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Pro poutziti pfi fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH)

4250380N727X

q3

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
podle IVDR (EU) 2017/746

1. Zamyslené pouZiti
Sada ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit je uréena k pouZiti v

kombinaci se sondami ZytoLight FISH na cytologickych vzorcich pomoci
fluorescenéni /n situ hybridizace (FISH).

Vyrobek je uréen pouze pro profesiondlni pouziti. Viechny testy s pouZitim
vyrobku by mély byt provadény v certifikované, licencované laboratofi
anatomické patologie pod dohledem patologa/humdnniho genetika
kvalifikovanym personélem.

2.  Princip testu

Technika fluorescenéni /n sifu hybridizace (FISH) umozZiiuje detekci a
vizualizaci  specifickych  sekvenci nukleovych kyselin v bunéénych
preparétech. Fluorescenéné znagené fragmenty DNA, tzv. sondy FISH, a
jejich komplementérni cilové Fetézce DNA v prepardtech jsou pfi
hybridizaci spoleéné denaturovdny a ndsledné se nechaji annealizovat.
Poté se nespecifické a nenavdzané fragmenty sond odstrani pomoci
promyvacich krokl. Po protibarveni DNA pomoci DAPI se hybridizované
fragmenty sond vizualizuji pomoci fluorescenéniho  mikroskopu
vybaveného excitaénimi a emisnimi filiry specifickymi pro fluorochromy,
kterymi byly fragmenty sond FISH pfimo oznaéeny.
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3. Dodané ¢inidla

ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit je k dispozici v jedné velikosti
a sklédd se z:

Mnozstvi
Kéd Komponenta Kontejner
N/ 20

Lahvi¢ka s kapdtkem,

ES2 Cytology Pepsin Solution 4 ml prihledny uzavér

WB5 | 20x Wash Buffer TBS 50 ml |Ldhev se Sroubovacim

uzdvérem
PT4 10x MaCl 50 ml Léhev se 3roubovacim
X uzdvérem
PT5 10x PBS 50 ml Lc'Jlee\V/ se Sroubovacim
—_ uzdvérem
Cytology Stringency L&hev se $roubovacim
wes Wash Buffer SSC 500 m| uzévérem (velkd)
WB8 Cytology Wash Buffer 500 ml Lolje\v/ se sroukfovctam
SSC uzdavérem (velkd)

Reakéni nadoba,

MT7 | DAPI/DuraTect-Solution 0.8 ml .
modré viko

Navod k pouziti 1

Z-2099-20 (20 testi): Slozky ES2 a MT7 postaluji pro 20 reakci. Slozky
PT4, PT5, WB7 a WB8 vystadi na 7 barvicich sklenic po 70 ml. Slozka WB5
vysta&i na 14 barvicich sklenic po 70 ml.

>

PoZadované, ale neposkytované materialy

ZytoLight FISH probe

Pozitivni a negativni kontrolni vzorky

Mikroskopické skli¢ka, nepotazend

Vodni lézeri (70 °C)

Hybridizér nebo horké deska

Hybridiztor nebo vlhkostni komora v hybridizaéni peci
Nastavitelné pipety (10 ul, 25 ul)

Barvici nddoby nebo 16zné

Casovai

Kalibrovany teplomér

Etanol nebo reagenéni alkohol

37% formaldehyd, bez kyselin, nebo 10% formalin, neutrdlné
pufrovany

. 2x fyziologicky citrat sodny (SSC), nap¥. z 20x SSC Solution
(Prod. No. WB-0003-50)

. Deionizovand nebo destilovand voda
. Kryci sklitka (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)
. PryZovy cement, napi.Fixogum Rubber Cement
(Prod. No. E-4005-50/-125) or similar
. Vhodné udrzovany fluorescenéni mikroskop (400-1000x)
. Ponorny olej schvéleny pro fluorescenéni mikroskopii

. Vhodné sady filtra

5. Skladovéni a manipulace

Skladuite pf i teploté 2-8 °C ve svislé poloze. DAPI/DuraTect-Solution (MT7)
musi byt navic skladovan chrénény pred svétlem. lhned po pouZiti vrat te
do skladovacich podminek. NepouZivejte ¢inidla po uplynuti doby
pouzitelnosti uvedené na $titku. P¥ i odpovidajicim zachdzeni je pf ipravek
stabilni do data pouzitelnosti uvedeného na $titku.

