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UTILIZAGAO PRETENDIDA

Congo Red Staining Kit destina-se a ser
utilizado no laboratério como corante
histolégico qualitativo para evidenciar a
amiloide 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
diagnostico in vitro (VD).

Figura 1. Coloragédo da amiloide
com Congo Red Staining Kit em
tecido pulmonar, sobre fundo claro
(esquerda) e luz polarizada (direita).

RESUMO E EXPLICAGAO

Congo Red Staining Kit & uma modificagéo da técnica de Highman.

A utilizagdo do corante vermelho do Congo para detecéo da amiloide foi descoberta por
Bennhold em 1922.2 O hidrogénio do corante liga-se as pregas das folhas B da amiloide,
e & conhecido por se ligar a todas as formas amiloides.2 A amiloide madura contém
fibrilos com tamanhos que véo de 0.1 a 10 ym de comprimento e que se agrupam e
formam placas insoluveis resistentes & degradagéo.3

A acumulagéo de fibrilos amiloides insollveis nos espagos extracelulares pode dar origem
a amiloidose. 45 Existem varios tipos de amiloidose, sendo cada um deles caraterizado
pela presenca de placa(s) e/ou massas de amiloides insoltveis que podem dar a origem a
danos celulares e perturbar a fungao normal dos 6rgéos.24

Congo Red Staining Kit evidencia a amiloide para ajudar o patologista no diagnéstico da
amiloidose.

PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO

A reagéo de coloragéo baseia-se na aplicagéo de Congo Red Stain, que cora os padrdes
de proteinas atipicas (amiloide) numa cor que vai do rosa ao salmao. E adicionado Congo
Red Buffer para diferenciar a colorago. E utilizada Congo Red Hematoxylin, uma solugao
de hematoxilina de Mayer, para proporcionar uma coloragdo nuclear azul a purpura
contrastante. As pregas das folhas 8 da amiloide s@o adequadas, em termos de tamanho
e de forma, para acomodar as moléculas de vermelho do Congo, que permanecem na
sua estrutura entrelagada de pregas de folhas B.6 A birrefringéncia é uma propriedade
intrinseca do complexo de vermelho do Congo do fibrilo amiloide.”.8

Este kit foi otimizado para ser utilizado nos instrumentos BenchMark Special Stains. Os
reagentes sao aplicados no tecido em ldminas de microscdpio e homogeneizados sobre
toda a amostra.

MATERIAIS FORNECIDOS

Os frascos de reagentes sao fornecidos em transportadoras marcadas com cédigos de
barras para serem inseridos no tabuleiro de reagentes do instrumento. Cada kit contém
reagentes suficientes para 40 testes.

Um frasco de 19 mL de Congo Red Stain contém aproximadamente 0.1% de vermelho do
Congo e 70% de isopropanol.

Um frasco de 13 mL Congo Red Buffer contém aproximadamente 0.5% de glicina e 2.0%
de cloreto de sédio.

Um frasco de 19 mL de Congo Red Hematoxylin contém hematoxilina de Mayer
modificada.

Trés inser¢des de frasco com tubos de imers&o.
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Reconstituicdo, homogeneizacéo, diluigéo, titulagdo

Nao é necessaria qualquer reconstituicdo, homogeneizagao, diluigdo ou titulagdo. A
diluig&o adicional de qualquer um dos reagentes podera resultar numa colorag&o nao
satisfatoria.

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

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

Os produtos indicados na folha de métodos podem néo 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
sao fornecidos:

1. Tecido de controlo recomendado

2. Laminas de microscopio carregadas positivamente

3. Instrumento BenchMark Special Stains

4. 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

CONSERVACAO E ESTABILIDADE

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

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

Né&o existem quaisquer sinais 6bvios que indiquem a instabilidade destes reagentes;
como tal, os controlos deverdo ser executados simultaneamente com as amostras
desconhecidas. Contacte o representante de assisténcia local se o material de controlo
positivo apresentar uma diminui¢&o da coloracéo, porque isso pode indicar instabilidade
do reagente.

PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Séo 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%."

Efetue a colheita e conservagéo das amostras de acordo com o documento do CLSI M29

T2.9 Corte as secgdes com a espessura apropriada, que é de aproximadamente 8 pm, e

coloque as secgdes sobre laminas de vidro carregadas positivamente.

