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Disposicion
Nitmero: DI-2019-9642-APN-ANMAT#MSYDS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Jueves 28 de Noviembre de 2019

Referencia: 1-47-3110-5448-18-7

VISTO el expediente N° 1-47-3110-5448-18-7 del Registro de la Administraciéon Nacional de Medicamentos
Alimentos y Tecnologia Medica y,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma BIOARS S.A. solicita autorizacién de modificacion del registro del
Producto para diagnostico de uso “in vitro” denominado: Sistema de sondas diseiiadas para detectar ciertas
secuencias de dcidos nucleicos, en muestras de células o tejido embebido en parafina y fijado en formalina,
mediante técnicas FISH.

Que lo solicitado se encuadra dentro de los alcances de la Disposicion ANMAT N° 2674/99 y la documentacién
aportada ha satisfecho los requisitos de la normativa aplicable.

Que en el expediente de referencia consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos para
Diagnostico que establece que se autoriza la modificacion solicitada.

Que el Instituto Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervencion de su competencia.
Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los Decretos N° 1490/92 y sus modificatorios.
Por ello;
EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la modificacion del Certificado N° 8452 del producto para diagndstico de uso in vitro



denominado: Sistema de sondas disefiadas para detectar ciertas secuencias de acidos nucleicos, en muestras
de células o tejido embebido en parafina y fijado en formalina, mediante técnicas FISH, autorizado segiin
Disposicion N° 7362/16.

ARTICULOQ 2°.- Acéptese la incorporacidn al certificado de la referencia de los nuevos productos: 2) ZytoLight
SPEC TERT Dual Color Break Apart Probe y 3) ZytoLight SPEC C19MC/19p13 Dual Color Probe a los
productos ya registrados; asi mismo, se aceptan las nuevas formas de presentacién de 1 vial x 0,05 ml para los
productos ZytoLight SPEC CD274, PDCD1LG2/CEN 9 Dual Color Probe, ZytoLight SPEC MAML2 Dual Color
Break Apart Probe, ZytoLight SPEC MYB Dual Color Break Apart Probe, ZytoLight SPEC MYCN/2q11 Dual
Color Probe, ZytoLight SPEC PTEN/CEN 10 Dual Color Probe y ZytoLight SPEC RREBI/MYB/CEN 6 Triple
Color Probe a lo ya aprobado. Apruébense rétulos y manuales de fojas 14 a 19 y 52 a 55.

ARTICULO 3°.- Autorizase los textos de los proyectos de rdtulo/s y de instrucciones de uso que obran en
documento N° IF-2019-90582039-APN-DNPM#ANMAT.

ARTICULO 4°.- Practiquese la atestacion correspondiente en ¢l Certificado de Inscripcion N° 8452 cuando el
mismo se presente acompaiiado de la presente Disposicion.

ARTICULO 5°- Registrese. Inscribase en ¢l Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Meédica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese al interesado, haciéndole entrega
de la presente Disposicion, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizados. Girese a la Direccion de
Gestion de Informacion Técnica a los fines de confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.
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ZYTO\'/ISION

ZytoLight
SPEC TERT Dual Color Break Apart Probe

Z-2273-50 %/ 5(0.05ml)

Para la deteccion cualitativa de translocaciones que implican la
region cromosémica 5p15.33 que alberga el gen TERT
mediante hibridacion fluorescente in situ (FISH)

Ce€
[

Dispositivo medice de diagnéstico in vitro
Segun la directiva de la UE 98/79/EC

1. Usoprevisto

ZyloLight SPEC TERT Dual Color Break Apart Probe (PL229) esla
destinado para la deteccion cualitativa de ranslocaciores que implican la
regién cromosomica 5p15.33 que alberga el gsn TERT, en muestas
fyzdas en formatna e incluidas en parafina medianie hibvidacion
fiuorescenta in situ (FISH). La sonda esta disefada para ser utifzada en
combinacién con Zytolight FISH-Tissue Implementation Kil (Prod. MNo.
2-2028-5/-20).

La interpretacion de los resullados debe hacerse dentro del contexto de la
historia clniza del paciente con respecto a los dalos clincos y patelog cos
adicionales del pacieme por un patdloge cualificado.

2. Relevancia Clinica

El gen TERT {transcriptasa inversa de la telomerasa, aka. EST2, TCS1)
codifica el componente transcriptasa inversa. un dominio catalitico d2 la
enzima telomerasa. Las telomerasas son necesanas para manfener los
extremas de bos cromesomas y son inactivas en la mayoria de las celulas
somaticas, pero achvas en las células cancerosas. La remocelacidn dal
conlexio  genémico, debido a reerdenamienios 5p15.33. anula el
silenciamento transcrpcional del gen TERT. Las translocacionas TERT son
la segunda aberracitn comin encontrada en neuroblaslomas. Estas
lranslocaciones se observan en una regén proximal de 50 kb o mas
raramente en una region de 40 kb distal al gen. Los estudios de genétca
molecutar mostraron que los reordenamientos de la regién cromosomea
5p15.33 ocurren exclusivamente en neuroblastomas de alio riesgo. Por o
tantu. se conskdera que los reordenamientos TERT definen un sudgrupo de
neurcblastomas de alto riesgo con un mal prondstico. Los reordenamiontos
de TERT se encuentran en carcinomas de ceélulas renales cromdfubas,
linfomnas ro Hedgkin y linfomas de células de manto, FISH es una
herramienta adecuada para la deteccion de estos reordenamigntos TERT y.
por o tanio.  puede tener relevancia  pronostica.
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3.  Princpio del ensaye

La técnica de hibridazion in situ por flucrescencia (FISH} pormite |z
deteccion y visualizacion de secuencias especifcas de 40dos nucleicos en
preparaciones  celulares. Los  fragmentos de  DNA  marcados
fluorescentemente, las denominadas sondas FISH. y sus casenas de DNA
dgana complementarias. en las preparaciones, so co-desnaturalizan y
posteriommente se vuelven a unir durante la hibridacion. Postengmmente.
log Iragmentos de sonda inespecilicos y no unides se eliminan mediante
etapas de lavade ngurosas. Despugs de la contratincicr del DNA con DAPI,
se visualizan fragmentos de sonda hibrdados usando un Mictuscepo d2
flucrescercia equipado con filtros de excitacion y emision especificos para
los fluorocremos con los cuales los fragmentos de gonda FISH han sido
marcados direclamente.

