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ZYTOVISION

ZytoLight

FISH-Tissue Implementation Kit

7-2028-5 N/ s
7-2028-20 N/ 20

Para hibridagdo in situ por fluorescéncia (FISH) utilizando
sondas FISH Zyto Light

g

IVD

Dispositivo médico de diagnéstico /n Vitro

de acordo com a diretiva EU 98/79/CE

1. Utilizagéo pretendida

O ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit destina-se a ser utilizado em
conjunto com as sondas FISH ZytoLight para a detecdo de alteracdes
genéticas, p.e., translocacées, delecdes, amplificagdes e aneuploidias
cromossémicas, em amostras fixadas em formaldeido e impregnadas em
parafina, por hibridacdo /in situ por fluorescéncia (FISH).

A interpretacGo dos resultados deve ser efetuada por um patologista
qualificado no contexto da histéria clinica do doente, tendo em
consideragéo outros dados clinicos e patolégicos.

2. Relevancia clinica

Alteracdes genéticas, p.e., translocacdes, delecdes e/ou amplificagdes
estdo associadas a vdrias neoplasias humanas. Aneuploidias
cromossémicas estdo presentes em indmeras doengas congénitas.

3.  Principios bésicos

A técnica de hibridacao /n situ por fluorescéncia (FISH) permite a detecdo
e visualizagd@o de sequéncias especificas de dcidos nucleicos em amostras
celulares. Os fragmentos de ADN marcados por fluorescéncia,
designados sondas FISH, e as respetivas cadeias-alvo de ADN nas
amostras, sdo codesnaturados e subsequentemente renaturados durante
a hibridacdo. Posteriormente, os fragmentos da sonda nédo especificos e
ndo ligados sdo removidos através de fases de lavagem de estringéncia.
Apds a coloracdo de contraste do ADN com DAPI, os fragmentos da
sonda hibridizados sd&o visualizados utilizando o microscépio de
fluorescéncia equipado com filtros de excitagdo e emissdo especificos
para os fluorocromos com os quais os fragmentos da sonda FISH foram
diretamente marcados.
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4. Reagentes fornecidos

O ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit é composto por:

4 Quantity
Code Component Container
P 5 \/ 20
PT1 Heut. Pretre.ctment 150 ml | 500 ml Franco ¢/ tampa
Solution Citric rosca (grande)
EST Pepsin Solution 1 ml 4 ml Conta-gotas, tampa

branca

Franco ¢/ tampa

WB1 | Wash Buffer SSC 210 ml | 560 ml
rosca (grande)

Franco ¢/ tampa

WB2 | 25x Wash Buffer A | 50 ml | 2x50 ml -
rosca (médio)

MT7 DAPI. DuraTect 02ml | 08ml Tubo de reagéo
Solution Tampa azul
Instrugdes de

e D 1 1
utilizacdo

Z-2028-5 (5 testes): Componentes EST e MT7 séo suficientes para 5
reagdes. Componente WB2 é suficiente para 5x 3 tinas de coloragdo de
70ml cada. Componente PT1 ¢é suficiente para 2 tinas de coloragdo de
70 ml cada. Componente WB1 é suficiente para 3 tinas de coloragéo de
70 ml cada.

Z-2028-20 (20 testes): Componentes EST e MT7 séo suficientes para 20
reagdes. Componente WB2 ¢ suficiente para 11x 3 tinas de coloragdo de
70ml cada. Componente PT1 ¢é suficiente para 7 tinas de coloragéo de
70 ml cada. Componente WB1 é suficiente para 8 tinas de coloragéo de
70 ml cada.

o

Materiais necessdrios mas ndo fornecidos

Sonda ZytoLight FISH

Amostras de controlo positivo e negativo

Laminas de microscépio, com carregamento positivo
Banho-Maria (70°C)

Hibridador ou placa quente

Hibridador ou cdmara de humidade na estufa de hibridagéo
Pipetas ajustaveis (10 ul, 25 ul)

Tinas de coloragdo

Temporizador

Termémetro calibrado

Etanol ou dlcool

Xilol

Agua desionizada ou destilada

Lamelas (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)

