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UTILIZACAO PRETENDIDA

ultraView Universal DAB Detection Kit é um sistema indireto e isento de biotina para a
detecéo de IgG de ratinho, IgM de ratinho e de anticorpos primarios de coelho. O kit
destina-se a ser utilizado para identificar alvos através de imuno-histoquimica em seccées
de tecido fixado em formol e impregnado em parafina, ou de tecido congelado, que
tenham sido coradas no instrumento BenchMark IHC/ISH.

Este produto devera ser interpretado por um patologista qualificado, em conjunto com um
exame histolégico, a informagao clinica relevante e os controlos adequados.

Este produto destina-se a utilizagdo em diagnéstico in vitro (IVD).

RESUMO E EXPLICAGAO

A imuno-histoquimica (IHC) é uma técnica utilizada em laboratério para fins de
diagnostico. A IHC utiliza anticorpos primarios especificos que localizam e se ligam aos
antigénios em secgdes de tecido fixadas ou congeladas. A ligagdo do anticorpo ao
antigénio é visualizada utilizando um método de detecéo indireta. As técnicas mais
comuns dos métodos indiretos utilizam um anticorpo secundario direcionado contra a
espécie de anticorpo primario e uma enzima com um sistema de substrato-cromogénio
correspondente. Desta combinagao resulta um precipitado corado no local de ligagao
especifico do anticorpo. uftraView Universal DAB Detection Kit utiliza um método indireto
para visualizar anticorpos especificos ligados a antigénios depositando um precipitado de
cor castanha.

PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO

ultraView Universal DAB Detection Kit deteta anticorpos primarios de ratinho e de coelho
especificos ligados a um antigénio em secgdes de tecido fixado em formol e impregnado
em parafina (FFPE) ou em secgbes de tecido congelado. O anticorpo especifico &
localizado por um cocktail de anticorpos secundarios marcados com enzimas. O
complexo é depois visualizado com um substrato de peréxido de hidrogénio e cromogénio
tetra-hidrocloreto de 3,3'-diaminobenzidina (DAB), que produz um precipitado castanho
que é prontamente observado através de microscopia ética.

O protocolo de coloraggo é constituido por varias etapas nas quais os reagentes sdo
incubados por periodos de tempo predeterminados a temperaturas especificas. No final
de cada etapa de incubagéo, o instrumento BenchMark IHC/ISH lava as secgdes para
remover material ndo ligado e aplica uma solugéo coverslip que minimiza a evaporagéo
dos reagentes aquosos da lamina.” Os resultados séo interpretados utilizando um
microscopio 6tico e ajudam a fazer o diagnéstico diferencial de processos patofisiolégicos
que podem, ou ndo, estar associados a um antigénio particular.

Para obter informagdes mais pormenorizadas sobre o funcionamento do instrumento,
consulte o Manual do utilizador apropriado. A Figura 1 ilustra 0 método de detegéo
indireta.
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Figure 1. Reagdo de u/traView Universal DAB Detection Kit

MATERIAL E METODOS
Materiais fornecidos
ultraView Universal DAB Detection Kit contém reagente suficiente para 250 testes.

Um dispensador de ultraView Universal DAB Inhibitor contém solugdo de perdxido

25mL de hidrogénio a 3%.
Um dispensador de ultraView Universal HRP Multimer contém um cocktail de
25mL anticorpos marcados com HRP (IgG de cabra anti-ratinho, IgM

de cabra anti-ratinho e de cabra anti-coelho) (aproximadamente
55 pg/mL) num tampé&o contendo proteina com ProClin 300, um
conservante.

Um dispensador de
25mL

ultraView Universal DAB Chromogen contém 0.2% piv de
tetra-hidrocloreto de 3,3'-diaminobenzidina numa solugéo
estabilizadora proprietaria com um conservante proprietario.

Um dispensador de ultraView Universal DAB Hz02 contém perdxido de hidrogénio a

25mL 0.04% numa solugdo de tampao fosfato.
Um dispensador de ultraView Universal DAB Copper contém sulfato de cobre
25mL (5 g/L) num tampé&o acetato com um conservante proprietario.

Reconstituicdo, homogeneizacéo, diluigao, titulagédo

O kit de detegao é otimizado para utilizagdo em instrumentos BenchMark IHC/ISH. N&o é
necessaria qualquer reconstituicdo, homogeneizagéo, diluicdo ou titulagdo dos reagentes
do kit. A diluigdo adicional poderé resultar na perda de coloragao.

Materiais necessarios, mas néo fornecidos

Os reagentes de coloragéo, como os anticorpos primarios e os componentes auxiliares
VENTANA, incluindo Iaminas de controlo tecidular positivo e negativo, ndo séo
fornecidos.

