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Disposición

Número: 

Referencia: 1-47-3110-6742/17-6

 
                                                        

VISTO el expediente Nº  1-47-3110-6742/17-6 del Registro de la Administración Nacional de
Medicamentos Alimentos y Tecnología Medica y,

 

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma ABOTT LABORATORIES ARGENTINA S.A. solicita
autorización para la venta a laboratorios de análisis clínicos del Producto para diagnóstico de uso “in vitro”
denominado: VYSIS ESOPHAGEAL FISH Probe Kit (Ref. 4N19-20).

Que en el expediente de referencia  consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos para
Diagnóstico que establece que los productos reúnen las condiciones de aptitud requeridas para su
autorización.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley Nº 16.463, Resolución Ministerial Nº
145/98  y Disposición ANMAT Nº  2674/99.

Que la Dirección Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervención de su competencia.

Que corresponde autorizar la inscripción en el RPPTM del producto médico objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los Decretos Nº 1490/92 y sus
modificatorios.

                 

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA



D I S P O N E:

ARTÍCULO 1º.- Autorizase la inscripción en el Registro Nacional de Productores y Productos de
Tecnología Médica (RPPTM) de la Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología
Médica (ANMAT) del producto médico para diagnóstico de uso in vitro denominado: VYSIS
ESOPHAGEAL FISH Probe Kit (Ref. 4N19-20), de acuerdo a lo solicitado por la firma ABBOTT
LABORATORIES ARGENTINA S.A. con los datos característicos que figuran al pie de la presente.

ARTICULO 2º.- Autorícense los textos de los proyectos de rótulos y Manual de Instrucciones que obran en
el documento Nº IF-2019-41728898-APN-DNPM#ANMAT.

ARTÍCULO 3º.- En los rótulos e instrucciones de uso autorizados deberá figurar la leyenda “Autorizado
por la ANMAT PM-39-647”, con exclusión de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTÍCULO 4º.- Extiéndase el Certificado de Autorización e Inscripción en el RPPTM con los datos
característicos mencionados en esta Disposición.

ARTÍCULO 5º.- Regístrese. Inscríbase en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnología
Médica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifíquese al interesado, haciéndole
entrega de la presente Disposición, conjuntamente con rótulos e instrucciones de uso autorizados y el
Certificado mencionado en el artículo 4°. Gírese a la Dirección de Gestión de Información Técnica a los
fines de confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archívese.

 

 

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre comercial: VYSIS ESOPHAGEAL FISH Probe Kit (Ref. 4N19-20).

INDICACIÓN DE USO: ENSAYO DISEÑADO PARA DETECTAR EL NÚMERO DE COPIAS DE
LOS LOCUS ERBB2 (17q12), p16 (9p21), MYC (8q24) y ZNF217 (20q 13.2) MEDIANTE
HIBRIDACIÓN IN SITU POR FLUORESCENCIA (FISH) EN MUESTRAS DE CITOLOGÍA
(CEPILLADO ESOFÁGICO) Y EN MUESTRAS DE TEJIDO ESOFÁGICO EMBEBIDAS EN
PARAFINA Y FIJADAS CON FORMOL (EPFF).

FORMA DE PRESENTACIÓN: Envases conteniendo: 1 vial x 200 µl.

PERIODO DE VIDA ÚTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACIÓN: 12 (DOCE) MESES, desde la
fecha de elaboración conservado entre -25 y -15 ºC.

NOMBRE Y DIRECCIÓN DEL FABRICANTE: ABBOTT MOLECULAR Inc. 1300 East Touhy
Avenue. Des Plaines, IL 60018. (USA).

 

Expediente Nº 1-47-3110-6742/17-6
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SOBRERRÓTUtO

IMPORTADO Y DISTRIBUIDO POR:

ABBOTT LABORATORIES ARGENTINA S.A

ING, BUTTY 240, PISO 12, C1OO1AFB

CIUDAD AUTONOMA DE BUENOS AIRES, ARGENTINA

DIRECTOR TÉCNICO: Farm. Mónica E. Yoshida M.N. N" 11.282

AUTORIZADO POR A.N.M.A.T PM.I9.647
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Vysis Esophageal
FISH Probe Kit
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Símbolos ullllzados

Númoo de rcfercncla

Númers de lotg

Producto sanitario parE diagnóslico ,;? y-h

L¡mltaclón de temperatura
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P€lEro

Riesgos biológicos

Precaución. consúlt€nso los documsnlos Bdjunlos

E Fecha de caducidad

Coñsule las inslrucciones de uso

Feplesañlanle autorllado en la Unión Euopea
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REF 4N19-20

84N193
G4-77O71R03

La inierpretación de los resuhsdos FISH se debs realizar uiil¡zando
controles y técnicas d€ análisis ádecuadosl2 asi como teniendo en
cuenta otos dalos clínicos y do diagnóstico,

Vys's Esophagaal FISH ProbB Kit conli€ns sondas d€ ácido nucleico
ñarcadas coñ fluorgsceñcia pala s!, uso en oñsayos de hibridáción
/n s/tu con mueslras de cilologfE de c6pillado esofágrco fijadas en
portaobj€los o €n mus§lras ds leiido ssolágico humaño Iiiadas con
lormoly embebidas 9n paÉf'na, Vysis Esophageal FISH Probe Kh es
úná me¡cla de 4 sondas de secuoncias de DNA cada una d€ sllas
marcads con un color dil€rEnl€.

