 fargningsburkar p& 70 ml vardera.

Z-2182-20 (20 tester): Komponenterna ES1 och MT7 racker till 20
reaktioner. Komponent WB10 récker fill 11x 3 fargningsburkar p& 70 ml
vardera. Komponent PT1 récker till 7 fargningsburkar p& 70 ml vardera.

4.  Material som krévs, men inte fillhandahélls

FlexISH probe

Positiva och negativa kontrollspecimen

Obijektglas f6r mikroskopering, positivt laddade
Vattenbad (37 °C, 98 °C)

Varm platta eller hybridiserare

Fuktkammare + hybridiseringsugn eller hybridiserare
Justerbara pipetter (10 ul, 30 ul)

Férgningsburkar eller -bad

Timer

Kalibrerad termometer

Etanol eller reagensalkohol

Xylen

Avjoniserat eller destillerat vatten

Téckglas (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)
Gummicement, t.ex. Fixogum Rubber Cement

(art. nr E-4005-50/-125) eller dylikt

Adekvat underhallet fluorscensmikroskop (400-1000x)
. Immersionsolja som godkénts fér fluorescensmikroskopi
. Lampliga filterset

5.  Férvaring och hantering

Férvaras vid 2-8 °C i upprétt lage. Dessutom méste DAPI/DuraTect-
Solution (MT7) férvaras skyddat frén ljus. Atergd fill frvaringsférhéllanden
omedelbart efter anvéindning. Anvénd inte reagens efter det utgéngsdatum
som anges pd etiketten. Produkten &r stabil fram till det utgédngsdatum som
anges pd etiketten om den hanteras i enlighet med denna.

6.  Varningar och forsiktighetsétgérder

. Las instruktionerna fére anvéndning!
. Anvénd infe reagenserna efter utg&ngsdatumet!
. Produkten innehéller émnen (i l&ga koncentrationer och volymer)

som &r hélsovadliga. Undvik varje direktkontakt med reagens. Vidta

ldmpliga skyddsétgarder (anvénd engdngshandskar,
skyddsglasdgon och labbkléder)!
. Rapportera alla allvarliga incidenter som intréffat i samband med

produkten ftill fillverkaren och den behériga myndigheten enligt
lokala bestémmelser!
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. Om reagens kommer i kontakt med huden, skélj genast huden med
rikliga méngder vatten!

. Ett materialsékerhetsdatablad finns tillgéngligt f6r den professionella
anvéndaren pd begéran.

. Ateranvéind inte reagens, sdvida inte &eranvéndning uttryckligen
fill&ts!

. Undvik korskontaminering av prov eftersom detta kan leda till

felaktiga resultat.

. Specimen fé&r inte filldtas torka under hybridiserings- och
torkningsstegen.

o DAPI/DuraTect-Solution (MT7) ska inte utséittas for ljus, sdrskilt starkt
lius, under en léngre tid, dvs alla steg ska utféras, dar mojligt, i
mérker och/eller med ljustata behéllare.

Specialmérkning av ES1:

EUH208 Innehadller Pepsin A. Kan orsaka en allergisk reaktion.
EUH210 Sdkerhetsdatablad finns tillgangligt pé férfrégan.

Faro- och skyddsangivelser PT1 och WB10:

Den farobestémmande komponenten é&r en reaktionsblandning av: 5-
kloro-2-metyl-4-isotiazolin-3-on [EG-nr 247-500-7] och 2-metyl-2H-
isotiazol-3-on [EG-nr 220-239-6] (3:1).

@ Varning

H317 Kan orsaka en allergisk hudreaktion.

P261 Undvik att inandas
damm/rék/gaser/mist/&ngor/spre;j.

P272 Kontaminerade arbetskléder f&r inte avldgsnas frén
arbetsplatsen.

P280 Anvénd skyddshandskar/skyddsklédsel/6gonskydd/

ansiktsskydd.

P302+P352 VID HUDKONTAKT: Tvétta med mycket tv@l och
vatten.

P333+P313  Vid hudirritation eller utslag: Sék lakarhjalp.

P362+P364 Kontaminerade kléder tas av och tvéttas innan de
anvands igen.

Faro- och skyddsangivelser fér MT7:

Produkten klassificeras inte som farlig enligt férordning (EG) nr
1272/2008.

7. Begrénsningar

. Fér in vitro diagnostisk anvéndning.

