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Dispositivo médico de diagnéstico in vitro
de acordo com o RIV (UE) 2017/746

1.  Obijectivo pretendido

A sonda ZytoDot2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit destina-se a ser
utilizado para a detecgdo qualitativa de amplificagées que envolvam o
gene humano ERBB2, bem como para a deteccdo de satélites alfa do
cromossoma 17 em amostras fixadas em formalina e incluidas em

parafina, tais como cancro da mama, por hibridagéo in situ cromogénica
(CISH).

O produto destina-se apenas a utilizagéo profissional. Todos os testes que
utilizam o produto devem ser realizados num laboratério de patologia
anatémica certificado e licenciado, sob a supervisdo de um
patologista/genético humano, por pessoal qualificado.

A sonda destina-se a ser utilizada como um auxiliar no diagndstico
diferencial do cancro da mama e n&o devem ser iniciodas medidas
terapéuticas com base apenas no resultado do feste.

2. Principio do feste

A técnica de hibridagéo /n sifu cromogénica (CISH) permite a detecgdo e
visualizaggo de sequéncias especificas de dcidos nucleicos em
preparacdes celulares. Os fragmentos de nucleétidos marcados com
haptenos, as chamadas sondas CISH, e as suas sequéncias-alvo
complementares nas preparacdes s@o desnaturados em conjunto e,
subsequentemente, é-lhes permitido fazer o anelomento durante a
hibridag&o. Posteriormente, os fragmentos de sonda inespecificos e ndo
ligados séo removidos por passos de lavagem rigorosos. A formagdo de
dup/ex da sonda marcada pode ser visualizada utilizando anticorpos
primdrios (n&do marcados), que s@o detectados por anticorpos secunddrios
polimerizados conjugados com enzimas. A reaccdo enzimdtica com
substratos cromogénicos leva & formagdo de precipitados coloridos. Apés
a contra-colorag@o do nicleo com um corante nuclear, os fragmentos de
sonda hibridizados sdo visualizados por microscopia éptica.
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3. Reagentes fornecidos

O ZytoDot2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit estd4 disponivel em dois
tamanhos e é composto por:

Quantidad
Cédigo Componente vamcade Recipiente
40\5/ 10

Heat Pretreatment
PT2 Solution EDTA 500 ml | 150 ml

Frasco com tampa de
rosca (grande)

Frasco conta-gotas,

ES1 Pepsin Solution 4 ml 1ml
tampa branca
ZytoDot 2C SPEC Recipiente de reacéo,
PD12 | ERBB2/CEN 17 Probe | 04 ™ | 01 M |4 oa castanha
WB1 | Wash Buffer SSC 560 ml | 210 m| | Frosco com fampa de

rosca (grande)

2x 50 ml Frasco com tampa de

WB5 20x Wash Buffer TBS
50 ml rosca

Frasco com conta-gotas,
tampa amarela

AB14 | Anti-DIG/DNP-Mix 4 ml 1 ml

Frasco com conta-gotas,

AB13 HRP/AP-Polymer-Mix 4 ml 1ml

tampa azul
Frasco com conta-gotas,
SB6a | AP-Red Solution A 0.4 ml | 0.1 ml | tampa vermelha
(pequena)
SB6b | AP-Red Solution B 15ml | 4ml |Froscocom conta-gotas,

tampa vermelha

Frasco com conta-gotas,

SB7a HRP-Green Solution A | 0.8 ml | 0.2 ml
tampa verde (pequeno)

Frasco com conta-gotas,

SB7b HRP-Green Solution B | 15 ml 4 ml
tampa verde

Frasco com tampa de

CS2 Nuclear Blue Solution | 20 ml 4 ml
rosca, preto

Mounting Solution .

MT4 alcoholic 4 ml 1 ml | Frasco de vidro, castanho
AP-Red recipiente de 9 1 Copo graduado, tampa
reagdo vermelha

HRP-Green recipiente
de reacdo

Copo graduado, tampa
verde

Instrugdes de
utilizagao

C-3022-10 (10 testes): Componentes PD12, ES1, AB14, AB13, SBéa-b,
SB7a-b, CS2, e MT4 sdo suficientes para 10 reacées. Componente PT2 é
suficiente para 2 tinas de colorago de 70 ml cada. Component WB1 é
suficiente para 3 tinas de coloragdo de 70 ml cada. Componente WB5 é
suficiente para 14 tinas de coloracdo de 70 ml cada.