4,  Reactivos suministrados
Light SPI ] f Bro: Proos £51a Compuesta por

«  Polnucleéides marcades con ZyGrean (excitacon £C3 nmemision
528 nm) {~10.0 ng/yl). cuyas secuencias dara mapean an
5p15.33° {chrS.:620,184-1.161,456) distal @ la regcn de punio 0o
cone oe TERT (ver Fig. 1).

« Polnudedidos marcades con ZyOrange  [exctacon 547
nmvemision 572 nm) (~4.5 ng'ul), cuyas secuencias ciana mapaan
en 5p15.33° (chr5:1,353,007-1.588,209; proximal o fa regitn o2
punio de corte de TERT (ver Fig. 1}.

. Buffer de hibndacion a base de formamida

- Segun la Asamblea del Genoma Humane GRCh37 / hg1s
SHGEC-147062 RH22581
¥ 5

:.‘ - l;-

TERT

~540kb ~235kb

Tel #————————— 5p15.33 == Cén
Fig. 1:Mapa de la sonda SPEC TERT Probe (No a escala)

ZytoLight SPEC TERT Dual Color Break Apart Probe esta disponitdz enuna
presentacién:

s Z-2073-50: 0,05 mi (5 reaccicnes de 10 pl cada una)

5. Materiales requeridos, pero no suministrados

Zyolight ASH-Teswe Implementaticn K (Prod. MNo. 2-2028-5°-20;
Muestras de control positive y negativo

Portactietos para microscopo, cargados posiivamenta

Bano d2 agua (37°C, 88°C)

Placa cabente o hibridagor

Hibridador o camara de humedad en ¢l homo de hibridacidn
Pipetas ajustables (10 pl. 25 pb)

Jarras o banos de tincion

Crondmetro

Termémetro cahbrado

Etanol o aloohol reactive

Xleno

Agua desicnizada o destilada

Cubreobjetos (22 mm x22 mm. 24 mm x 60 mm)

Achesivo de goma. e)., Fixogum Rubber Cement

{Prod. No. E-4005-50/-125) o similar

Microscopio de fluprescencia con mamenimento adecuado
(400-1000x)

Aceite de inmersion aprobado para microscopia de Huorescencia
®*  Fitros apropiados

® ® % % 4 8 8 4 B & 8 0 8 8 800

6.  Almacenamiento y manipulacion

Conservar a 2-8°C en posicion verical y protegido de la luz.

Utlizar protegids de la luz. Voler a las condiciones de
almacenamianio inmediatamenie después del uso. No utilice reactvos
més alla de la fecha de caducidad indicada en la etqueta. El
dispositivo es estable hasta la fecha ¢o caducidad indicada en la
eliquata cuando se maneja en adecuadamente.
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7. Advertencias y precauciones

» Lealas instrucciones de uso antes de util:zarl
iNo utiice los reactvos después de haber alcanzade Ia fecha
ga caducidad!

»  Esle producto contiene sustancias (en bajas concentraciones y
volamenes) que son perjudcrles para la salud vy
potencialmente infecciosas. Evite cualquier conlacto directo
conlos reactives. jTome las medidas de proteccion apropiadas
{use guantes desechatles. galas prolectoras y prendas de
laberatc-iol!

. Si lus reaclives enlran en contacto con la piel. enjuague
inmediatamente con abundante cantidad de agua.

*  Una hoja de dates de sequridad del malerial esla disporible 2
peticion dal profesional usuariv.

« Mo reulilice los reactivos.

«  Evite la contaminacidn cruzada de las muestras ya que esto
puede dar lugar a resultados emonens.

+  La sonda no debe ser expuesta a la luz, especialmente la luz
fuente, durante un perivde de tiempo mas largo, es decir, todos
los pasos deben ser logrados. en lo posible. en la oscuridad y /
o wilizando contenedores a prueba de luz!

Indicaciones de peligro y precaucion
El cemponente determinante del peligro es fa formamida.

&

Peligro
'

H351 Se sospecha que causa cancer.

H3BOFD Puede vatar la fertihidad. Puede danar al felo.

H373 Puede causar dano a los drganos por exposiion
profongada o repetida.

2201 Chtenga instrucciones especizles antes de usar

p2g2 No manip.dar hasta que se hayan leido y comprendida
todas las precauciones de seguridad.

F280 No respirar el polvo’el humadel gasia neblafos vapores'el
aercsol.

P280 Use guantes de proteccioniopa de proteccidniproteccion
ocular/proteccion lacial.

P308+P313 En casa de exposicion o peligro: Consulte 2 un médico.

Pa4gs Almacens cerrado,

8. Limitaciones

» Para uso diagnostico in vitro.

» Solo para uso profesional.

» La interpretacitn clinica de cualquier thoion postiva. ¢ su dusencia
debe realizarse dentro del contexto de la historia clinica. mortelogia. otros
crierios histopatoiégicos y ofras prugbas diagnosticas. Es respansabxiidad
da un patdlogo calificado lamilianzarse con las sendas FISH. reactivos.
paneles de dagndsteo y métodos uilizades paia produci 1a preparacion
teiida. La tincisn debs realizarse en un laboratonio cerificado y con ficencia
nai la supenvision de un patélogo responsable ce revisar las muestras
tenidas y asegurar ka idoneidad de los controles positivos y negalros.

o La bncion de la muestra. especialmente la intensidad de la senal y la
tncion de fondo, depende de la manipulzcion y procesamiento de la
muesira anles de la bncidn. La incorrecta fijacikdn, congelacian,
descongelacion, lavado. secado. calentamiento. seccicnamiento o
contaminacidn con otros especimenes o fluidos pueden producic
artefaclos o resultados talsos. Los resultados inconsistentes pueden
resultar de las variaciones en fos métodos de fijacion y de inclusidn, asi
como de las iregularidades inherentes dentro de la muestra,

« La sonda debe utiizarse oricamente para detectar los loci descritos
¢n 4, "Reactivos suministrados™.