. Endast fér professionell anvéndning.

. Endast fér icke-automatiserad anvéndning.

. Den kliniska tolkningen av varije positiv férgning, eller dess frénvaro,

méste géras inom ramen fér klinisk historia, morfologi, andra
histopatologiska kriterier samt andra diagnostiska tester. Det &r en
kvalificerad patologs/humangenetikers ansvar att vara fértrogen
med ISH-proberna, reagensen, diagnostikpanelerna och metoderna
som anvénds fér aft framstélla det férgade preparatet. Férgning
méste utféras i ettt certifierat, licensierat laboratorium under
bverinseende av en patolog/humangenetiker som ansvarar fér att
granska de férgade objekiglasen och sékerstélla att positiva och
negativa kontroller ér tillréckliga.

. Specimenférgning, sdrskilt signalintensitet och bakgrundsférgning,
&r beroende av hantering och bearbetning av specimen fére
fargning. Felaktig fixering, frysning, upptining, tvéttning, torkning,
uppvérmning, snittning eller kontaminering med andra specimen
eller vétskor kan resultera i artefakter eller falska resultat.
Inkonsekventa resultat kan orsakas av variationer i fixerings- och
inbdddningsmetoder, séval som frén inneboende
oregelbundenheter i specimen.

2/4 F/exiSH-Tissue Implementation Kit

Al
. Prestandan validerades med de procedurer som beskrivs i respektive
ZytoVision-probs  och  -implementeringskits  bruksanvisning.
Andringar av dessa procedurer kan féréndra effekten, och maste
valideras av anvéndaren. Denna VD &r endast certifierad som CE
nér den anvénds enligt beskrivningen i denna bruksanvisning fér
anvéndning inom ramen fér den avsedda anvéndningen.

8. Stérande dmnen

Blodkroppar som finns i provet kan uppvisa autofluorescens som hindrar
signaligenkénning.

Féljande fixativ &r inkompatibla med ISH:

Bouins fixativ

B5-fixativ

Sura fixativ (t.ex. pikrinsyra)
Zenkers fixativ

Alkoholer (vid anvéndning ensamt)
Kvicksilverklorid
Formaldehyd/zinkfixativ

Hollandes fixativ

Obuffrad formalin

9. Fdrberedelse av specimen

Rekommendationer:

. Fixering i 10 % neutralt buffrad formalin i 24 h vid rumstemperatur
(18 °C-25 °C).

Provstorlek < 0,5 cm?.

Anvénd paraffin av premiumkvalitet.

Inb&ddning ska utféras vid temperaturer under 65 °C.

Forbered 2-4 um mikrotomsnitt.

Anvénd positivt laddade objektglas fér mikroskopering.

Fixera i 2-16 h vid 50-60 °C.

10. Férbehandling av enheten

5x FlexdSH Wash Buffer (WB10) ska férbehandlas enligt instruktionerna i
11. "Provférfarande". Alla andra satsreagenser ér klara aft anvénda. Det
krévs ingen rekonstitution, blandning eller sp&dning.

11. Provfdrfarande
12.1 Dag 1

Férberedande steg

1.  Férberedelse av w& etanolserier (70 %, 90 % och 100 %
etanollésningar): Spéd 100 % etanol med avjoniserat eller destillerat
vatten. Dessa |8sningarna kan férvaras i lémpliga behéllare och de
kan &teranvéndas fér upp till 160 objektglas.

2.  Heat Pretreatment Solution Citric (PT1): Fyll en férgningsburk och
vérm till 98 °C

3.  Aex/SH Probe: Férsatt i rumstemperatur fére anvéndning, skydda

frén ljus. Innan flaskan dppnas, blanda innehéllet genom att snurra
flaskan och 1&t innehéllet cirkulera neddt en kort stund.

Férbehandling (avvaxning/proteolys)

1. Inkubera objekiglasen i 2x 5 minuter i xylen.

2. Inkubera i 100 %, 90 %, och 70 % etanol, i 2 min vardera.

3.  Tvétta 2x 2 min i avjoniserat eller destillerat vatten.

4, Inkubera i 20 minuter i férvéirmd Heat Pretreatment Solution Citric
(PT1) vid 98 °C.

Vi rekommenderar inte anvéndning av mer én Gtta objekiglas per
férgningsburk.  Effer  nedsénkning av  objekiglasen,  kontrollera
temperaturen pd Heat Pretreatment Solution Citric inuti burken och starttid
s& snart I8sningens temperatur har nétt minst 95 °C.