Las sondas eslán premezcladas en láñpóñ de hlbrbaclón par¿ que

sea más fácrt su manelo- El DNA bloqueante sin marcar lsmbién esÉ
incluido €n las sondas pa¡a suprimk s€cuencias contenidas en los locus
diana comunes a olros cromosomas. Una vez hibldá(bs y üsualizados,
elás soñdas proporcionan hlormación sobro el númsrc d€ copias de

La sonda ERBB2 está marcada con SpoclíJmGreen y cubre
aproximadamenle una región de 226 kb (chr17i350u67815230380
March 2006 UCSC Hunan Ganome Brú*set) que abarca él gen
EBBBz completo gn el comosoma 17- La sondá pl8 alá marcadá
coñ Spoctrum8ed y cubre aprorlmadamente una rsgión de 222 kb
(chr9:2lrrA063- 2200116S March 2006 UCSC Human Genome BrowséO
que abarca el gen pl6 complelo en ol cromosoma 9, asícomo las
r€glones adyacenles- L¿ sonda MYC está msrcada con SpeclrumAqua
y cubrs aproximadamodo una r8gión de 82'l kb (chr8l284il2540-
128253747 March m06 UCSC Human Génoñe Brcílse4 que abarca
el gen MYC complalo en el cromosoma I, a6í corro IBS r€gionss
adyacs ss. La sonda ZNF217 osrá marcada con Spectrumcold y cub.e
apoximadamede uria regóñ do 493 kb ( chr20:51 ,4'11 ,1 18-51 ,8/14,324
Merch tuO6 UCSC Human oenorne Amwser) que abarca el gen ZNF217
compl€to en el crcmosoma 20, asf como las regiones adyacentes,

o FINALIDAD DE USO
Vysis Esophageal FISH Probe Kit psrmit€ deleclar sl ñúrnero de
cop¡as de los locus ERBBz (17q12), plE (9p21), M\rc lgq24l y ZNF¡,T
(2!q13.2) por hibridación ia slilu por fhrorcscencla (FISH) en muestras

de ctologfa (cepillado esoláglco) y sn mus$ras d€ tejido osolágico
embsbidas en paralina y lijadas con formol (EPFf).

REÍiUMEN Y ExPLrcActóN DEL ENSAYo
vysis Esophageal FISH Probe Klt üllEa 4 sondas especlficas dal
locus (LSl) para identificsr las modificacion€s €n el númBro d€ copiás
d€ los locus cromosómicos EBBBz (17q12), plE (9p2'l). MYC (8q24)
y ZNF217 (20q13.2), con uñ onsayo FISH mulrlcolor- La displasia y
el adenocarclnomá de esófago (EAC) en paci€nl€s con ssófago de
Barron (BE) se han asociado con estos 4 locus.1,2 Se cree que el
BE incrementa el riesgo de EAC,q. El ¡ñcrcmento de la ¡nc¡dencia de
ssta afección prsmaligna se ha vinculado a uñ áumento rápido do la

incidencia de adeñocarcinoma de esófago en los palses de Europa

occrdenlal, Canadá y EE. lJlr.tT L-s incdencia de EAC ha crocido a

tal v€locidad quo sobrepasa a cualquier otro cáncet, óel4% al 10%

anualmente duránlé las únimas 2 décadas, mienlrE§ que la tasa de
suporvlvenc¡a de 5 años sigu€ sisndo inferior ál '1096.'.e

DEscBrPcróN DE tá soNDA
que permite la visualización de secuencias

ácldo lcas sn uoa preparación celular. En
ular, la ¡¡ sr¡u 9or lluorescenc¡a incluy€ 16 hlb dación

lanneatiñgl de uná sonda d6 D¡lA monocEl€naria marcada
con secuéñcias complemenrarias a la diañ4. La

hibridacióñ con la reglón del DNA cel'rlar Ée vtsualiza
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SoMa Lsl ZÍtfl? SpeDtumcold

F17q12 LSI ERBB2
§peclrumufeen

Lgp2'l LSIp16
'SpectrumRed

humaño o polencialm€nls nfscciosos. Al no ex¡ln métodos de análisB
qu€ garanlicen la inocuidad ds matanálos d6 orE6n humano o de

m¡croorganismos inacllvados, eslos roactivos y las muestras human¿ts

deben mane¡aBe como mat€risles inl€cciosos 6n conform¡dad con
las nslrucciones sspscilicadas 6ñ las publicaciongs Eiosafety ln

Micmbiologicál and 8¡omedical Laboralo¿os,tr OSHA Slandards on

Bloodborne lhogens,ls cLsl Documenl M20-A3!E y otrBs práclicas de

blosoguridad apropEdas.T Todos los malerial€s ds 0r¡16ñ humano se
d€ben consi{rorar inlecciosos.

