Vers. 1.1.1 PT

ZYTOVISION

Zyto Fast

EBY Probe
(Digoxigenin-labeled)

N/ 40 (0,4 ml)

T-1114-400

Para a detecg@o qualitativa do RNA EBER do virus de
Epstein-Barr (EBV) humano por hibridacéo /n situ
cromogénica (CISH)

4250380P101QC

Ce

0124

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

1.  Obijectivo pretendido

A sonda ZytoFastEBV Probe (PF29) destina-se a ser utilizada para a
deteccdo qualitativa do RNA EBER do virus Epstein-Barr (EBYV) humano em
amostras fixadas em formalina e incluidas em parafing, tais como linfomas
difusos de grandes células B (DLBCL) ou linfomas de Hodgkin, por
hibridag&o cromogénica in situ (CISH). A sonda destina-se a ser utilizada
em combinagdo com a sonda Zyto FastPLUS CISH Implementation Kit HRP-
DAB (Prod. No. T-1063-40).

O produto destina-se apenas a utilizagéo profissional. Todos os testes que
utilizem 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 auxiliar no diagnéstico diferencial
de DLBCL ou linfomas de Hodgkin e as medidas terapéuticas ndo devem
basear-se apenas no resultado do teste.

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 s@o removidos por passos de lavagem rigorosos. A formagéo de
dup/ex da sonda marcada pode ser visualizada utilizando anticorpos
primérios (ndo marcados), que sdo detectados por anticorpos secunddrios
polimerizados conjugados com enzimas. A reaccdo enzimdtica com
substratos cromogénicos conduz subsequentemente & formacdo de
precipitados coloridos. Apds a contra-coloracdo do nicleo com um
corante nuclear, os fragmentos de sonda hibridizados sdo visualizados por
microscopia 6ptica.
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Reagentes fornecidos

A ZytoFast EBV Probe é composto por:

Oligonucledtidos marcados com digoxigenina (~ 0,2 ng/ul), que
t&m como alvo sequéncias de ARNm que codificam as regiées EBER-
1 e EBER-2

A Zyto Fast EBV Probe estd disponivel num Unico tamanho:

4.

5.

T-1114-400: 0,4 ml (40 20 reaccdes de 10 ul cada)

Materiais necessdrios mas ndo fornecidos

ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB

(Prod. No. T-1063-40)

Amostras de controlo positivo e negativo

Ladminas de microscépio, carregadas positivamente

Banho maria (55 °C, 98 °C)

Hibridizador ou placa de aquecimento

Hibridizador ou cdmara de humidade no forno de hibridagéo
Pipetas calibradas ajustaveis (10 ul, 100 ul, 1000 ul)

Frascos ou banhos de coloragéo

Temporizador

Termoémetro calibrado

Etanol ou dlcool reagente

Xileno

Metanol 100%

Peréxido de hidrogénio (H, O, ) 30%.

Agua desionizada ou destilada

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

Cola, por exemplo, Fixogum Rubber Cement (Prod. No. E-4005-
50/-125) ou similar

Microscédpio de luz com manutencdo adequada (100-200x)

Armazenamento e manuseamento

Armazenar a 2-8 °C numa posigdo vertical. Voltar as condigdes de
armazenamento imediatamente apds a utilizagdo. Néo utilizar os
reagentes para além do prazo de validade indicado no rétulo. O produto
é estével até ao prazo de validade indicado no rétulo quando manuseado
em conformidade.

6.

Avisos e precaugdes

Ler o manual de instrugdes antes da utilizacdo!
Néo utilizar os reagentes apés o prazo de validade ter sido atingido!

Este produto contém substancias (em baixas concentracdes e
volumes) que sdo nocivas para a saldde e potencialmente
infecciosas. Evitar qualquer contacto directo com os reagentes.
Tomar as medidas de proteccdo adequadas (utilizar luvas
descartdveis, 6culos de proteccdo 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 esté disponivel a pedido para o
utilizador profissional.

Né&o reutilizar os reagentes, excepto se a reutilizagdo for
explicitamente permitidal

Evitar a contaminag¢éo 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.

Indicagées de perigo e de precaugao:

Esta sonda ndo estd classificada como perigosa de acordo com o
Regulamento (CE) n.° 1272/2008.
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7. Limitagbes

. Para utilizagéo em diagnéstico in vitro.

. Apenas para uso profissional.

. Apenas para utilizagéo ndo automatizada.