« El rendimiento se valigd utlizanda los procedimicntos oeserios en
gsias instrucciones ce uso. Las moditicaciones a estos procedimientos
puaden allerar el rendimicnto y tienen que ser validados por ¢l usuano.
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9, Sustancias interferentes
Las cdlulas sanguineas presentes en la muestra pueden
autofluorescencia que dificulte e! reconocimiento o2 la senal.

exhiir

Los siguientes fijadores son incompatibles con FISH:
«  Fijador ¢e Bouin

Fijador B5

Fijadores acidos (por e.emplo, &cido picrca}

Fijador de Zenker

Alccholes (cuando se utilzan sclos)

Cleruro de mercurio

Fijader Fomnaldehido'zing

Fijader de Hollande

*  Formalina re-tamponada

PR T S I

10. Preparacién de las mueslras

Recomendacionss:

e Fijacian en formol lamponaco neutro al 107 durante 24 h 2
temporatura amoients (18-25°C).

+«  Tamafio de la muestra £ 0.5 cm™,

= Utilice parafina de primera calidad.

«  Laincrustacion debe realizarse a temperaturas inferiores a 65 °C.
Prepare seccionas de micrdtomo de 2-4 ym.

«  Utilice portaobielos de microscopio con carga positiva.

*  Fijardurante 2-16 h a 50-60 "C.

11. Tratamiento preparatorio del dispositivo

El produclo osid listo para usar. No se requere reconstitucién, mezcla o
dlucion. Llevarla sonda a temperalura arbiente (18-25 ° C) antes de usar
protegeria da la luz. Antes de abrr el vial, mezcle agllando vorex y
cenirifugar brevementa.

12. Procedimiento del ensayo

Pretratamiento de la muestra
Realice el pretratzmiento de fa muestra (desparafinado, proteclsis) de acuerdy
con las instruccicnes do uso dal Zytelight FAISH-Tissue Implementation Kil,

Desnaturalizacion e hibridacion

1. Pipeiee 10 4 de Ja sonda sobre cada muesta pretatada.

2. Cubralas muestias con un cubreobjetos de 22 mm x 22 mm (gvite
las burbujas arapadas) y selle ef cubreobjetos.

Se recomienda el uso de adhesivo de goma (por ef., Fixogumj gara
el selfado.

3. Cologue los portacojetos sobre una placa caliente o un tibridader y
desnaturalizar las muestras por 10 mina 75'C:

4, Transterael portahietos a una cdmar de humnedad e hibrdar durarre
toda la noche a 37 °C {por ejempio, en un homo d2 hibadacion).

Es esencial que 1as muestras no se sequen durante ei pasg e
hibridacion.

Post-hibridacion

Realizar e procesamienlo  poskhiondacion  (lavado,  conta-dingon
micrescopia de Auorescencia) de acuerdo oon las instruccicres de uso osl
ZytoLight FISH-Tissue Impleme n Kit.

5iog2e Y
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12, Interpretacién de los resultados

Con el uso de conjuntos de filtros apropiadus, las senales de hibidacion
de la scnda aparecen en verde (distal a la region de punte de corte de
TERT) ynaranja (proximal a la regién ds punto de corle de TERT)

Situacion normal; En interfases de células normales o células sin una
transkocacion que involucra la banda 5p15.33, aparecen dos sefiales de
tusién verde / naranja (ver la Fig. 2}

Situacion anomala: un locus 5p15.33 afectado por ura lranslocacion
esta indicado por una senal verde y una senal naranja separadas (ver la
Fig. 2).

Set de filtro de paso de banda deble verde / naranja

Situacion Normal Situacion Andmala

Fig. 2. FESURAOCE @SPEracos O MCECS NOATEIES ¥ andmas

Se pued? observar otra distnbucion de la sena en algunas muestras
anormales, lo que podria dar comd resultado un patrén de sena diferente al
deserito anteriommente, que indica rsordenamientos vanantes. Patrones de
sefal inesperados deben ser investigades més a fondo.

Terer encuerta:

+ Debido 2 la cromatina descondensada. las senales FISH
individuales pueden apaiecer como pegueos grupos de sefiales,
Por ko tanto. dus o tres senales del mismo tamand, separadas
por una distancia s 1 didmetro de la sefal, deben contarse como
una senal.

+  Noevalle los nudeos superpuaslos.

»  Nocuenta los nicleos sobre-digaridos (reconecidas por las areas
cscuras visibles dontro de los nudees).

»  No cuente nixleos con fuene auto-flusrescenda. lo que dificulta
el reconccimiento de la senal.

»  Un resullado negative 0 inespecilico puede ser causado par
miiltiples factores (vease el capitulo 17).

»  Con el fin de interpretar correctamente los resultades, &l usuario
debe validar este producto antes de su uso en los procedimientos
de diagndstico de acuerdo con drecinces nacionales y /¢
imernacionaks.

14. Frocedinienlos de Control de Calidad Recomendados

Con ¢l fin de montorear el desempeno comecto de bos especimenes
procesados y los reactivos de prueba. cada ensayo debe ir acompanado do
controles intemus y externos. Silos controles iMemos y /o externos fallan en
demostrar la tincion apropada. los resultados con fas muestras del paciente
deben ser considerados invalides.

Conlrol interng: Celulas no neoplasicas dentro de la muestia que exhiben
patron de senal nonmal, por elempho. ticroblastos.

Control externo: Muestras de control positvas y negativas validadas.

15. Caracteristicas de Desempeno
Precision: La localizacion de la hiridacién de 1a sonda se evalud scbre la
extensién de la metafase ge un varen canotipicamente normal. En todas las
muesiras probadas, la sonda se hibridd Gnicamente con los loci esperados.
Mo se observaron sefales adicienales o hbrdacicnes cruzadas, Por ko tanto,
la precisian calculada fus del 100%.