6.  Upozornéni a bezpe&nostni opatf eni

. Pf ed pouzitim si pf e¢téte ndvod k pouzitil
. Nepouzivejte ¢inidla po uplynuti doby pouZzitelnosti!
. Tento vyrobek obsahuije l4tky (v nizkych koncentracich a objemech),

které jsou zdravi Skodlivé. Vyvaruite se jakéhokoli pf imého kontaktu
s ¢&nidly. PFijméte vhodnd ochranné opatieni (pouzivejte
jednordzové rukavice, ochranné bryle a laboratorni odév)!

. Jakoukoli zavaznou udélost, ke které doslo v souvislosti s vyrobkem,
nahlaste vyrobci a pFisludnému OFadu v souladu s mistnimi
pF edpisy!
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. Pokud se ¢inidla dostanou do kontaktu s kizi, okamzité ji opldchnéte
velkym mnozZstvim vody!

. Pro profesiondlni uZivatele je na vyzadani k dispozici bezpeénostni
list materidlu.

. Reagencie nepouzivejte opakované, pokud neni opakované pouziti

vyslovné povoleno!

. Vyvarujte se ki izové kontaminace vzorkl, protoze to mlze vést k
chybnym vysledktm.

. Béhem hybridizace a promyvéni se vzorky nesmi nechat zaschnout.

. DAPI/DuraTect-Solution (MT7) by nemél byt del$i dobu vystaven
svétlu, zejména silnému svétlu, tj. vechny kroky by mély byt

provadény pokud mozno ve tmé a/nebo za pouziti svétluvzdornych
nadob!

Zvl&&¥ni znaéeni v ES2:

EUH210 Na vyz&dani je kodispozici bezpeénostni list.
< 20 % smési tvofi slozka (slozky) s nezndmou akutni
toxicitou (pfi vdechovani)

Standardni véty o nebezpeénosti a pokyny pro bezpeéné zachdazeni pro
PT4, PT5, WB5, WB7, a WB8:

Slozka uréujici nebezpedi je smésici: 5-chlor-2-methylisothiazol-3(2H)-on
[¢islo ES 247-500-7] a 2-methylisothiazol-3(2H)-on [&islo ES 220-239-6]
(3:1).

@ Varovani

H317 Muize vyvolat alergickou kozni reakci.

P261 Zamezte vdechovdéni prachu/dymu/plynu/mlhy/par/
aerosold.

P272 Kontaminovany pracovni odév neodnésejte z
pracovisté.

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny

odév/ochranné bryle/obli¢ejovy $tit.
P302+P352 PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnozstvim vody.

P333+P313  Pfi podrdzdéni kiize nebo vyrdzce: Vyhledejte
|ékaFskou pomoc/osetient.

P362+P364  Kontaminovany odév svléknéte a pied opétovnym
pouzitim vyperte.

Standardni véty o nebezpe&nosti a pokyny pro bezpe&né zachézeni pro
MT7:

Smés neni klasifikovéna joko nebezpeénd podle nafizeni (ES) ¢&.
1272/2008.

7. Omezeni

. Pro diagnostické poutiti /n vitro.

. Pouze pro profesiondlni pouZiti.

. Pouze pro neautomatizované pouziti.