Os produtos indicados na folha de métodos podem n&o estar todos disponiveis em todas
as regides. Consulte o seu representante de assisténcia local.

Os seguintes reagentes e materiais podem ser necessarios para a coloragéo, mas ndo
séo fornecidos no kit de detegéo:

1. Anticorpo primario

2. Reagente de controlo negativo

Controlos tecidulares positivo e negativo (consulte as folhas de métodos do
anticorpo para saber quais sao os tipos recomendados)

Amplification Kit (Ref. 760-080 / 05266114001)

Protease 1 (Ref. 760-2018 / 05266688001)

Protease 2 (Ref. 760-2019 / 05266696001)

Protease 3 (Ref. 760-2020 / 052667 18001)

Hematoxylin (Ref. 760-2021 / 05266726001)
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9. Hematoxylin Il (Ref. 790-2208 / 05277965001)

10.  Bluing Reagent (Ref. 760-2037 / 05266769001)

11. Reaction Buffer Concentrate (10X) (Ref. 950-300 / 05353955001)

12.  Cell Conditioning Solution 1 (CC1) (Ref. 950-124 / 05279801001)

13.  Cell Conditioning Solution 2 (CC2) (Ref. 950-123 / 05279798001)

14, ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (Ref. 950-224 / 05424569001)
15.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC2) (Ref. 950-223 / 05424542001)
16.  Antibody Diluent (Ref. 251-018 / 05261899001)

17.  EZ Prep Concentrate (10X) (Ref. 950-102 / 05279771001)

18.  LCS (Predilute) (Ref. 650-010 / 05264839001)

19.  ULTRALCS (Predilute) (Ref. 650-210 / 05424534001)

20. Instrumento BenchMark IHC/ISH

21.  Laminas de microscopio carregadas positivamente

22.  Coverslip e método coverslip suficiente para cobrir o tecido

23.  Equipamento de laboratério de uso genérico

Conservacéo e estabilidade

Apo6s a recegdo e quando ndo estiver a ser utilizado, conservar entre 2-8 °C. Nao
congelar. O utilizador devera validar quaisquer outras condigdes de conservagéo que ndo
sejam especificadas na folha de métodos. O kit de dete¢éo pode ser utilizado
imediatamente depois de retirado do frigorifico.

Para garantir uma correta distribuicdo do reagente e a estabilidade de cada reagente,
volte a colocar a tampa no dispensador ap6s cada utilizagao e coloque o dispensador
imediatamente no frigorifico na posicao vertical.

Cada kit de detegdo tem indicada a respetiva data de validade. Quando corretamente
conservado, o produto permanece estavel até a data indicada na etiqueta. Nao utilizar o
produto depois de ultrapassada a data de validade para 0 método de conservagao
indicado. N&o existem quaisquer sinais concretos que indiquem a instabilidade deste
produto; como tal, os controlos positivo e negativo deverédo ser executados
simultaneamente no caso de amostras desconhecidas. Devera ser contactado
imediatamente o representante de assisténcia local se houver qualquer indicio de
instabilidade do reagente.

Colheita das amostras e preparacao para analise

Os tecidos FFPE processados regularmente sdo adequados para utilizagdo com
ultraView Universal DAB Detection Kit e instrumentos BenchMark IHC/ISH (consulte a
secgéo Materiais necessarios, mas nao fornecidos). O fixador de tecido recomendado é
formol neutro tamponado (NBF) a 10%.2 Poderéo ocorrer resultados variaveis em
resultado da espessura da secgéo de tecido, do tipo de fixagéo, de uma fixagéo
prolongada incompleta ou de processos especiais, como a descalcificagao de
preparagdes de medula dssea.

Cada secg@o deve ser cortada com a espessura apropriada para o anticorpo primario que
esta a ser utilizado (consulte a Folha de métodos do anticorpo em questéo), devendo
depois ser colocada numa lamina de vidro carregada positivamente. As laminas que
contém a secgao de tecido devem secar na posicao vertical durante pelo menos 15
minutos a temperatura ambiente para escorrer 0 excesso de agua que possa estar
debaixo da secgéo antes da cozedura. As laminas podem ser cozidas/aquecidas durante
1 hora numa estufa a 60 °C + 5 °C, ou secas ao ar a 37 °C durante um maximo de 24
horas. A secagem e aguecimento das laminas s&o utilizados para secar o tecido apés a
montagem da l&mina e para melhorar a aderéncia do tecido ao vidro. Consulte a folha de
métodos do anticorpo primario para identificar as limitagdes do aquecimento. O
aquecimento prolongado do tecido pode ter como resultado uma diminuigéo da
disponibilidade do antigénio.

