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1.  Objectivo pretendido

A sonda ZytolightSPEC MYC Dual Color Break Apart Probe (PL49)
destina-se a ser utilizada para a deteccdo qualitativa de translocagdes que
envolvam o gene MYC humano em 8q24.21 em amostras citolégicas ou
fixadas em formalina e incluidas em parafina, tais como linfoma difuso de
grandes células B (DLBCL) ou linfoma de Burkitt (BL), por hibridacéo in situ
por fluorescéncia (FISH). A sonda destina-se a ser utilizada em
combinag@o com os ZytoLight FISH Implementation Kits (N.® de produto
Z-2028-5/-20, or Z-2099-20).

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

A sonda destina-se a ser utilizada como um auxiliar no diagnéstico
diferencial de DLBCL ou BL e ndo devem ser iniciadas medidas
terapéuticas com base apenas no resultado do tfeste.

2. Principio do feste

A técnica de hibridacao /n situ porfluorescéncia (FISH) permite a deteccdo
e visualizagdo de sequéncias especificas de dcidos nucleicos em
preparagdes 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 sdo
removidos através de passos de lavagem rigorosos. Apds 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 SPEC MYC Dual Color Break Apart Probe é composto por:

. Polinucleétidos marcados com ZyGreen (excitaggo 503 nm/emiss@o
528 nm) (~10 ng/ul), que 1&m como alvo sequéncias mapeadas em
8924.21* (chr8:130,373,051-130,930,673) distal & regido do
ponto de quebra MYC (ver Fig. 1).

. Polinucleétidos marcados com ZyOrange (excitagdo 547
nm/emiss@o 572 nm) (~4,5 ng/ul), que t&m como alvo sequéncias
mapeadas  em  8qg24.21*  (chr8:127,888,765-128,363,281)
proximais & regido do ponto de quebra MYC (ver Fig. 1).

. Tampéo de hibridacéo & base de formamida

*De acordo com a montagem do genoma humano GRCh37/hg19

D8S1090 RH76568
SHGC-130556 RH111928
5 3
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MYC
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~ 475 kb ~ 645 kb
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Fig. 1: SPEC MYC Mapa da sonda (ndo & escala)

A ZytoLight SPEC MYC Dual Color Break Apart Probe estd disponivel num
Unico tamanho:

. Z-2090-50: 0,05 ml (5 reacgdes de 10 ul cada)
. Z-2090-200: 0,2 ml (20 reacgdes de 10 ul cada)

4.  Materiais necessdrios mas ndo fornecidos

. Amostras de controlo positivo e negativo

. Hibridizador ou placa de aquecimento

. Hibridizador ou cdmara de humidade no forno de hibridagéo

. Temporizador

. Banho-maria

. Termémetro calibrado

. Pipetas ajustéveis (10 ul, 25 ul)

. Etanol ou dlcool reagente

. Agua desionizada ou destilada

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

. Cola, por exemplo, Fixogum Rubber Cement (Prod. No.-E400550/-
125-) ou similar

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

. Oleo de imerséo aprovado para microscopia de fluorescéncia

. Conjuntos de filiros adequados

Amostras de citologia
ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit (N.° de produto Z-2099-20)

. Laminas preparadas para microscépio, ndo revestidas

. Banho de égua (70 °C)

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

. 2x Citrato salino-sédico (SSC), por exemplo, a partir de_20x SSC
Solution (N.° de produto WB-0003-50)

Amostras FFPE
. ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (N.° de produto Z-2028-

5/-20)
. Laminas de microscépio, carregadas positivamente
. Banho de &gua (37 °C, 98 °C)
. Xileno
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5. Armazenamento e manuseamento

Armazenar a 2-8 °C numa posicao vertical protegida da luz. Utilizar ao
abrigo da luz. Voltar as condi¢cdes de armazenamento imediatamente
apés a utilizagdo. Néo utilizar os reagentes para além do prazo de
validade indicado no rétulo. O produto é estavel até ao prazo de validade
indicado no rétulo quando manuseado em conformidade.

6.  Avisos e precaugdes

. Ler o manual de instrugdes antes da utilizagéo!
. Néo utilizar os reagentes apés o prazo de validade ter sido atingido!
. Este produto contém substancias (em baixas concentragcdes e

volumes) que sdo nocivas para a salde e potencialmente
infecciosas. Evitar qualquer contacto directo com os reagentes.
Tomar medidas de protecgo adequadas (utilizar luvas descartaveis,
6culos de protecgéo e vestudrio de laboratério)!

. Comunicar qualquer incidente grave relacionado com o produto ao
fabricante e & autoridade competente, de acordo com os
regulamentos locais!

o Se os reagentes entrarem em contacto com a pele, lavar
imediatamente a pele com égua abundante!