. Klinickd interpretace jakéhokoli pozitivniho barveni nebo jeho

nepf ifomnosti musi byt provedena v kontextu klinické anamnézy,
morfologie, dalsich histopatologickych kritérii a také dalsich
diagnostickych ~ testi.  Je = odpovédnosti  kvalifikovaného
patologa/humdnniho genetika, aby znal sondy ISH, ¢&inidla,
diagnostické panely a metody pouzivané k vyrobé barveného
prepardtu. Barveni musi byt provddéno v certifikované licencované
laboratof i pod dohledem patologa/humdnniho genetika, ktery je
odpovédny za revizi obarvenych prepardtd a zajisténi adekvéinosti
pozitivnich a negativnich kontrol.

. Barveni vzorku, zejména intenzita signélu a barveni pozadi, zévisi na
manipulaci se vzorkem a jeho zpracovéni pied barvenim.
Nesprdvné fixace, zmrazeni, rozmrazeni, myti, suSeni, zahf ivani,
i ezdni nebo kontaminace jinymi vzorky ¢&i tekutinami muaze vést k
artefakttm nebo fale$nym vysledkim. Nekonzistentni vysledky
mohou byt disledkem rozdili v metodéch fixace a vkladéni, jakoZ i
vrozenych nepravidelnosti ve vzorku.
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. Vykon byl ovéFen pomoci postupli popsanych v névodu k poutziti
pf isludné sondy ZytoVision a implementaéni sady. Upravy téchto
postupll mohou zménit vykonnost a musi byt ovéf eny uZzivatelem.
Tento IVD je certifikovan joko CE pouze v pf ipadé, Ze je pouZivan
zplsobem popsanym v tomto ndvodu k poufZiti v rozsahu uréeného
pouziti.

8.  Rusivé latky

Cervené krvinky pFftomné ve vzorku mohou vykazovat autofluorescenci,
kterd brani rozpozndni signdlu.

9. P#iprava vzorka

Bezprosttedné pred proteolyzou pro starnuti inkubuite preparéty 2 minuty
v roztoku 2x SSC p¥i 73 °C.

Alfernativné Ize stdrnuti vzorkii provést inkubaci vzorku pies noc (12-16 h)
pii 37 °C.

10. P¥ipravné osett eni zaf izenf

20x Wash Buffer TBS (WB5), 10x MgCl, (PT4) a 10x PBS (PT5) je tieba
pfedem upravit podle pokynt v bodé 11. "Postup testu". Slozky (PT4) a (PT5)
mohou pfi teploté 2-8 °C tvofit srazeniny. V pfipadé potieby je pred
pouzitim zahfejte na 37 °C po dobu 10 minut, dokud se srazeniny zcela
nerozpusti. V8echna ostatni ¢inidla soupravy jsou pfipravena k poufZiti.
Neni nutnd rekonstituce, michdni ani fedéni.

11. Postup analyzy
11.1  Den 1
PFipravné kroky

. Fiprava 1x Wash Buffer TBS: 1 dil 20x Wash Buffer TBS (WB5) 19
dily deionizované nebo destilované vody.

. Fiprava 1% roztoku formaldehydu: Pro 100 ml 1% roztoku
formaldehydu smicheijte bud 2,7 ml 37% formaldehydu bez kyselin,
nebo 25 ml 10% neutrélné pufrovaného formalinu (4% formaldehyd)
s 10 ml 10x MgCl, (PT4) a 10 ml 10x PBS (PT5) a upravte objem na
100 ml deionizovanou nebo destilovanou vodou. Dukladné
promicheite.

. F¥iprava série ethanolu (70%, 90% a 100% roztoky ethanolu): Ztedte
7,9 a 10 dili 100% ethanolu s 3, 1 a 0 dily deionizované nebo
destilované vody. Tyto roztoky Ize uchovavat ve vhodnych nadobdch
a lze je opakované pouzit.

. Sonda Zytolight FISH: Pred pouZitim uvedte do teploty RT, chrarite
pred svétlem.

PfedGprava (odvoskovéni/proteolyza)

1. Na cytologicky vzorek naneste (po kapkéch)
Cytology Pepsin Solution (ES2) a inkubujte 10 minut p¥i 37 °C ve
vlhké komote.

