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FLEX Polyclonal Rabbit Anti-Helicobacter Pylori, Ready-to-Use (Dako Omnis) je uréen pro pouziti
v imunohistochemii spole¢né s pfistroji fady Dako Omnis. Tato protilatka je uzite€na pfi identifikaci infekce H. pylori
v gastritidé a gastrické rakoviné (1-4). Klinickou interpretaci zbarveni nebo jeho nepfitomnosti je tfeba doplinit
morfologickym vySetfenim s vyuzitim patfiénych kontrol a vyhodnotit s pfihlédnutim k pacientové klinické anamnéze
a k dal$im diagnostickym testim provedenym kvalifikovanym patologem.

H. pylori (dfive znama jako Campylobacter pylori) je spiralovita mikroerofilni, gramnegativni bakterie s unipolarné
zapouzdFfenymi bigiky. Zije ve slizniéni vrstvé gastrického epitelu. Vétina kolonizujicich bakterii Zije ve sliznici
Zaludku, menSi ¢ast (~1%) na pfipojena k epitelialnim burikdm Zaludku (5). Tfebaze se vSeobecné predpoklada, ze
H. pylori je vyhradné extracelularni, nékteré studii ukazuji, ze velmi mala ¢ast bakterii mize pronikat do epitelialnich
bunék (2, 5). H. pylori zpUsobuje jednu z nejbéZznéjSich patogennich infekci, objevujici se odhadem u poloviny lidské
populace, s véts§im vyskytem v rozvojovych nez industrialnich zemich. Kolonizace se obvykle objevuje v raném
stadiu Zivota a, pokud neni Ié¢ena antibiotiky, pretrvava po celou délku Zivota. U podskupiny jedinct vede infekce k
vaznym gastroduodenalnim onemocnénim, napfiklad peptické viedy nebo gastrické adenokarcinomy (5). Dikazy
podporujici souvislost mezi H. pylori a chronickou atrofickou gastritidou a rakovinou zaludku byly nalezeny
ekologickych, pfipadovych a prospektivnich studiich a v 1994 klasifikovala mezinarodni organizace pro vyzkum
rakoviny (International Agency for Research on Cancer) H. pylori jako pro lidi karcinogenni (5, 6).

V ptiruéce General Instructions for Imnmunohistochemical Staining (Obecné pokyny pro imunohistochemické barveni)
spolecnosti Dako nebo v navodu k systému detekce pro IHC metody naleznete informace tykajici se téchto témat.

Polyklonalni krali¢i protilatka pfipravena k pouziti se dodava v kapalné podobé v pufru s obsahem stabilizujiciho
proteinu, 0,1 mol/L NACI a 0,015 mol/L azidu sodného.

Antigen pro imunizaci byl pfipraven z tepelné zpracovaného kmene H. pylori CH-20426 (1, 2).

Protilatka oznacila tepelné stabilni, somatické antigeny celého organizmu H. pylori . Stopy kontaminujicich protilatek
byly odstranény absorpci v pevné fazi s proteiny lidské plazmy.

Pfi testovani v kfizové imunoelektroforéze 12,5 pL koncentrované protilatky na cm? gelu proti 2 L lidské plazmy
nebyla zpozorovana zadna precipitace. Barveni: Coomassie Birilliant Blue.

1. Ur€eno pro profesionalni uzivatele.

2. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaN;), ktery je v isté formé& vysoce toxicky. Koncentrace azidu sodného
v produktu neni sice klasifikovana jako nebezpecna, nicméné sloucenina miize reagovat s olovem a meédi
v odpadnim potrubi a vytvafet vysoce explozivni azidy téchto kovl. Pfi likvidaci splachujte dostate¢nym
mnozstvim vody, aby nedochéazelo k usazovani azidd kovu v potrubi.

3. Jako u kazdého vyrobku biologického pivodu je nutno dodrzovat fadna bezpecénostni opatreni.
4. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostfedky, aby nedoSlo k zasaZeni oCi nebo pokozky.
5. Nespotfebované roztoky je nutno likvidovat v souladu s mistnimi a celostatnimi predpisy.

Skladujte pfi 2-8 °C. Béhem skladovani musi byt vicko uzaviené. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném na
lahvi¢ce. Aplikacni stabilita je 80 hodin. Zbyvajici aplikacni stabilitu sleduje software Dako Omnis. Pokud se cinidla
skladuji za jakychkoli jinych neZz uvedenych podminek, musi uzivatel tyto podminky ovéfit. Pfipadna nestabilita
vyrobku by se neprojevila zadnymi znamkami. Proto je nutno provadét soucasné s testovanim vzork(l pacienta
pozitivni a negativni kontroly. Pokud zpozorujete neoCekavané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami
laboratornich postupl a mate podezfeni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu
spolecnosti Dako.
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Struény navod*

Priprava vzorku

Postup barveni

Interpretace zbarveni

Charakteristiky
ucinnosti

Krok Komentare

Fixace/zaliti Fixovano ve formalinu, zalito v parafinu Odstranéni parafinu v pfistroji
Predbézné EnVision FLEX, High pH (kod GV804) 30 min HIER

zpracovani

Protilatka Ready-to-use 20minutova inkubace

Negative Control

FLEX Negative Control, Rabbit (kéd GAG600)