Sensibilidad analitica: Para la evaluacién de la sensibiidad analitica. la
sonda se evaluo sobxe la extension metatase de vamones caroticicamente
normales. Todos los nuckeos mostraron €l patrdn de sena nonmal en todas
las muestras ensayadas. Por lo lanto. la sensibilidad analitica calculada fue
cel 100F:

Especificidad analitica: Para la evaluacion de la especificidad analitca, la
sonda se evalud sebre la extension de la metafase de varones
canstipicamente normales. En todos los especimenes probados. todas las
senales se hioridaron unicamente con los boci objetivos esperados y no en
olros loci. Por 1o tanto. la especificidad anal lica cakiulada fue del 100%.

Vers. 1.1

16. Eliminacion de desechos
La eliminacion de los reactivos cebe realizarse de acuerde con la normatra
local.

17. Solucion de problemas
Cualguier desviacion de las instrucciones de operacicn puede conrducir a
resultados de tincion infierior 0 a ninguna tincion en absoluto.

Sefiales débiles o ninguna sefal en absoluto

Causa Posble Accion
No hay secuencias dana 5 . et
disponiles Utlize controles zpropiadas

Optimice el tiempo de fiacion y el fijadg

i o aplicar un paso posterior a la fiacion comg

an:wue;t;aric;aemarsm?aﬁj:a‘s describe on ¢l "procadimento de ersayu”
A 5ido fjada CONeClament® |, ,q 5 de ZytoLight FISH-Tissue

Implementalion Ki
igwgdg:':gm'ew  Slisis,|Comoruebe 1a lemperatura de todos. o3
TmiCD. hiddacion. ProteOiIsIS. | g citrvoe técnicos utiizados, wilizando un
desnaturalizacon o

; rmémetro calibrado
temperatura ve lavado riguroso D '

Oplimice el temps de ncusacion o4
pepsina, aumentar © disminuir S e§
necesano

Pretratamiento prolechitico no
realizado comectamente

Cuando se utlza un nbrdadoy, el uso oe
las tranyas himedas / tanques flenos de
agua es obigalorio. Cuando se utikza un
romo de hibridacion, se requere el uso ce
una camara oo humedad. Ademas. el
cubrecbietos debe sellarse compigtamente,
po- ejemplo, con Fixogum, para evias el
secado de la muesta  duranie la

Evaporacion de la sonda

hibndagion.
Stringency wash buflor de baja  [Revisa 1a conoentracion del Stringency
concentracion wash buffer
S_u_'uc 0ness de S ac Prepare soluciones deshidrataciin frescos
viejas
Microszopo de fluorescencia ;. =
mal austado Ajuste corectaments
Utiice sets de filtros apropiados para fos
fluordloros de 1a sonda. Los sets de fitos
; de pase tiple progercionan mencs uz en
Serts de fitros uthzados i :
: comparacion con lcs sets de fitros de paso
INApropados

simple 0 coble. En consecuencia. las
senales pueden parscer mis débies
utlizandy estos sets de fitros de paso k.

Foto-danc de las sondas /
Nugrotoros

Realioe los pases de hbrdacon v lavaoo
enla oscundagd

18/09:2017
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Sefales de hibridacion cruzada; background (fondo) ruideso

Causa Pesible Accion

Uilkce solucones frescas; Compruebe la
Desparafinado incompleto d:mdén del desparafinado
Pretratamiento protedlitico muy |Reduzea ef tempo de incubacon de
fuere pepsina

Velumen de la sonda por area

Reduzca e volumen de la sonda por
seccian / drea, distnburr ta sonda gota a

Stk gota para evitar la concentracion local

Los portaobjelos se entnaron a ; L

tem ambiente artes de ‘ar;a:%ﬁera los portactietos rapdamente a
la hiondacén

Stringency wash buffer Revise b concerfracdn del Stnngency
demasiado concertrado Wash Buffer

Termnperatura de lavado despues

Compruebe la temperatura; Aumenie si es

de |a hibndacén demasiado bag| necesana

Deshidratacion de kos cortes
entre las elapas indviduales
de incubacién

Evite la deshidratacion sellando  los
portacbjetos y realizando 1a incubadion en
ambiente humedo

Morfologia ded tejfido degradiada

Causa Posible

PR

La muestra de células o

Optimice el tiempo de fracon y &l fiador o
aplique un paso ¢e fjacda posteror como

tejidos no na sido fiiada se descnbe en (‘procedimeento de ensayo’)
correctamente dal marual del  Zylolight FISH-Tissue
Im ion Ki
; Optmice el ternpo de ncubacion de
Pretratamiento pretedlingo no : : _
reakzads comeciamen pepsing, aumente O dsminya S s

necesanc

Secado insuficiente antes de ia
aplicasién de la sonda

Extienda el secado al dre

Nucleos superpuestos

Causa Posible

Accien

Espesor inapropiado de las
secoones de tejido

Prepare sacoones de 24 pm oon

{miendtome

Muestra flotanda fuera del portaobjetos

Causa Posble

Accién

Recubrimeento del portaoetos
inadecuack

Utlica cubreobjetos adecuados

Pretratameento proteclitco ) - _
{demasiadio fuerte Acante el tiempa de incubacon de pepsina
Contracoloracion dabil
Causa Posible Accion
corcentrad AP Use DAPYDuraTect-Sohtion (uhtra)
s onde {Prod. No. MT-0008-0.8) en su ugar
Tiempo deinaubaconcen DAPE |, ; ) ]
demasiago oo Ajustar el tempo de incubacian con DAPI
INDICACION AL CONSUMIDOR

1. Por cualquier mfornacon puede consultar al siguiente lekéfono
(011} 45554601 en &l horario d2 9.00 a 18.00 de Lunes a Viemes.
Personal de BIOARS SA. estara a westra disposicion.

2. La mercadena waa por cuenta y nesgo del destinatano. Todo
reciama serd atendido segun b prevee el “Manual de procedimiento
para reclamos téenicos v devolucidn de mencaderia” que BIOARS S.

