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USO PRETENDIDO

A Solugéo de Recuperagdo PA (pH 6.0) ¢ uma solug@o pronta para
uso destinada a recuperagio de epitopos induzida por calor (HIER)
em seccdes de tecido fixado em formalina e embebido em parafina,
antes da coloragdo imuno-histoquimica no Sistema de Coloracdo
Patologica Totalmente Automatizado (Modelo N°: PA-3600).

Apenas para uso em diagnodstico in vitro. Apenas para uso
profissional.

RESUMO

O uso do pré-tratamento HIER em tecido fixado em formalina e
embebido em parafina no sistema automatizado PA-3600 restaura
epitopos que foram modificados pela fixacdo com formalina,
permitindo a acessibilidade do anticorpo primario ao epitopo.

PRINCIPIO

A fixacdo do tecido com formalina resulta na formagao de ligagdes
covalentes entre os grupos aldeido e amino presentes no tecido. A
formacdo dessas ligagdes desnatura proteinas e pode levar a perda
de acessibilidade dos epitopos ou de acidos nucleicos alvo. Além
disso, o formaldeido pode formar pontes de metileno, ligando
proteinas teciduais de forma cruzada, reduzindo assim a
penetracdo de grandes moléculas, como os anticorpos, no tecido.

A Solugdo de Recuperagdo PA (pH 6.0) ¢ um tampao a base de
citrato, com pH ligeiramente acido, que, a temperaturas elevadas, ¢
capaz de hidrolisar as ligagdes covalentes formadas pela formalina
no tecido. A remogdo dessas ligagdes permite a renaturagdo das
moléculas de proteina e aumenta a acessibilidade de anticorpos ou

sondas. Frequentemente, essas alteragdes resultam em ganhos
significativos na liga¢do de anticorpos ou sondas e em melhores
relagdes sinal/ruido.

PRECAUCAO

1. Este kit destina-se apenas a uso em diagndstico in vitro.

2. Nao reutilize. Produtos expirados ndo devem ser utilizados.

3. O kit deve ser utilizado por profissionais.

4. Quantidade insuficiente de reagentes no ensaio pode levar a
resultados incorrectos.

5. Evite o contacto dos reagentes com os olhos, a pele e as
membranas mucosas. Utilize roupa de prote¢do e luvas.

6. Se os reagentes entrarem em contacto com areas sensiveis, lave
com bastante dgua. Evite a inalagdo dos reagentes.

7. Certifique-se de que o recipiente de residuos esteja vazio antes
de iniciar o funcionamento no instrumento. Se esta precaugao
ndo for tomada, o recipiente de residuos pode transbordar ¢ o
utilizador corre risco de escorregar e cair.

8. As solugdes ndo utilizadas devem ser descartadas em
conformidade com todas as regulamentacdes locais, regionais,
nacionais e internacionais.

9. Qualquer incidente grave ocorrido em relagdo ao dispositivo
deve ser comunicado ao fabricante ¢ a autoridade competente
do Estado-Membro em que o utilizador e/ou paciente se
encontra estabelecido.

MATERIAIS
Materiais Fornecidos
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Materiais Necessarios Mas Niao Fornecidos

1.  Reagente de Libera¢do de Amostras PA

2. Reagente Imunocromogénico PA

3. Reagente de Azulamento PA

4.  Intensificador PA (Ligante)

5. Tampdo de Lavagem PA

6.  Laminas de microscopio

7.  Tecidos positivos e negativos para uso como controlos de
processo

8. Agua destilada ou desionizada

9.  Etanol absoluto

10. Xileno ou substitutos de xileno

11. Meio de montagem permanente

12. Laminula de cobertura

13.  Equipamento laboratorial de uso geral

14. Microscopio de campo claro (magnificacdo objetiva de
4-40x)

15. Frasco de reagente de 7 mL (etiquetado com RFID)

Equipamento Necessario

Sistema de Coloragdo Patologica Totalmente Automatizado
(Modelo N°: PA-3600).