20minutova inkubace

Vizualizace

EnVision FLEX (k6d GV800)

Blok: 3 min; Polymer: 20 min;
Chromogen: 5 min

Kontrastni barvivo

Hematoxylin (kéd GC808)

3minutova inkubace

Kontrolni tkarn

Zaludeéni sliznice infikovana H. Pylori

Apikalni zabarveni v8ech buné&tnych
membran

Podlozni sklicka

FLEX IHC Microscope Slides (kod K8020)

Doporuc¢eno kvuli lepsi pfilnavosti fezl
tkani k podloznim sklim

Montaz Je vyzadovana bezvoda permanentni montaz Po provedeni barveni se fezy musi
dehydratovat, vycistit a namontovat
pomoci permanentniho montazniho
média

Vybaveni PFistroje fady Dako Omnis Cinidla se dodavaji v ampulkach

uréenych pro pfislusny pfistroj

*Uzivatel se musi vzdy seznamit s podrobnymi pokyny k barvicimu postupu a s pokyny tykajicimi se zachazeni s produktem,
které jsou uvedené v pribalové informaci.

Parafinové fezy: Protilatku Ize pouzivat ke znaeni Fezd tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu. Vzorky
tkani je nutno rozfezat na fezy o tloustce 4 pm.

Predbézné zpracovani: Je vyzadovano predbézné zpracovani tkarnovych fezu fixovanych ve formalinu a zalitych
v parafinu tepelné indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER). Doporucuje se pfedbézné zpracovani tkani HIER
pomoci nafedéného roztoku EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (Dako Omnis), kod GV804.
Odstranéni parafinu, rehydratace a vyhledani cile se provadéji v pfistroji. Viz Zakladni uzivatelska pfirucka
Dako Omnis.

Tkanové fezy nesméji béhem predbézného zpracovani a nasledného imunohistochemického barveni vyschnout.
Z divodu vysSi pfilnavosti fezl tkani k podloznim skliim se doporucuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC Microscope
Slides, kod K8020.

Program: V softwaru pfistroje Dako Omnis jsou pfedem naprogramovany kroky barveni a inkubac¢ni doby. Podrobné
pokyny ke vkladani podloznich skel a reagencii naleznete v Zakladni uZivatelské pfiru¢ce Dako Omnis. Pokud neni
v systému Dako Omnis pfipraven protokol, kontaktujte technické sluzby vyrobce Dako. VSechny kroky inkubace se
provadéji v pfistroji pfi teploté 32 °C.

Vizualizace: Doporuceny vizualiza¢ni systém je EnVision FLEX, High pH (Dako Omnis), kod GV800. Vizualizace se
provadi v pfistroji.

Kontrastni barveni: Doporu¢ené kontrastni barvivo je Hematoxylin (Dako Omnis), kéd GC808. Kontrastni barveni se
provadi v pfistroji.

Montaz: Po provedeni barveni v pfistroji se fezy musi dehydratovat, vycistit a namontovat pomoci permanentniho
montazniho média.

Kontroly: Pozitivni a negativni kontroly je nutno provadét vzdy soucasné pouzitim stejného protokolu jako vzorky
pacienta. Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat H. Pylori infikovanou Zaludeéni sliznici a buriky/struktury musi
ve v8ech pozitivnich vzorcich zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v &asti ,Charakteristiky
ucinnosti“. Doporuéené ¢inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Universal Negative Control, Rabbit (Dako Omnis), kéd
GAG00.

H. pylori infikovany gastricky epitel zobrazuje apikalni zabarveni bunék membrany.
Upozornujeme na dtlezité informace tykajici se tohoto produktu:
Béhem procesu barveni IHC se v tkani mohou tvofit precipitaty, které se v nékterych pfipadech mohou podobat

zabarveni Helicobacter Pylori. Je proto nezbytné vzdy pouzivat normalni tkan, o které je znamo, Ze je negativni na
Helicobacter Pylori, aby bylo mozno identifikovat neocekavané precipitaty.

Jestlize se zabarveni objevi utkané pro negativni kontrolu, musi byt vysledky pacientovych vzorki
povazovany za neplatné.

Charakteristiky vykonnosti zavedeny u Dako Omnis (GI10030) a jsou platné pro v§echny pfistroje fady Dako Omnis,
které jsou v sou€asnosti dostupné na trhu.

Normalni tk&né&: Zalude&ni epitel infikovany H. pylori ozna&eny touto protilatkou zobrazuje apikalni zabarveni
buné&nych membran a zabarveni v gastrickém lumenu nad epitelem. Ve studii 40 gastrickych biopsii byla citlivost na
H. pyloriu 83,8 £ 11,1 % pfipadu a specificita byla u 90,0 + 0,0 % pfipadu (4).

Abnormalni tkané: U 52 pacientd s primarnim gastrickym lymfomem byla prokazana vyrazné vyssi denzitaH. pylori v
celé sliznici u pacientt s velkobunéénym lymfomem (n=35) v porovnani s pacienty s malobunéénym lymfomem
(n=17) (3). Rezy z 19 Barrettovych adenokarcinom( souvisejicich s jicnem byly na pfitomnost H. pylori negativni. (7)
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