Estas precaucDnes incluyon, emre otras, las siguienles:

' l.lss guanlss al mánejar las mueslGs o los reactivos.

. No pipslee coñ la boca.

. No coma, bsba, lurño, aplique cosmélicos n¡ manipule lenles de

conlaclo en áreas donde se t¡ábala con eslos matofial€s.
. Limpis y desinfocte las sálpicáduras de las mueslras con un

des¡nlectante tuberculicida como hipoclorho de sodio al 1,0% u otro

des¡nleclanto ad€cuado. x
. Dsscontamins y dosoche todo el malerial polencialmenle

conEminado de acuerdo coñ la normaliva vigente.T

Op€rac¡odeiesgosBCoñsulle
deseasivP2000Abbotl
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Psl¡gro
Coñponcnles prllg[gsos a lñdlcár cñ cletlquetadol

H3E0 Puede perjudlcar la ienilidad o dañar sl ,€to.

P2O1 Pedir inslruccionas espoc'alos anles del uso.

P2C2 No manipular la susláñcia anles de haber
leído y comprondi(b todas las lnslrucciones de
seguridad.

Pz8l Ulilizar el equlpo de prctección indivdual
oblEalorio.

P308+P53 EN C SO DE exposición manliBsls o prssunla:
consuhar a un médico.

P4O5 Guardar baio llave.

PsOl Eliñfñ6ns6 los r€slduos del producto y sus
rccipientés con todss las pEcauciones posibles.
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REACTIVOS
1. Vy.l.I.sl EñBB2 (l7ql2) SGn/p16 (9p21) SRi MIE (8q24) SA/

zNF2l7 (20q13.2) SGd Prob. (l{úrñéro cl. rricr.ncl.: 30-231030)

(200 !l por tubo). Cada tubo contiene sonda de DNA marcada con
lluoróloro y D¡l,A bloqueañe en sulisto d€ denlEno, formamida y SSC

lpH 7,0). Esle coni'r o ds sondas se prÉme¡cla en el lampón dé

hibri{ración.

ALMACENAMIENTO

_20q13.2 LSlZNF2lT
SpectrumGold

_8q24 LSI MYC
SpectrumAqua

-15'c Vysis Esophaqeal FISH Probe Kil debe almacsnarss a

-2O C (t5 C), prcl€gido de la luz.

Decl¡raclón aobrc la. tlcha3 da dttos ds ssgurldad: las f,chas de

dalos de seguridad contrenan ¡nformación imporlanlo rclaliva al mane,o

s6guro. el rfEnsporle y la sliminációñ de este pfoduclo.

NOTA: rxlslGn tlchá. d6 datos de srgurldad (MSDS) para todos los
Teacllvos su,lrlnlstrado3 con ssto! cqulpo3, dlsPonlbl.s cn cl
Conlm d. Aslstoñcla Técnlcr do Abboll Molccula¿

Vysis Esophageal FISH Probe Kii eslá dlseñado para ssr utilizado

con mus§ilEs ds clologia de c6pilhdo esolágico y en mueslras
ds teiido €sofág¡co humano embeDidas en parcfina y liiadas con
lormol. Todas las muestras biológicas deben ser mañejadas como
Egent€ polsncialmsnle iñleccioso, Fallos en los procedimlenlos de

dosnaruralizac¡ón del portaobielos, hibridación y dBtscción pusdon dar

resultados ¡nac€plabl€s o erróneos. Las condiciones de hib dación
puedsn verss alectadas ñegat¡vamente por el uso de oiros reaclivos
que no sean los suminBlrados por Abbott Molecular lnc, Es im@rta e

un almacenamiento adecuado d€ los componeñles del equlpo pafa

s§sgufaf €l phzo d6 conseryacidn inücado en el ethu€tado. Los

rÉsullados dol 6nsayo se pueden vsr afsclados si los componenles del

6qúlpo se almac€nan a otras cond¡cione§.