C-3022-40 (40 testes): Componentes PD12, ES1, AB14, AB13, SBéa-b,
SB7a-b, CS2, e MT4 sdo suficientes para 40 reagdées. Componente PT2 é
suficiente para 7 tinas de coloragdo de 70 ml cada. Componente WB1 é
suficiente para 8 tinas de coloragdo de 70 ml cada. Componente WB5 é
suficiente para 28 tinas de coloracdo de 70 ml cada.

O ZytoDot2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe (PD12) é composto por:

. Polinucleétidos marcados com digoxigenina (~1,1 ng/ul), que t&m
como alvo sequéncias mapeadas em 17q12* (chr17:37,725,661-
37,973,541) que albergam a regi&o do gene ERBB2 (ver Fig. 1).

. Polinucleétidos marcados com dinitrofenilo (~1,1 ng/ul), que t&m
como alvo sequéncias mapeadas em 17p11.1-q11.1 especificas
para a regido centromérica satélite alfa D17Z1 do cromossoma 17
(ver Fig. 1).

. Tampéo de hibridacdo & base de formamida

*De acordo com a montagem do genoma humano GRCh37/hg19

RH112805 RH104281
5 3 |
: . :
Ty -
ERBB2
~250 kb
Cen « 17912 >» Tel
Fig. 1: SPEC ERBB2 Mapa da sonda (ndo & escala)
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4. Materiais necessdrios mas ndo fornecidos

Amostras de controlo positivo e negativo

Léminas de microscépio, carregadas positivamente
Banho-maria(80 °C, 98 °C)

Hibridizador ou placa de aquecimento

Hibridizador ou cdmara de humidade no forno de hibridagéo
Pipetas ajustdveis (10 ul, 1000 ul)

Frascos ou banhos de coloragdo

Temporizador

Termémetro calibrado

Etanol ou dlcool

Xileno

Metanol 100%

Peréxido de hidrogénio (H Oz ) 30%.

Agua desionizada ou destilada

Coverslips (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)

Cimento de borracha, por exemplo, Fixogum Rubber Cement
(N.° de fabrico E-4005-50/-125) ou similar

Microscépio de luz com manutengdo adequada (400-630x)

5. Armazenamento e manuseamento

Armazenar a 2-8 °C numa posicéo vertical. Voltar as condigées de
armazenamento imediatamente apés a utilizagdo. Né&o utilizar os
reagentes para além do prazo de validade indicado no rétulo. O produto
é estdvel até ao prazo de validade indicado no rétulo quando manuseado
em conformidade.

6.  Avisos e precaucbes

. Ler o manual de instrugdes antes da utilizagéo!
. Néo utilizar os reagentes apés o prazo de validade ter sido atingido!
. Este produto contém substlncias (em baixas concentragdes e

volumes) que sdo nocivas para a salde e potencialmente
infecciosas. Evitar qualquer contacto directo com os reagentes.
Tomar medidas de protecgo adequadas (utilizar luvas descartaveis,
6culos de protecgdo e vestudrio de laboratério)!

. Comunicar qualquer incidente grave relacionado com o produto ao
fabricante e & autoridade competente, de acordo com os
regulamentos locais!

. Se os reagentes entrarem em contacto com a pele, lavar
imediatamente a pele com dgua abundante!

. A ficha de dados de seguranga estd disponivel a pedido para o
utilizador profissional.

. Néo reutilizar os reagentes, excepto se a reutilizagdo for
explicitamente permitidal

. Evitar a contaminagéo cruzada das amostras, uma vez que tal pode
conduzir a resultados erréneos.

. Néo se deve deixar secar as amostras durante as fases de hibridacdo
e lavagem.

Identificag&o especial para ES1:

EUH208 Contém pepsina A. Pode provocar uma reaccéo alérgica.

EUH210 Ficha de seguranga fornecida a pedido.

Indicagbes de perigo e de precaugéo para SBéa:

O componente que determina o risco é bifenil-3,3',4,4'-tetrailtetraamina;
diaminobenzidina.