. A ficha de dados de seguranga estd disponivel a pedido para o
utilizador profissional.

. Néo reutilizar os reagentes, excepto se a reutilizagdo for
explicitamente permitidal

. Evitar a contaminacéo cruzada das amostras, uma vez que tal pode
conduzir a resultados erréneos.

. A sonda ndo deve ser exposta & luz, especialmente & luz forte,
durante um longo periodo de tempo, ou seja, todos os passos devem
ser efectuados, sempre que possivel, no escuro e/ou utilizando
recipientes & prova de luz.

Indicagdes de perigo e de precaugéo:

O componente determinante para o perigo é a formamida.

% Perigo

H351 Suspeito de provocar cancro.

H360FD Pode afectar a fertilidade. Pode afectar o feto.

H373 Pode afectar os érgdos apéds exposicéo prolongada ou
repetida.

P201 Obter instrugdes especiais antes da utilizagéo.

P202 Néo manusear até que todas as precaucdes de

seguranca tenham sido lidas e compreendidas.

P260 Né&o respirar as
poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/spray.

P280 Usar luvas de proteccdo/vestudrio de
proteccdo/proteccdo ocular/proteccéo facial.

P308+P313 Em caso de exposicdo ou preocupacdo: Obter
aconselhamento/atencdo médica.

P405 Loja fechada.

7. Limitagées

. Para utilizagéo em diagnéstico in vitro.

. Apenas para uso profissional.

. Apenas para utilizagdo ndo automatizada.

. A interpretagéo clinica de qualquer coloragdo positiva, ou da sua

auséncia, deve ser efectuada no contexto da histéria clinica, da
morfologia, de outros critérios histopatolégicos, bem como de outros
testes de diagnéstico. E da responsabilidade de um professional
qualificado estar familiarizado com as sondas FISH, os reagentes,
os painéis de diagndstico e os métodos utilizados para produzir a
preparacdo corada. A coloragdo deve ser efectuada num
laboratério certificado e licenciado, sob a supervisdo de um
profissional responsavel pela revisdo das lédminas coradas e pela
garantia da adequacdo dos controlos positivos e negativos.
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. A coloragé@o das amostras, especialmente a intensidade do sinal e a
coloragdo de fundo, depende do manuseamento e processamento

do espécime antes da coloracdo. A fixacdo, congelagédo,
descongelacdo, lavagem, secagem, aquecimento, seccionamento

ou contaminagdo com outras amostras ou fluidos inadequados
podem produzir artefactos ou resultados falsos. Os resultados
inconsistentes podem resultar de varia¢des nos métodos de fixagdo

e incorporagéo, bem como de irregularidades inerentes & amostra.

. A sonda sé deve ser utilizada para a deteccdo dos loci descritos no
capitulo 3. "Reagentes fornecidos".

. O desempenho foi validado utilizando os procedimentos descritos
nas presentes instrucdes de utilizagdo. As modificagdes 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 instrugcdes de utilizagéo, no dmbito da
utilizacdo prevista.

8. Substancias interferentes

Os glébulos vermelhos presentes na amostra podem apresentar
autofluorescéncia, o que dificulta o reconhecimento do sinal.

Os seguintes fixadores sé@o incompativeis com o FISH:

Fixador de Bouin

Fixador B5

Fixadores dcidos (por exemplo, écido picrico)
Fixador de Zenker

Alcoois (quando utilizados isoladamente)
Cloreto de mercurio

Fixador de formaldeido/zinco

O fixador de Hollande

Formalina ndo tamponada

9. Preparagdo das amostras

Preparar as amostras conforme descrito nas instrugées de utilizagdo do
respectivo kit de implementagéo ZytoVision.

10. Tratamento de preparacdo do dispositivo

O produto estd pronto a usar. Ndo é necessdria qualquer reconstituicéo,
mistura ou dilui¢do. Colocar a sonda & temperatura ambiente (18-25 °C)
antes de utilizar, proteger da luz. Antes de abrir o frasco, misturar em
vértex e centrifugar brevemente.

11. Procedimento do teste

Amostras de citologia

Pré-fratamento de amostras
Efectuar o pré-tratamento da amostra de acordo com as instrucdes de
utilizagdo do ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit.

Desnaturagdo e hibridagéo
1.  pipetar 10 ul da sonda em cada provete pré-tratado.

2.  cobrir as amostras com uma lamela de 22 mm x 22 mm (evitar a
formagéo de bolhas) e selar a lamela.

Recomendamos a utilizagéo de cola (por exemplo, Fixogum) para selar.