Os tecidos devidamente fixados e impregnados que expressem o antigénio manter-se-ao
estaveis se conservados num local fresco (15-25 °C). A Clinical Laboratory Improvement
Act (CLIA) de 1988, 42CFR493.1259 (b) diz que “O laboratério tem de guardar as laminas
durante no minimo dez anos a contar da data em que foi realizado o exame e preservar
os blocos de amostras durante no minimo dois anos a contar da data do exame”. Cada
laboratério deve validar a estabilidade da lamina com o corte de acordo com os seus
proprios procedimentos e com as suas proprias condi¢des de conservagdo ambiental.

Os tecidos congelados processados regularmente s@o também adequados para utilizagao
com ultraView Universal DAB Detection Kit e instrumentos BenchMark IHC/ISH. O tempo
recomendado para fixagéo de tecidos sdo 10 minutos em acetona fria. Poderao ocorrer
resultados varidveis em consequéncia de fixagao prolongada ou de processos especiais,
tais como a descalcificagdo de preparacées de medula dssea.
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AVISOS E PRECAUCOES

1. Para utilizagdo em diagndstico in vitro (IVD).

2. Apenas para utilizagao profissional.

3. ADVERTENCIA: Nos Estados Unidos, a Lei Federal restringe a venda deste
dispositivo a um médico ou mediante receita médica. (Rx Only)

4. Aviso: possivel carcinogéneo. A International Agency for Research on Cancer
(IARC) e 0 US National Toxicology Program (NTP) incluiram a benzidina, um
composto intimamente relacionado com o tetra-hidrocloreto de
3,3"-diaminobenzidina (DAB), na lista de carcinogéneos humanos conhecidos.

5. Nao utilizar num nimero de testes superior ao especificado.

6.  Asolugéo ProClin 300 é utilizada como conservante nesta solugéo. Esta
classificada como irritante e pode causar sensibilizagéo através do contacto com a
pele. Tome as precaugdes razoaveis ao manusear a mesma. Evite o contacto dos
reagentes com os olhos, a pele e as membranas mucosas. Utilize luvas e vestuario
de protecéo.

7. Os materiais de origem humana ou animal devem ser manuseados como materiais
que envolvem potencial risco de contaminagdo e eliminados adotando as devidas
precaugdes. Em caso de exposicéo, devem ser seguidas as diretivas de saude das
autoridades responsaveis.34

8.  Tome as precaugdes razoaveis ao manusear reagentes. Evite o contacto dos
reagentes com os olhos, a pele e as membranas mucosas. Use luvas descartaveis
e vestuario de prote¢do adequado quando manusear substancias cancerigenas
suspeitas ou materiais toxicos.

Se os reagentes entrarem em contacto com areas sensiveis, lave com 4gua em
abundancia. Evite a inalagéo dos reagentes.

10.  Certifique-se de que o recipiente de residuos esta vazio antes de iniciar uma
analise no instrumento. Se esta precaugédo no for respeitada, o recipiente de
residuos pode transbordar e o utilizador arrisca-se a escorregar e cair.

11.  Evite a contaminag@o microbiana dos reagentes pois ela pode produzir resultados
incorretos.

12.  Para mais informagdes acerca da utilizagéo deste dispositivo, consulte 0 Manual do
utilizador do instrumento BenchMark IHC/ISH, bem como as folhas de métodos de
todos os componentes necessarios em navifyportal.roche.com.

13.  Consulte as autoridades locais e/ou estatais para determinar 0 método de
eliminagéo recomendado.

14. A etiquetagem de seguranga do produto segue principalmente as diretrizes do GHS
da UE. Ficha de dados de seguranga disponivel para utilizadores profissionais a
pedido.

15.  Para reportar situagdes graves suspeitas relacionadas com este dispositivo,
contacte o representante local da Roche e a autoridade competente do Estado-
Membro ou do Pais onde o utilizador esté estabelecido.

Este produto contém componentes classificados da seguinte forma, nos termos do

disposto no Regulamento (CE) N.° 1272/2008:

Table 1. Informagdes sobre os perigos.