Bremerhaven (Alemama).
Establecmiento Importador

Naconal N* 7028
Usc Profesional Excluswo
Centficado 008452

Establecmiento elaborador: ZytoVision GmbH, Fischkar 1, 27572

Cuudad Aurdnoma de Buenos Ares.
Dwector Téomco: Dra. Clauda E. Etchevés - Bioquinnca- Matricula

BIOARS SA - Estomba 951/%65 -

Autonzado por la ANMAT N
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PROYECTO DE ROTULOS EXTERNOS

Nombre del producto: '
1 ZytoLight Probes (Sondas ZytoLight ) — Familia: TUMORES SOLIDOS

transparente que permite ver el rotulo interno. En dicha bolsa viene el manual de instrucciones. Por lo

La forma de presentacién de las sondas son frascos rotulados que vienen dentro de una bolsa plastica
tanto. las sondas no tienen rétulos externos, solamente presenta el que viene colocado en los viales.

Establecimiento elaborador: ZytoVision GmbH, Fischkai 1, 27572 Bremerhaven (Alemania).
Establecimiento Importador: BIOARS S.A. — Estomba 961/965 — Ciudad Autdnoma de Buenos Aires.
Director Técnico: Dra. Claudia E. Etchevés - Bioquimica- Matricula Nacional N° 7028

Uso Profesional Exclusivo. Autorizado por la AN.M.A.T. N° Certificado: 008452

s
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PROYECTO DE ROTULOS INTERNOS

Nombre del producto:
ZytoLight Probes (Sondas ZytoLight ) — Familia: TUMORES SOLIDOS

XXX Getanr
ZVTOVSION &%

Penge

c G-—-’\\.':- Zytof_}'ght XXXXX Pelgre

(XOOKX)
(15,/4\ Xml
REF] XXX /%fs“c g
LOT| XXX 2¢¢ -

El nombre del producto (XXXXX), Volumen (X ml), Codigo/Ref.: (XXX), Marcacién: (XXXX) cambia para
cada producto. Ver Anexo con el listado con los nombres y volumenes de los mismos.

Ejemplo
[ ZytoLight SPEC TERT Dual Color Break Apart Probe
PL229 gelanr

ZYTOVSION ok

( €-—* P ZytoLight SPEC TERT Dual Paiaro
' Color Break Apart Probe

{:@& (greenforange)

0.05 mi
REF|z-2273-50 8°c g
LOT| P358-QF 1 e o

Establecimiento elaborador: ZytoVision GmbH, Fischkai 1, 27572 Bremerhaven (Alemania).
Establecimiento Importador: BIOARS S.A. — Estomba 961/965 — Ciudad Autbnoma de Buenos Aires.
Director Técnico: Dra. Claudia E. Etchevés - Bioguimica- Matricula Nacional N° 7028

Uso Profesional Exclusivo. Auterizade porla A.N.M.AT. N° Certificado: 008452 /‘
Zytolight; Producto ZytoVision .Familia Tumores solidos DJVZ/ /%/J/ L é/
Nl JR=t A.
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YTOVISION

ZytoLight
SPEC C19MC/19p13 Dual Color Probe

Z-2274-50 N/ 5(0.05mj)

Para la deteccion cualitativa de amplificaciones que involucran
el locus C19MC en la regién 19q13.42 mediante
hibridacién fluorescente in situ (FISH)

€3
(o]

Dispositivo médico de diagnostico in vitro
Segun la directiva de la UE 98/79/EC

1. Uso previsto

ZytoLight SPEC C19MC/19p13 Dual Color Probe (PL230) esla destinadoa la
deleccibn cualitativa de amplificaciones que involucran el locus C19MC en la
regién 19q13.42 en muestras fjadas en formalina e incluidas en parafina
mediante hibridacion fluorescente in situ (FISH). La sonda esta dsefiada para

ser ulilizada en combinacion con ZyloLight FiSHTissue Implementation Kit
(Prod. No. 2-2028-5/-20}.

La inferpretacion de los resultados debe hacerse dentro del contexto de la
historia clinica del paciente con respecto a los datos clinicos y patolégicos
adicionales de! paciente por un patélogo cualificado.

.2. Relevancia clinica

La regién del grupo de miARN C18MC comprende 46 genes de micro ARN que
codifican  microARN  policiicos  grandes  (miARN). Se han informado
amplificaciones de C19MC en entidades tumorales, como €l cancer de mama y
los carcinomas paratiroideos. Segun 1a dasificacién de la OMS de 2016 de los
tumores del sistema nenvioso central, la amplficacién de esta regidn define una
nueva enlidad de tumores embrionarios con rosetas de multiples capas (EMTR),
alterada por G19MC. La amplificacién de C19MC conduce a una sobreexpresion
de los MARN en esta region del grupo que impulsa la profiferacion celular,
promueve la supervivendia celular y aumenta a carcinogenicidad de las células,
fa que proporciona evidencia funcional de que los C18MC mIARN actian como
oncogenes,

Los ETMR con la amplificacion del grupo de C1SMC miARN son tumores
cercbrales raros que se presentan principalmente en bebés y nifios pequerios
que muestran una supervivencia general baja.

Por 1o tanto, la deteccion de la amplificacién del grupo de C19MC miARN por

hibridacién de fluorescenda in situ puede ser de importante relevancia en el
diagnéstico y el pronéstico.

Vers. 1.1 114

3. Principlodel ensayo

La técnica de hibridacién in situ por fluorescencia (FISH)
deleccién y visualizacién de secuencias especificas de acidos n
en preparadiones oelulares. Los fragmentos de DNA ma
fluorescentemente, las denominadas sondas FISH, y sus cadenas
DNA diana complementarias, en las preparaciones, se co-desnaturalizan
y posteriormente se vuelven a unir durante la hibridacion. Posteriormente,
los fragmentos de sonda inespecificos y no unidos se eliminan mediante
elapas de lavado rigurosas. Después de la contratincién del DNA con
DAPI, se visualizan fragmentos de sonda hibridados usando un
microscopio de fluorescencia equipado con fittros de excitacién y emision
especificos para los fluorocromos con los cuales los fragmentos de

' gsonda FISH han sido marcados directamente.

