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Contrast Hematoxylin HDH3
Pro diagnostické pouziti in vitro.
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1 DOSTUPNE FORMATY PRODUKTU

Jméno Odkaz Mnoistvi x objem
Contrast Hematoxylin HDH3 MAD-HDH3-100VS 1 x 2000 ml

Tabulka 1. Reference a prezentace.

2  UCEL UCELU VYROBKU

Pro diagnostické pouziti in vitro. Contrast Hematoxylin HDH3 je urCen pro kontrabarveni bunék jaderné DNA
v rfezech tkané fixovaného formalinem (FFPE) jako soucast provadéni automatizovanych
imunohistochemickych protokoll (IHC). Je urcéen pro pouZiti kvalifikovanymi odborniky vyskolenymi v
imunohistochemickych technikach. Klinicka interpretace jakéhokoli barveni nebo jeho nepfitomnosti by méla
byt doplnéna morfologickymi studiemi s pouzitim vhodnych kontrol a méla by byt vyhodnocena v kontextu
klinické anamnézy pacienta a dalSich diagnostickych testt kvalifikovanym patologem.

Tento produkt je urCen pro lidi vsech vékovych kategorii, ktefi vyZaduji analyzu detekce antigenu
imunohistochemickymi technikami.
3 SHRNUTI A VYSVETLENI

Contrast Hematoxylin HDH3 je zdkladni barvivo Siroce pouzivané v histopatologii jako protibarvivo jako
soucdst protokolll IHC, kde se primarni protilatky pouZivaji k vizualizaci specifickych antigeni. Po obarveni
cilového antigenu IHC se ¢asto aplikuje druhé chemické barvivo, jako je hematoxylin, které poskytuje kontrast
pro zvyraznéni a umoznuje snadnéjsi vizualizaci a lokalizaci primarniho barviciho produktu v tkani.

Haematoxylin v kombinaci se solemi hliniku, Zeleza nebo chrému tvofi aktivni barvivo, hematin, vznikajici
oxidaci hematoxylinu. PouZiva se jako jaderné barvivo, barvi jadra modre/Cerné a poskytuje dobré detaily
struktur bunék a tkanovych fez(. To poskytuje dobry kontrast mikroskopickych preparatd a usnadnuje jejich
pozorovani.

4 PRINCIP POSTUPU

Obecné plati, Zze imunohistochemické (IHC) barvici techniky umoZnuji vizualizaci antigen prostfednictvim
postupné aplikace specifické protilatky na antigen (primarni protilatka), sekundarni protilatky proti primarni
protilatce (linkova protilatka), enzymového komplexu a chromogenniho substratu s vloZzenymi promyvacimi
kroky. Enzymaticka aktivace chromogenu ma za nasledek viditelny reakéni produkt v misté antigenu. Vzorek
pak mlZe byt obarven a zakryt. Vysledky jsou interpretovany pomoci svételného mikroskopu a pomahaji pfi
diferencialni diagnostice patofyziologickych procesi, které mohou, ale nemusi byt spojeny s konkrétnim
antigenem.

5 REKONSTITUCE, MICHANI, REDENI

Tento produkt je dodavan ve formatu pfipraveném k poutziti. Neni nutné jej rekonstituovat, michat ani fedit.
6 DODAVANO JAKO

Stabilizovany roztok hematoxylinu.
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7 DALSI POTREBNY MATERIAL NENi SOUCASTi DODAVKY
7.1 Cinidla a materialy

- Primarni protilatka
- Cover, Ref. MAD-003983VS
- Dewax Solution, Ref. MAD-004080VS
- High AR, Ref. MAD-004075VS or Low AR MAD-004079VS
- DAB Enhancer, Ref. MAD-001560QV
- TBS Tween 20 Buffer 10X, Ref. MAD-004077R-10
- Cleaning Solution 10X, Ref. MAD-003931CSVS
- Probe Cleaning Kit, Ref. MAD-PCLK
- Master Polymer Plus Detection System, Ref. MAD-000237QKVS
- IHC Treated Slides, Ref. MAD-15-188-55/100
- Mixing Tubes, Ref. MAD-60732-100VS
7.2 Vybaveni

- VitroStainer 42
- Opticky mikroskop a/nebo digitalni skener histologickych preparatl

8 PODMINKY SKLADOVANI A STABILITY

Komponenta: Podminky pouziti

, ., | Skladujte na tmavém misté v chladniCce pfi teploté 2-8°C aZ do data spotreby
Podminky skladovani dukt
produktu.