3. colocar as léminas numa placa quente ou num hibridizador e
desnaturar as amostras durante 5 minutos a 72 °C.

4.  transferir a ldmina para uma cdmara himida e hibridar durante a
noite a 37 °C (por exemplo, numa estufa de hibridagéo).

E essencial que as amostras ndo sequem durante a fase de hibridagéo.

Pés-hibridagdo

Efectuar o processamento pés-hibridacdo (lavagem, contracoloragéo,
microscopia de fluorescéncia) de acordo com as instrucdes de utilizagdo
do ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit.

Amostras FFPE

Pré-tratamento de amostras

Efectuar o pré-tratamento da amostra (desparafinagem, protedlise) de
acordo com as instrucdes de utilizagio do Zytolight FISH-Tissue
Implementation Kit.
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Desnaturagéo e hibridagéo
1. pipetar 10 ul da sonda em cada provete pré-tratado.

2.  cobrir as amostras com uma lamela de 22 mm x 22 mm (evitar a
formacgao de bolhas) e selar a lamela.

Recomendamos a utilizagéo de cola (por exemplo, Fixogum) para selar.

3.  colocar as Idminas numa placa quente ou num hibridador e
desnaturar as amostras durante 10 minutos a 75 °C

4.  transferir as ldminas para uma cdmara humida e hibridizar durante
a noite a 37 °C (por exemplo, numa estufa de hibridacéo).

E essencial que as amostras ndo sequem durante a fase de hibridagéo.

Pés-hibridagéo

Efectuar o processamento pés-hibridacdo (lavagem, contracoloragéo,
microscopia de fluorescéncia) de acordo com as instrucées de utilizagdo
do ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit.

12. Interpretacdo dos resultados

Com a utilizago de conjuntos de filiros adequados, os sinais de
hibridagéo da sonda aparecem a verde (distal & regido do ponto de
ruptura MYC) e a laranja (proximal & regido do ponto de ruptura MYC).

Situag@o normal: Nas interfases de células normais ou de células sem uma
translocagdo que envolva a regido do gene MYC, aparecem dois sinais de
fus@o verde/laranja (ver Fig. 2).

Situagdo anormal: Uma regiGo do gene MYC afectada por uma
translocagd@o ¢ indicada por um sinal verde separado e um sinal laranja
separado (ver Fig. 2).

O:s sinais que se sobrepéem podem aparecer como sinais amarelos.

Conjunto de filtros passa-banda duplos verde/laranja

Situagdo normal Situagdo Anormal

Fig. 2: Resultados esperados em nicleos normais e anormais

As aberracdes gendmicas devidas a pequenas deleccdes, duplicagdes ou
inversdes podem resultar em padrées de sinais discretos.

Os pontos de quebra alternativos, particularmente observados em
translocagdes MYC variantes 1(8;22) e #(2;8), podem resultar em padrées
de sinal diferentes dos descritos acima ou em padrées de sinal falsos
negativos. Verificar cuidadosamente a localizacdo da sonda (ver Fig. 1).
Os padrdes de sinal ou resultados inesperados devem ser objecto de uma
investigacdo mais aprofundada.

Nalgumas amostras anormais podem ser observados outros padrées de
sinais para além dos acima descritos. Estes padrées de sinais inesperados
devem ser objecto de uma investigag@o mais aprofundada.

Afengdo:

. Devido & cromatina descondensada, os sinais individuais de FISH
podem aparecer como pequenos grupos de sinais. Assim, dois ou
trés sinais do mesmo tamanho, separados por uma disténcia < 1
didmetro de sinal, devem ser contados como um sinal.

. Néo avaliar nicleos sobrepostos.

. Néo contar os nicleos demasiado digeridos (reconhecidos por dreas
escuras visiveis no interior dos nicleos).

. Néo contar nicleos com forte auto-fluorescéncia, que dificulta o

reconhecimento do sinal.

. Um resultado negativo ou inespecifico pode ser causado por vérios
factores (ver capitulo 16 "Resolugéo de problemas").

. Para inferpretar correctamente os resultados, o utilizador deve
validar este produto antes de o utilizar em procedimentos de
diagndstico, de acordo com as directrizes nacionais e/ou
infernacionais.
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13. Procedimentos de controlo de qualidade recomendados

A fim de monitorizar o desempenho correcto das amostras processadas e
dos reagentes de teste, cada ensaio deve ser acompanhado de controlos
internos e externos. Se os controlos internos e/ou externos né&o
demonstrarem uma coloragdo adequada, os resultados com espécimes de
doentes devem ser considerados invdalidos.

