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UTILIZAGAO PRETENDIDA

PAS Staining Kit destina-se a ser
utilizado no laboratério como corante
histolégico qualitativo para evidenciar a
presenca de glicogénio, da membrana
basal e de organismos fungicos através
de microscopia 6tica em secgdes de
tecido fixado em formol e impregnado
em parafina (FFPE) coradas num
instrumento BenchMark Special Stains.
Este produto devera ser interpretado
por um patologista qualificado, em
conjunto com um exame histoldgico, a informagéo clinica relevante e os controlos
adequados.

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

RESUMO E EXPLICACAO

PAS Staining Kit € uma modificago da técnica descrita originalmente por McManus em
1946, que permite visualizar mucinas, glicogénio, membranas basais e organismos
fingicos através da combinag&o da oxidagao de polissacaridos com &cido periddico e da
colorag&o com o reagente Schiff.!

O PAS é um corante de hidratos de carbono versatil que pode ser utilizado para detetar
estruturas que contenham uma elevada proporcéo de macromoléculas de hidratos de
carbono, incluindo polissacaridos.” O principal polissacarido identificado através de
coloragao histolégica em secgbes de tecido humano é o glicogénio. !

A coloragao com PAS permite a visualizagdo ao microscopio e a avaliagdo dos niveis de
glicogénio no tecido.2 A perturbagéo das vias metabélicas que convertem a glucose em
glicogénio e vice-versa pode levar & acumulagéo de glicogénio.2 As caracteristicas
clinicas do excesso de glicogénio podem variar consoante o érgao/tecido onde ocorre a
acumulaggo.?

O corante PAS é também utilizado no exame das membranas basais e ¢ tipicamente
utilizado para inspecionar a membrana basal glomerular em biopsias renais em que existe
suspeita de doenga glomerular.3:4 A doenga glomerular ocorre quando se d& uma rotura
da barreira de filtragéo glomerular, o que pode permitir que os glébulos vermelhos ou as
proteinas plasmaticas atravessem essa barreira.5 As caracteristicas patolégicas podem
variar, mas podem incluir ondulagao, colapso, espessamento e afinamento da membrana
basal 4

O corante PAS também pode ser utilizado para detetar o glicogénio presente nas paredes
celulares dos fungos como auxiliar no diagnéstico da infegdo fungica.6 O contetido de
glicogénio da parede celular dos fungos é semelhante em muitos fungos, pelo que a
coloragdo PAS é um método fidvel para confirmar ou eliminar a possibilidade de infegéo
fingica.16

PAS Staining Kit é utilizado para ajudar o patologista na avaliagao dos niveis de
glicogénio e para auxiliar a fazer o diagnéstico de doenga glomerular em tecido renal e a
infecéo por organismos flingicos.

PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO

PAS Staining Kit utiliza reagente Periodic Acid para oxidar os glicéis em aldeidos.! O
reagente de Schiff reage com os aldeidos para formar um composto dialdeido incolor, que
é transformado na coloragdo magenta dos componentes celulares que contém glicol.
Aplica-se uma modificagdo da hematoxilina de Mayer para obter uma coloragéo nuclear
azul a parpura.

Figura 1. Coloragdo com PAS Staining
Kit de tecido hepatico.
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Este kit foi otimizado para ser utilizado em instrumentos BenchMark Special Stains. Os
reagentes s&o aplicados no tecido em laminas de microscdpio e homogeneizados sobre
toda a amostra.

MATERIAIS FORNECIDOS

Os frascos de reagentes séo fornecidos em transportadoras marcadas com codigos de
barras para serem inseridos no tabuleiro de reagentes do instrumento. Cada kit contém
reagentes suficientes para 75 testes:

Um frasco de 22 mL de Periodic Acid contém aproximadamente 1% de &cido periddico.
Trés frascos de 22 mL de Schiff's Reagent contém aproximadamente 4% de bissulfito de
sodio, aproximadamente 2% de &cido cloridrico diluido e aproximadamente 1% de cloreto
de pararosanilina.

Um frasco de 22 mL de Neutralizer contém aproximadamente 1% de bissulfito de sodio.
Um frasco de 22 mL de Hematoxylin Counterstain contém hematoxilina de Mayer
modificada.

Seis insercdes de frasco com tubos de imers&o.