H412 Nocivo para os organismos aqudticos com efeitos
duradouros.
P273 Evitar a libertagdo para o ambiente.
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Indicagées de perigo e de precaugédo para AB13, AB14, PT2, SB7b, WB1
e WB5:

O componente que determina o risco é a mistura de: 5-cloro-2-metil-4-
isotiazolina-3-um [EC no. 247-500-7] e 2-metil-2H-isotiazol-3-um [EC
no. 220-239-6] (3:1).

@ Atengéo

H317 Pode provocar uma reacdo alérgica cutdnea.

P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/
vapores/aerossois.

P272 A roupa de trabalho contaminada né&o pode sair do
local de trabalho.

P280 Usar luvas de protecdo/vestudrio de
protegdo/protecdo ocular/protegéo facial.

P302+P352  SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar
abundantemente com dgua/...

P333+P313 Em caso de irritagdo ou erupgdo cuténea: consulte
um médico.

P362+P364  Retirar a roupa contaminada e lavé-la antes de a
voltar a usar.

Indicagdes de perigo e de precaugéo para SB7a:

Os componentes determinantes para o perigo sdo o metanol e a solugéo
de peréxido de hidrogénio a 30 %.

& é Perigo

H225 Liquido e vapor facilmente inflaméveis.

H301+H311  Téxico por ingestdo, contacto com a pele ou inalagéo.
+H331

H370 Afecta os 6rgdos.

P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faiscas,
chamas abertas e outras fontes de ignigéo. Néo
fumar.

P233 Manter o recipiente bem fechado.

P260 Néo respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/

vapores/aerosséis.

P280 Usar luvas de protecgéo/vestudrio de
protecg@o/proteccao ocular/proteccdo facial.

P308+P311 EM CASO DE exposigdo ou suspeita de exposigéo:
contacte um CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENENOS/médico.

P403+P235  Armazenar em local bem ventilado. Conservar em
ambiente fresco.

Indicagées de perigo e de precaugéo para CS2:

Os componentes determinantes para o perigo sdo o etandiol,
etilenoglicol.

@ Atengéo

H373 A exposicao prolongada ou repetida por ingestao
pode provocar danos renais.

P260 Néo respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/
vapores/aerosséis.

P314 Em caso de indisposi¢do, consulte um médico.
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Indicagdes de perigo e de precaugdo para MT4:

O componente que determina o risco é a xileno.

ooy

H226 Liquido e vapor inflamaveis.

H312+H332 Nocivo em contacto com a pele ou por inalagéo.

H315 Provoca irritagdo cutnea.

H319 Provoca irritagdo ocular grave.

H335 Pode provocar irritagGo das vias respiratérias.

H373 Pode afectar os érgéos apds exposicdo prolongada
ou repetida.

P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faiscas,
chamas abertas e outras fontes de ignigéo. Né&o fumar.

P260 Néo respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/
vapores/aerossois.

P280 Usar luvas de protecdo/vestudrio de protecéo e
protecdo ocular/protecéo facial.

P305+P351+ SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS:

P338 enxaguar cuidadosamente com dgua durante vérios
minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe
for possivel. Continue a enxaguar.

P337+P313  Caso a irritagéo ocular persista: consulte um médico.

P403+4+P235  Armazenar em local bem ventilado. Conservar em
ambiente fresco.

EUH208 Contém metacrilato de metilo; metil 2-metilprop-2-

enoato; metil 2-metilpropenoato, metacrilato de n-
butilo. Pode provocar uma reacgéo alérgica.

Indicagdes de perigo e de precaugdo para PD12:
O componente determinante para o perigo é a formamida.

é Perigo

H351 Suspeito de provocar cancro.

H360FD Pode afectar a fertilidade. Pode afectar o feto.

H373 Pode afectar os érgdos apéds exposicéo prolongada ou
repetida.

P201 Obter instrugdes especiais antes da utilizagéo.

P202 Néo manusear até que todas as precaugdes de
seguranca tenham sido lidas e compreendidas.

P260 Né&o respirar as
poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/spray.

P280 Usar luvas de proteccdo/vestudrio de
proteccdo/proteccdo ocular/proteccéo facial.

P308+P313 Em caso de exposicdo ou preocupacdo: Obter
aconselhamento/atencdo médica.

P405 Loja fechada.

7. Limitagées
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Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.
Apenas para uso profissional.
Apenas para utilizagdo ndo automatizada.