Perigo Cadigo Adverténcia
Perigo H317 Pode provocar uma reagéo alérgica cuténea.
H319 Provoca irritacdo ocular grave.
H350 Pode provocar cancro.
Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos
H412
duradouros.
P201 Pedir instrucdes especificas antes da utilizacdo.
P261 Evitar respirar névoas ou vapores.
P273 Evitar a libertacdo para o ambiente.
Usar luvas de protegao/vestuario de prote¢do/protecéo
P280 e ~ -
ocular/protegao facial/protegao auditiva.
P308 + EM CASO DE exposigao ou suspeita de exposi¢ao:
P313 consulte um médico.
P333 + Em caso de irritagdo ou erupgao cutanea: consulte um
P313 médico.
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PROCEDIMENTO

ultraVliew Universal DAB Detection Kit foi desenvolvido para utilizagéo em instrumentos
BenchMark IHC/ISH em combinag&o com anticorpos primarios e produtos auxiliares
VENTANA. Os parametros para os procedimentos automaticos podem ser apresentados,
impressos e editados de acordo com o procedimento contido no Manual do utilizador do
instrumento. Foram predefinidos na fabrica outros pardmetros de funcionamento do
instrumento.

Os procedimentos de coloragao nos instrumentos BenchMark IHC/ISH s&o apresentados
abaixo. Para obter instrugdes mais detalhadas, bem como outras opgdes de protocolo,
consulte o Manual do utilizador. O facto de uma amostra necessitar ou néo de Cell
Conditioning depende do anticorpo. Consulte a folha de métodos do anticorpo para obter
instrugdes.

Instrumentos BenchMark IHC/ISH

1. Cole na lamina a etiqueta de codigo de barras que corresponde ao protocolo a ser
realizado.

2. Carregue o anticorpo primario, os dispensadores do kit de dete¢o apropriados e o

reagente acessorio necessario no tabuleiro de reagentes e coloque tudo no

instrumento.

Verifique os fluidos volumosos e esvazie os residuos.

Carregue as laminas no instrumento.

Inicie o processo de coloragao.

Quando estiver concluido, remova as l&minas do instrumento.

Avance para Procedimentos de processamento pds-instrumento recomendados.

Procedimentos de processamento pds-instrumento recomendados

1. Lave as laminas com um detergente de loi¢a suave para remover a solugéo
coverslip.

2. Enxagle bem as laminas em &gua destilada para remover todo o detergente.

3. Desidrate, limpe e aplique solug&o coverslip com meios de montagem
permanentes.

PROCEDIMENTO DE CONTROLO DE QUALIDADE
Controlo tecidular positivo

Com cada procedimento de colorag&o efetuado, tem de ser processado um controlo
tecidular positivo. A pratica laboratorial ideal deve incluir uma secgéo de controlo positivo
na mesma lamina que contém o tecido do paciente. Esta pratica ajuda a identificar uma
falha na aplicagdo do anticorpo priméario ou de outro reagente importante na l&mina de
teste do paciente. Um tecido que apresente uma colorago positiva fraca &€ mais
adequado para um controlo de qualidade 6timo. Os componentes tecidulares de
colorago positiva s&o utilizados para confirmar a aplicagdo do anticorpo e o correto
funcionamento do instrumento. Este tecido podera conter células de coloragao ou
componentes tecidulares positivos e negativos e servir como tecido de controlo positivo e
negativo. Os tecidos de controlo deverdo ser amostras recém-colhidas de autdpsia,
biopsia ou cirurgia, preparadas ou fixadas o mais cedo possivel e de forma idéntica as
secgoes de teste. Este tipo de tecidos pode servir para monitorizar todas as etapas do
procedimento, desde a preparagéo do tecido até a coloragéo. A utilizagdo de uma secgéo
de tecido fixado ou processado de forma diferente da amostra do teste facultara um
controlo apropriado de todos os reagentes e etapas do método, excetuando a fixagao e o
processamento de tecidos.

Os controlos tecidulares positivos conhecidos devem ser utilizados apenas para
monitorizar o correto desempenho de tecidos processados e de reagentes de teste e ndo
para auxiliar na determinagao de um diagnéstico especifico de amostras de doentes. Se
os controlos tecidulares positivos ndo demonstrarem uma coloragao positiva, 0s
resultados das amostras de teste deveréo ser considerados invalidos.

Controlo tecidular negativo

0O mesmo tecido utilizado como controlo tecidular positivo pode ser utilizado como
controlo tecidular negativo. A variedade de tipos de células presente na maioria das
secgdes de tecido disponibiliza locais de controlo negativo interno, mas isto deve ser
verificado pelo utilizador. Os componentes que néo ficarem corados devem demonstrar a
auséncia de coloragéo especifica e fornecer uma indicagao de coloragao de fundo. Se
ocorrer coloragdo especifica nos locais de controlo tecidular negativo, os resultados
obtidos com as amostras de pacientes devem ser considerados invalidos.
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Discrepancias inexplicaveis

Quaisquer discrepancias inexplicaveis nos controlos deverdo ser imediatamente
comunicadas ao representante de assisténcia local. Se os resultados do controlo de
qualidade néo estiverem em conformidade com as especificagdes, os resultados dos
pacientes sdo invalidos. Consulte a secgao de Resolugéo de problemas desta folha de
métodos. Identifique e corrija o problema e, em seguida, repita a analise das amostras
dos pacientes.