4. Reactivos suministrados

ZyloLight SPEC C19MC/19p13 Dual Color Probe esta compuesta por:
® Polinudedtidos marcados con ZyGreen (excitacion 503 nm/emision
528 nm) (~10.0 ng/yl), cuyas secuencias diana mapean en
19q13.42* (chr19:54,156,239-54,768,983) localizado en el
locus C1OMC (ver Fig. 1).

« Polinucledtidos marcados con ZyOrange (excitacion 547 nm
Jemision al 572 nm)({~4.5 ng/ul cuyas secuencias diana mapean en
19p13.3° (chr19:658,555-1,144,465) {ver Fig. 1).

« Buffer de hibridacidn a base de formamida

*according to Human Genome Assembly GRCh37/hg18

RH10185 STSGBE05919

M
—G15kb
— Tl

Con 4——  18g1342

RHS5727 RH120143

A
N

-4E5 Kb

T&! 44— 10p12.3 —_—Cun

Fig. 1: Amiba: Mapa de Sonda SPEC C19MC; Abajo: Mapa de sonda 19p13 (no a escala)
ZyloLight SPEC C19MCI19p13 Dual Color Probe esta disposible enuna
presentadion:

«  2-2274-50:0.05 ml (5 reacciones de 10 pl cada una)

6. Materiales requeridos, pero no suministrados

ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (Prod. No. Z-2028-5/-20)

Muestras de control positive y negativo

Poriaobjetos para microscoplo, cargados positivamente

Badlo de agua (37°C, 98°C)

Hibridador o placa caliente

Hibridador o camara de humedad en el homo de hibridacién

Pipetas ajustables (10 pl, 25 pl}

Jarras o bafios de tincion

Temporizador

Termoémetro calibrado

Etanol o alcoho! reactivo

Xiero

Agua desionizada o destiada

Cubrecbjetos (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)

Adhesivo de goma, e)., Fixogum Rubber Cement (Prod. No.

E-4005-50/-125) 0 similar.

. Microscopio de fluorescencia con  mantenimiento  adecuado
{400-1000x)

« Aceite de inmersion aprobado para microscopla de fluorescencia

»  Fillros apropiados

4 & % = 8 8 % 5 4 3 B & 3=
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6. Almacenamiento y manipulacién

Conservar a 2-8°C en posicion vertical y protegido de la luz.

Utilizar protegido de la luz. Volver a las condiciones de almacenamiento
inmediatamente después del uso. No utilice reactivos mas alla de la fecha de
caducidad indicada en la efiqueta. El dispositivo es estable hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta cuando se maneja adecuadamente.

7. Advertencias y precauciones

. Lea las instrucciones antes de usar

«  Noutiice los reactivos depues de haber alcanzado la fecha de caducdad

+  Este producio contiens sustancias (en bajas concentraciones y volimenes)
que son perjudiciales para la salud y potencialmente infecciosas. Evite
cualquier contacto directo con los reaclivos. Tome las medidas de
proteccion apropiadas (use guantes desechables, gafas protecloras y

prendas de aboratorio).

«  Silos readivos entran en contacto con la plel, enjuague inmediatamente
con abundante cantidad de agua.

»  Una hoja de datos de seguridad del material esta disponible a peticion del
usuario.

. No reutilice los reactivos

«  Evite la contaminacién cruzada de las muestras ya que esto puede dar lugar
a resultados endneos.

« La sonda no debe ser expuesta a la luz, especiaimente la luz fuerle,

durante un periodo de iempo mas largo, es decir, todos los pasos deben

ser logrados, en o posible, en la oscuridad y / o utilizando contenedores a

prueba de luz!

Indicaciones de peligro y precaucion:

B components determinante del pelgro es la formamida.

Danger
H351 Se sospacha que causa cancer
H380FD Puede afectar la fertiidad. Puede daar al feto.
H373 Puede causar dario a los érganos por exposicién prolongada
o repetida.

P201 Obtenga instrucciones especiales anles de usar
P202 No manipule hasta que se hayan leido y comprendido
todas las precauciones de seguridad
P2860 No aspirar el polvo/humo/gas/nieblafvapores/aerosal.
P280 Use guantes de proteccién/rapa de proteccion/proteccion

ocular y fadial.
P308+P313  En caso de exposicion o peligro, consulte a un médico.
P405 Almacene bajo lave

.8. Limitaciones

+ Parauso en diagndstico in vitro.

«  Sblo para uso profesional.

« Lalnterprelacion clinica de cualquier tincién positiva, o su ausendia, debe
realizarse dentro del contexio de la historia clinica, morlologia, otros
crilerios histopatoldgicos y otras pruebas diagnosticas. Es responsabilidad
da un patdlogo calificado familiarizarse con las sondas FISH, reactivos,
paneles da diagndstico y métodos utilizados para producir la preparagién
tefiida. La tincién debe realizarse en un laboratorio certificado y con
licencia bajo la supervision de un patélogo responsable de revisar las
muestras terlidas y asegurar la idoneidad de los controles positivos y
negativos.

. Latincién de la muestra, especialments la intensidad de la sefial y la tincién
de fondo, depende de la manipulacién y procesamiento de la muestra antes
de la tindién. La incomecta fijacion, congelacion, descongelacidn, lavado,
secado, calentamiento, seccionamiento ¢ contaminacidn con  otros
especimenes o fluidos pueden producir artefactos o resuitados falsos. Los
resultados inconsistentes pueden resultar de las variaciones en los métodos
de fijacién y de indusién, asi como de las imegularidades inherentes dentro
de la muestra.

« Lasonda debe utilizarse Gnicamente para detectar los loci descritos en
4. "Reactivos suministrados™.

Vers. 1.1
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El rendimiento se validé utiizando los procedimientos descritos en estas
instrucciones de uso. Las modificaciones a estos procedimientos pueden
alterar el rendimiento y tienen que ser validados por el usuario.

9. Sustancias interferentes

Las células sanguineas presentes en la muestra pueden exhibir
autofluorescencia que dificulle el reconocimiento de la sefial.