5.  Overfér omedelbart objekiglasen till avjoniserat eller destillerat
vatten och tvétta | 2x 2 minuter och 1&t vattnet rinna av eller torka av
det.

6.  Applicera (droppvis) Pepsin Solution (ES1) till specimen och inkubera
i 15 minuter vid 37 °C i en fuktkammare.
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ES1 kan bilda féllningar som inte péverkar kvaliteten.

Beroende pé flera fakforer, t.ex. typ och varaktighet for fixering, tiocklek pé
snift och typ av specimen kan det krévas olika inkubationstider. Som en
inkubationsriktlinje rekommenderar vi en inkubationstid pé 2-30 min. Som
en allmén regel rekommenderar vi att faststilla den optimala tiden for
proteolys [ fértester.

7.  Tvéta i 2x 2 min i avjoniserat eller destillerat vatten.

8.  Dehydrering: i 70 %, 90 % och 100 % etanol, vardera i 1 min.

9.  Lufttorka snitten.

Se till att snitten &r helt torra innan proben appliceras eftersom kvarvarande
fukt kan minska signalintensiteten och/eller pdverka specimenmorfologin.

Denaturering och hybridisering

1.  Pipettera 10 ul FlexISH Probe p& varje férbehandlat specimen.

Undvik léngvarig ljusexponering av proben.

2.  Téck specimen med eft téckglas p& 22 mm x 22 mm (undvik féngade
bubblor) och tillslut téckglaset.

Vi rekommenderar aft gummicement (tex. Fixogum) anvénds fér

tillslutningen.

3.  Placera objekiglasen pd& en varm platta eller hybridiserare och
denaturera specimen i 10 min vid 75 °C.

4.  Utfér hybridisering i 2 timmar upp till 16 timmar (d.v.s. éver natten)
vid 37°C genom att antingen &verféra objektglasen fill en
hybridiserare eller till en fuktkammare och en hybridiseringsugn.

Det dr viktigt aft specimen infe torkar ut under hybridiseringssteget.

12.2 Dag 1 eller dag 2
Férberedande steg

1.  Fdrberedelse av 1x FlexISH Wash Buffer: Spéad 1 del 5x FlexISH Wash
Buffer (WB10) med 4 delar avjoniserat eller destillerat vatten. Fyll tre
fargningsburkar med 1x FlexISH Wash Buffer, férvérm en burk fill
72 °C och hall tv& burkar i rumstemperatur.

2.  DAPI/DuraTect-Solution (MT7):  Férsatt i rumstemperatur fére
anvéndning, skydda frén ljus.

Efterhybridisering och detektion

1. Ta forsiktigt bort gummicementet eller limmet.
2.  Ta bort téckglaset genom att nedsénkning i 1x FlexISH Wash Buffer
vid rumstemperatur i 1-2 min.

Fér att underlétta borttagningen av tdckglaset kan detta steg alfernativt
utféras i 2 min vid 37 °C.

3.  Tvéatta med 1x FlexISH Wash Buffer i 10 min vid 72 °C.

Ix FlexISH Wash Buffer ska férvérmas. Kontrollera med en termometer om
néavéndigt. Anvénd inte mer én Gtta objektglas per férgningsburk.

4.  Tvétta med 1x FlexISH Wash Buffer i 3 min vid rumstemperatur.

5.  Inkubera objekiglasen i 70 %, 90 % och 100 % etanol, vardera i
1 min.

6.  Lufttorka proverna skyddat frén ljus.

7.  Pipettera 25 ul DAPI/DuraTect-Solution (MT7) pé& objekiglasen.
Undvik fdngade bubblor, téck proven med ett téckglas (24 mm x 60
mm). Inkubera i mérker i 15 min.

Anvéndning av en pipetispets som skurits av fSr aft Ska storleken pd
Sppningen kan fSrenkla pipetteringsprocessen. Undvik exponering fr ljus.

8.  Fdrvara objekiglasen i mérker. Lagring i léngre perioder bér éga
rum vid 2-8 °C.
9.  Granskning av provmaterial utférs med fluorescensmikroskopi.