Controlo de reagente negativo

Devera ser executado um controlo de reagente negativo para cada amostra, para auxiliar
na interpretacéo dos resultados. Para avaliar colorago néo especifica é utilizado um
controlo de reagente negativo em vez do anticorpo primério. A 1amina deve ser corada
com Negative Control Mouse ou Negative Control Rabbit, conforme apropriado. Pode ser
utilizado apenas o diluente como alternativa aos controlos de reagente negativos
anteriormente descritos. O periodo de incubag&o do controlo de reagente negativo deve
ser igual ao periodo de incubagéo do anticorpo primério.

Quando so utilizados painéis de varios anticorpos em séries de secgdes, um controlo de
reagente negativo numa lamina pode funcionar como controlo de fundo de ligagéo nao
especifico ou negativo para outros anticorpos.

Verificagc&o do ensaio

Antes de utilizar pela primeira vez um anticorpo primario ou um sistema de coloragéo num
procedimento de diagnéstico, a especificidade do anticorpo primario devera ser verificada
testando esse anticorpo numa série de tecidos com caracteristicas do desempenho
imuno-histoquimico conhecidas representativas de tecidos negativos e positivos
conhecidos (consulte a seccéo Controlo tecidular positivo da folha de métodos do
anticorpo primario e as recomendagdes de Controlo de qualidade do College of American
Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist,5 da CLSI
Approved Guideline® ou de ambos os documentos). Estes procedimentos de controlo de
qualidade deveréo ser repetidos para cada novo lote de anticorpos, ou sempre que
ocorrer uma alteragéo nos parametros do ensaio. Os tecidos referidos na secgéo
Caracteristicas do desempenho do anticorpo primario sdo adequados para verificagdo do
ensaio.

Interpretagéo dos resultados

ultraView Universal DAB Detection Kit provoca a precipitacdo de um produto de reagao
de cor castanha nos locais de antigénio localizados pelo anticorpo priméario. Um
patologista qualificado, que tenha experiéncia em procedimentos de imuno-histoquimica,
devera avaliar os controlos e qualificar o produto corado antes de interpretar os
resultados. A coloragdo de controlos negativos tem de ser observada em primeiro lugar,
devendo estes resultados ser comparados com o material corado para verificar se o sinal
gerado nao é o resultado de interagdes nao especificas.

Controlo tecidular positivo

O controlo tecidular positivo corado deve ser examinado primeiro para ter a certeza de
que todos os reagentes estéo a funcionar corretamente. A presenca de um produto de
reacdo com a coloragdo apropriada no interior das células alvo é um indicador de
reatividade positiva. Dependendo da durag&o da incubagéo e da poténcia da hematoxilina
utilizada, a sujei¢éo a coloragao contrastante tera como resultado uma coloragdo dos
nucleos da célula que vai do azul-palido ao azul-escuro. A sujei¢ao a coloragao
contrastante excessiva ou insuficiente pode comprometer a correta interpretagéo dos
resultados.

Se o controlo tecidular positivo ndo permitir demonstrar coloragao positiva apropriada,
quaisquer resultados obtidos com as amostras de teste devem ser considerados
invalidos.

Controlo tecidular negativo

O controlo tecidular negativo devera ser examinado a seguir ao controlo tecidular positivo,
para verificar a marcagéo especifica do antigénio alvo pelo anticorpo primario. A auséncia
de colorag&o especifica no controlo tecidular negativo confirma a auséncia de reatividade
cruzada do anticorpo com as células ou os componentes celulares. Se ocorrer coloragao
especifica no controlo tecidular negativo, os resultados obtidos com a amostra de
paciente devem ser considerados invalidos.

A coloragdo nao especifica, caso esteja presente, terd um aspeto difuso. Também é
possivel observar uma colorag&o ligeira esporadica de tecido conjuntivo em secgdes de
tecidos que tenham sido fixadas com excesso de formol. Devem ser utilizadas células
intactas para interpretacéo dos resultados da coloragao. As células necréticas ou
degeneradas muitas vezes coram de forma nao especifica.
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Tecido do paciente

As amostras de pacientes deverao ser examinadas em dltimo lugar. A intensidade da
coloragao positiva deve ser avaliada dentro do contexto de qualquer coloragéo de fundo
nédo especifica do controlo de reagente negativo. A semelhanca do que acontece com
qualquer teste de imuno-histoquimica, um resultado negativo significa que o antigénio em
questdo néo foi detetado e ndo que o antigénio esteja ausente das células ou do tecido
analisado. Se necessario, utilize um painel de anticorpos para ajudar na identificagéo de
reacdes falsas negativas. A morfologia de cada amostra de tecido devera ser examinada
utilizando uma secg@o corada com hematoxilina e eosina aquando da interpretagéo de
qualquer resultado imuno-histoquimico. Os resultados morfoldgicos e os dados clinicos
pertinentes do paciente devem ser interpretados por um patologista qualificado.