Cola, por ex.: Fixogum Rubber Cement (Prod. N°. E-4005-50/-
125) ou similar

Microscédpio de fluorescéncia devidamente calibrado (400-1000x)
. Oleo de imerséo aprovado para microscopia de fluorescéncia
. Conjuntos de filtros adequados

6. Armazenamento e manuseamento

Os componentes do kit devem ser armoazenados entre 2 e 8°C.
Adicionalmente, o DAPI/DuraTect-Solution (MT7) deve ser armazenado
protegido da luz. Repor as condigcées de armazenamento imediatamente
apds a utilizagdo. Se as condigcdes de armazenamento forem respeitadas,
o kit ird funcionar sem perdas no seu desempenho, pelo menos até &
data de validade impressa no rétulo. Néo utilizar reagentes apés
terminar a data de validade indicada.

7.  Avisos e precaugbes

. Ler as instrucdes de utilizacdo antes de utilizar!
. Néo utilizar reagentes apés terminar a data de validade!
. Este produto contém substdncias (em concentracées e volume

reduzidos) que sdo nocivas para a salde e potencialmente
infeciosas. Evitar qualquer contacto direto com os reagentes.
Tomar as medidas de protecdo adequadas (utilizar luvas
descartéveis, éculos de protegéo e vestuério de laboratério)!

. Caso os reagentes entrem em contacto com a pele, lavar
imediatamente com dgua abundante!
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. Estd disponivel a ficha de dados de seguranca, se solicitada, para
utilizacdo profissional.

. Néo reutilizar os reagentes.

. As amostras ndo devem secar durante a hibridagéo e passos de
lavagem!

. O DAPI/DuraTect-Solution (MT7) nédo deve ser exposto & luz,
especialmente luz forte, por um periodo prolongado de tempo, ou
seja, todos os passos devem ser realizados, quando possivel, numa
sala escura e/ou utilizando recipientes resistentes & luz!

Frases de risco e de aviso para PT1, WB1 e WB2:

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 reacéo alérgica cutnea.

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

P272 A roupa de trabalho contaminada néo pode sair do
local de trabalho.

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

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

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

P3624+P364  Retirar a roupa contaminada e lavé-la antes de a
voltar a usar.

8. Limitagdes

. Para utilizagdo em diagnéstico /n vitro.
. Apenas para utilizagdo profissional.
. A inferpretacdo clinica de qualquer marcag@o positiva, ou a

auséncia desta, deve ser efetuada no contexto da histérica clinica,
morfologia e outros critérios histopatolégicos, assim como outros testes
de diagnéstico. E da responsabilidade do profissional qualificado estar
familiarizado com as sondas FISH, reagentes, painéis de diagndstico e
métodos utilizados para realizar a técnica. A técnica deve ser realizada
num laboratério certificado e licenciado, sob a supervisdo de um
patologista responsdvel pela revisdo das ldminas marcadas e que
garanta a adequagdo dos controlos positivos e negativos.

. A marcagéo das amostras, especialmente, a intensidade do sinal e
a coloragéo de fundo, depende do manuseamento e do processamento
da amostra antes realizagdo da técnica. A fixagGo, congelamento,
descongelamento, lavagem, secagem, aquecimento, microtomia
inadequada ou a contaminag@o com outras amostras ou fluidos pode
produzir artefactos ou falsos resultados.

. O desempenho foi validado utilizando os procedimentos descritos
nestas instrugdes de utilizagdo. Alteragdes a estes procedimentos podem
afetar o desempenho e devem ser validadas pelo utilizador.

9. Substéncias que podem intferferir

Os eritrécitos presentes na amostra podem apresentar autofluorescéncia,
o que afeta o reconhecimento do sinal.

Os seguintes fixadores s@o incompativeis com o equipamento FISH:

Fixador de Bouin

Fixador B5

Fixadores 4cidos (ex.: dcido pirico)

Fixador de Zenker

Alcoois (quando utilizados individualmente)
Cloreto de mercuirio

Fixador de formaldeido/zinco

Fixador de Hollande

Formalina néo tamponada
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10. Preparagao de amostras

Recomendagdes:

. Fixacdo 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 impregnagéo deve ser efetuada a temperaturas inferiores a
65°C.

