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

1. Utilizagdo prevista

O ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit destina-se a ser utilizado em
combinagéo com as sondas Zytolight FISH em amostras citolégicas por
hibridagéo /n situ por fluorescéncia (FISH).

O produto destina-se apenas a utilizagdo profissional. Todos os testes que
utilizam o produto devem ser realizados num laboratério de anatomia
patolégica certificado e licenciado, sob a superviséo de um profissional
qualificado.

2.  Principio de feste

A técnica de hibridacao /n situ porfluorescéncia (FISH) permite a deteccdo
e visualizagdo de sequéncias especificas de dcidos nucleicos em
preparacdes celulares. Os fragmentos de ADN marcados com
fluorescéncia, designados por sondas FISH, e as suas cadeias de ADN alvo
complementares  nas  preparacdes  sGo  co-desnaturados e,
subsequentemente, deixados em contacto durante a hibridagdo. Em
seguida, os fragmentos de sonda inespecificos e ndo ligados séo
removidos através de passos de lavagem rigorosos. Apés a coloragéo de
contraste do ADN com DAPI, os fragmentos de sonda hibridizados sé@o
visualizados utilizando um microscépio de fluorescéncia equipado com
filiros de excitagdo e emissdo especificos para os fluorocromos com os
quais os fragmentos de sonda FISH foram directamente marcados.
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3. Reagentes fornecidos

O ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit estd disponivel num tamanho
e é composto por:

Cod c Quantidade
6digo omponente \2/ Recipiente
20
ES2 Cytology Pepsin 4 ml Conta-gotas, tampa
Solution transparente
WB5 %LM 50 ml Franco ¢/ tampa rosca
PT4 10x MgCl, 50 ml Franco ¢/ tampa rosca
PT5 10x PBS 50 ml Franco ¢/ tampa rosca
Cytology Stringency Franco ¢/ tampa rosca
we7 Wash Buffer SSC 500 m| (grande)
Cytology Wash Franco ¢/ tampa rosca
wB8 Buffer SSC 500 m| (grande)
MT7 DAPI/DuraTect- 0.8 ml Tubo de reagéo,
Solution ’ Tampa azul
Instrucoes de 1
utilizagéo

Z-2099-20 (20 testes): Componentes ES2 e MT7 séo suficientes para 20
reagdes. Componentes PT4, PT5, WB7 e WB8 séo suficientes para 7 tinas
de colorag@o, 70 ml cada. Componente WB5 é suficiente para 14 tinas de
coloragéo, 70 ml cada.

4. Materiais necessdrios mas ndo fornecidos
. ZytoLight FISH probe

. Amostras de controlo positivo e negativo

. Laminas preparadas para microscépio, ndo revestidas

. Banho-maria(70 °C)

. Hibridizador ou placa de aquecimento

. Hibridizador ou cdmara de humidade no forno de hibridagéo

. Pipetas ajustéveis (10 ul, 25 ul)

. Frascos ou banhos de coloragéo

. Temporizador

. Termémetro calibrado

. Etanol ou dlcool

. 37% de formaldeido, sem &cido, ou 10% de formalina, com tampé&o
neutro

. 2x Citrato salino-sédico (SSC), por exemplo, a partir de 20x SSC
Solution (Prod. No. WB-0003-50)

. Agua desionizada ou destilada

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

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

. Microscépio de fluorescéncia com manutencdo adequada (400-
1000x)

. Oleo de imerséo aprovado para microscopia de fluorescéncia

. Conjuntos de filiros adequados

5.  Armazenamento e manuseamento

Armazenar a 2-8 °C numa posicdo vertical. Adicionalmente, o
DAPI/DuraTect-Solution (MT7) deve ser armazenado protegido da luz.
Repor as condi¢des de armazenamento imediatamente apds a utilizacdo.
Néo 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 precaugbes

. Ler o manual de instrucdes antes da utilizacdo!
. Ndo utilizar os reagentes apés o prazo de validade ter sido atingido!
. Este produto contém substéncias (em baixas concentracdes e

volumes) que séo prejudiciais para a satde. Evitar qualquer contacto
directo com os reagentes. Tomar medidas de protec¢éo adequadas
(utilizar luvas descartéveis, 6culos de proteccéo e vestudrio de
laboratério)!
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. 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 seguranca estd disponivel a pedido para o
utilizador profissional.

. Né&o reutilizar os reagentes, excepto se a reutilizacdo 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 hibridagéo
e lavagem.

. O DAPI/DuraTect-Solution (MT7) néo 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 a luz!

Identificagdo especial para ES2:

EUH210 Ficha de seguranga fornecida a pedido.
< 20 % da mistura é constituida por ingrediente(s) de
toxicidade aguda desconhecida (inalagéo).

Indicagdes de perigo e de precaugéio para PT4, PT5, WB5, WB7, e WB8:

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/aerosséis.