LIMITAGOES

Limitacdes gerais

1. AIHC é um processo de diagndstico em varias etapas que exige uma formagao
especializada na selegao dos reagentes apropriados, na selegéo dos tecidos,
fixacdo, processamento, preparagéo da lamina de imuno-histoquimica e
interpretagéo dos resultados da coloragéo.

2. Acoloragéo do tecido depende do manuseamento e do processamento do tecido
antes da coloragdo. Uma incorreta fixagao, congelagéo, descongelagao, lavagem,
secagem, aguecimento, seccionamento ou contaminagéo com outros tecidos ou
fluidos pode produzir artefactos, aprisionamento de anticorpos ou resultados falsos
negativos. Os resultados inconsistentes podem ser resultantes de variagdes nos
métodos de fixagao e impregnagao ou de irregularidades inerentes no tecido.

3. Asujeicdo a coloragéo contrastante excessiva ou insuficiente pode comprometer a
correta interpretacéo dos resultados.

4. Ainterpretacéo clinica de qualquer tipo de coloragdo positiva, ou da sua auséncia,
tem de ser avaliada dentro do contexto da histéria clinica, da morfologia e de outros
critérios histopatoldgicos. A interpretagao clinica de qualquer tipo de coloragéo, ou
da sua auséncia, tem de ser complementada por estudos morfoldgicos e por
controlos apropriados, bem como através de outros testes de diagnéstico. Eda
responsabilidade de um patologista qualificado estar familiarizado com os
anticorpos, os reagentes e os métodos utilizados para interpretar a preparacéo
corada. A coloragéo tem de ser realizada num laboratério certificado e licenciado,
sob supervisdo de um patologista que seja responsavel pela revisao das laminas
coradas e que assegure a adequagéo dos controlos positivos e negativos.

5. Os anticorpos e reagentes VENTANA disponibilizados tém a dilui¢ao 6tima para ser
utilizada desde que sejam seguidas as instrugdes fornecidas. Qualquer desvio dos
procedimentos de teste recomendados pode invalidar os resultados previstos.
Devem ser utilizados e documentados controlos apropriados. Os utilizadores que se
desviem dos procedimentos de teste recomendados terdo de aceitar a
responsabilidade da interpretacédo dos resultados dos pacientes.

6.  Os reagentes podem demonstrar reagdes inesperadas em tecidos néo testados
anteriormente. A possibilidade de ocorrerem reagdes inesperadas, mesmo em
grupos de tecidos testados, ndo pode ser eliminada completamente devido a
variabilidade bioldgica da expressao de antigénios em neoplasias ou noutros
tecidos patoldgicos.” Contacte o seu representante de assisténcia local e
apresente-lhe quaisquer reagdes inesperadas documentadas.

7.  Os tecidos de pessoas infetadas pelo virus da hepatite B e que contém o antigénio
de superficie da hepatite B (HBsAg) podem apresentar coloragdo néo especifica
com peroxidase de rabano.8

8. Quando utilizados em etapas de bloqueio, os soros normais com a mesma origem
animal que os antissoros secundarios podem causar resultados falsos negativos ou
falsos positivos, devido aos autoanticorpos ou aos anticorpos naturais.

9. Asemelhanga do que acontece com qualquer teste de imuno-histoquimica, um
resultado negativo significa que o antigénio néo foi detetado, e ndo que o antigénio
esteja ausente das células ou do tecido analisado.

Limitagdes especificas

1. Cada etapa do procedimento do kit de detegéo foi otimizada nos instrumentos
BenchMark IHC/ISH e encontra-se predefinida. Devido a variagéo na fixagao e no
processamento de tecidos, podera ser necessario aumentar ou diminuir o tempo de
incubag&o do anticorpo primario em amostras individuais. O tempo de incubagao do
anticorpo priméario depende do grau de fixagao de tecidos, podendo variar entre 8 e
32 minutos. Para mais informag@es sobre as varidveis de fixagao, consulte
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"Immunohistochemistry Principles and Advances"® ou "Immunomicroscopy: A
Diagnostic Tool for the Surgical Pathologist". 10

2. Okit de detegdo, em combinagao com anticorpos primarios e acessorios
VENTANA, deteta o antigénio que sobrevive & rotina de fixagédo com formol,
processamento e seccionamento de tecidos.