Vys¡s Esophageal FISH Probe Kh contiens lormsmida. que es

tÉratógena. Eüle el contacto con la pi6ly las mucosas, so preosan

termóm€tros calibrado§ paÉ medn la brnperalura de solucionss, baños

de agua e incubádores. Vsriiiqu€ si€mpre la lemperalur¿ de la solución

de prstEtamienlo y de los tampongs do lavado anies ds cada uso.

midiendo la remperatuÉ de 16 golución Bn la jarE ds Coplin con un

termómetro calibrado y limpio. Todos los malsíálos pellgrosos deben
dssechárse de acuerdo coñ la normaliva vi¡€nt€ sobr€ suslancias

Oascomposlclóñ; los lluoróforos son ,otosons¡bles. Pala €ülar
la descomposicón, man€je las soluciones y los portaobjelos quo

conlengan fluoróloros €n coñd¡ciones de luz roduclda- Ll6ve a

CONDICIONES PARA EL TRANSPORTE
Vysis Esophágeal FISH Prcba K se lranspona en niev€ carbónica.

Si rEcrbe algún reacllvo qus no cumpl€ con las recomendac¡ones de
la etiqueta o eslá dañádo, póngas€ en contáclo con el Seruicio de

Asistencia Técnica de Abboll Molecular.

ADVERTENOAS Y PRECAUCIONES
3¡nltáflo para dlrgnóllco r,, vrlro

(t7q12) Scn/pr6 (9p21) SB/MI§ (8q2a) S /ZNF2í7
(20ql3,2)

Ri€rgos en el Manual de Operaclones del slst€ma

cabo lodos los Dasos quÉ ño roqule ran luz. tal€s como perjodos de

incuDacldn y lwados, en la oscuridad.

Obscrv¡clonaa dur.ñ16 cl uso, descongele
los feáclh/os a tempslalu¡B ambi€nte centrlfugue cada
lubo de 2 a 3 sogundos con una

2

Consuh€
si desea más lnformacidn sobrB las precauc¡oñes de

¡ruga.



o

PROCEDIMIEMTO

Materiáles necesárlos
. Wsls Esophageal FISH Probs Xil (€quipo de soñdas) (nÚmerc de

lsferencia ,tN'19-20)

Malerioleg nece§arios paro no suñlnlstredos
Eduloo ds labolEto,lo

. lnslrumentoThefmoBrile

' lncubador de aire/esrufa/placa calienle (54'C a 68'C)
. MÉroscopio ds fluoroscencia equipado con lillros recornondados

(coñsuhe el apartado Microscopio y acc*orios)
. Podaobistos do vidrio paÉ microscopio limp¡os y cargados

. CubEobjelos de edrio de 22 mmx22 mm

. M¡crcpip€las (1 tl a 10 ul) y puntas de prpela estérlles

. fuDos de pohplop¡lsno para microc€ntrlfuga (0,5 ml o 1,5 ml)

. Agitadbr rnagnético

. Pfobetia gñúuada

. Baños de agua clrculanles (37'C, 74 C y 80'C).
NOTA: lo3 brños ds agus lsrmostátlcos no 3umln¡slr¿n un conlrol

¡decuado da b t.mpúralue para báño3 de agua a allás
lcñp6ñalufa!.

. Baño de agua purlllcada (40 C s 45 c)

. Punta de diamanre

. JerlnSa desechable (5 ml)

. Jarr¿s de Coplln (12 mlx50 ml);tipo propussto: númoro del
poducto Whearon 9005¡0 iarra ds tincióñ verical

. Tarmóm€lro calibrado

. caja d6 ponaobiglos con lapa para mlcroscopio o carpetas ds
carlón pam poñaobjotos

. P€háchlmelro y tiras react as pará pH de marg€n eslr€cho

. vP2000
IIOTA: .l pólocob.lcl VP2000 uÉará ol mlsmo oqulpo con

slcspclón d€ laE iánis clú Coplh.

F¿rcdvos dol laborEtorlo

. Etanol (100%)

. 20X SSC (númsro ds rElEr6ncia: 2J1032 o oquNálente)

. NP-4O (númerc de relerEncia: 7J05-01 o equivalente)

. Formol lamponado neutrc al 10% pH 8,8 a 7,2 a 25 C (Grado del
róaclivo: pala la líación de muestras anatomopatológicas)

. HCI

. NaOH

. Adhesivo de caucho

. Aceite de inmersión adecuado para uñ microscopio de lluoresceñciá

EEE
. HomoD€ (o equivalente, 9. ej., d-liñoneno o xileno)
. Ijñción d€ conrlast€ DAPI I (ñúmerc d€ rÉloroñciá: 6J¿tg-0r)
. Prcteasá (p€psins, UsB, 3 000 uñidades/mg a 4 000 unldada§/mg)
. r€r 0,1 N

Citoloola

. Tlncón d6 coñtrasle DAPI ll (núm€ro ds rofsr6ncia: GJ5o-0'1)

. FISH Prcrrcalmenl Beagent Kit (equipo de r€sctivDs ds
pferraraml€nto) (númem d€ relsrencia: 2J0932) o

. Proleasa (pápsina, Amr6sco)

. HCI 0,0'l N

. lX Solución salina eñ lampón foslálo (1X PBS), pH 7,4

. MsCl, (2M)