1. Seque as laminas.’

2. Imprima a(s) etiqueta(s) de cddigo(s) de barras apropriada(s).

3. Aplique as etiquetas de codigos de barras na extremidade fosca das laminas antes
de as carregar no instrumento (consulte 0 Manual do utilizador do instrumento para
saber como aplicar corretamente as etiquetas).

Consulte a secgdo Instrugdes de utilizagdo para saber qual é o protocolo recomendado

para o instrumento BenchMark Special Stains.

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)

Nao utilizar num niimero de testes superior ao especificado.

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

Os materiais de origem humana ou animal devem ser manuseados como materiais
que envolvem risco de contaminagdo e eliminados adotando as devidas
precaugdes. Em caso de exposicdo, devem ser seguidas as diretivas de saude das
autoridades responsaveis.10.11
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Evite o contacto dos reagentes com os olhos e as membranas mucosas. Se 0s
reagentes entrarem em contacto com areas sensiveis, enxague com agua em
abundéncia.

Evite a contaminagéo microbiana dos reagentes, pois tal podera dar origem a
resultados incorretos.

Para mais informagdes acerca da utilizagdo deste dispositivo, consulte o Manual do
utilizador do instrumento BenchMark Special Stains, bem como as instrucées 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 seguranga 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 esté 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. Introduza a tampa mole na ranhura existente no suporte de reagentes quando o
reagente estiver a ser utilizado.

3. Execute o processo de coloragao 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.
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 utilizagédo com
instrumentos BenchMark Special Stains, mas o utilizador tem de validar os resultados
obtidos com este produto.

Tabela 2. Protocolo de colorag&o recomendado para Congo Red Staining Kit num
instrumento BenchMark Special Stains.

Procedimento de coloragédo S Congo Red

Método

Passo do Protocolo

EUH208: este produto contém iodato de sodio. Pode provocar uma reagéo alérgica.

INSTRUCOES DE UTILIZAGCAO
Preparar frasco de reagente

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

Retire a tampa de protegéo do frasco e coloque a insercéo e o tubo de imersao no frasco.
A insercéo e o tubo de imersao deverdo ser deixados dentro do frasco depois de este ser
aberto.

Procedimento de coloragéo
1. Carregue os reagentes e as laminas no instrumento.
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Perigo Codigo Adverténcia Desparafinagéo Selecione a remogao automatica de parafina.
Perigo H225 Liquido e vapor altamente inflaméaveis. Cozedura A predefinigao € ndo estar selecionada.
opcional ° i
H315 Provoca ifitagao cuténea. (op ) Recomendados 75 °C durante 4 minutos.
H319 Provoca irritago ocular grave. Option 1 ou Option 2 A predefinicéo é Option 1.
H336 Pode provocar sonoléncia ou vertigens. Selecione Option 1 ou Option 2:
% H350 Pode provocar cancro. . Option 1 vai dispensar Congo Red Stain
. - . antes da Hematoxylin, e os ndcleos vao ficar
H373 Pode afetar os drgados apos exposi¢do prolongada com a cor plrpura.
ou repetida. e  Option 2 vai dispensar Hematoxylin antes de
P201 Pedir instrugdes especificas antes da utilizagao. Congo R?d Stain, e os nucleos véo ficar com
a cor azul.
P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, Option 1
faisca, chama aberta e outras fontes de igni¢do. Nao ption
fumar. Otimizar a intensidade da | A predefinigio da Option 1 & 37 °C durante
P260 N&o respirar névoas ou vapores coloragao 24 minutos.
P pores. (C. Red Stain)
P250 Usar Iu~vas de p[otegéo/vestuérig de . ~ Selecione para ativar o ajuste da intensidade da
protegao/protecao ocular/protegao facial/protecéo coloragao.*
auditiva. '
Selecione uma temperatura entre 37-60 °C:
P308+ EM CASO DE exposicéo ou suspeita de exposicao: o 37°C, coloragéio mais clara da amiloide
consulte um médico. '
P313 60 °C, coloragao mais escura da amiloide
P370+ Em caso de incéndio: para extinguir utilizar areia Seleqione um tempo de incubagéo entre 20-
P378 seca, produtos quimicos secos e espuma resistente 32 minutos:
a lcool. e 20 minutos, coloragdo mais clara da amiloide

e 32 minutos, coloragdo mais escura da
amiloide

Otimizar a intensidade da
Hematoxylin
(C. Red Hematoxylin)

A predefinicao da Option 1 é 12 minutos.