. Preparar secgdes de micrétomo de 2-4 um.

. Utilizar léminas de microscépio com carregamento positivo.

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

11. Passos preparatérios

25x Wash Buffer (WB2) deve ser preparado de acordo com as instrugdes
em 12. “Procedimento do teste”. Todos os restantes reagentes s@o
prontos a usar, n&o sendo necessdria qualquer mistura ou diluigéo.

12. Procedimento do teste
12.1 Dial
Passos preparatérios

(1)  Preparagéo de series de etanol: (70%, 90%,e 100%): Diluir 7, 9 e
10 partes de etanol 100% com 3, 1 e O partes dgua destilada ou
desionizada, respetivamente.  Estas  solugdes podem  ser
armazenadas em recipientes apropriados e reutilizadas.

(2)  Heat Pretreatment Solution Citric (PT1): pré-aquecer a 98°C.

(83)  Wash Buffer SSC (WB1): trazer para temperatura ambiente (TA).

(4)  Zytolight FISH Probe: trazer para TA antes de utilizar e proteger da
luz.

Opcional, quando efetuado passo de pés-fixagéo:

(altamente recomendado quando a fixa¢do do fecido ndo é adequada)
Prepare uma Solu¢éo de Formaldeido 1% utilizando o Formaldehyde
Dilution Buffer Set (PT-0006-100)

Pré-fratamento (desparafinagdo/protedlise)

(1) Incubar Idminas 10 min. a 70°C (p.e., numa placa quente).

(2) Incubar ldminas 2x 10 min in xilol.

(3) Hidratar: etanol a 100%, 100%, 90%, e 70% ethanol, 5 min. cada

(4) Lavar 2x 2 min. em dgua destilada ou desionizada

(5) Incubar 15 min. em Heat Pretreatment Solution Citric (PT1), pré-
aquecida a 98°C.

Recomendamos a utilizagéo de menos de 8 Iéminas por tina.

(6) Transferir ldminas rapidamente para dgua  destilada ou
desionizada, lavar 2x 2 min. e retirar da dgua.

(7)  Aplicar (conta-gotas) Pepsin Solution (ES1) diretamente na lémina e
incubar durante 15 min. a 37°C em cdmara humida.

Dependendo de moultiplos fatores, p.e., tipo e duragdo do fixacdo,
espessura dos cortfes, assim como o fipo de fecidos/células, podem ser
necessdrios fempos diferentes de incubagdo. Recomendamos, como
referéncia, tempos de incubagéo entre 2 a 30 min. para tecidos e 2 a 15
min. para amostras citolégicas. O tempo de incubagcdo deve ser
ofimizado em festes prévios.

(8) Lavar 5 min. em Wash Buffer SSC (WBT).

Opcional, quando efetuado passo de pés-fixagéo:
Incubar l6minas 15 min. em Solu¢éo de Formaldeido 1% e lavar de
seguida 5 min. em Wash Buffer SSC (WB]1)

(9) Lavar 1 min. em dgua destilada ou desionizada.
(10) Desidratagéo: etanol a 70%, 90%, e 100%, 1 min. cada
(11) Secar laminas ao ar.

Nota: Assegurar que os corfes secam complefamente antes da aplicagdo
da sonda, uma vez que a existéncia de residuos podem reduzir a
Infensidade dos sinais e/ou afetar a morfologia do fecido.

Desnaturagdo e hibridagéo

(1)  Pipetar 10 ul de ZytoLight FISH Probe em cada lémina.

Evitar exposicéo prolongada da sonda & luz.

(2) Cobrir as amostras com lamela 22 mm x 22 mm (evitar bolhas) e
selar.
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Recomendamos a utilizagéo de cola (p.e., Fixogum Rubber Cement) para
selar.

(8) Colocar as laminas em placa quente ou hibridador para
desnaturar, durante 10 min. a 75°C.

(4)  Transferir as ldminas para cdmara himida e hibridar overnight a
37°C (p.e., num hibridador).

F fundamental que as amostras ndo sequem durante a hibridacéo.