A interpretagéo clinica de qualquer coloragdo positiva, ou da sua
auséncia, deve ser efectuada no contexto da histéria clinica, da
morfologia, de outros critérios histopatolégicos, bem como de outros
testes de diagnéstico. E da responsabilidade de um
patologista/genético humano qualificado estar familiarizado com as
sondas CISH, os reagentes, os painéis de diagnéstico e os métodos
utilizados para produzir a preparacdo corada. A coloracdo deve ser
efectuada num laboratério certificado e licenciado, sob a supervisdo
de um patologista/genético humano responsdvel pela reviséo das
|dminas coradas e pela garantia da adequacdo dos controlos positivos
e negativos.

A coloracé@o das amostras, especialmente a intensidade do sinal e a
colorag@o de fundo, depende do manuseamento e processamento do
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espécime antes da coloragéo. A fixacdo, congelagéo, descongelagéo,
lavagem, secagem, aquecimento, seccionamento ou contaminagéo
com outras amostras ou fluidos inadequados podem produzir
artefactos ou resultados falsos. Os resultados inconsistentes podem
resultar de variagdes nos métodos de fixacdo e incorporacdo, bem
como de irregularidades inerentes & amostra.

A sonda deve ser utilizada apenas para a detecgo dos loci descritos
no capitulo 3. "Reagentes fornecidos".

O desempenho foi validado utilizando os procedimentos descritos nas
presentes instrucdes de utilizacdo. As modificagdes a estes
procedimentos podem alterar o desempenho e tém de ser validadas
pelo utilizador. Este IVD sé é certificado como CE quando utilizado de
acordo com as instrucdes descritas neste manual para utilizagéo no
dmbito da utilizacdo prevista.

Substancias interferentes

Os seguintes fixadores sé&o incompativeis com as ISH:

. Fixador de Bouin

. Fixador B5

. Fixadores dcidos (por exemplo, écido picrico)

. Fixador de Zenker

. Alcoois (quando utilizados isoladamente)

. Cloreto de mercurio

. Fixador de formaldeido/zinco

. fixador de Hollande

. Formalina ndo tamponada

9. Preparagdo das amostras

Recomendagdes:

. Evite a contaminacdo cruzada das amostras em qualquer fase da
preparagdo, uma vez que tal pode conduzir a resultados erréneos.

. FixagGo em formalina tamponada neutra a 10% durante 24 h &
temperatura ambiente (18-25°C).

. Dimensdo da amostra < 0,5 cm®.

. Utilizar parafina de qualidade Premium.

. A impregnacdo deve ser efetuada a temperaturas inferiores a
65°C.

. Preparar secgdes de micrétomo de 3-5 um.

. Utilizar léminas de microscépio com carregamento positivo.

. Adesdo dos cortes durante 2-16 h a 50-60°C.

10. Tratamento de preparacéo do dispositivo

O 20x Wash Buffer TBS (WB5) deve ser pré-tratado de acordo com as
instrucdes em 11 "Procedimento de ensaio". Todos os outros reagentes do
kit estéo prontos a usar. N&o é necessdria qualquer reconstituicdo, mistura
ou diluigdo. Coloque a sonda & temperatura ambiente (RT) e misture
brevemente antes de a utilizar.

11.

Procedimento do teste

11.1  Dial

Passos preparatérios

1.

3.

4.

Prepare uma série de etanol (solucées de etanol a 70%, 90% e
100%): Dilua o etanol a 100% com dgua desionizada ou destilada.
Estas solucdes podem ser armazenadas em recipientes adequados
e podem ser reutilizadas.

Heat Pretreatment Solution EDTA (PT2): Aquega a 98°C num frasco
de coloragéo tapado.

Preparagéo de H>O» a 3%: Dilua 1 parte de H,O, a 30% em 9 partes
de metanol a 100%.

ZytoDot 2C CISH Probe: Deixe-a atingir a temperatura ambiente (RT)
antes de a utilizar.

Pré-tratamento (desparafinagéo/protedlise)

1.

Bl Sl S

Incube as ldminas durante 10 minutos a 70°C (por exemplo, numa
placa quente).

Incube as l&dminas durante 2x 5 min em xileno.

Incube as l&dminas durante 3x 3 min em etanol a 100%.

Incube as l&dminas durante 5 minutos em H,O, a 3%.

Laminas lavadas 2x T min em dgua desionizada ou destilada.
Incube durante 15 minutos em_Heat Pretreatment Solution EDTA
(PT2) pré-aquecida a 98°C.
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Utilize oito lIdminas por frasco de coloracdo (adicione léminas ficticias, se
necessdrio).