Selecione, para otimizar a hematoxilina*:
e 4 minutos, coloragdo nuclear mais clara
. 16 minutos, coloragao nuclear mais escura

Option 2

Otimizar a intensidade da
Hematoxylin
(C. Red Hematoxylin)

A predefinigao da Option 2 é 8 minutos.

Selecione, para otimizar a hematoxilina*:
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Procedimento de coloragao S Congo Red
Passo do Protocolo Método

e 4 minutos, coloragdo nuclear mais clara
16 minutos, coloragdo nuclear mais escura

Otimizar a intensidade do
vermelho Congo Red

(C. Red Stain)

A predefinicao da Option 2 é 48 minutos.

Selecione para ativar o ajuste da intensidade da
coloragdo.*

Selecione um tempo de incubag&o entre 32-
48 minutos:

e 32 minutos, coloragdo mais clara da amiloide
48 minutos, coloragdo mais escura da amiloide

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

Processamento pds-instrumento recomendado

1. Enxague as laminas em trés mudas de etanol a 100% para remover a solugéo
restante, durante 5 a 10 segundos cada, com agitagdo suave.

2. Desidrate as laminas em trés mudas de xileno a 100% durante 5 a 10 segundos
cada, com agitag&o suave.

3. Coverslip com meio de montagem permanente.

4. Compativel com o protocolo de aplicagdo 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 positivo para
amiloide, como, por exemplo, tecido de um paciente com amiloidose.” O tecido de
controlo devera ser uma amostra recém-colhida de autdpsia, biopsia ou cirurgia,
preparada ou fixada o mais cedo possivel e de forma idéntica a das secgdes de teste.
Este tipo de tecidos deve servir para monitorizar todas as etapas da andlise, desde a
preparagdo do tecido até & coloragéo.

A utilizagdo de uma secgao 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 fixagao e o processamento de tecidos. Os componentes celulares de outros
elementos tecidulares podem servir de controlo negativo.

A prética laboratorial ideal deve incluir uma secg&o de controlo positivo na mesma lamina
que contém o tecido de teste. Isto ajuda a identificar quaisquer falhas na aplicagéo 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 formulacdo de um diagndstico especifico de amostras de pacientes.

Se os componentes tecidulares positivos ndo demonstrarem uma coloragao positiva, 0s
resultados das amostras de teste deverdo ser considerados invélidos. Se os
componentes negativos demonstrarem coloragao positiva, os resultados obtidos com as
amostras de pacientes deverdo também ser considerados invalidos.

Quaisquer discrepancias inexplicaveis nos resultados dos controlos deverdo ser
imediatamente comunicadas ao representante de assisténcia local. Se os resultados do
controlo de qualidade nao 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.

INTERPRETACAO DA COLORAGAO / RESULTADOS PREVISTOS
Congo Red Staining Kit foi testado para evidenciar a amiloide.

e Amiloide (sob fundo claro): rosa a salmao

e Amiloide (sob luz polarizada): birrefringéncia verde maga

. Nucleos: purpura com Option 1 do protocolo
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. Nucleos: azul com Option 2 do protocolo

. A amiloide pode ter 0 aspeto de depositos circulares ou em forma de fita com
coloragao rosa em todo o tecido. Tem uma particular preferéncia para deposi¢ao
nas paredes dos vasos sanguineos e das membranas basais. As fibras de
colagénio queratinoso, elasticas e densas, podem reter o corante vermelho do
Congo. A birrefringéncia é uma propriedade intrinseca do complexo de vermelho do
Congo nos fibrilos amiloides.”-8 Nao ¢ possivel efetuar uma identificagdo definitiva
da amiloide sem a colorago rosa a salméo do vermelho do Congo sob fundo claro
e sem a birrefringéncia verde macé sob luz polarizada.

LIMITACOES ESPECIFICAS

Foram utilizadas e validadas para este ensaio apenas laminas de microscopio carregadas
positivamente.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

DESEMPENHO ANALITICO

Foram realizados testes de coloragao para sensibilidade, especificidade e preciséo e os
resultados estdo listados abaixo.