Los siguientes fijadores son incompatibles con FISH:
Fijador de Bouin

Fijador B5

Fijadores &cidos {por ejemplo, &cido picrico)
Fijador de Zenker

Alcaholes (cuando se utilizan solos)

Cloruro de mercurio

Fijader Formaldehido/zinc

Fijader de Hollande

Formalina no-tamponada

P e ]

10. Preparacion de las muestras

Recomendaciones:

. Fijacion en formol tamponado neutro al 10% durante 24 h a
temperatura ambiente (18-25°C).

Tamafio de la muestra < 0.5 cm3.

Utilice parafina de primera calidad.

La inclusién debe realizarse a temperaturas inferiores a 65 ° C.
Prepare secciones de micrétomo de 2-4 pm.

Utilice portaobjetos de microscoplo con carga positiva.

Fije durante 2-16 h a 50-60 ° C.

= = s % o .

11. Tratamiento preparatorio del dispositivo

El producto estd listo para usar. No se requiere reconstitucion, mezcla o
dilucién. Llevar la sonda a temperalura ambiente (18-25 ° C) antes de usar,
protegeria de la luz. Antes de abrir el vial, mezcle agitando con vériex y
centrifugue brevemente.

12. Procedimiento del ensayo

Pretratamiento de la muestra

Realice el pretratamiento de la muestra (desparafinado, protedlisis) de acuerdo
con las instrucciones de uso del ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit
Desnaturallzacién e hibridacién

1. Pipetes 10 plde la sonda sobre cada muestra tratada previamentz

2. Cubra las muestras con un cubrecbletos de 22 mm x 22 mm {evite las
burbujas atrapadas) y selle el cubreobjetos

Sa recomienda ¢l uso de adhesivo de goma para el sellado.

3. Cologue los portaobjetos sobre una placa caliente o un hibridador
y desnaturalice las muesiras por 10 min a 75°C.

4. Transfiera los portaobjetos a una camara de humedad e hibridice
durante toda la noche a 37 ° C (por ejemplo, en un homo de
hibridacién).

Es esencial que las muestras no se ssquen durante el paso de

hibndacién.

Post-hibridacién

Realice el procesamiento de post-hibridacién (Javado, contratincion,

microcospla de fluarescencia de acuerdo con las instrucdones de uso del

ZytoLight FISH-Ti Im

13. Interpretacion de los resultados

Con el uso del set de firos apropiados, las seflales de hibridadion de la sonda
seran de color verde {C19MC region) y naranja (18p13.3).

Situacién normal: en las interfases de las células normales o células sin
aberraciones del cromosoma 19, aparecen dos sefiales verdes (C19MC) y
dos sefiales naranja (19p13.3) {verFig. 2).

Situacion andémala: en células con amplificacién C19MC, serd visible un

nimero incrementado de sefiales verdes especificas de genes o grupos
de sefiales verdes (ver Fig. 2).
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Nivel bajo d ampiicackén
Células normales deC19MC

Fig. 2: Resulados esperados en nuceos nomales y ancmalos

Se puede observar otra distribucion de la sefial en algunas muestras anormales,

lo que podria dar como resutade un patrén de sefial diferente al descrilo

anteriormente, que indica reordenamientos variantes. Patrones de sefial

inesperados deben ser investigados mas a fondo

Tenerencuenta:

» Debido a la comatina descondensada, las seflales FISH individuales
pueden aparecer como pequefios grupos de sefales. Por lo tanto, dos o
tres sefales del mismo lamafio, separadas por una distancia = 1
diametro de la seAal, deben conlarse como una sefal.

« No avalie los nucleos superpuestos.,

« No cuente los niicleos sobre-digeridos (reconocidos por las areas oscuras
visibles dentro de los nicleos).

« No cuente nideos con fuere auto-fluorescencia, lo que dificulta el
reconocimiento de la sefial.

« Un resultado negativo o inespecifico puede ser causado por muitiples
factores (véase el capitulo 17).

+ Con el fin de interpretar corectamente los resultados, el usuario debe
validar este producto antes de su uso en los procedimientos de diagndstico
de acuerdo con directrices nacionales y / o intemacionales.

Nivel bajo de
Wlﬁcaud'IdBCWMC

14. Procedimientos de Control de Calidad Recomendados

Con el fin de monitorear el desempefo comeclo de los especimenes
procesados y los reactivos de prueba, cada ensayo debe ir acompaiiado de
controles internos y extemnos. Si los controles inlemos y / o externos fallan en
demostrar la tincion apropiada, los resultados con las muestras del paciente
deben ser considerados invalidos.

Control interno: Células no neoplésicas dentro de la muestra que exhiben
patrén de sefal normal, por ejemplo, fibroblastos.

Control extemo: Muestras de control positivas y negativas validadas.

15. Caracteristicas de desempeiio

Preclsién: La localizacién de la hibridacién de la sonda se evalud sobre la
extensidn de la metafase de un vardn cariotipicamente normal. En todas las
muestras probadas, la sonda se hibridé Unicamente con los loci esperados. No se
observaron sefialas adicionales o hibridaciones cruzadas. Por o tanto, la precisién
calculada fue del 100%.

.‘;ensibllldad analitica: Para la evaluacion de la sensibilidad analitica, la sonda se

evalud sobre la extensién metafase de varones cariotipicamente normales. Todos
tos niclecs mostraron el patrén de sefial normal en todas las muestras ensayadas.
Por lo tanto, la sensibilidad analitica calculada fue del 100%

Especificidad analitica: Para la evaluacidn de la especificidad analitica, la sonda
se evalud sobre la extensién de la metafase de varones cariotipicamente nommales.
En todos los especimenes probados, todas las sefiales se hibridaron unicamente
con Ios loci objetivos esperados y no en otros loci. Por lo tanto, 1a especificidad
analitica calculada fue del 100%.

16. Eliminacion de desechos
La efiminacién de los reactivos debe realizarse de acuerdo con la normnativa local.

Vers. 1.1 314

17. Solucion de problemas

Cualquier desviacion de las i

Sefales débies o ninguna sefia

7

nstrucciones de operacién pued

| en absoluto

[+ e
a resultados de tincién inferior o a ninguna tincion en absoluto,\\f?