Mlcroscoplo y acceso os
Mlcrgscoglo: es ñecesárlo uñ microscopio de epilluoro§cáñcia para

obseMar los resuhados d€ la hibridáción. Sitiene a disposición un

deb6 inspecclonarlo para comprobEr quo
y aseguEfse de que la üsualización de las

I{OIA:

de too vatlos. Regisirs sl númsro ds horas que ha estado €n

luncionsmisnro la bombilla y sustitúyala añtos do transcurrido €l li€mpo
indicado- Asegúrss6 do que la lámpara eslá alineada adscuadam6nl€,

Obletlyoo: utilice obistivos acromáricos de ¡nmersióñ on acollo
para fluorescenciá con aperluras numéricas ¡ 0,75 cuando ulilice
uñ m¡cfbscoplo con una lámpara ds mefcurio de 100 valios o ung
lámpam de larua duEcitn ds 100 vatios. un objelivo de /tO aúmontos,

combiñado con ocular€s d€ 10 aumenlog, resulta adecuqdo pafE sl
barido de la mueglra y selecconar las rsgionss párá 6l recuenlo. Sg
d€b€n uÉar objstivDs acromáticos de ¡nmsrs¡óñ €n acele de 63 o 100

aumeñlos oala la ováluacóñ de los porlBobiotos.

Acelte de lñrñ¿{slón: el scehe ds inm€rsión que se emplee con
obj€tivEs d€ ¡nm€rsión debe eslar lormulado para aulolluorescencia bala
y para su util¡zación ospecfllca en microscopfa ds fluorBscencia.

FlÍros: la hibri{ración do las soñdas LSI EFEEz (17qr2) Scn/pl6 (gpa)
SR/MYC (8q24) SA/ZNFA7 (20q13.2) SOd a sus regron€s diana ss
marcá con una señal de lluorescencla verde, fo¡a, aguamariña y orc,
fespectvamente. El fEsio d€ Dl{A pfEsentará lh/ofoscéncio azul con

h t¡ñción DAPI. Abbol Molecular dispone de coniunlos d€ fihrDs d€
paso de bánda slmple dplimos parB la mayoria dá los modelos de
microscopio ds fluorescencia para el uso con los equlpos de sondas
LSI DNA.

Los conjuntos d€ lillros recomeñdados para las sondas Vysis

Esophageal FISH Proba Kil son lás de paso de banda simpl€ t»Pl.
d6 paso d6 banda simpla C¡re€n (vBrde), ds paso do banda simp¡e
R€d (rojo), ds paso d€ báñd6 simple Aqua (aguamarlna) y de paso de

banda simplo Gold (orc).

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO PARA MUESTRAS
EMBEBIDAS EN PARAFINA Y FIJADAS CON FORMOL
(EPr)
Preparecióñ de loa reactlvos
NO[A: mld. r lrmp6relura ámblcñtc el pH ds la¡ sotuclon€3 quB

rsf lo lndlqu.n. Sl ño Bs lndlcs lo conln do, utlllcl uñ
Pshschímoto Eoñ un rl.ctrodo dG vldrlo.

Sol¡clóñ 20X ssc
Añáds 132 g de 20X SSC a rl{lo ñl de agua purificada. Mezcle b¡en.

Añada agua purilicada hasla conseguir uñ volumsn lolal ds 500 ml,

Mezcle y liltre con un lihro d6 0.45 Um. Almacáñose a temperalu.a
ambi€nt6. D€sechs la solucióñ pasados 6 meses, o si ésla presenla uñ

asp€cto turbio o contamiñado,
Soluclón d¿ orellEtañl¿ñto lX SSC

Añada 50 ml de 20X SSC a 900 ml de agus purlicsda. Mszcle bien.

Mida el pH y aiústelo a pH 8,3j0,2 con NaOH o HCl. Añada agua
puriiicada hasra alcañzar un lolumen tolal do 1 lrtrc. Mezcle y iihre con
un ,illro de 0,45 Brñ. Almacénese a lemperalura ambi€nts. Dosech6 h
solución una ve2 pasados 6 messs, o s¡ ésla presenla un aspeclo turbio

Soluclono¡ d. .ltñol170%- a5%. l0O%l

üluya etEnol al 100% con agua puriticada a la concsntración ds 70% y

85% v/v. Cuando no las utilice, almacénelas sn rscipienlos ceÍados a

tempo€tura ambi€nts. Dssáchelas lranscuridos 6 ñresos.

Soluclón d.l¡vedo 2X SSC/0.3?t ltP{O
Mezclo blen lOO ml de 20X SSC con 850 rñl de agua punllcada. Añada

3 ml de NP-4O. Mezcl€ bi6n hasta que sl NP-40 se haya disusllo
complelamenre. Mida el pH y alÚstelo a pH 7,0 s 7,5 con NaOH o

Hcl, Añada agua purlicsda hasla alcanzar uñ volum€n lotál d6 1 lilro.