Po umisténi na pfistroj zUstava cinidlo stabilni po dobu aZ 4 mésicl pfi teploté
. B o 15-25 °C (pokojova teplota).

Stabilita pfi pouZiti v . , .. . v vor .
NepouzZivejte po uplynuti doby pouzitelnosti vytiSténé na Stitku, a to ani v

ptipadé, Ze nebyla prekrocena doba stability pri pouzivani.

PFepravni podminky | Pfeprava by méla byt provadéna pfi 15-25 °C.

Tabulka 2. Podminky skladovani a stability.

Nepouzivejte po uplynuti doby pouZitelnosti.
9 PRIPRAVA VZORKU

Parafinové sekce: Tkané upevnéné ve formalinu jsou vhodné pro pouziti pred zalévanim parafinem.

Kostni tkané by mély byt pfed zpracovanim tkdné odvapnény, aby se usnadnilo fezani tkdné a zabranilo se
poskozeni cepeli mikrotom(.

10 UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

e Pred pouiitim tohoto vyrobku si prectéte navod k pouiiti. V pfipadé atypickych nebo neocekadvanych
vysledkd kontaktujte svého autorizovaného dodavatele/distributora.

e Profesionalni poutziti. Tento produkt je urcen pouze pro profesionalni laboratorni ucely a neni urcen pro
farmakologické, domaci nebo jiné pouziti. Pokud je vyrobek pouzivan jako pomlcka pfi diagnostice, méli
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by s nim manipulovat pouze proskoleni uzivatelé a v autorizovanych laboratofich.

Test predepsany lékafem. Tento produkt je uréen pouze pro profesionalni pouziti na lékarsky
predpis nebo jinym zdravotnickym pracovnikem.

Se vzorky pted a po fixacia se vSemi materidly, které jsou jim vystaveny, by se mélo zachazet, jako by byly
schopny pfenaset infekci, a mély by byt zlikvidovany s ndleZitymi opatfenimi. Nikdy nepipetujte Cinidla
Usty a vyvarujte se kontaktu kdZe a sliznic s Cinidly a vzorky. Pokud se Cinidla nebo vzorky dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym mnoZstvim vody.

Mikrobialni kontaminace ¢inidel mdze mit za nasledek zvySeni nespecifickych barveni a/nebo chybnych
vysledka.

Inkubacni doby nebo teploty jiné, neZ jsou uvedené, mohou vést k chybnym vysledkim. UZivatel musi
kaZzdou takovou zménu ovéfit.

Nepouzivejte Cinidlo po uplynuti doby pouZitelnosti vytisténé na Stitku.

Vazny incident. Jakykoli zdvazny incident souvisejici s pouzivanim tohoto produktu, ktery zahrnuje nebo
muUZe zahrnovat vazné zhorseni, docasné nebo trvalé, zdravotniho stavu pacienta, uZivatele nebo jiné
osoby, nebo dokonce smrt, nebo vaznou hrozbu pro verejné zdravi, musi byt co nejdfive nahlasen vyrobci
e-mailem na adrese_regulatory@vitro.bio a pfisluSnému zdravotnickému organu clenského statu EU, ve

kterém je uZivatel nebo pacient usazen. Pokud se uZivatel nachdzi v USA, nahlaste jakékoli zdvazné
incidenty souvisejici s timto zafizenim kontaktovanim mistniho distributora (informace jsou uvedeny na
Stitku produktu) a prislusného prislusného organu clenského statu. Za incidenty zplsobené nespravnym
pouzivanim vyrobku nebo pouZivanim vyrobku po uplynuti doby pouZitelnosti uvedené na jeho oznaceni
nese odpovédnost uzivatel.

Bezpecnostni opatifeni a opatreni k likvidaci jsou popsana v bezpecnostnim listu tohoto produktu.
Aktudlni verzi bezpecnostniho listu (SDS) tohoto produktu si muZete stdhnout na web stranku
www.vitro.bio nebo si vyZzadejte na adrese regulatory@vitro.bio.