ES2 muze tvofit srazeniny, které nemaii vliv na kvalitu.

V zdvislosti na vice faktorech, napf. na povaze a délce fixace a na
povaze bunék, mlze byt vyzadovdna riznd doba inkubace. U
cytologickych vzorkl doporuéujeme inkubaéni dobu 5-15 minut.
Obecné doporudujeme zjistit optimdlni dobu pro proteolyzu v
ptedbéznych testech.

Inkubuite skli¢ka 5 minut v 1x Wash Buffer TBS.

Skli¢ka inkubujte 5 minut v 1% Formaldehyde solution.

Inkubuite skli¢ka 5 minut v 1x Wash Buffer TBS.

Dehydratace: v 70%, 90% a 100% ethanolu, vzdy po dobu 1 min.
Vzorky vysuste na vzduchu.

arwN

Denaturace a hybridizace

1. Na kaozdy pfedem o3etfeny vzorek napipetujle 10 ul
ZytoLight FISH Probe.

Vivarujte se dlouhého vystaveni sondy svétlu.

2. Vzorky zakryjte krycim sklitkem o rozmérech 22 x 22 mm (zamezte
zachyceni bublin) a kryci skli¢ko utésnéte.

K utésnéni doporuéujeme pouzit gumovy cement (napf. Fixogum Rubber
Cement).
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3. Umistéte sklitka na horkou desku nebo hybridizétor a denaturujte
vzorky po dobu 5 minut pfi 72 °C.

4, Pfeneste preparéty do vlhké komory a hybridizujte pfes noc pfi 37

°C (napf. v hybridizaéni peci).
Je diilezité, aby cytologické vzorky bé hem hybridizace nevyschly.

11.2 Den2
P¥ipravné kroky

. Cytology Stringency Wash Buffer SSC (WB7): Piedehfejte na 70°C.

. Cytology Wash Buffer SSC (WB8):Uvedte na pokojovou teplotu.

. DAPI/DuraTect-Solution (MT7): Pfed pouzitim uvedte do pokojové
teploty, chrarite pfed svétlem.

Néslednéd hybridizace a detekce

1.  Opatrné odstrarite gumovy tmel nebo lepidlo.

2.  Opatrné odstrante kryci skli¢ko.

3.  Promyvejte pomoci Cytology Stringency Wash Buffer SSC (WB7) po
dobu 2 minut pfi 70°C.

Cytology Stringency Wash Buffer SSC by mél byt pfedem zahidty. V pijpade
poftteby zkontrolujte teplomérem..

Doporucujeme pouZit i sklicka na jednu barvici nddobku. V pFipade

potteby pouZijte prézdnd sklicka, abyste pocet upravili na chri.

4.  Promyvejte pomoci Cytology Wash Buffer SSC (WB8) po dobu 1
minuty p¥i pokojové teploté..

Cytology Wash Buffer SSC by mél byt piedehidty na pokojovou feplotu. V
plipadé poffeby zkontrolujte teplomérem.

5. Vzorky suste na vzduchu chranéné pred svétlem.

6.  Na skligka napipetujte 25 ul DAPI/DuraTect-Solution (MT7). Vzorky
zakryjte krycim sklitkem (24 mm x 60 mm), abyste se vyhnuli
zachycenym bublinkdm. Inkubujte ve tmé po dobu 15 minut.

PouZiti pipetovaci Spicky, kterd byla sefiznuta, aby se zvétsil otvor, muze
usnadnit pipetovdni. Vyhnéte se dlouhému piisobeni svétla.