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

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

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

P333+P313 Em caso de irritacdo ou erupg@o cut@nea: 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 MT7:

A mistura néo estd classificada como perigosa de acordo com o
Regulamento (CE) n.° 1272/2008.

7. Limitagbes

D Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

. Apenas para uso profissional.

. Apenas para utilizagdo ndo automatizada.

. A interpretacdo clinica de qualquer coloracdo positiva, ou da sua

auséncia, deve ser efectuada no contexto da histéria clinica,
morfologia, e outros critérios histopatolégicos, assim como outros
testes de diagnéstico. E da responsabilidade do profissional
qualificado estar familiarizado com as sondas ISH, reagentes,
painéis de diagnéstico e métodos utilizados para produzir a
preparacdo da coloragdo. A coloragdo deve ser realizada num
laboratério certificado e licenciado, sob a supervisdo de um
patologista responsavel pela revisdo das Idminas de coloracdo e que
garanta a adequagdo dos controlos positivos e negativos.

. A coloracdo de amostras, especialmente, a intensidade do sinal e a
coloracdo de fundo, depende do manuseamento e do
processamento da amostra antes da coloragéo. A fixagdo,
congelamento, descongelamento, lavagem, secagem, aquecimento
ou microtomia inadequada ou a contaminacdo com outras amostras
ou fluidos pode produzir perturbacdes ou falsos resultados. Os
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resultados inconsistentes podem resultar de variagdes nos métodos

de fixagdo e incluséo, assim como de irregularidades inerentes &
amostra.

. O desempenho foi validado utilizando os procedimentos descritos
nas instrugdes de utilizagdo da respectiva sonda ZytoVision e do kit
de implementag@o. As modificacées 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 instrugdes para utilizagdo no dmbito da utilizacdo prevista.

8. Substancias interferentes

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

9.  Preparagéo das amostras

Incubar as léminas 2 min. em solugéo 2x SSC a 73°C imediatamente antes
da protedlise para amadurecimento.

Alfernativamente, o amadurecimento das amostras pode ser efetuado
incubando as amostras overnight (12-16 h) a 37°C.

10. Tratamento de preparacdo do dispositivo

20x Wash Buffer TBS (WB5), 10x MgCl, (PT4), e 10x PBS (PT5) devem ser
preparados de acordo com as instrugdes em 11. “Procedimento do teste”.
Os componentes (PT4) e (PT5) podem formar precipitados a 2-8°C. Se
necessdrio, aqueca a 37°C durante 10 minutos até os precipitados se
dissolverem completamente antes de os utilizar. Todos os outros reagentes
do kit estdo prontos a usar. N&o é necessdria qualquer reconstituicéo,
mistura ou diluigéo.

11. Procedimento de teste
111 Dia 1

Passos preparatérios

. Preparagéo de 7x Wash Buffer TBS: Diluir 1 parte de 20x Wash
Buffer TBS (WB5) em 19 partes de dgua destilada ou desionizada.

. Preparagéo de Solugdo Formaldeido 1% fpara 100 ml): misturar
2.7ml de solucdo de formaldeido a 37%, isenta de écido, ou 25ml
formol neutro tamponado (4% formaldeido) com 10 ml de 10x
MgCl; (PT4) e 10 ml of 10x PBS (PT5). Ajustar volume para 100 ml
com dgua destilada ou desionizada. Homogeneizar.

. Preparacéo 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.

Pré-tratamento (Proteélise/Pés-Fixagao)

(1)  Aplicar (conta-gotas) Cytology Pepsin Solution (ES2) diretamente na

|dmina com a amostra citolégica e incubar durante 10 min. a 37°C
em cdmara humida.

O ES2 pode formar precipitados, que ndo afectam a qualidade.

Dependendo de multiplos fatores, p.e., tipo e dura¢éo do fixacdo,
assim como o ftipo de células, podem ser necessdrios fempos
diferentes de incubag¢do. Recomendamos tempos de incubagéo
entre 5 a 15 min para amostras cifoldgicas. O tempo de incubagéo
deve ser ofimizado em tesfes prévios.

(2) Incubar l&minas 5 min. em 1x Wash Buffer TBS.

(8) Incubar l&minas 5 min. em Solucdo de Formaldeido a 1%.

(4) Incubar l&dminas 5 min. em 1x Wash Buffer TBS.

(5) Desidratar: em etanol a 70%, 90% e 100%, 1 min. cada.

Secar co ar.
Desnaturagdo e hibridagéo

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

Evitar a exposicéo da sonda ¢ luz por longos periodos.

(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 léminas em placa quente ou hibridador para
desnaturar, durante 5 min. a 72°C.

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

F fundamental que as amostras ndo sequem durante a hibridacéo.