Reconstituicdo, homogeneizagéo, diluicao, titulagédo

Né&o é necessaria qualquer reconstituicdo, homogeneizagao, diluigéo ou titulagdo dos
reagentes do kit. A diluicdo adicional de qualquer um dos reagentes podera resultar numa
coloragao nao satisfatoria.

Os reagentes deste kit foram diluidos de forma otimizada para serem utilizados em
instrumentos BenchMark Special Stains.

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO 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:

1. Tecido de controlo recomendado

Laminas de microscdpio carregadas positivamente

Instrumento BenchMark Special Stains

BenchMark Special Stains Deparaffinization Solution (10X) (Ref. 860-036 /
06523102001)

5. BenchMark Special Stains Liquid Coverslip (Ref. 860-034 / 06523072001)

6.  BenchMark Special Stains Wash Il (Ref. 860-041 / 08309817001)

7. Equipamento de laboratdrio de uso genérico

CONSERVAGAO E ESTABILIDADE

PAS Staining Kit deve ser conservado a 2-8 °C. Os componentes do kit refrigerados
devem estar & temperatura ambiente antes de utilizar.

Quando corretamente conservados, os reagentes fechados permanecem estaveis até a
data indicada na etiqueta. N&o utilizar o reagente depois de ultrapassada a data de
validade indicada no kit.

Nota: Schiff's Reagent permanece estavel durante um més apds a abertura. Coloque uma
etiqueta no frasco de Schiff com a data correspondente quando o abrir pela primeira vez.
O kit contém dois frascos extra de Schiff's Reagent, para permitir que o kit seja utilizado
integralmente. Utilize apenas um frasco de Schiff's Reagent de cada vez.

Schiff's Reagent é conhecido por conter precipitado tipo agulha. Em niveis esperados,
este precipitado ndo devera afetar o desempenho do ensaio. Os controlos devem ser
executados em simultaneo com amostras desconhecidas. Contacte o representante de
assisténcia local se 0 material de controlo positivo apresentar uma diminuigéo da
coloragdo, porque isso pode indicar instabilidade do reagente.

PREPARAQAO DAS AMOSTRAS

Sao necessarios tecidos FFPE processados regularmente para utilizagdo com este
produto e instrumentos BenchMark Special Stains. O fixador de tecido recomendado é o
formol neutro tamponado a 10%.7

Realize a colheita e 0 armazenamento das amostras de acordo com o documento
Histotechnology: A Self Instructional Text.” Corte secgdes com a espessura apropriada,
que é aproximadamente 4 pm, e cologue as secgdes sobre laminas de vidro carregadas
positivamente.

1. Seque as laminas.”

2. Imprima a(s) etiqueta(s) de codigo(s) de barras apropriada(s).
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3. Aplique as etiquetas de cddigos de barras na extremidade fosca das laminas antes
de carregar as laminas no instrumento (consulte 0 Manual do utilizador do
instrumento para saber como aplicar corretamente as etiquetas).

Consulte a secgéo Instrugdes de utilizagéo para saber qual € o protocolo recomendado

para o instrumento BenchMark Special Stains.

AVISOS E PRECAUCOES

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

Apenas para utilizag&o profissional.

Né&o utilizar num niimero de testes superior ao especificado.

As laminas carregadas positivamente podem ser suscetiveis a pressdes ambientais
que podem ter como consequéncia uma coloragdo inadequada. Contacte o
representante da Roche para mais informagdes sobre como utilizar estes tipos de
[&minas.

Os materiais de origem humana ou animal devem ser manuseados como materiais
que envolvem risco de contaminagéo e eliminados adotando as devidas
precaugdes. Em caso de exposicdo, devem ser seguidas as diretivas de satde das
autoridades responsaveis.89

Evite o contacto dos reagentes com os olhos e as membranas mucosas. Se 0s
reagentes entrarem em contacto com &reas sensiveis, lave com dgua em
abundancia.

Evite a contaminag&o microbiana dos reagentes, pois tal podera dar origem a
resultados incorretos.

Para mais informagdes acerca da utilizacdo deste dispositivo, consulte 0 Manual do
utilizador do instrumento BenchMark Special Stains, bem como as instrugées de
utilizag&o de todos os componentes necessarios em navifyportal.roche.com.
Consulte as autoridades locais e/ou estatais no que se refere ao método de
eliminagéo recomendado.

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

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 esta estabelecido.

Este produto contém componentes classificados da seguinte forma, nos termos do
disposto no Regulamento (CE) N.° 1272/2008:

Tabela 1. Informagdes sobre os perigos.