Likvidace odpadu: Nakladani s odpady vznikajicimi pfi pouzivani produktll komeréné prodavanych
spolec¢nosti Vitro S.A. musi byt provadéno v souladu s platnymi zdkony v zemi, ve které jsou tyto produkty
pouzivany. Pro referenci je v nasledujici tabulce uvedena klasifikace odpadid vzniklych timto souborem
podle evropského prdva, konkrétné podle rozhodnuti Evropské komise ze dne 18. prosince 2014, kterym
se méni rozhodnuti 2000/532/ES o seznamu odpadd podle smérnice Evropského parlamentu a Rady
2008/98/ES:
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POTENCIALNI VZNIK ODPADU ELW*
_p p DRUH ODPADU PODLE ELW*
PO POUZITI TOHOTO PRODUKTU KOD
Nddoba na poutzitd Cinidla klasifikovana jako 150110 "Kontejnery obsahujici odpad nebo
nebezpecnd (podle bezpecnostniho listu). kontaminované nebezpecnymi latkami"
"Kapaliny vznikajici pfi pouzivani
Vodny kapalny odpad obsahujici nebezpecné 161001 automatickych pfistroja IHC/HIS:
latky (nikoli rozpoustédia). - Ukladani odpadu z imunostatika.
- pouzité buffery PT-Module"
Spotiebni material (zkumavky, $picky atd.). "Odpady, na jejichz sbér a likvidaci se vztahuji
Jakykoli prvek, ktery byl v kontaktu se vzorky 180103 | zvlastni pozadavky za ucelem prevence
tkané. infekce"
) L o "Laboratorni chemické latky sestavajici z
Kapaliny obsahujici rozpoustédla (xylol, L , L
) . ) nebezpecnych latek nebo obsahuijici
hematoxylin, alkohol, eosin), generované 160506 Lo ... ,
) L ) . nebezpecné latky, véetné smési laboratornich
imunobarvicimi technikami. — (e i
chemickych latek".

Tabulka 3. Klasifikace odpadl vzniklych pti pouZivani této sady podle evropské legislativy. *ELW: Evropskd legislativa o
odpadech.

*Poznamka: Tato klasifikace je zahrnuta jako obecny pokyn pro ¢innost, za splnéni vSech mistnich, regionalnich a
narodnich pfedpisa tykajicich se likvidace tohoto typu materialti je koneénou odpovédnosti uZivatele.
11 NAVOD K POUZITI

Pred zahdjenim procesu imunobarveni v pfistroji umistéte banku s roztokem Contrast Hematoxylin HDH3 do
VitroSatiner 42. DodrZujte doporucené protokoly a podminky pouzZiti primarnich protilatek. Inkubacni doba
a teploty se budou lisit v zavislosti na konkrétnim dodrzeném protokolu protilatek.

12 KONTROLA KVALITY

Rozdily ve zpracovani tkdni a technickych postupech v laboratofi uZivatele mohou vést k vyznamné variabilité
vysledkd, coZ vyZzaduje pravidelné provadéni internich kontrol kromé nasledujicich postupl. konzultovat
pokyny pro kontrolu kvality Standardy kvality pro navrhovdni a provddéni imunohistochemickych test(;
Schvéleny pokyn — druhé vydani (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011.

Pozitivni kontrola tkané: Externi materidly pro pozitivni kontrolu by mély byt Cerstvé
pitevni/bioptické/chirurgické vzorky fixované, zpracované a vlozené co nejdfive stejnym zpUsobem jako
vzorek (vzorky) pacienta. Pozitivni kontrola tkané svéd¢i o spravné pripravenych tkanich a spravnych
technikach barveni. Do kazdého barveni by méla byt zahrnuta jedna pozitivni kontrola externi tkané pro
kazdou sadu testovacich podminek.

Tkané pouZité pro externi materidly pro pozitivni kontrolu by mély byt vybrany ze vzork( pacientl s dobre
charakterizovanymi nizkymi Urovnémi pozitivni cilové aktivity, kterd dava slabé pozitivni barveni. Nizka
Uroven pozitivity u externich pozitivnich kontrol je navriena tak, aby byla zajisténa detekce jemnych zmén v
citlivosti primarnich protilatek v disledku nestability nebo probléml s metodikou IHC. Komeréné dostupna
tkarova preparaty nebo vzorky zpracované jinak nez vzorek (vzorky) pacienta ovéruji pouze vykonnost cinidla
a neoVveéruji pripravu tkané.
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Znamé pozitivni kontroly tkani by mély byt vyuzivany pouze pro sledovani spravného vykonu zpracovanych
tkani a testovacich cinidel, nikoli jako pomucka pfi formulaci specifické diagndzy vzorkd pacientl. Pokud
pozitivni tkafové kontroly neprokazi pozitivni barveni, vysledky se zkusebnimi vzorky by mély byt povazovany
za neplatné.

Negativni kontrola tkané: Pouzijte negativni kontrolu tkané fixovanou, zpracovanou a vloZenou zplsobem
identickym se vzorkem (vzorky) pacienta s kazdym barvenim k ovéreni specificnosti primarni protilatky IHC
pro prikaz cilového antigenu a k poskytnuti indikace specifického barveni pozadi (falesSné pozitivni barveni).
Také rada rlznych typld bunék pritomnych ve vétsiné tkanovych rezd mulzZe byt laborantem pouZita jako
interni negativni kontrolni mista k ovéreni vykonnostnich specifikaci IHC.