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

1 Armazenamento a 2~8°C, validade de 18 meses.

2. Mantenha afastado da luz solar, humidade e calor.

3. Congelamento e descongelamento proibidos.

4.  Utilize no méximo 3 meses apés abertura.

5.  Aperte a tampa e retorne imediatamente a temperatura de
2~8°C ap0s 0 uso.

6. Nao utilize apos a data de validade impressa na etiqueta do
frasco.



COLETA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

As amostras podem ser secgdes de tecido fixado em formalina e
embebido em parafina. O tempo de fixagdo depende do fixador e
do tipo/espessura do tecido. Por exemplo, blocos de tecido com
espessura de 3 ~ 5 mm devem ser fixados em formalina tamponada
neutra por 18 ~ 24 horas. A espessura ideal das sec¢des embebidas
em parafina é aproximadamente 3 ~ 5 um. Apds o corte das
seccoes, os tecidos devem ser montados em Laminas de
Microscopio e, em seguida, colocados num forno calibrado a 65 +
2°C por 1 hora.

As secgdes devem ser montadas nas laminas de forma plana e sem
rugas. Rugas terdo impacto negativo nos resultados da coloragao.
NOTA: A posicdo das amostras nas laminas de microscopio deve
ser adequada para o instrumento PA-3600. Consulte o Guia do
Utilizador para a definicdo da area utilizavel para coloragdo da

lamina de microscopio para a amostra.

PROCEDIMENTO DE TESTE

Utilizado em combinagdo com o Sistema de Coloragdo Patologica
Totalmente Automatizado (Modelo N°: PA-3600), o processo
desde a desparafinacdo até a contracoloracdo ¢ concluido pelo
instrumento.

1.  Coloque as laminas preparadas num forno calibrado a 65 +
2°C por 1 hora.

Siga as instrugdes operacionais do software do instrumento.

3. Configure o protocolo utilizando o software do instrumento e
imprima as etiquetas.

4.  Carregue as laminas etiquetadas no instrumento.

5. Coloque os reagentes no suporte de reagentes e confirme que
o tipo de reagente estd correcto e que a quantidade de
reagentes ¢ suficiente para concluir o ensaio.

6. Inicie a operagdo de coloragdo automatica.

7. Apb6s a coloragdo ser concluida, remova as secgdes e
enxague com agua destilada.

8. Em seguida, desidrate e torne as laminas transparentes, e
finalmente instale as ldminas com meio de montagem

permanente e cubra-as com laminula.

Para informagdes completas e procedimento de operagdo, consulte
0 Manual de Operagao PA-3600.

INTERPRETACAO DE RESULTADOS

Os resultados esperados sdo apenas quantitativos quando se testa a
sensibilidade e a especificidade de cada antigénio especifico ou
sequéncia alvo de 4cido nucleico. Enquanto reagente isolado, este
produto ndo pode ser testado quanto a especificidade ou
sensibilidade.

Foram desenvolvidos multiplos anticorpos primarios Wondfo em
conjunto com a Solucdo de Recuperagio PA (pH 6.0) para
aplicagdes em IHC, ICC e ISH. Como parte dos ensaios realizados
para esses testes, foram demonstradas as seguintes caracteristicas
de desempenho da Solugdo de Recuperagdo PA (pH 6.0):

1.  Precisdo intra-ensaio, entre dias e noites, € entre
instrumentos nos instrumentos PA-3600.

2. Sensibilidade e especificidade da coloragdo em varios tipos
de tecidos normais e neoplésicos e tecidos-alvo especificos
do ensaio.

Todos os estudos atenderam os respetivos critérios de aceitacdo.

CONTROLO DE QUALIDADE

Um controlo positivo deve ser definido para cada lote de ensaios, a
fim de monitorizar o processo operacional e a qualidade dos
reagentes; um controlo positivo pode ser baseado no documento
Garantia da Qualidade para o Controlo de Projecto e
Implementacdo de Ensaios de Imuno-histoquimica; Directriz
Aprovada — Segunda Edigdo (I/LA28-A2) CLSI. 2011.

Tecidos de controlo positivo e negativo (fornecidos pelo
laboratério) devem ser processados em cada procedimento de
coloracdo. Estes controlos de qualidade destinam-se a garantir a
validade do procedimento de coloracdo, incluindo reagentes,
processamento de tecidos e desempenho do instrumento.
Recomenda-se que os tecidos de controlo sejam corados na mesma
lamina que o tecido do paciente.

Controlo Positivo

O controlo positivo deve ser um tecido com expressdo positiva do
biomarcador. Os materiais de controlo positivo externo devem ser
amostras frescas, fixadas, processadas e embebidas o mais
rapidamente possivel, de forma idéntica as amostras do(s)
paciente(s). Um controlo positivo externo de tecido para cada
conjunto de condigdes de teste deve ser incluido em cada processo
de coloragdo.