11.2 Dia2

Passos preparatérios

. Cytology Stringency Wash Buffer SSC (WB7): pré-aquecer a 70°C.
. Cytology Wash Buffer SSC (WBB8): trazer para temperatura
ambiente

. DAPI/DuraTect-Solution (MT7): trazer para temperatura ambiente

antes de utilizar e proteger da luz.
Pés-hibridagéo e detegdo

(1)  Remover cuidadosamente a cola.

(2) Retirar cuidadosamente a lamela.

(8) Lavagem com Cytology Stringency Wash Buffer SSC (WB7) durante
2 min. a 70°C.

O Cytology Stringency Wash Buffer SSC deve ser pré-aquecido. Verificar
femperatura com termémetro, se necessdrio.

Recomendamos a utilizagdo de 4 ldminas por tina. Se necessdrio utilizar
léminas em branco para perfazer o numero recomendado.

(4) Lavagem com Cytology Wash Buffer SSC (WB8) durante 1 min. &
temperatura ambiente.

O Cytology Wash Buffer SS5C deve ser pré-aquecido até & temperatura
ambiente. Verificar temperatura com termémetro, se necessdrio.

(5)  Secar léaminas ao ar, protegidas da luz.
(6)  Pipetar 25 ul DAPI/DuraTect-Solution (MT7) por l&émina. Cobrir a
amostra com lamela (24 mm x 60 mm), evitando a formacéo de

bolhas. Incubar no escuro durante 15 min.

A utilizagéo de uma ponta de pipeta cortada para aumentar o diémetro
da mesma, antes de pipetar, focilita a aplicagéo do reagente. Evitar a
exposicéo do reagente ¢ luz.

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

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

Fluorocromo Excita¢Go EmissGo
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

12. Interpretagdo dos resultados

Com a utilizagdo dos filtros 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 alteracdes
cromossémicas, podem ser visiveis diferentes padrées de sinais em
inferfases ou metdfases. Para mais informacdes relativamente &
interpretacdo de resultados, deve consultar-se o manual da respetiva
sonda.

13. Procedimentos de controlo de qualidade recomendados

Consultar as instrugdes de utilizagéo da respectiva sonda ZytoVision.
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14. Caracteristicas de desempenho

Consultar as instrugdes de utilizagdo da respectiva sonda ZytoVision.

15. Eliminagdo

A eliminacao dos reagentes deve ser efectuada de acordo com as normas
locais.

16. Resolugdo de problemas

Qualquer desvio das instrucdes de funcionamento pode levar a resultados
de coloracdo inferiores ou & auséncia de coloragéo. Para mais

informacdes, consultar www.zytovision.com.

Sinais fracos ou auséncia de sinais

Causa possivel Acgdo

Pré-tratamento  proteolitico | Optimizar o tempo de incubagéo da
ndo efectuado correctamente | pepsina, aumentar ou diminuir se
necessdario

Quando se utiliza um hibridizador, é
obrigatéria  a utilizaggo das riscas
hdmidas/tanques cheios de d&gua.
Quando se utiliza uma estufa de
hibridac@o, é necessdria a utilizagéo de
uma cédmara de humidade. Além disso,
a lamela deve ser completamente
selada, por exemplo, com Fixogum,
para evitar a secagem da amostra
durante a hibridagéo

Evaporagéo da sonda

Utilizagdo de conjuntos de | Utilizar conjuntos de filtros adequados
filtros inadequados para os fluocromos da sonda.

Os conjuntos de filtros de passagem de
banda tripla fornecem menos luz do que
os conjuntos de filiros de passagem de
banda simples ou dupla.
Consequentemente, os sinais podem
parecer mais fracos utilizando estes
conjuntos de filtros de passagem de
banda tripla

Sinais de hibridagéo cruzada; Perturbagés de fundo

Causa possivel Acgdo

Pré-tratamento  proteolitico | Reduzir o tempo de incubagdo da
demasiado forte pepsina

Laminas arrefecidas & | Transferir rapidamente as ldminas para
temperatura ambiente antes | 37 °C
da hibridagéo

Morfologia degradada

Causa possivel Acgdo

Pré-tratamento  proteolitico | Optimizar o tempo de incubagéo da
ndo efectuado correctamente | pepsina, diminuir se necessério

Secagem insuficiente antes da | Prolongar a secagem ao ar
aplicacdo da sonda

Contracoloragéo fraca

Causa possivel Accéo

Solugdo DAPI pouco |Em vez disso, utilizar DAPI/DuraTect-
concentrada Solution (ulira) (Prod. No MT-0008-0.8)

Tempo de incubacdo do DAPI | Ajustar o tempo de incubagéo do DAPI
demasiado curto
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18. Revisdo

Revisdo | Descricdo da alteracéo

1.2.1 11. Procedimento de teste
ZyGreen 2.0 adicionados

I:IE www.zytovision.com

Consultar 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 &s suas
perguntas.
Contactar helptech@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 ZytoLighf® s&o marcas registadas da ZytoVision GmbH.
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