Controlo interno: Células n&o neopldsicas na amostra que exibem um
padréo de sinal normal, por exemplo, fibroblastos.

Controlo externo: Amostras de controlo positivo e negativo validados.

14. Caracteristicas de desempenho
14.1 Desempenho analitico

O desempenho foi avaliado de acordo com as instrugdes de utilizagéo do
Zytolight FISH Implementation Kit.

Desempenho 100% (95% Cl 98.5 - 100.0)
analitico:
Especificidade 100% (95% CI 97.0 — 100.0)
analitica:

14.2 Desempenho clinico

Sensibilidade do | DLBCL:

diagnéstico: 53.33% (95% Cl 78.2 — 91.2) vs. IHC
BL:

90.22% (95% Cl1 82.2 — 95.4) vs. IHC
Especificidade do | DLBCL:

diagnéstico: 95.79% (95% C1 78.2 — 91.2) vs. IHC

15. Eliminagdo

A eliminagdo dos reagentes deve ser efectuada de acordo com os
regulamentos locais.

16. Resolugdo de problemas

Qualquer desvio das instrucdes de funcionamento pode conduzir a
resultados de coloracéo inferiores ou & auséncia de coloragdo. Algumas
das sugestdes desta secc@o sé se aplicam quando se utiliza o ZytoLight
FISH-Tissue Implementation Kit. Para mais informacdes, consulte
www.zytovision.com.

Sinais fracos ou auséncia de sinais

Causa possivel Acgdo

Amostra de célula ou
tecido néo fixada

Optimizar o tempo de fixacdo e o
fixador ou aplicar um passo de pds-

correctamente fixagdo, conforme descrito no
"procedimento de ensaio" do manual
do ZytoLight FISH-Tissue
Implementation Kit

Pré-tratamento proteolitico Optimizar o tempo de incubagéo da

ndo efectuado pepsina, aumentar ou diminuir se
correctamente necessdrio

Quando se utiliza um hibridizador, é
obrigatéria a utilizagdo das riscas
humidas/tanques cheios de dgua.
Quando se utiliza uma estufa de
hibrida¢éo, é necessdria a utilizagéo
de uma cdmara de humidade. Além
disso, a lamela deve ser
completamente selada, por exemplo,
com Fixogum, para evitar a secagem
da amostra durante a hibridagéo

Evaporagdo da sonda
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Utilizag&o de conjuntos de
filtros inadequados

Utilizar conjuntos de filtros
adequados para os fluocromos da
sonda.

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

Sinais de hibridagéo cruzada; perturbagdes de fundo

Causa possivel

Accdo

Desparafinagem
incompleta

Utilizar solugdes novas; verificar a
duracéo da desparafinagem

Pré-tratamento proteolitico
demasiado forte

Reduzir o tempo de incubacédo da
pepsina

Laminas arrefecidas &
temperatura ambiente
antes da hibridacéo

Transferir rapidamente as léminas
para 37 °C

Morfologia degradada

Causa possivel

Accdo

A amostra de células ou
tecidos ndo foi fixada
correctamente

Optimizar o tempo de fixacdo e o
fixador ou aplicar um passo de pds-
fixagdo, conforme descrito no
"orocedimento de ensaio" do manual
do ZytoLight FISH-Tissue
Implementation Kit

Pré-tratamento proteolitico
néo efectuado
correctamente

Optimizar o tempo de incubagéo da
pepsina, diminuir se necessdrio

Secagem insuficiente antes
da aplicagéo da sonda

Prolongar a secagem ao ar

Nucleos sobrepostos

Causa possivel

Accdo

Espessura inadequada das
seccdes de tecido

Preparar seccdes de micrétomo de 2-
4 um

A amostra flutua para fora da |

Gmina

Causa possivel

Accdo

Pré-tratamento proteolitico
demasiado forte

Reduzir o tempo de incubacdo da
pepsina

Contracoloragdo fraca

Causa possivel

Accdo

Solugdo DAPI pouco
concentrada

Em vez disso, utilizar DAPI/DuraTect-

Solution (ultra) (N.° de produto MT-
0008-0.8)

Tempo de incubagdo do
DAPI demasiado curto

Ajustar o tempo de incubagdo do
DAPI
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18. Revisdo

I::IE:I www.zytovision.com

Consultar www.zytovision.com para obter as instru¢des de utilizagdo
mais recentes, bem como as instrucdes de utilizagdo em diferentes
linguas.

Os nossos especialistas estdo disponiveis para responder as suas
perguntas.

Contactar helptech@zytovision.com

Para um resumo da seguranca e do desempenho, consultar

www.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 ZytoLight® sGo marcas comerciais da ZytoVision GmbH.
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