. A inferpretacdo 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 coloragéo deve ser
efectuada num laboratério certificado e licenciado, sob a superviséo
de um patologista/genético humano responsdvel pela reviséo das
|dminas coradas e pela garantia da adequagéo dos controlos
positivos e negativos.

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

. A sonda deve ser utilizada apenas para a detecgdo da sequéncia
descrita no capitulo 3. "Reagentes fornecidos'.

. O desempenho foi validado utilizando os procedimentos descritos
nas presentes instrugdes de utilizagdo. As modificagdes a estes
procedimentos podem alterar o desempenho e tém de ser validadas
pelo utilizador. Este IVD s6 é certificado como CE quando utilizado
conforme descrito nestas instru¢des de utilizagdo, no é@mbito da
utilizagdo prevista.

8.  Substéncias interferentes
Os seguintes fixadores séo incompativeis com as ISH:

Fixador de Bouin

Fixador B5

Fixadores dcidos (por exemplo, écido picrico)
Fixador de Zenker

Alcoois (quando utilizados isoladamente)
Cloreto de mercirio

Fixador de formaldeido/zinco

O fixador de Hollande

Formalina néo tamponada

9. Preparagdo das amostras

Preparar as amostras conforme descrito nas instrugdes de utilizagdo do
Zyto Fast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB.

10. Tratamento preparatério do dispositivo

O produto estd pronto a usar. N&o é necessdaria qualquer reconstituicéo,
mistura ou diluicdo. Colocar a sonda & temperatura de hibridacdo (55 °C)
e misturar bem antes de utilizar.

11. Procedimento de teste

Pré-tratamento de amostras

Efectuar o pré-tratamento da amostra (por exemplo, desparafinagem,
protedlise) de acordo com as instrucdes de utilizacdo do respectivo
ZytoFast CISH Implementation Kit.

Desnaturagéo e hibridagéo
1. Pipetar 10 ul da sonda em cada amostra pré-tratada.

2. Cobrir as amostras com uma lamela de 22 mm x 22 mm (evitar a
formagdo de bolhas) e selar a lamela.

Recomendamos a utilizacdo de cimento de borracha (por exemplo,
Fixogum) para selor.

3. Colocar as ldminas numa placa quente ou num hibridizador e
desnaturar os espécimes durante 5 minutos a 75 °C.
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4. Transferir as Idminas para uma cédmara himida e hibridizar durante
1 h a 55 °C (por exemplo, numa estufa de hibridacéo).

E essencial que as amostras ndo sequem durante a fase de hibridagéo.

Pés-hibridagdo

Efectuar o processamento pés-hibridagéo (lavagem, detecgéo, contra-
colorago, montagem, microscopia) de acordo com as instrugdes de
utilizacdo do respectivo Zyto Fast CISH Implementation Kit.

12. Interpretagéo dos resultados

Utilizando o ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB, os
oligonucledtidos marcados com digoxigenina hibridizados aparecem
como um padr&o castanho quando detectados por peroxidase de rédbano
(HRP) e DAB.

Uma reactividade positiva para o RNA EBER do virus de Epstein-Barr (EBV)
nas células alvo é indicada por um nicleo nitidamente corado.

Atengéo:
. A visualizacéo dos sinais deve ser efectuada com uma ampliagao
de, pelo menos, 100 vezes, resultando em sinais facilmente visiveis.

. Né&o avaliar éreas de necrose, nicleos sobrepostos, nicleos
demasiado digeridos e nicleos com fraca intensidade de sinal.

. 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, de acordo com as direcirizes nacionais e/ou
internacionais.

13. Procedimentos de controlo de qualidade recomendados

A fim de monitorizar o desempenho correcto das amostras processadas e
dos reagentes de teste, cada ensaio deve ser acompanhado de controlos
infernos e externos. Se os controlos internos e/ou externos ndo
demonstrarem uma coloragéo adequada, os resultados com amostras de
doentes devem ser considerados invdlidos.

Controlo inferno: Em casos pouco claros, devem ser utilizadas sondas de
controlo de ARN para maior esclarecimento.

Controlo externo: Amostras de controlo positivo e negativo validados.

14. Caracteristicas de desempenho
14.1 Desempenho analitico

O desempenho foi avaliado de acordo com as instrugdes de utilizagéo do
ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB.

Sensibilidade 100% (95% Cl 99.7 — 100.0)
analitica:
Especificidade 100% (95% Cl 99.8 — 100.0)
analitica:

A reprodutibilidade dia a dia foi testada comparando os resultados obtidos
por um examinador em 10 dias diferentes e avaliando a concordéncia.