3. Este kit de detegéo foi otimizado para utilizagao com solugao de lavagem Reaction
Buffer, anticorpos primarios, acessorios e instrumentos BenchMark IHC/ISH. A
utilizagéo da solugéo de lavagem Reaction Buffer é importante para o
funcionamento correto do kit de detegéo. Os utilizadores que se desviarem dos
procedimentos de teste recomendados s&o responsaveis pela interpretagéo dos
resultados dos pacientes nessas circunstancias.

4. Este kit de detego foi otimizado para utilizagédo com LCS (Predilute) ou ULTRA
LCS (Predilute). LCS é uma solug&o coverslip pré-diluida utilizada tanto enquanto
barreira entre os reagentes aquosos e o ar, como enquanto reagente para remover
parafina de amostras de tecido durante o processo de desparafinagéo. A barreira
LCS reduz a evaporagao e proporciona um ambiente aquoso estavel para a reagao
de IHC ou de hibridago in situ (ISH) levada a cabo em instrumentos VENTANA.

5. Tempos de incubagéo e temperaturas diferentes dos especificados podem produzir
resultados erroneos. O utilizador devera validar qualquer alteragdo desse tipo.

6.  Os kits de detegdo podem ndo estar todos registados em todos os instrumentos.
Contacte o seu representante local da Roche para obter mais informagdes.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

DESEMPENHO ANALITICO

0 desempenho de ufzraView Universal DAB Detection Kit foi avaliado através de estudos
de precisdo e de outros estudos relevantes. Todas as coloragdes foram realizadas
utilizando o protocolo, tal como indicado na folha de métodos do anticorpo, em
instrumentos BenchMark IHC/ISH, salvo especificagdo em contrario.

Estudos de preciséo

0 teste de precisao de ultraView Universal DAB Detection Kit foi realizado efetuando a
coloracdo de secgdes em série de 3 tecidos FFPE neutros tamponados utilizando

3 anticorpos primarios, uma IgG de ratinho (anti-Ki67) corada em carcinoma da mama,
uma IgM de ratinho (anti-CD15) corada num xenoenxerto de Linfoma de Hodgkin e uma
IgG de coelho (anti-S100) num melanoma, utilizando instrumentos BenchMark e
BenchMark XT. Todos os anticorpos primarios foram incubados durante 16 minutos e as
laminas foram sujeitas a coloragéo contrastante utilizando Hematoxylin Il seguida de
Bluing Reagent. Todas as laminas coradas com um anticorpo primario foram comparadas
umas com as outras para verificar se a coloragao e a intensidade eram as apropriadas:

1. Foram realizados processos de coloragao para verificagdo da precis&o intraensaio
(mesmo anticorpo primario corado numa plataforma comparavel) uma vez por dia
em 3 dias diferentes, utilizando 2 instrumentos diferentes: instrumentos BenchMark
e BenchMark XT num total de 6 processo de coloragéo. A precisdo intraensaio do
instrumento BenchMark XT foi de 100% (30 de 30 Iaminas por anticorpo primario
por ensaio, num total de 90 laminas coradas por anticorpo nos 3 ensaios) e de
100% (20 de 20 I&minas por anticorpo primario por ensaio, num total de 60 laminas
por anticorpo em 3 ensaios) para cada instrumento BenchMark.

2. Aprecisdo entre ensaios foi calculada com base no niumero de laminas coradas em
3 ensaios por cada tipo de instrumento. Os processos de coloragéo foram
realizados uma vez por dia em 3 dias diferentes, utilizando 2 instrumentos
diferentes: instrumentos BenchMark e BenchMark XT. A precisao entre ensaios do
instrumento BenchMark XT foi de 100% (90 de 90 Iaminas, 30 laminas para cada
anticorpo primario em 3 ensaios diferentes), e de 100% (60 de 60 laminas,

20 l&minas para cada anticorpo primario em 3 ensaios diferentes para cada
plataforma) para o instrumento BenchMark.

3. Apreciséo entre instrumentos foi calculada com base no nimero de l&minas
coradas em 6 ensaios em todos os tipos de instrumentos. Foram realizados
processos de coloragdo 1 vez por dia em 3 dias diferentes, utilizando
2 instrumentos diferentes: instrumentos BenchMark e BenchMark XT. A precisdo
entre instrumentos de u/ftraView Universal DAB Detection Kit & de 100% (150 das
150 laminas coradas; as laminas avaliadas incluiam os 3 anticorpos primarios).