Se os controlos positivos de tecido ndo demonstrarem colorag@o
positiva, os resultados das amostras de teste devem ser
considerados invalidos.

Controlo Negativo

O controlo negativo deve ser um tecido ou elemento de tecido sem
expressdo do biomarcador. Utilize um controlo negativo de tecido
fixado, processado e embebido de forma idéntica as amostras do(s)
paciente(s) em cada processo de coloracdo, para verificar a
especificidade do anticorpo primario IHC na demonstragdo do
antigénio-alvo e para fornecer uma indicacdo de coloracdo de
fundo especifica (coloragdo falso-positiva).

Se ocorrer coloragdo especifica (coloracdo falso-positiva) no
controlo negativo de tecido, os resultados das amostras do paciente
devem ser considerados invalidos.

Controlo Negativo de Reagente Nao Especifico

Utilize um controlo negativo de reagente inespecifico em
substitui¢do do anticorpo primario, numa sec¢do de cada amostra
do paciente, para avaliar a coloracdo inespecifica e permitir uma
melhor interpretag@o da coloragado especifica no local do antigénio.
O periodo de incubagdo para o controlo negativo de reagente deve
corresponder ao do anticorpo primario.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

1. A imuno-histoquimica ¢ um processo em multiplas etapas,
em que cada uma pode influenciar o resultado, incluindo,
mas ndo se limitando a fixagdo, método de recuperagdo de
antigénio, tempo de incubag@o, espessura da secgdo de tecido,
kit de dete¢do utilizado e interpretacdo dos resultados de
coloracdo.



2. Os protocolos recomendados baseiam-se no uso exclusivo de
produtos da Wondfo.

3. A interpretagdo clinica de qualquer coloragdo positiva ou
negativa deve ser avaliada no contexto da apresentacdo
clinica, morfologia e outros critérios histopatolégicos por um
patologista qualificado.

4. A interpretagdo clinica de qualquer coloragdo positiva ou
negativa deve ser complementada por estudos morfologicos
utilizando controlos internos e externos adequados (positivos
e negativos), assim como outros testes de diagnostico.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Conformidade Positiva

O controlo positivo foi realizado e o teste imuno-histoquimico foi
efetuado de acordo com as instrugdes do fabricante. Os resultados
cumpriram os requisitos de que o resultado de coloragdo do
tecido/célula positivo deveria ser positivo, a localizagdo da
coloragdo positiva deveria ser precisa e ndo deveria haver
coloracdo de fundo ou coloragdo nao especifica.

Conformidade Negativa

Foi utilizado um controlo negativo de acordo com as instrugdes do
fabricante para testes imuno-histoquimicos. Os resultados
cumpriram os requisitos de colora¢do do tecido/célula negativo,
sem coloracdo de fundo ou coloragdo nao especifica.

Conformidade do Controlo em Branco

Foi utilizado um controlo em branco de acordo com as instrugdes
do fabricante para testes imuno-histoquimicos, utilizando diluente
de anticorpo em vez do liquido de trabalho do anticorpo primario
como controlo em branco. Os testes imuno-histoquimicos foram
conduzidos conforme as instru¢des do fabricante. Os resultados
cumpriram os requisitos de coloragdo negativa, sem coloragdo de
fundo ou coloragdo ndo especifica nos tecidos/células testados.

Precisao intra-lote
Foram retiradas trés sec¢des de tecido da mesma fonte de tecido

contendo o antigénio-alvo e foi utilizado o mesmo lote de

produtos para a detecdo imuno-histoquimica. Os resultados
atenderam aos requisitos de ndo haver diferenca Obvia na
intensidade de coloragdo e na localizag¢do das laminas de tecido da
mesma fonte de tecido.

Precisao entre lotes

Foram retiradas trés secgdes de tecido da mesma fonte de tecido
contendo o antigénio-alvo e foram utilizados trés lotes diferentes
de produtos para detecdo imuno-histoquimica ao mesmo tempo.
Os resultados atenderam aos requisitos de ndo haver diferenga
obvia na intensidade e localiza¢do da colora¢do das laminas de
tecido da mesma fonte de tecido com diferentes lotes de reagentes.
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