Sensibilidade e especificidade

A sensibilidade e especificidade analiticas foram avaliadas em tecidos positivos para a
amiloide (varios tipos de tecidos) e pele normal. Ambas as opgdes do protocolo (Option 1
e Option 2) foram testadas em todos os casos de tecidos incluidos na Tabela 3. Todos os
casos de tecidos avaliados (60/60) passaram no que diz respeito a coloragao aceitavel,
como se pode ver na Tabela 3.

Tabela 3. A sensibilidade/especificidade de Congo Red Staining Kit foi determinada
testando os seguintes tecidos FFPE normais e patolégicos.

N.° dos que
Tecido passaram/N.° de
testados
Te(_:idos* positivos para a amiloide (varios tipos de 45/ 45
tecidos®)
Pele normal 15/15

*Os tecidos testados incluem, mas néo s6, tiroide, glandula da préstata, figado,
estémago, cdlon, tecidos moles e pulmé&o.

Precisao

A preciséo de Congo Red Staining Kit foi determinada em vérios ensaios, dias,
instrumentos e lotes de reagentes, utilizando varias laminas com cortes de varios tecidos
positivos para a amiloide (tiroide, glandula da préstata, figado, estomago, cdlon, tecidos
moles e pulmao) utilizando a Option 1 do protocolo. Todos os critérios de aceitagdo foram
inteiramente cumpridos. Foram realizados estudos de precisdo de Congo Red Staining Kit
de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4. Estudos de preciséo das l&minas de Congo Red Staining Kit.

Parametros testados N.° de condi¢oes N.° das que
passaram/
N.° testadas

De ensaio para ensaio 3 ensaios, mesmo dia 54 /54

De dia para dia 5 dias 90/90

De instrumento para 3 instrumentos 54 /54

instrumento

Intraensaio mesmo dia, mesmo 54 | 54

instrumento
De lote para lote 3 lotes 54 /54

Os resultados ndo demonstraram diferengas significativas na intensidade da coloragéo
entre as laminas.
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RESOLUGAO DE PROBLEMAS

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

0O 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 coloragéo de fundo excessiva: a remogao incompleta da parafina pode
causar artefactos de coloracéo ou auséncia de coloragdo. Se a parafina ndo for
toda removida da I&mina, repita o processo de coloragao utilizando a opgéo de
desparafinagéo alargada, caso esteja disponivel.

Se as seccdes de tecido sairem da Iamina, verifique se as laminas estéo
carregadas positivamente.

As secgdes mais espessas permitem observar os dep6sitos amiloidais de forma
mais eficiente, enquanto as secgdes mais finas podem ndo apresentar a
birrefringéncia verde maga.

A intensidade da coloragdo diminui com a idade das secgdes; as seccdes acabadas
de cortar produzem uma reagdo de colorag&o mais intensa.

E importante desidratar as laminas cuidadosamente e fazer uma avaliagao
imediata. A semelhanca do que acontece na coloragdo manual, o vermelho do
Congo pode ser extraido durante exposigdo prolongada ao alcool durante a
desidratag&o.

A estadia prolongada das l&minas a bordo do instrumento depois da concluséo do
ensaio pode afetar a qualidade e a intensidade da coloragéo. Se a coloragéo ndo
for a apropriada, retire prontamente as l&minas no final do ensaio e avance para o
processamento poés-instrumento.

Para aplicar uma agao corretiva, consulte a secgéo Instrugdes de utilizagdo, o
Manual do utilizador do instrumento ou contacte o representante de assisténcia
local.
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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 a definigdo dos simbolos
utilizados):

TIN

o

NUmero Global de Item Comercial

Identificagdo Unica de dispositivo

Indica a entidade que importa o dispositivo médico para a Unido
Europeia

@ [g]

HISTORICO DE REVISOES

Rev
H

Atualizagoes

Foram feitas atualizagdes nas secgdes Avisos e precaugdes e Referéncias.

PROPRIEDADE INTELECTUAL

VENTANA, BENCHMARK, VENTANA HE e o logétipo VENTANA sdo marcas comerciais
da Roche. Todas as restantes marcas comerciais s&o propriedade dos respetivos
titulares.

© 2023 Ventana Medical Systems, Inc.
INFORMACOES DE CONTACTO

E

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

[ [oer] &8

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
D-68305 Mannheim
Germany

+800 5505 6606

g
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