2.
3.
4

Perigo Cadigo Adverténcia
SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS:
P305 + Enxaguar cuidadosamente com 4gua durante varios
P351 + minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal
P338 + Ihe for possivel. Continue a enxaguar. Contacte
P310 imediatamente um CENTRO DE INFORMAGCAO
ANTIVENENOS/médico.
P308 + EM CASO DE exposi¢do ou suspeita de exposicéo:
P313 Consulte um médico.

EUH208: Contém iodato de sédio. Pode provocar uma reagao alérgica.

INSTRUCOES DE UTILIZACAO
Preparar frasco de reagente

Antes da primeira utilizagéo, devera ser colocada no frasco de reagente uma insercéo
com tubo de imerséo para frasco.

Retire a tampa de protegdo do frasco e coloque a insergéo e o tubo de imers&o no frasco.
A insercéo e o tubo de imersao deverao ser deixados dentro do frasco depois de este ser
aberto.

Procedimento de coloragéo
1. Carregue os reagentes e as laminas no instrumento.

2. Introduza a tampa mole na ranhura existente no suporte de reagentes quando o
reagente estiver a ser utilizado.

3. Execute o processo de coloragéo de acordo com o protocolo recomendado na
Tabela 2 e as instrugdes do Manual do utilizador.

4. Quando o ensaio estiver concluido, remova as laminas do instrumento.

5 Utilize a tampa mole para cobrir o frasco de reagente quando o reagente ndo
estiver a ser utilizado.

6.  Apos a utilizagdo, conserve os reagentes de acordo com as condigdes de

conservagao recomendadas.
Protocolo recomendado

Os parametros para os procedimentos automaticos podem ser apresentados, impressos e
editados de acordo com o procedimento contido no Manual do utilizador do instrumento.
Os procedimentos que se seguem s&o suficientemente flexiveis para permitir que sejam
aplicadas as preferéncias do utilizador. Este produto foi otimizado para utilizagdo com
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Perigo Cédigo Adverténcia instrumentos BenchMark Special Stains, mas o utilizador tem de validar os resultados
Perigo H290 Pode ser corrosivo para os metais. obtidos com este produto.
- - Tabela 2. Protocolo de coloragdo recomendado para PAS Staining Kit num instrumento
H314 Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares BenchMark Special Stains.
graves.
Procedimento de coloragédo S PAS
H350 Pode provocar cancro.
— - — Passo do protocolo* Método
H373 Pode afetar os drgados apos exposi¢éo prolongada ou —— . - —
repetida. Desparafinagdo Selecione a remogao automatica de parafina.
P201 Pedir instrugdes especificas antes da utilizagéo. Cozedura A predefinicao & ndo estar selecionada.
P260 Nao respirar névoas ou vapores. (opcional) Recomendados 75 °C durante 4 minutos.
P280 Usar luvas de protegao/vestuario de protegéo/protecéo Otimizar PAS Selecione para ativar ajustes de PAS Schiffs e
ocular/protegao facial/protegéo auditiva. Hematoxylin.
P303 + SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou 0 Otimizar Schiff’s para PAS | A predefini¢do sao 45 °C durante 20 minutos.
P361 + cabelo): Despir/retirar imediatamente toda a roupa (PAS Schiff’s)
P3s3 contaminada. Enxaguar a pele com agua. Selecione para ativar o ajuste da intensidade da
P304 + EM CASO DE INALAGAQ: Retirar a pessoa para uma coloragao:™
P340 + zona ao ar livre e manté-la numa posicao que nao Selecione uma temperatura entre 37-60 °C:
dificulte a respiragdo. Contacte imediatamente um 37 °C. intensidade da coloracio de Schiff
P310 CENTRO DE INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico. e ace fa coloragao €8 Sch
60 °C, intensidade da coloragéo de Schiff mais
escura
Selecione um tempo de incubagao entre 12-
20 minutos:
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Procedimento de coloragao S PAS
Passo do protocolo* Método
e 12 minutos, intensidade da coloragéo de
Schiff mais clara
20 minutos, intensidade da coloragao de Schiff mais

escura.

PAS Hematoxylin A predefini¢do s&o 8 minutos.

Selecione para ativar o ajuste do tempo de
incubagéo:™

4 minutos, coloragao nuclear mais clara
12 minutos, coloragao nuclear mais escura

*Para ajustar as preferéncias de coloragéo, aumente a temperatura da coloragéo e o
tempo de incubagdo um parametro de cada vez.