7. Transfira imediatamente as l&minas para dgua desionizada ou
destilada e lave-as durante 2x 2 min.

8. Aplique (gota a gota) Pepsin Solution (ES1) na amostra e incube
durante 5-15 minutos a 37°C numa cdmara humida.

EST pode formar precipitados, que ndo afectam a qualidade. Como regra
geral, recomendamos que verifique o tempo Jtimo para a profedlise em
pré-fesfes.

9. Mergulhe as léminas em dgua desionizada ou destilada.
10. Desidratacdo em: 70%, 90% e 100% de etanol, cada um durante 1
min.
11. Secar as secgdes ao ar.
Nota: Certifique-se de que as secgcées estdo completamente secas anfes
da aplicagéo da sonda.

Desnaturagéo e hibridagdo
1. Pipete 10 ul da sonda ZytoDot CISH Probe em cada amostra pré-
tratada.
2. Cubra as amostras com uma lamela de 22 mm x 22 mm (evite a
formagdo de bolhas) e sele a lamela.

Recomendamos que utilize cimento de borracha (por exemplo, Fixogum)
para selar.

3. Coloque as ldminas numa placa quente ou num hibridizador e
desnature as amostras durante 5 minutos a 79°C.

4. Transfira as [dminas para uma cémara hdmida e hibridize durante
a noite a 37°C (por exemplo, numa estufa de hibridacéo).

E essencial que os espécimes ndo sequem durante a fase de hibridacéo.
11.2 Dia2

Passos preparatérios

1. Wash Buffer SSC (WB1): Para uma lavagem rigorosa, aqueca a
80°C num frasco de coloracdo tapado. WB1 pode formar
precipitados a 2-8°C, que ndo afectam a qualidade e devem
dissolver-se quando aquecidos.

2. Preparaor 1x Wash Buffer TBS: Diluir 1 parte 20x Wash Buffer TBS
(WB5) em 19 partes de dgua destilada ou desionizada.

Ix Wash Buffer TBS dilvido é estdvel durante uma semana quando
armazenado a 2-8°C.

3.  Anti-DIG/DNP-Mix (AB14), HRP/AP-Polymer-Mix (AB13), AP-Red
Solution A (SB6a), AP-Red Solution B (SBéb), HRP-Green Solution A
(SB7a), HRP-Green Solution B (SB7b) Nuclear Blue Solution (CS2),
Mounting Solution (alcoholic) (MT4): Deixe atingir a temperatura
ambiente antes de utilizar.

Os componentes SB7a e SB7b podem formar precipitados, que ndo
afectam a qualidade da coloragéo.

Pés-hibridiagdo e detegéo

1.  Remova cuidadosamente o cimento de borracha ou a cola.

2. Remova a lamela submergindo as ldminas em Wash Buffer SSC
(WB1) temperatura ambiente durante 5 min.

WB] pode ser reutilizado uma vez. Armazene a 2-8°C por um periodo
mdximo de uma semana.

3. Lave as léminas durante 5 minutos em Wash Buffer SSC (WB1) a
80°C.

Utilize oito ldminas por frasco de coloracdo (adicione ldminas ficticias, se

necessdrio).

4.  Lave as lédminas 2x 1 min em dgua desionizada ou destilada.

5.  Mergulhe as ldminas no tampdo de lavagem 1x Wash Buffer TBS.

6.  Aplique a Anti-DIG/DNP-Mix (AB14) (1-2 gotas por lémina) nas
|&dminas e incube durante 15 minutos a 37°C numa cdmara himida.

7. Lave as l&minas 3x 1T min em 1x Wash Buffer TBS.

8.  Aplique a HRP/AP-Polymer-Mix (AB13) (1-2 gotas por l&mina) nas
l&dminas e incube durante 15 minutos a 37°C numa cdmara humida.

9. Lave as l&minas 3x 1T min em 1x Wash Buffer TBS.

10. Prepare a AP-Red Solution (solucdo de trabalho): encha 1 ml da AP-
Red Solution B (SBéb) num copo graduado e adicione uma gota (30
ul) da AP-Red Solution A (SBéa). Misture bem.