No hay secuencias objetivo
disponibles

Accién

Usar controles apropiados

La muestra de células o
tejidos no ha sido fijada

Optimice el tiempo de fijacién y el fijador
o aplique un paso posterior a la fijacién

no realizado comrectamente

correctamente como se describe en el “procedimienta
de ensayo” del manual de_ZyioLight
EISH-Tissue Implementalion Kil

Incomrecto pretratamiento Compruebe 1a temperatura de todos los

térmico, hibridadién, protedlisis, | disposilivos técnicos utilizados, ulilizando

desnaturalizacion o un termémetro calibrado

temperatura de lavado riguroso

Pretratamiento proteolitico Optimice e iempo de incubacién de pepsina,

aumenta o disminuya si es necesano

Evaporacidn de la sonda Cuando se utiiza un hibddador, el uso
de 1as franjas himedas / tanques llenos
de agua es obligatorio. Cuando se utiiza
un homo de hibridacidn, se requiere el
uso de una cdmara de humedad.
Ademas, el cubrecbjetos debe sellarse
completamente, por  efemplo, con
Fixogum, para evitar e secade de la
muestra durante la hibridacién.

Stringency wash buffer de baja |Revise la concentracién del Stingency

concentradion wash buffer

Soluciones de deshidratadén | Prepare soluciones frescas

Mnu'o:e»oopio de fluorescencia Ajuste comectamente

mal ajustado

Sets de fitras Wiizados Utiice sets de fitros aproplados para los

— fuordforos de la sonda. Los sets de fitros de

propiados paso biple proporconan mencs kz en
comparadon con los sets de filres de paso
simple o doble. En consecuenda, kas sefales
pueden parecer mas débles uliizando estos
sets de fitros de paso triple.

Foto-dafio da las sondas / Realice los pasos de hibridadidn y lavado

fluordforos en la oscuridad

Sefiales de hbrdacion cruzada, fonde (background) alto

Causa posiie Acgion _

Utiice soluciones frescas; Compruebe la

Desparafinado incompleto duracién del desparafinado P

Pretratamiento proteoliico muy | Reduzca el tiempo de incubacién de
fuerte pepsina

sonda Reduzca el volumen de la sonda por
ﬁggai POr&rea | cecribn / area, distibuya la sonda gota a

gota para evitar la concentracién local

Los portaobjetos se enfiiaron a ]
temperatura amblente antes de ;{’a?‘.(‘a:ﬂera fos portaobjetos répidamente a
la Hxidacis
Stringency wash buffer Revise la concentracin del Stringency
demasiado concentrado Wash Buffer

Temperatura de lavado después

Compruebe la temperatura; Aumente si es

de la hibridacion demasiado baja necesario

Deshidratacién de los cortes
entre las etapas individuales
de incubacitn

Evile la deshidratacién sellando Jos
portactietos y realizando la incubacion en
ambiente himedo
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Morfologia ddl lejido degradada
Causa pasbie : Accion f ;
Optimice el tiempo de fjacion y el fjador
La mueslra de células o aplique un paso de fjacion posterior como se
tejidos no ha sido fijada describe en (“procedimiento de ensayo”) del
comectamente manual del ZytoLight FISH-Tissue
Implementation Kit

Pretralamiento proteclitico no |Optimice el tempo de incubacion de pepsing,
realizado corectamente aumente o disminuya si es necesario

Secado insuficiente antes de
la aplicacién de la sonda
Nucleos superpuestos
Causa postle | Acdién
Espesor inapropiado de las
secdones de tejido

Extienda el secado al aire

Prepare sectiones de 2-4 pm con micrilomo

Muestra fiolando fuera del portaobjetos

Causa posbie Accion

Recubrimiento del ; : I

portaobjetos inadecuado Lilcacbmdbyion

Zen?w i 9 pl oleailic Acorte el tempo de incubacién de pepsina
. Contracoloracion débit

Causa posible Accion ;

: i Use DAPVDuraTect-Solution (ultra)

Baja concentradonde DAP | 5oy No, MT-0008-0.8) en sulugar

Vit wmwmammmwmdﬁnmnmﬁ

18. Bibliografia

Kievits T, et al. (1990) Cytogenet Cell Genet 53: 134-6.

Li M, et al. (2009) Cancer Cell 16: 533-46.

Louis DN, et al, (2016) Acta Neurcpathol 131: 803-20.

Spence T, et al. (2014) Neuro Oncol 16: 62-71.

Spence T, et al. (2014) Acta Neuropatho! 128: 291-303.

Vaira V, et al. (2012} J Mol Endocrinol 49: 115-24.

Wikinson DG: In Situ Hybridization, A Practical Approach, Oxford
University Press (1992) ISBN 0 19 963327 4.

s » & 8 = = =

Our experts are available to answer your questions.
Please contact helptech@zvtovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Germany
Phone; +49 471 4832-300
Fax: +49 471 4832-509

www.zylovision.com
Email;_info@zytovision.com

Trademarks:
Zytovision® and ZytoLight ® are trademarks of ZytoVision GmbH.

Vers. 1.1 414 /] 7 2310017

sl B A
IF-2019-905_8-203QﬁRN:.dN_,PM#ANMAT
—p /f fJ/ e A
A e 5.8,

Agi 400, CLAUDIA ETCHEVES
Pagma 10de 10 MIRFCINR TECNCO



Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2019 - Afio de la Exportaci6n

Hoja Adicional de Firmas
Anexo

Numero: IF-2019-90582039-APN-DNPM#ANMAT

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Viernes 4 de Octubre de 2019

Referencia: 3110-5448-18-7

El documento fue importado por el sistema GEDO con un total de 10 pagina/s.

Digitally signed by GESTION DOCUMENTAL ELECTRONICA - GDE
Date: 2019.10.04 15:42:02 -03:.00

Mariano Pablo Manenti

Jefel

Direccion Nacional de Productos Médicos

Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica

Digitally signed by GESTION DOCUMENTAL
ELECTRONICA - GDE
Date: 2019.10.04 15:42:04 -03:00