Mszclo y liltre con un lilvo d6 0,¿15 Pm. Almacéñ€ss a l€mperaturá
ambisnte. oe§och6 la solwlrn uña vsz pasados 6 meses, o si ésta
pfesenlá un aspecto lufbio o contaminado.

PrEparaclón de los reactlvoE do tribalo
ITIOIA: lo! volúm.nos d! lss lolElona! 3! proporclonañ pára la¡

len¡s d. Coplln dG 50 rñl (coBulte ol aparbdo EqulPo de
laboralorlo). Sl Es utlllzan otro tlpo dc larr.3 dc Coplln podrla

s€r n€cls€rlo un voluÍran mayor, En cualqulár ca8o, dsb.
ullllra.so cl volumcn slllclsr . do

o

hibfidación ¡¡ slu por fluorbscench s3 óplma
ulil¡za palE las linciones generales de EINA

prDpi,lio y quinacñna puede no olÉcer un
paÉ los ensayos FISH. Ss aconseja que el

d6l labr¡cante lleve a cabo la limple¡a habltual y los

Deséchelo l|.as haberlo ulillzado 1

dlañs sln qui so sumcrl.n las
Aa.nl. aclar¡llté HeñGflG
Llene 3 janas ds Coplin coñ 50 ml de

e§pecralmonte la alineación de h lámpar¿ de

Jo

del

Hemo-D€.
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Soluclón dr Eretñlrml.nto
Dlspense 50 ml de 1x SSC con pH 6,3 en una iaflE ds Coplin. Cali€nts
la jarra d€ r6mperátura ambienle a 80 C11 C en un baño d3 agua

circulanlo a,rl6s de prelralar los poñaobjetos. AsegÚr€se de qus la
rempeGtura de ls solución sea ds 80 Cr 1'C antos dé utilharla.
Dsséchela rlas haborla utilirado 1 dia.

Solúlón dG E ot¿ása l'l-5 mo/ml)

Añada 0,075 g ds proreasa (P6psina USB, 3 000 un¡dades/mg
a 4 0O0 un¡dades/mg) a 50 ml do HCI 0,1 N para obtener una
conce ración linal de 1,5 mg/ml. Mezcle suavsmonle. lntrcduzca h
solución ds proleasa eñ una jarra de Coplin y colóqiJela on uñ Daño

de agua a una tomp€ralúra do 37'C, Délela un mlnimo de 30 mnutos,
merclando de vez en cuando, y comprusbs qus la l€mp€ratur¿ del
lampón s€a ds 37'Cr'l'G antos de su uso, Compruebe vrsualmenle
qu€ la prcleasa se haya disuolto por complelo ánles de su uso.
Doseche la solución rras haberh ulihzado 1 dfa

Aguá ouilflcád5
Lleoe r larra ds Coplin con 50 ml de agua puri,icada. lJtilícesé á
lemp€ratura ambi€nte,

Sal&fonrr drll¡¡al
Llsne 'l iarra de Coplin coñ 50 ml de elanol a¡ l0O/.. Llene olÉ Brrá
de Coplin con 50 ml de etanol al 85%, Llene uná tercer,a ja[E de
Copliñ con 50 ml de elanol al 70/6. lJlilícBse s lsmperatura ambisnlB.
Deséch€las transcurridos 7 días o si mueslrañ dilrrción ercesi\ra o

Procedlmlento de pretrataml€nlo do lá ñuestra (telldo
embebido on peref¡ná y flládo con rormol)
NOIA: .l slgul€rl! pIocedlÍrl6rlo dc pretEl.mlrñto ic ha opllm¡ádo

pa¡r !u uso con lcllrlo arnbcbldo en palrflna y fÜ..lo con
toínol. Sl la3 mu€3lr's prosañtan una dlg.sllón lIcl8lva,
rudtzca oñr! 3 y 5 mlñulos ol llünpo de dlgrlllón dc l¡
prcteasa. Sllss mu6atÉt prBénlan uña dlgcallón lñsdlclente,
.uii6nle .ntra 3 y 5 mlñuto8 oltl€rñpo ds dlgo§tlón d! la
protsa¡a. consulto !l ápárt.do Dlágnó3tlco y roluclón fb

Prepsroclón de 106 porteobielos de muestra
l,lOTA: úlllcs tslldo !§oláglco lllado con formol dlr ñ1. un tl.rnpo

márlmo dc 24 ho.al, quo rc hayá pnoccsado co,Irclámsnts y
que propo.cloné sscclones ds tslldo buonEs. s3á culdedo3o
con las tácnlcas dr laboralorlo para cvllar la contamlnaclón
ciuzad¡ ant.r portáobFtoa al prapararloa,

l. Corle seccionss d€ parEfina ds 4 Im a 6 Um de ospesor corl uñ

2, Coloque las socclones en u^ baño d€ agua purificEda (p. sj.,
desrilada por rriplicado) a 42'C.