12.2 Dia2
Passos preparatérios

(1) Preparar 7x Wash Buffer A: Diluir 1 parte 25x Wash Buffer A (WB2)
em 24 partes de dgua destilada ou desionizada. Encher trés tinas
de coloracdo com 1x Wash Buffer A e pré-aquecer a 37°C.

(2) DAPl/DuraTect-Solution (MT7): trazer para temperatura ambiente
antes de utilizar e proteger da luz.

Pés-hibridiagéo e detecéo

(1) Remover cuidadosamente a cola.
(2) Retirar a lamela em 1x Wash Buffer A a 37°C durante 1-3 min.
(8) Lavar em 1x Wash Buffer A a 37°C, 2x 5 min.

O 1x Wash Buffer A deve estar pré-aquecido. Verificar femperatura com
ftermémetro, se necessdrio.

(4)  Incubar ldminas em etanol a 70%, 90% e 100%, 1 min. cada

(5)  Secar léaminas ao ar, protegidas da luz.

(6) Pipetar 25 ul DAPI/DuraTect-Solution (MT7) por lamina. Cobrir a
amostra com lamela (24 mm x 60 mm), evitando a formacdo de
bolhas. Incubar no escuro durante 15 min.

A utilizagdo de uma ponta de pipeta cortada para aumentar o diémetro
da mesma, antes de pipetar, facilito a aplicagdo do reagente. Evitar a
exposicdo do reagente ¢ luz.

(7)  Arquivar a ldmina no escuro. Para arquivo de longa duragéo
guardar a ldmina entre 2-8°C.

(8) A avaliagdo das amostras deve ser efetuada num microscépio de
fluorescéncia. Sdo necessdrios conjuntos de filtros com as seguintes
caracteristicas:

Fluorocromo Excitacéo Emisséo
ZyBlue 418 nm 467 nm
ZyGreen 503 nm 528 nm
ZyGold 532 nm 553 nm
ZyOrange 547 nm 572 nm
ZyRed 580 nm 599 nm

13.Interpretacdo dos resultados

Com a utilizago dos filiros adequados, em interfases ou metéfases de
células normais ou células sem alteragdes cromossémicas, devem ser
visiveis dois sinais por sonda/fluorocromo, exceto para sondas dirigidas
aos cromossomas X e/ou Y, resultando em nenhum a dois sinais por
sonda/fluorocromo, dependendo do sexo. Em células com alteracées
cromossémicas, podem ser visiveis diferentes padrées de sinais em
interfases ou metéfases. Para mais informagdes relativamente &
interpretacdo de resultados, deve consultar-se o manual da respetiva
sonda.

14. Procedimentos do controlo da qualidade recomendados

De forma a monitorizar o desempenho correto das amostras
processadas e dos reagentes de teste, cada teste deve ser acompanhado
de controlos internos e externos. Caso os controlos internos e/ou externos
ndo demonstrem uma marcagdo adequada, os resultados das amostras
dos pacientes devem ser considerados invélidos.

Controlo interno: células ndo neopldsicas na amostra que apresentem
um padréo de sinal normal, p.e., fibroblastos.

Controlo externo: amostras validadas de controlo positivo e negativo.

15. Caracteristicas de desempenho

Consulte as instrugdes de utilizagéo da respetiva sonda.

3/4

16. Eliminagdo

A eliminag@o de reagentes deve ser realizada de acordo com as normas

locais.

17. Resolugdo de problemas

Qualquer desvio relativamente as instrucdes de utilizagéo pode conduzir

a resultados de coloragéo inferiores ou a auséncia total de coloragao.

Sinais fracos ou auséncia de sinais

Causa possivel

Acdo

Sem sequéncias-alvo
disponiveis

Utilizar os controlos adequados

Amostra de tecido ou de
células indevidamente
fixada

Oftimizar o tempo de fixagéo e o
fixador ou aplicar uma fase de pés-
fixacGo conforme descrito em “12.
Procedimento do teste"

Pré-tratamento de calor,
protedlise, desnaturagéo,
hibridagé@o ou temperatura
de lavagem de estringéncia
incorretas

Verificar a temperatura de todos os
dispositivos técnicos utilizados com
um termémetro calibrado