11. Aplique a AP-Red Solution (1-2 gotas por 1dmina) nas léminas e
incubar no escuro durante 10 minutos & temperatura ambiente.

12. Durante a incubagéo, preparar a HRP-Green Solution (solugéo de
trabalho): deitar 1 ml de HRP-Green Solution B (SB7b) num copo
graduado e adicionar duas gotas (2x 20 ul) de HRP-Green Solution
A (SB7a). Misture bem.
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13. Lave as lédminas durante 2 minutos em dgua desionizada ou
destilada.

14. Aplique a HRP-Green Solution gota a gota (1-2 gotas por ldmina)
nas lédminas e incube no escuro durante 10 min & temperatura
ambiente.

15. Lave as lédminas durante 2 minutos em dgua desionizada ou
destilada.

16. Faga a coloragdo de contraste das amostras durante 2 minutos com
a Nuclear Blue Solution (CS2).

17. Transfira as lédminas para um frasco de coloracéo e lave-as durante
2 minutos sob dgua corrente fria da torneira.

18. Desidrate 3x 30 s em etanol a 100% (utilize etanol muito puro).

19. Incube as lédminas durante 2x 30 s em xileno (utilize xileno muito
puro).

Néo prolongue nem encurte o fempo de incubagéo, pois isso pode resultar

na perda de sinais!

20. Evitando a formagdo de bolhas, cubra as amostras com uma lamela
(22 mm x 22 mm; 24 mm x 32 mm) utilizando a Mounting Solution
(alcoholic) (MT4). Aguarde 20-30 minutos para que a lamela fique
imobilizada.

A utilizacGo de uma ponta de pipeta cortada para aumentar o tamanho

da abertura pode facilitar o processo de pipetagem.

21. Avalie as amostras coradas utilizando a microscopia ética.

12. Interpretagdo dos resultados

Os sinais de hibridagdo dos polinucledtidos marcados com digoxigenina
aparecem como pontos distinfos de cor verde escura (regiGo do gene
ERBB2) e os polinucledtidos marcados com dinitrofenilo aparecem como
pontos distintos de cor vermelha brilhante (CEN 17).

Situagao normal: Nas interfases de células normais ou de células sem uma
amplificagéo que envolva a regido do gene ERBB2, aparecem dois sinais
verdes distinfos em forma de ponto e dois sinais vermelhos distinfos em
forma de ponto (ver Fig. 2).

Situagdo anormal: Nas células com uma amplificacdo da regido do gene
ERBB2, observa-se um aumento do nUmero de sinais verdes ou de
aglomerados de sinais verdes (ver Fig. 2).

Os sinais sobrepostos podem aparecer como sinais castanhos.

() ®)
)|\ @@ \®O&)

calul . Amplificaggo de baixo Elevado nivel de
cluias normais nivel de ERBB2 amplificagdo do ERBB2

Fig. 2: Resultados esperados em nicleos normais e anormais.

Nalgumas amostras anormais podem ser observados outros padrées de
sinais para além dos descritos acima. Estes padrées de sinais inesperados
devem ser objecto de uma investigagdo mais aprofundada.

Atengéio:

. Devido & cromatina descondensada, os sinais CISH individuais
podem aparecer como pequenos grupos de sinais. Assim, dois ou
trés sinais do mesmo tamanho, separados por uma distancia < 1
diémetro de sinal, devem ser contados como um sinal.

. Antes da contagem de sinais, a amostra deve ser analisada para
detectar qualquer possivel heterogeneidade intratumoral com uma
ampliacdo de 100 a 200 vezes.

. A visualizagéo dos sinais deve ser efectuada com uma ampliacdo
de, pelo menos, 400 vezes, resultando em sinais facilmente visiveis.
Recomenda-se uma ampliagdo de 630 vezes para as sondas que
detectam quebras cromossémicas. Néo utilizar lentes com filtros que
aumentem o contraste, uma vez que tal pode distorcer a cor do sinal.
Para obter sinais em cores vivas, abrir o diafragma de abertura. Néo
esquecer de focar para cima e para baixo ao avaliar um nicleo,
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uma vez que os sinais vermelhos e verdes podem estar localizados

uns sobre os outros.

. Néo avaliar dreas de

necrose, nuicleos sobrepostos, nucleos

demasiado digeridos e nicleos com fraca intensidade de sinal.