**Para ajustar as preferéncias de coloragdo, aumente a temperatura da coloragdo € o
tempo de incubagao um parametro de cada vez.

Processamento pds-instrumento recomendado

1. Desidrate as laminas em duas mudas de etanol a 95% para remover a solugao
restante, seguidas de trés mudas de etanol a 100%.

2. Limpe as l&minas em 3 mudas de xileno a 100%.
3. Coverslip com meio de montagem permanente.
4. Compativel com o protocolo de aplicagao de coverslips do sistema VENTANA HE

600. Para obter mais instrugdes, consulte 0 Manual do utilizador do sistema
VENTANA HE 600.

PROCEDIMENTO DE CONTROLO DE QUALIDADE

Um exemplo de material de controlo positivo seria tecido humano FFPE que se sabe ser
rico em glicogénio, como o musculo esquelético ou o figado. O tecido de controlo devera
ser uma amostra recém-colhida de autopsia, biopsia ou cirurgia, preparada ou fixada o
mais cedo possivel e de forma idéntica a das seccdes de teste. Este tipo de tecidos deve
servir para monitorizar todas as etapas da andlise, desde a preparacéo do tecido até a
coloragao.

A utilizagdo de uma secgéo de tecido fixada ou processada de forma diferente da amostra
do teste permite um controlo apropriado de todos os reagentes e etapas do método,
excetuando a fixagdo e o processamento de tecidos. Os componentes celulares de outros
elementos tecidulares podem servir de controlo negativo.

A pratica laboratorial ideal deve incluir uma secgao de controlo positivo na mesma lamina
que contém o tecido de teste. Isto ajuda a identificar quaisquer falhas na aplicacéo dos
reagentes na lamina. O tecido de controlo podera conter elementos de coloragéo positiva
e negativa e servir como controlo positivo e negativo.

O tecido de controlo tem de ser testado com cada ensaio.

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 formulagdo de um diagndstico especifico de amostras de pacientes.

Se os componentes tecidulares positivos ndo demonstrarem uma coloragao positiva, os
resultados das amostras de teste deveréo ser considerados invélidos. Se os
componentes negativos demonstrarem colorag&o positiva, os resultados obtidos com as
amostras de pacientes deverdo também ser considerados invalidos.

Quaisquer discrepancias inexplicaveis nos resultados dos controlos deverao ser
imediatamente comunicadas ao representante de assisténcia local. Se os resultados do
controlo de qualidade ndo estiverem em conformidade com as especificagdes, os
resultados dos pacientes sdo invalidos. A causa desta situagéo tera de ser identificada e
corrigida, e as amostras de pacientes repetidas.

INTERPRETAQAO DA COLORACAO/RESULTADOS PREVISTOS
PAS Staining Kit é testado para evidenciar glicogénio, fungos e membranas basais.
Glicogénio: magenta

Mucinas:” magenta

Membrana basal: magenta

Fungos: magenta
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. Nucleos: azul a purpura

Fundo: rosa

LIMITACOES ESPECIFICAS
Foram utilizadas e validadas para este ensaio apenas l&minas de microscopio carregadas
positivamente.

Schiff's Reagent é conhecido por conter precipitado tipo agulha. Em niveis esperados,
este precipitado ndo devera afetar o desempenho do ensaio.

Tem sido observado precipitado com formas cubicas, rosa a vermelho, em [aminas
coradas com PAS Staining Kit. Em niveis previstos, este precipitado ndo interfere com a
interpretagéo do ensaio.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

DESEMPENHO ANALITICO

Foram realizados testes de coloragdo para sensibilidade, especificidade e preciséo e os
resultados est&o listados abaixo.

Sensibilidade e especificidade

Foram avaliadas a sensibilidade e especificidade analiticas de casos de tecidos normais e
patoldgicos. Todos os casos de tecidos avaliados (61/61) passaram no que diz respeito a
colorago aceitavel, como se pode ver na Tabela 3 e na Tabela 4.

Tabela 3. A sensibilidade/especificidade de PAS Staining Kit foi determinada testando os
seguintes tecidos normais FFPE.

Teckio e
Rim 5/5

Figado 5/5

Intestino delgado 5/5

Musculo esquelético 10/10

Tabela 4. A sensibilidade/especificidade de PAS Staining Kit foi determinada testando os
seguintes tecidos FFPE patoldgicos.