Foram desenvolvidos vérios anticorpos primarios VENTANA com uftraView Universal

DAB Detection Kit. Nos testes destes ensaios, foram demonstradas as seguintes

caracteristicas do desempenho de u/traView Universal DAB Detection Kit:

1. Precisdo intraensaio, entre dias, entre instrumentos e entre plataformas nos
instrumentos BenchMark GX, BenchMark XT e BenchMark ULTRA.

21090PT Rev K



v
-}‘ S VENTANA

AT
2. Sensibilidade e especificidade da coloragdo numa série de tipos de tecidos normais
€ neoplasicos e tecidos alvo especificos do ensaio
3. Anprecisdo no instrumento BenchMark ULTRA PLUS foi demonstrada utilizando

ensaios representativos. Os estudos incluiram a preciséo intraensaio, entre dias e
entre instrumentos. Todos os estudos cumpriram os respetivos critérios de
aceitagdo

RESOLUGAO DE PROBLEMAS

1. Se o controlo positivo apresentar uma coloragdo mais fraca do que a esperada,
outros controlos positivos executados durante 0 mesmo ensaio no instrumento
deverdo ser verificados para determinar se isso se deve ao anticorpo primario ou a
um dos reagentes secundarios comuns.

Se o controlo positivo apresentar um resultado negativo, deve verificar-se se a
lamina tem a etiqueta de codigo de barras correta. Se a lamina tiver a etiqueta
correta, outros controlos positivos executados no mesmo ensaio no instrumento
deverdo ser verificados para determinar se isso se deve ao anticorpo primario ou a
um dos reagentes secundarios comuns. Os tecidos podem ter sido colhidos, fixados
ou desparafinados de forma incorreta. Deve ser seguido o procedimento correto de
colheita, conservagéo e fixagao.

A remogé&o incompleta da parafina pode resultar em artefactos de coloragao ou
auséncia de colorag&o.

Se a parafina ndo for toda removida da lamina, o processo de coloragéo deve
ser repetido utilizando a opgéo de desparafinagio alargada, caso esteja
disponivel.

Como alternativa, pode ser realizada uma desparafinagdo manual fora do
instrumento. Se for utilizada a opgéo manual, desselecione a desparafinagao
online no protocolo de coloragdo antes de carregar as laminas no
instrumento. Deve ter-se um cuidado especial para garantir que as laminas
nao secam antes do processo de coloragéo.

Se a coloragao especifica do anticorpo for demasiado intensa, o ensaio deve ser
repetido com um tempo de incubagéo reduzido em intervalos de 4 minutos, até ser
obtida a intensidade da coloragao pretendida.

Se as secgdes tecidulares sairem da lamina, as l&minas devem ser verificadas para
garantir que tém carga positiva.

Para qualquer ag&o corretiva, consulte a secgdo Procedimento, o Manual do
utilizador do instrumento ou contacte o representante de assisténcia local.

Se um dispensador de reagente nao dispensar fluido, verifique se existem materiais
ou particulas estranhos na camara de prepara¢do ou no menisco, como, por
exemplo, fibras ou precipitados. Se o dispensador estiver bloqueado, néo o utilize e
contacte o seu representante de assisténcia local. Ou entdo prepare novamente o
dispensador colocando o dispensador sobre um recipiente de residuos, removendo
a tampa do bico e pressionando a parte de cima do dispensador. Consulte a folha
de métodos do dispensador em linha associado com o P/N 760-500 para obter mais
informagdes sobre a utilizagao correta.
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NOTA: neste documento, é sempre utilizado o ponto como separador decimal para
marcar o limite entre a parte inteira e as partes fracionais de um nimero decimal. N&o s&o
utilizados separadores de milhares.

Simbolos

Ventana utiliza os seguintes simbolos e sinais, além dos listados na norma ISO 15223-1
(para os EUA: consultar elabdoc.roche.com/symbols para obter mais informagdes).
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Numero Global de Item Comercial
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Foram realizadas atualizagbes nas seccdes Avisos e precaugdes, Instrugdes
de utilizagdo e nas ligagdes de referéncia de simbolos das secgdes Avisos e
precaugdes e Simbolos.

Foram realizadas atualizagdes nas Referéncias aplicaveis

PROPRIEDADE INTELECTUAL

VENTANA, BENCHMARK, uftraView e o logétipo VENTANA sao marcas comerciais da
Roche. Todas as restantes marcas comerciais séo propriedade dos respetivos titulares.
© 2023 Ventana Medical Systems, Inc.

INFORMAGCOES DE CONTACTO
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Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

www.roche.com
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Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
D-68305 Mannheim
Germany

+800 5505 6606
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