. Devido & mitose, podem ser visiveis sinais adicionais mesmo numa
pequena percentagem de células ndo neopldsicas. Ocasionalmente,
podem ser observados nucleos com sinais em falta em amostras
incluidas em parafina devido a artefactos de corte.

. Um resultado negativo ou inespecifico pode ser causado por vdrios
factores (ver capitulo 16 "Resolugéo de problemas").

. Para interpretar correctamente os resultados, o utilizador deve
validar este produto antes de o utilizar em procedimentos de

diagnéstico,
internacionais.

de acordo com as

directrizes nacionais e/ou

13. Procedimentos de controlo de qualidade recomendados

A fim de monitorizar o desempenho correcto das amostras processadas e
dos reagentes de teste, cada teste deve ser acompanhado de controlos

internos e externos. Se os

controlos internos e/ou externos né&o

demonstrarem uma colorag@o adequada, os resultados com amostras de
doentes devem ser considerados invdlidos.

Controlo interno: Células néo

neopldsicas na amostra que exibem um

padrdo de sinal normal, por exemplo, fibroblastos.

Controlo externo: Amostras de

controlo positivo e negativo validados.

14, Caracteristicas de desempenho

14.1 Desempenho analitico

O desempenho da sonda foi determinado por comparagéo com a sonda
FISH correspondente aprovada pelo IVD.

Sensibilidade 100% (95% CI 98.5 — 100.0)
analitica:
Especificidade 100% (95% CI 97.0 — 100.0)
analitica:

14.2 Especificidade analitica

Sensibilidade do | 91% (95%

Cl 86.0 - 95.0) com base num modelo

diagnéstico: bivariado
Especificidade do | 97% (95% Cl 93.0 — 99.0) com base num modelo
diagnéstico: bivariado

15. Eliminagéo

A eliminagéo dos reagentes deve ser efectuada de acordo com os

regulamentos locais.

16. Resolugdo de problemas

Qualquer desvio das instrucées de funcionamento pode conduzir a
resultados de colorac@o inferiores ou & auséncia de colorac@o. Para mais
informacdes, consultar www.zytovision.com.

Sinais fracos ou auséncia de sinais

Causa possivel

Accdo

Pré-tratamento  proteolitico
néo efectuado correctamente

Optimizar o tempo de incubagéo da
pepsina, aumentar ou diminuir se
necessdrio

Evaporagéo da sonda

Quando se utiliza um hibridizador, é
obrigatéria  a utilizagdo das riscas
humidas/tanques cheios de dgua.
Quando se utiliza uma estufa de
hibridag&o, é necessdria a utilizagdo de
uma cdmara de humidade. Além disso,
a lamela deve ser completamente
selada, por exemplo, com Fixogum,
para evitar a secagem da amostra
durante a hibridagéo
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Tempo de contracoloracao
demasiado longo

Evitar a coniracoloragdo escura, uma
vez que pode obscurecer os sinais de
colorag@o positivos

A coloragdo  azul da
contracoloracdo  néo  foi
efectuada correctamente

Utilizar dgua fria corrente da torneira
para a coloragdo azulada; néo utilizar
Aagua morna ou quente, nem reagentes
de coloracdo azulada

Sinais demasiado fortes

Acgdo

Causa possivel
Pré-tratamento  proteolitico
efectuado durante

demasiado tempo

Optimizar o tempo de incubacdo da
pepsina, aumentar ou diminuir se
necessdario

O tempo de incubacdo da
solucdo AP-Red néo estd

Se necessdrio, o tempo de incubacdo
pode ser reduzido para 5 minutos. Nao
aquecer a solugéo de substrato a mais
de 25 °C; incubar apenas & temperatura
ambiente

correcto
Tempo de incubagdo da
solucdo HRP-Green
incorrecto

Se necessdrio, o tempo de incubacdo
pode ser reduzido para 7 minutos. N&o
aquecer a solugéo de substrato a mais
de 25 °C; incubar apenas & temperatura
ambiente

Sinais vermelhos demasiado fracos

Causa possivel

Acgdo

A solucdo AP-Red foi exposta
a luz directa forte

Preparar e utilizar a solucdo AP-Red
protegida da luz directa forte

A solucggo AP-Red foi
preparada demasiado cedo

Preparar antes da utilizagdo imediata

O tempo de incubacdo da

Se necessdrio, o tempo de incubacdo

substrato cromogénico

solucdo AP-Red né&o estd|pode ser prolongado até 15 minutos
correcto
Preparacéo insuficiente do | N&do aumentar o volume da solugdo A