Pré-tratamento proteolitico
executado de forma
incorreta

Oftimizar o fempo de incubacédo da
pepsina, aumentar ou reduzir
conforme necessdrio

Evaporacéo da sonda

Quando utiliza um hibridador, a
utilizacdo de faixas humidas/tanques
com dgua ¢é obrigatéria. Quando
utiliza uma estufa de hibridagéo, é
necessdria a utilizacdo de uma
cdmara de humidade.
Adicionalmente, as lamelas devem
estar perfeitamente seladas, por ex.:
com Fixogum, para evitar a secagem
da amostra durante a hibridagéo

Tampéo de lavagem de
estringéncia com
concentragdo demasiado
baixa

Verificar a concentracdo do tampéo
de lavagem de estringéncia

Solugdes de desidratacéo
antigas

Preparar solugées de desidratacdo
novas

Microscépio de fluorescéncia
incorretamente ajustado

Ajustar corretamente

Conjuntos de filiros
inadequados

Utilizar conjuntos de filiros
adequados para os fluorocromos da
sonda.

Os conjuntos de filtros de passagem
de banda tripla permitem menos luz,
comparados com os conjuntos de
filtros de passagem de banda dupla
ou passagem simples.
Consequentemente, os sinais podem
surgir mais fracos utilizando os
conjuntos de filtros de passagem de
banda tripla

Dano causado por exposicdo
das sondas/fluoréforos

Realizar a hibridacéo e as fases de
lavagem numa sala escura

Sinais de hibridagdo cruzada;

perturbacdes de fundo

Causa possivel

Acdo

Desparafinagéo
incompleta

Utilizar solugbes novas; verificar a
duracéo da desparafinacéo

Pré-tratamento proteolitico
demasiado forte

Reduzir o tempo de incubagéo da
pepsina

Volume da sonda por drea
demasiado elevado

Reduzir o volume da sonda por
seccdo/drea, distribuir a sonda por
gotas para evitar a concentracdo
local
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Laminas arrefecidas &
temperatura ambiente
antes da hibridagéo

Transferir rapidamente as léminas
para 37°C

Tampdo de lavagem de
estringéncia demasiado
concentrado

Verificar a concentracdo do tampéo
de lavagem de estringéncia

Temperatura de lavagem
apés a hibridacao
demasiado baixa

Verificar a temperatura; aumentar se
necessdario

Desidratagdo das amostras
entre as fases de
incubagdo individual

Evitar a desidratagéo selando as
|dminas e realizando a incubagdo
num ambiente himido

Morfologia do tecido degradada

Causa possivel

Acdo

Amostra de tecido ou de
células indevidamente
fixada

Otimizar o tempo de fixagéo e o fixativo
ou aplicar uma fase de pés-fixacdo
conforme descrito em “12.
Procedimento de teste"

Pré-tratamento
proteolitico executado de
forma incorreta

Oftimizar o tempo de incubacédo da
pepsina, aumentar ou reduzir
conforme necessério

Secagem insuficiente
antes da aplicagéo da
sonda

Prolongar a secagem ao ar

Nucleos sobrepostos

Causa possivel

Acdo

Espessura inadequada
das secgbes de tecido

Efetuar seccdes de micrétomo de 2-4
um.

Amostra desliza da lamina

Causa possivel

Acéo

Revestimento
inadequado da lémina

Utilizar ldminas adequadas

Pré-tratamento
proteolitico demasiado
forte

Reduzir o tempo de incubagéo da
pepsina

Coloragéo de contraste fraca

Causa possivel

Acéo

Solucdo DAPI de baixa
concentragdo

Utilizar DAPI/DuraTect-Solution (ultra)
(Prod. No. MT-0008-0.8)

Tempo de incubagdo da
solugdo DAPI demasiado
curto

Ajustar o tempo de incubagéo da
solugdo DAPI
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Os nossos especialistas estéo disponiveis para responder as suas
questoes.
Contacte helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Alemanha
Telefone: +49 471 4832-300
Fax: +49 471 4832-509
www.zytovision.com

Email: info@zytovision.com

Marcas registadas:
ZytoVision® e ZytoLight® sdo marcas registadas da ZytoVision GmbH.
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