Tecido N.° de casos que
passaram/N.° testados

Candida (varios tipos de tecidos) 8/8
Aspergillus (vérios tipos de tecidos) 10/10
Glomeruloesclerose segmental focal (rim) 4/4

Doenga glomerular (rim) 515
Glomerulonefrite membranosa (rim) 11
Glomerulonefrite membranoproliferativa (rim) 212
Nefropatia lpica (rim) 414
Glomeruloesclerose diabética (rim) 212

Preciséo

A precisdo de PAS Staining Kit foi determinada em vérios ensaios, dias, instrumentos e
lotes de reagentes, utilizando vérias laminas com cortes de 3 casos de tecido de figado
normal e 3 casos de tecido de rim normal. Todos os critérios de aceitagéo foram
cumpridos integralmente. Foram realizados estudos de precisdo de PAS Staining Kit de
acordo com a Tabela 5.

Tabela 5. Estudos de precisdo das laminas do PAS Staining Kit.

Parametros testados N.° de condigdes N.° de laminas
que passaram/
N.° testadas
De ensaio para ensaio 3 ensaios, mesmo dia 54 /54
De dia para dia 5 dias 88/90
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Parametros testados N.° de condigdes N.° de laminas

que passaram/
N.° testadas

De instrumento para 3 instrumentos 52154

instrumento

Intraensaio mesmo dia, mesmo 53/54

instrumento
De lote para lote 3 lotes 54154

DESEMPENHO CLINICO

As caracteristicas de sensibilidade e especificidade relevantes para a utilizagéo prevista
deste dispositivo s&o reportadas na seccéo de desempenho analitico. Adicionalmente, os
dados publicados relevantes para o dispositivo foram avaliados através de uma revisao
sistematica da literatura, e corroboram também a utilizagdo do dispositivo de acordo com
a respetiva utilizagao prevista.

RESOLUGAO DE PROBLEMAS

1. Aespessura da secgdo pode afetar a qualidade e a intensidade da coloragéo. Se a
coloragao nao for a apropriada, contacte o representante de assisténcia local para
obter assisténcia.

O tecido necrético ou autolisado podera exibir uma coloragéo néo especifica.

Se o controlo positivo for negativo, o tecido pode ter sido colhido, fixado ou
desparafinado de forma incorreta. Siga o procedimento correto de colheita,
conservagao e fixagao.

Se o controlo positivo for negativo, verifique se a Iamina tem a etiqueta de codigo
de barras correta. Se a lamina estiver etiquetada de forma correta, verifique os
outros controlos positivos do mesmo ensaio, para determinar se foram corados
corretamente.

Se ocorrer coloracéo de fundo excessiva: a remogao incompleta da parafina pode
causar artefactos de coloragéo ou auséncia de coloragdo. Se a parafina néo for
toda removida da lamina, repita o processo de coloragdo utilizando a opgao de
desparafinagdo alargada, caso esteja disponivel.

Se as secgoes de tecido sairem da lamina, verifique se as laminas estdo
carregadas positivamente.

A estadia prolongada das l&minas no instrumento depois da conclus&o do ensaio
pode afetar a qualidade e a intensidade da colorag&o. Se a coloragéo néo for a
apropriada, retire prontamente as laminas no final do ensaio e avance para o
processamento pés-instrumento.

Para aplicar uma agéo corretiva, consulte a secgéo Instrugdes de utilizagao, o
Manual do utilizador do instrumento ou contacte o representante de assisténcia
local.
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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 mais informagges).

Rx only

NUmero Global de Item Comercial

Para os EUA: Adverténcia: A Lei Federal dos EUA restringe a venda
deste dispositivo a um médico ou mediante receita médica.

HISTORICO DE REVISOES

Rev
K

Atualizagoes

Foram feitas atualizagdes nas secgdes Avisos e precaugdes, € foi feita a
atualizagdo para 0 modelo atual.

PROPRIEDADE INTELECTUAL

VENTANA, BENCHMARK e VENTANA HE sdo marcas comerciais da Roche. Todos os
restantes nomes de produtos e marcas comerciais s@o propriedade dos respetivos
titulares.

© 2024 VVentana Medical Systems, Inc.

For USA: Rx only
INFORMACOES DE CONTACTO

ul

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, AZ 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

www.roche.com

(=T

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim
Germany

+800 5505 6606
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