7. Skligko skladujte ve tmé. PFi del$im skladovani by mélo byt
skladovéno pfi teploté 2-8 °C.
8. Hodnoceni materidlu vzorku se provddi pomoci fluorescenéni

mikroskopie. Jsou zapotiebi sady filtiri pro nésledujici rozsahy
vinovych délek:

Fluorescenéni Excitation Emise
barvivo

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

12. Interpretace vysledkd

Pfi pouziti vhodnych sad filtrdl v interfazich nebo metafdzich normadilnich
bunék nebo bunék bez aberaci chromozomi se objevi dva signély na
sondu/fluorescenéni znaeku, s vyjimkou sond zaméfenych na chromozomy
X a/nebo Y, coz vede k z4dnému az dvéma signdlim na
sondu/fluorescenéni zna¢ku v zdvislosti na pohlavi. V bufikach s
chromozomadlnimi aberacemi mize byt v interfazich nebo metafdzich
patrny jiny vzor signdlu. Dal$i podrobnosti o interpretaci vysledk( naleznete
v pfiruéce k pfisluiné sondé.

13. Doporuéené postupy kontroly kvality
Viz névod k pouziti pf islu§né sondy ZytoVision.
14. Vykonnostni charakteristiky

Viz névod k poutiti pf islu§né sondy ZytoVision.

15. Likvidace

Likvidace ¢&inidel musi byt provadéna v souladu s mistnimi pf edpisy.
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16. ReSeni probléma

Jakdkoli odchylka od ndvodu k obsluze muze vést k hor§im vysledkim
barveni nebo k tomu, Ze barveni nebude viibec provedeno. Dali informace
naleznete na www.zytovision.com.

Slaby nebo zadny signdl

Moznd pfitina Akce

Optimalizujte dobu inkubace pepsinu,
v piipadé potteby ji prodluzte nebo
zkratte.

Nesprdvné provedend
proteolytickd pfedUprava

PFi pouziti hybridizétoru je pouZiti
mokrych pruh/nédrzi naplnénych
vodou povinné. PFi pouziti
hybridizaéni pece je nutné pouzit
vlhkou komoru. Kromé toho by mél
byt kryci list zcela uzavien, napf.
pomoci Fixogumu, aby se zabrdénilo
vysychdni vzorku béhem hybridizace.

Odpafovéni sondy

Pouziti nevhodnych sad filird | Pouzijte sady filird vhodné pro
fluochromy sondy.

Sady Fipdsmovych filtri poskytuji méné
svétla ve srovndni se Sadami
jednopdsmovych nebo dvoupdsmovych
filtrd. V diisledku toho se mohou signdly
P pouZiti B chto sad Fipdsmovych filtrd
Jevit slabsi.

K¥izové hybridiza&ni signdly; rusivé pozadi

Moznd pfitina Akce

PFili3 silnd proteolyticka Zkraceni inkubaéni doby pepsinu

ptedUprava

Sklieka se pred hybridizaci Skli¢ka rychle pfeneste na teplotu
ochladi na pokojovou 37 °C
teplotu.

Zhor$end morfologie

Moznd pfi¢ina Akce

Optimalizujte dobu inkubace pepsinu,
v pfipadé potieby ji zkratte.

Nesprdvné provedend
proteolytickd pfedUprava

Nedostateéné vysuseni Prodlouzeni su$eni na vzduchu

pted aplikaci sondy

Slabé protibarva

Possible cause Action

Nizkokoncentrovany roztok | Misto toho pouzijte roztok
DAPI DAPI/DuraTect-Solution (ultra) (Prod.
No. MT-0008-0.8)

PFili§ kratkd doba inkubace | Uprava doby inkubace DAPI
DAPI
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18. Revize

Revize Popis zmény

1.2.1 11. Postup analyzy
ZyGreen 2.0 pfidan

I:E www.zytovision.com

Nejnovéjsi ndvod k pouziti a ndvod k pouziti v rlznych jazycich
naleznete na adrese www.zytovision.com. .

Nasi odbornici jsou pfipraveni zodpovédét vase dotazy.
Kontaktujte prosim helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Némecko
Phone: +49 471 4832-300
Fax: +49 471 4832-509
Email: info@zytovision.com

Ochranné zndmky:
ZytoVision® a ZytoLight® jsou ochranné zndmky spole¢nosti ZytoVision
GmbH.
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