Pokud se pfi negativni kontrole tkané objevi specifické barveni (falesné pozitivni barveni), vysledky se vzorky
pacienta by mély byt povazovany za neplatné.

Nespecificka negativni kontrola €inidla: PouZijte nespecifickou negativni kontrolu cinidla misto primarni
protilatky s casti kaidého vzorku pacienta k vyhodnoceni nespecifického barveni a umoZnéni lepsi
interpretace specifického barveni v misté antigenu. V idedlnim pfipadé negativni kontrola ¢inidla obsahuje
protilatku vyrobenou ze supernatantu tkanové kultury stejnym zplsobem jako primarni protilatka, ale
nevykazuje zadnou specifickou reaktivitu s lidskymi tkdnémi ve stejné matrici/roztoku jako primarni
protilatka. Samotné rozpoustédlo mulze byt pouZito jako méné Zadouci alternativa k dfive popsanym
negativnim kontroldm cinidel. Inkubacni doba pro negativni kontrolu cinidla by méla odpovidat inkubacni
dobé primarni protilatky.

Pokud jsou panely nékolika protilatek pouzity na sériovych fezech, mohou negativné zbarvené oblasti
jednoho sklicka slouZit jako negativni/nespecifickd vazebna kontrola pozadi pro jiné protilatky.

Aby se odlisila endogenni enzymova aktivita nebo nespecifickd vazba enzyml od specifické imunoreaktivity,
mohou byt dalsi tkdné pacienta obarveny vyhradné substrat-chromogen nebo enzymové komplexy (PAP,
avidin-biotin, streptavidin) a substrat-chromogen.

13 OVERENI TESTU

Pred prvnim pouzitim protilatky nebo barviciho systému v diagnostickém postupu by mél uZivatel ovérit
specificitu protilatky jejim testovdnim na fadé internich tkani se zndmymi imunohistochemickymi
vykonnostnimi charakteristikami reprezentujicimi zndmé pozitivni a negativni tkané. Viz postupy kontroly
kvality dfive popsané v této Casti pribalového letdku a doporuceni pro kontrolu kvality v certifika¢nim
programu CAP pro imunohistochemii a/nebo ve smérnici NCCLS IHC). Tyto postupy kontroly kvality by se
mély opakovat pro kazdou novou SarZi protilatek nebo vzdy, kdyZz dojde ke zméné parametrd testu.

14 RESENi PROBLEMU

Postupujte podle doporuceni protokolu specifického pro protildtky podle poskytnutého datového listu.
Pokud dojde k atypickym vysledkiim, kontaktujte regulacni oddéleni spoleénosti Vitro na adrese
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regulatory@vitro.bio. Pokud se uZivatel nachdzi v USA, kontaktujte mistniho distributora (informace jsou

uvedeny na Stitku produktu).
15 INTERPRETACE VYSLEDKU

Interpretace vysledkd by méla byt provedena kvalifikovanym patologem. Barveni primarni protilatkou spolu
s pomocnymi Cinidly by mélo byt provedeno na tkdnich pacienta a na pozitivnich a negativnich kontrolach.

Pozitivni kontrola tkané: Pozitivni kontrola tkané obarvend primarni protilatkou by méla byt nejprve
vySetfena, aby se zajistilo, Ze vSechna Cinidla funguji spravné. Pritomnost cervenohnédého (3,3
diaminobenzidin tetrachloridu, DAB) reakéniho produktu s cilovou bunkou (umisténim v burce) svédci o
pozitivni reaktivité. Pokud pozitivni tkanové kontroly neprokdzi pozitivni barveni, mély by byt vSechny
vysledky se zkuSebnimi vzorky povazovany za neplatné.

Negativni kontrola tkané: Negativni kontrola tkané by méla byt vySetfena po pozitivni kontrole tkané, aby
se ovéfila specificita znaceni cilového antigenu primarni protilatkou. Absence specifického barveni v negativni
tkanové kontrole potvrzuje nedostateénou zkfizenou reaktivitu protilatek na buriky/bunééné slozky. Pokud
se pfi negativni kontrole vnéjsi tkané objevi specifické barveni (falesné pozitivni barveni), vysledky se vzorkem
pacienta by mély byt povazovany za neplatné.