Sinais verdes demasiado fracos

Causa possivel

Acgbo

Tempo de incubacdo de
quaisquer passos de lavagem
apdés coloracdo com HRP-
Green demasiado longo

Né&o exceder os tempos de incubagéo
indicados

substrato cromogénico

Tempo de incubagGo da|Se necessdrio, o tempo de incubagdo
solugao HRP-Green | pode ser prolongado até 15 minutos
incorrecto

Preparac@o insuficiente do | N&@o aumentar o volume da solugéo A

Os sinais desvanecem-se ou fundem-se

Causa possivel

Acgdo

Foi utilizada uma solucdo de
montagem inadequada

Utilizar apenas a solugcdo de montagem
fornecida com o kit ou solugdes de
montagem & base de xileno isentas de
quaisquer impurezas; ndo utilizar fita
adesiva para lamelas

ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit
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As seccdes ndo foram
desidratadas correctamente

Utilizar solugdes frescas de etanol e
xileno; utilizar apenas xileno de
qualidade "pura

(A1

A amostra flutua para fora da ldmina

Causa possivel Acgdo

Manchas irregulares ou, nalgumas partes, apenas muito ligeiras

Causa possivel

Accdo

Pré-tratamento
demasiado forte

proteolitico | Reduzir o tempo de incubago da
pepsina

Desparafinagem incompleta

Utilizar solugdes frescas; verificar a
duragéo dos tempos de desparafinagem

Volume de
demasiado pequeno

reagente

Assegurar que o volume de reagente é
suficientemente grande para cobrir a
4rea do tecido

Resultados inconsistentes

Causa possivel

Accdo

Secagem insuficiente antes da
aplicacéo da sonda

Prolongar a secagem ao ar

Demasiada égua/tampéo de
lavagem no tecido antes da
aplicagéo de pepsina,
anticorpos e/ou  substratos
corantes

Assegurar que o excesso de liquido é
removido da secgéo de tecido através de
uma mancha ou agitacdo da lamina.
Pequenas quantidades de  dgua
residual/tampéo de lavagem néo
interferem com o feste

Variagdes nos métodos de
fixag&o e incluséo de tecidos

Optimizar os métodos de fixacdo e
incorporacdo

Variagdes na espessura da
seccdo de tecido

Optimizar o seccionamento

Morfologia degradada

Causa possivel

Accdo

A amostra de células ou
tecidos néo foi correctamente
fixada

Optimizar o tempo de fixacdo e o
fixador

Pré-tratamento  proteolitico
ndo demasiado prolongado

Diminuir o tempo de incubacdo da
pepsina

Sinais de hibridagdo cruzada; Perturbagées de fundo

Causa possivel

Accdo

As seccbes secaram em
qualquer altura durante ou
apés a hibridacao

Evitar a secagem das seccdes; utilizar
uma cdmara humida; selar
correctamente a lamela

Tempo de incubagdo
prolongado do substrato

Reduzir o tempo de incubagéo do
substrato

Desparafinagem
incompleta

Utilizar solucdes novas; verificar a
duragéo da desparafinagem

Pré-tratamento proteolitico
demasiado forte

Optimizar o tempo de incubagéo da
pepsina

Laminas arrefecidas &
temperatura ambiente
antes da hibridacéo

Transferir rapidamente as léminas
para a temperatura de hibridagéo

Sinais sobrepostos

Causa possivel

Accdo

Espessura inadequada  das
seccdes de tecido

Preparar sec¢cdes de micrétomo de 3-5
“m
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18. Revisdo

I::IE:I www.zytovision.com

Consultar www.zytovision.com para obter as instrucdes de utilizacdo
mais recentes, bem como as instrucdes de utilizagGo em diferentes
linguas.

Os nossos especialistas estdo disponiveis para responder as suas
perguntas.

Contactar helptech@zytovision.com

Para um resumo da seguranca e do desempenho, consultar

www.zytovision.com.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Alemanha
Telefone: +49 471 4832-300

Fax: +49 471 4832-509
www.zytovision.com

Correio electrénico: info@zytovision.com

Marcas registadas:
ZytoVision® e Zyto Dot® sdo marcas comerciais da ZytoVision GmbH.
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