Filteruppséttningar fér féljande vagléngdsomraden kravs:

Fluorescerande Excitation Emission
férgémne

ZyBlue 418 nm 467 nm
ZyGreen 503 nm 528 nm
ZyGold 532 nm 553 nm
ZyOrange 547 nm 572 nm
ZyRed 580 nm 599 nm
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Med anvéndningen av lémpliga filteruppsétiningar vid interfaser eller
metafaser av normala celler eller celler utan awvikelser i de undersékia
kromosomerna kommer tvé signaler per prob/hapten-mérkning att synas,
férutom prober som é&r inriktade p& X- och/eller Y-kromosomer, vilket
resulterar i ingen till tv& signaler per prob/hapten-mérkning, beroende pé&
kén. | celler med kromosomavvikelser kan ett annat signalménster vara
synligt i interfaser eller metafaser. F&r mer information om tolkning av
resultaten, se bruksanvisningen fér respektive prob.

12. Tolkning av resultaten

13. Rekommenderade procedurer fér kvalitetskontroll

Se bruksanvisningen fér respektive ZytoVision-prob.

14. Prestandaegenskaper

Se bruksanvisningen fér respektive ZytoVision-prob.

15. Kassering

Reagensen méste avfallshanteras enligt lokala bestémmelser.

16. Felsdkning

Eventuella avvikelser frén instruktionerna fér anvéndning kan leda fill
ostkra fargningsresultat eller till att férgningen uteblir helt. Se

www.zytovision.com fér mer information.
Svaga signaler eller inga signaler alls

.. 2 .
Méjlig orsak Atgérd

Specimen har infe fixerats | Optimera fixeringstid och fixativ
ordentligt

Proteolytisk férbehandling
inte utférd ordentligt

Optimera inkubationstiden fér pepsin,
8ka eller minska den efter behov

Vid anvéndning av en hybridiserare
&r det obligatoriskt att anvénda de
véta remsorna/vattenfyllda tankarna.
Vid anvéndning av en
hybridiseringsugn krévs anvéndning
av en fuktkammare. Dessutom bér
tackglaset férslutas helt, t.ex. med
Fixogum, fér att férhindra att provet
torkar ut under hybridisering.

Provavdunstning

Olampliga filterset anvénds | Anvénd filterset som ér lampliga fér
probens fluorokromer.
Filteruppséttningar med tre bandpass
ger mindre ljus jégmfért med
filteruppsétiningar med eft eller vé
bandpass. Féljoktligen kan signalerna
forefalla vara svagare med dessa
trippelbandpassfilterset.

Korshybridiseringsignaler; ojémn bakgrund
Méjlig orsak Atgard

Anvénd férska 16sningar; kontrollera
avvaxningens varaktighet

Ofullsténdig avvaxning

Proteolytisk férbehandling
fér stark

Minska inkubationstiden fér pepsin

Obijektglasen kylda till
rumstemperatur fére
hybridisering

Overfér objekiglasen snabbt till 37 °C

Morfologi degraderad

Méjlig orsak Atgérd

Specimen har inte fixerats Optimera fixeringstid och fixativ

ordentligt

Proteolytisk férbehandling
inte utférd ordentligt

Optimera inkubationstiden fér pepsin,
minska den efter behov

Otillracklig torkning fére
probapplicering

Férléng lufttorkningen
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Overlappande cellkérnor

Méjlig orsak Atgérd

Olamplig tjocklek p& Férbered 2-4 um mikrotomsnitt

vévnadssnitt

Specimen flyter av objektglaset

Méijlig orsak Atgérd

Proteolytisk férbehandling Minska inkubationstiden fér pepsin
fér stark

Svag motférgning

Méijlig orsak Atgérd
L&gkoncentrerad DAPI- Anvénd DAPI/DuraTect-Solution
|8sning ultra) (art. nr MT-0008-0.8) istdllet

DAPI-inkubationstid fér kort | Justera DAPI-inkubationstiden

17. Litteratur
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18. Revision

I:E www.zytovision.com
Se www.zytovision.com fér den senaste bruksanvisningen samt fér

bruksanvisningar pé olika sprék.
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Véra experter finns dér fér att svara p& dina frégor.
Kontakta helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/Tyskland
Telefonnummer: +49 471 4832-300
Faxnummer: +49 471 4832-509
www.zytovision.com

E-postadress: info@zytovision.com

Varumdrken:
ZytoVision® och F/extSH® &r varumérken som tillhér ZytoVision GmbH.
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