Nespecifické barveni, pokud je pfitomno, ma obvykle difuzni vzhled. Sporadické barveni pojivové tkané mize
byt také pozorovano v fezech z nadmérné formalinem fixovanych tkani. Pro interpretaci vysledkd barveni
pouZijte neporusené bunky. Nekrotické nebo degenerované bunky se ¢asto nespecificky barvi.

Tkan pacienta: Prohlédnéte vzorky pacientll obarvené primarni protildatkou jako posledni. Intenzita
pozitivniho zabarveni by méla byt posouzena v souvislosti s jakymkoli nespecifickym barvenim pozadi
negativni kontroly Cinidla. Stejné jako u kazdého imunohistochemického testu negativni vysledek znamena3,
Ze antigen nebyl detekovan, nikoli to, Ze antigen chybél ve vysetfovanych burikach/tkani. V pfipadé potreby
pouzijte panel protilatek k identifikaci faleSné negativnich reakci.

Informace o imunoreaktivité protilatky naleznete v ndvodu k pouziti primarni protilatky.
16 OMEZENI

- Vysledky testu musi byt vyhodnoceny zdravotnickym pracovnikem v kontextu anamnézy, klinickych
priznak( a dalsich diagnostickych testq.

- Spravné provedeni testu zavisi na kvalité vzorku.

- VitroStainer 42 a pomocna ¢inidla by méla byt pouZita s tkdfnovymi fezy fixovanymi ve formalinu a
zalitymi v parafinu. PoufZiti jakéhokoli jiného typu vzorku mize vést k chybnym vysledkim a jeho
vykonnost musi byt predem ovérena.

- Imunohistochemie je vicestupnovy diagnosticky proces, ktery spociva ve specializovaném skoleni ve
vybéru vhodnych reagencii; vybér, fixace a zpracovdni tkani; pfiprava prepardtu IHC; a interpretace
vysledkd barveni.

- Barveni tkané zdvisi na manipulaci a zpracovani tkané pred barvenim. Nespravna fixace, zmrazeni,
rozmrazovani, prani, suseni, zahfivani, déleni nebo kontaminace jinymi tkdnémi nebo tekutinami
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muZe zpUsobit artefakty, zachyceni protilatek nebo falesné negativni vysledky. Nekonzistentni
vysledky mohou byt zplsobeny odchylkami v metodach fixace a vkladani nebo vrozenymi
nepravidelnostmi v tkani.
Nadmérné nebo neuplné protibarveni mize ohrozit spravnou interpretaci vysledka.
Klinickd interpretace jakéhokoli pozitivniho nebo negativniho barveni by méla byt hodnocena v
kontextu klinického obrazu, morfologie a dalSich histopatologickych kritérii. Klinickd interpretace
jakéhokoli pozitivniho nebo negativniho barveni by méla byt doplnéna morfologickymi studiemi s
pouZitim vhodnych pozitivnich a negativnich vnitfnich a externich kontrol a dalSich diagnostickych
test(. Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa, ktery je obeznamen se spravnym pouzivanim IHC
protilatek, reagencii a metod k interpretaci vSech krokd pouzitych k pfipravé a interpretaci
konecného pripravku IHC.
Vyrobce poskytuje toto Cinidlo k pouZiti podle poskytnutych pokyn( pro IHC na pfipravenych fezech
tkané. Jakakoli odchylka od doporucenych zkuSebnich postupli mdlZe zneplatnit deklarované
ocekavané vysledky; Musi byt pouZity a zdokumentovany vhodné kontroly. UZivatelé, ktefi se odchyli
od doporucenych testovacich postupll, musi za téchto okolnosti pfijmout odpovédnost za
interpretaci vysledkd pacienta.
Tkané od osob infikovanych virem hepatitidy B a obsahujici povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAg)
mohou vykazovat nespecifické zbarveni kienovou peroxidazou.

VYKONNOSTNI CHAASTROISTIKA

Reprodukovatelnost ucinnosti produktu Contrast Hematoxylin HDH3 v pribéhu byla stanovena obarvenim

42 prepardtl obsahujicich stejnou tkan. Stejny vysledek byl ziskdn mezi vSsemi snimky. Reprodukovatelnost

mezi testy byla ur¢ena barvenim skel obsahujicich stejnou tkan na 42 preparatech ve dvou rliznych zafizenich,

dvou operatorech a v rliznych dnech. Barveni bylo provedeno pomoci protokoll Ki67 a CD3 jako primarnich

protilatek. Byly provedeny dalsi studie s cilem testovat Sirokou Skalu protilatek v rlznych koncentracich a

rdznych tkanich v rznych dnech, rliznymi operatory a riznym vybavenim po dlouhou dobu.
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