3, Coloque uña seccóñ 6n un ponaoDjetos cargado posiiivsm€nts.

4. Deie secsr al aire los poraobjstos por la noch€.

5. Daie roposar los ponaobietos sin ieñir enlr6 2 y 24 horas a una

temperalura de 58'Ci2'C.
6. Pr§c€s6 los portaobjetos sin teñlr s6€ún los procedimientos

sEui6nlos,

PRETRATAMIENTO MANUAL

RetlrEdá de lE parEflne de los poñaobJetos
l. Sumerja los porlaobjetos en Hemo.fu durante 5 mlnulos 6

teñperalura ambienle.

2. Repila el paso dos vsces ulilizañdo cada vez Hemo.De recién

3. De§hidlEls los portaobjetos con eta¡ol al'100% durante 1 minulo a
temoefatufa ambienle, R6prla el paso.

4. Procsda inmediatamente con e¡ pretratamlento del podaobjetos.

Pretrat¡m¡enlo de los porl6obiolos
l. Sumsrja lo€ porlaobjelos en '1x s§c con pH 6,3 a una lemperatura

35 mlnulos. Si ,uela necssario, ss pueden
juntos por las cárás qu€ no gresenlañ lá

Pretretamlénlo con proteasa
1. Flelire los portaobJetos de la jarla que conliene agua purl

2, HetirB el ercéso de agua s6c6ndo los bordes del porlaobletos con
una loalla de papel, No los deje secarse-

3. SumerF los podaobjeros on h solución de prcteasa a uná

tomporatura de 37 C + 1 C durañte t8 miñulos- S¡ l uera neces¿riq se
pueden colocar 2 porlaobjeios junio€ por las car¿s quo no pres€ntan

la muestra, sn cada ranura de la iarra de Coplin, sólo 1 porláobjetos

6n cada una de las Énura§ iinal6s, De los porlsobielos que ss
colocan en las ranuras final€s, h cara qus tiene la soct¡óñ lisllar
dsb€ quedar dit¡da al cenlro de la jar¿ do Coplin.

4. Sumefa los portaoblelos en agua purificada durad€ 3 minulos a
tsmp€farufa ambisnts.

5, Surhorja los portaoblelos en etanol al 70% dulante I minulo.

& Surnerja los portáobjeros eñ etanol al E5% durante I rhinuto.

7 Sumorja los portaoblelos 6n etanol al 100% duranle 1 minuto.

8. S€que los potaobiebs en un calenlador de portaobjélos o déielos

0. Siga con sl procodlmloñto de hlbrldaclón o almaceñe los
poñaobjetos desecados a una lemperalurá do -2O'C (r5'C) hasts

PRETRATAMTENTO AUTOMÁT|CO (VP2OOo)
Si dssea más inlormación sobre la úilización dal silema Abbott
VP2O00 Processor, consuhe él manual de operaciones de 6sle

Tabla '1. Pmtocolo vPzooo
soluclón TIémpo

o

o

Hemo Oe

Hemo De

Hemo 0€
Elsnol al 100%

Elanol al '100'Á

Solucóñ d6
pretr¿lamienlo '1x ssc
Agua puñi'cads

Solución de proleasa

Agua puril¡cada

Elanol al 70%

Elañol al 85%

Elanol al 100%

Secar al aire

5 minulos

5 minulos

5 minulos

I minuto

00'c

37'.C

35 minutos

3 minulos

tB minuros

3 minulos

1 minulo

1 minuto

de Eo'Crl'C durá

uf¿ d€ la jana de Coplin, sólo I portaobjetos
fanuras finalss. D€ los portaobjetos que s€

Srga con el pTocldlmlcnto de hlbrldaclón o slmac€ns los portaobjetos

desecados s una lsmpslElurB d€ -20'C (+5 C) hasta 1 semana.

Proced¡mlento de h¡bridac¡óñ (leJldo ombébldo en p.rafln. y
tliado con formol)
Si desea más inlomsción sobrB la úililación del silema ThomoBrile,
consulls la Gulá del usuario de esto inslrumemo.

En caso de que los ponaoblelos hayan permanscido almacenados a

una temperaiura ds -20 C (j5 C), procoda según se describa én los

pasos 5 a I del pfoc€dimieñlo PEtralrmlcnlo con proletsá.
l. Humodo¡ca una láriela indicBdoE d€ h humedad con agua

y colóqueh en la ap€rlurá corespond¡e e eñ el instrumenlo

Th6rrñoBile.

2. Ajuste la tomperatura ds fusión (Mer¡ Iemp) a 73'C y 6l tiempo de
fusión (Me[ Irrre) a 5 minulos. Fije la lemperalurE de hibridación

lHyb Tenp) a 37'C y et tl€mpo de hibridación (Hyó r/¡e) e .e
16 y 20 horas.