Percentagem de acordo

amostra negativa 100%
amostra positiva 100%
amostra positiva 100%

A repetibilidade foi testada comparando os resultados replicados obtidos
por um examinador em 10 dias diferentes e avaliando a concordéncia.

Percentagem de acordo

amostra negativa 100%
amostra positiva 100%
amostra positiva 100%

14.2 Desempenho clinico

Sensibilidade do | DLBCL:

diagnéstico: 100% (95% Cl 91.7 — 100.0) vs. IHC
HL:

100% (95% CI 88.4 — 100.0) vs.PCR
Especificidade do | DLBCL:

diagnéstico: 98.41% (95% CI 91.7 — 100.0) vs. IHC
HL:

100% (95% Cl| 88.4 — 100.0) vs. PCR
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15. Eliminaggo

A eliminagdo dos reagentes deve ser efectuada de acordo com os

regulamentos locais.

16. Resolu¢éo de problemas

Qualquer desvio das instrucdes de funcionamento pode conduzir a
resultados de coloracéo inferiores ou & auséncia de coloragéo. Para mais
informagdes, 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
necessario

Evaporagéo da sonda

Quando se utiliza um hibridizador, é
obrigatéria a utilizagéo das riscas
humidas/tanques cheios de égua.
Quando se utiliza uma estufa de
hibridagéo, é necessaria a utilizagéo
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

Preparacéo insuficiente do
substrato cromogénico

Em vez de preparar os substratos de cor
por gotejamento, utilizar uma pipeta

Tempo de contracoloracdo
demasiado longo

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

A coloracdo azul da
contracoloragéo néo foi
efectuada correctamente

Utilizar dgua fria corrente da torneira
para a colorag@o azulada; ndo utilizar
dgua morna ou quente nem reagentes
de coloragdo azulada

Os sinais desvanecem-se ou

fundem-se

Causa possivel

Accdo

Foi utilizada uma solucdo
de montagem inadequada

Utilizar apenas a solugéo de montagem
fornecida com o kit ou recomendada nas
instrucdes de utilizagdo. Utilizar solugdes
isentas de quaisquer impurezas; ndo
utilizar fita adesiva para lamelas

Manchas irregulares ou, nal

umas parfes, apenas muito ligeiras

Causa possivel

Accdo

Desparafinagem
incompleta

Utilizar solugdes frescas; verificar a
duracgéo dos tempos de desparafinagem

Volume de reagente
demasiado pequeno

Assegurar que o volume de reagente é
suficientemente grande para cobrir a
drea do fecido

Resultados inconsistentes

Causa possivel

Accdo

Secagem insuficiente
antes da aplicagéo da
sonda

Prolongar a secagem ao ar

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

Assegurar que o excesso de liquido é
removido da seccéo de tecido através
de uma mancha ou agitagdo da
l&dmina. Pequenas quantidades de
dgua residual/tampéao de lavagem
ndo interferem com o feste

Variagdes nos métodos
de fixacdo e incluséo de
tecidos

Optimizar os métodos de fixacdo e
incorporacdo

Variagdes na espessura
da seccdo de tecido

Optimizar o seccionamento
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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 néo
efectuado correctamente

Optimizar o tempo de incubagéo da
pepsina

Pertubagdes de fundo

Causa possivel

Acgdo

As secgbes secaram em
qualquer altura durante
ou apds a hibridagéo

Evitar a secagem das secgdes; 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 frescas; verificar a
duragéo da desparafinagem

Pré-tratamento
proteolitico néo
efectuado correctamente

Optimizar o tempo de incubagdo da
pepsina

Laminas arrefecidas &
temperatura ambiente
antes da hibridacdo

Transferir rapidamente as l[dminas para
a temperatura de hibridacao

Sinais sobrepostos

Causa possivel

Accéo

Espessura inadequada
das secgdes de tecido

Preparar seccdes de micrétomo de 3-5
um

A amostra flutua para fora da ldmina

Causa possivel

Acgdo

Pré-tratamento
proteolitico demasiado
forte

Reduzir o tempo de incubagéo da
pepsina
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18. Revisdo

I:EI www.zytovision.com

Consulte www.zytovision.com para obter as instrugdes de utilizagdo
mais recentes, bem como as instrucdes de utilizagdo 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 Fas® sdo marcas comerciais da ZytoVision GmbH.

ZytoFast EBV Probe
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