3. Marque hs ársas d€ hibridación con una prrnla de dlamánte por

la pane de alÉs del porlaobiotos y colóquelos en €l inslrum€nto
ThermoBrire-

4, Oei6 que la mezcla d6 sondas equilibre a tomp€ratura ambiente,

5. Agits la mezcla ds sondas on elvonex pam asaourarse de que la
solucón se haya ñé¡claóo blen. Centrifugue rápido la soñda para

qu6 la solución 9é d€po§its en €l londo del lubo y se eliminen l5s

burbujas,
liñáles, la cara que lione la seccldñ lisular
centro de la jaria de Coplin.

7.

8.

6. Deposle 10 Ul de la mezcla d€
tápelo inmediatameñl6 con el

Selle los bordes d€l cubr€objetos

el Bortaobjetos yen agua pt rilicada durañto 3 mlnutos a

4

ALI
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Al finsl del peñodo d€ hibfldación (de 16 a 20 horEs), procedB con el
paso Lávádo do los porteobl6tos descrlo a continuación.

Lavado de bs porlaobjetoe (lelldo embebldo en par¡llña y
l¡i6do con fo]mol)
NOÍA: s¿ recomleñdá proc¿sar 4 porlrobletG por cada FtI dc Copllñ

p.r¡ m.rtcn r lás tomp€r.lurEs adocusdás do bB sol¡clonlr.
Sl llcnG m.nos dc 4,.ñ¿rlá po.t6obFlo3 vácfor (quG.slón g

támp€raturE ambleÍre) hasta qu. tongs un totrl d.4.
L Dispense 50 ml de UX SSC/0,3% NP'4O en una jarrá do Coplin.

A^16s del usq catiento la jarm de temperalura amblente a
73 Ci 1 C €n un baño d€ agua dursnl€ al menos 30 mrnulos-

2, Asegúrese do que lá temperatur¿r de la solucón d6 lavado s6a do
73'Cr1'C antes de utilizs a. La solucióñ se pueda ul'llzar 1 dla.
dsspuás debo &sschárse.

3. Dlsp€nso 50 mlde 2X SSC/0,3% NP-¿o en orra járra de Coplln-
lJtilfcese a temp€lálulB ambisnts palE que se desprcnda sl
cubreobiétos. La solucióñ se puede ulili¿ar 1 día, después debe

4. Retne el adhesil,o d6 caucho de I podaobistos lrErando de mover
el cubraobjelos lo menos posible y sumerja el potaobjelos eñ
2X SSC/0,3% NP-4O a lemporalura ambieme, Repha esle paso con
los otms ponBobjelos y déielos rsposar de 2 s 5 minulos palE qus
el cubEobjeros se desprenda del poraobietos-

5- Sumerja el portaobjelos en la solucióñ da lavado pracalentada
2X SSC/0,3% NP-4O. Repirá 6l mismo prDcedimiento con los demás
portaobjetos. Si li6ná moños do 4, añadá porlaobletos vaclos,
que eslén a tempeftrluE ambienle, hasla que lenga un tolal de 4.
Cronom€tre dsspués d€ hab€r sumergido el cuarto ponaobjeros.

NOTA: parE máñl¿nar l, lámp.tElutE adscud¡ do b loluclóñ
2X SSC/0,3% NP-4O, l.vc 4 portaobl.lo! rlrnulláncamclIl.,

6. Sáquelos transcuridos 2 minutos.

NOIA| asogúrE6o do qu6 h tcmperalúe cl. l. 3olúlón dc
lavado saa d! 73'C r l'C añlaa rré laár ouá 36rla da
4 porlaobletos.

V¡6u6lizeclón do 16 hlbrldáclóñ
1, DejÉ secar ai aire los porlaobjelos duranle uñ liempo máximo do

2 horas en la oscuridad.

NOIA: lo3 port¡oblatos dabén secar an porlclón vérllcal u
horlzoñtel aobre los bodrs y no palalelor r la supefllcla-

2. &liqus r0 d de rinción d€ corltr¿sts DAPI I al ároa diana dsl
portaobjetos y después lápeb con un cubreobielos, Dele quo la

lincióñ de contr¿¡ste DAPI I penetre en el lejrdo durante'15 minulos
antas d€ ob§sNado en sl m¡croscopio.

3. Lleve a cabo el ro.u€nto do la muestra eñ un mrcoscoplo de
lluorescencia anles de que lranscunBn 24 horBs o almscénela a
una tsmpsEruE do -20'c (+5 c) hastá 'l semana.

Almacemmlcnlo
Almacene los potaobjotos a -20'C (r5'C), prctegldos

L¡m¡taciones do uso
Lá intgrpr€tación ds los resuftados FISH so debe roaliza
conf§les y técnicas de anál¡sis adecuadas, así como le
cuonta otrcs datos cllnlcos y de dhgnóslico.
Los laboralorios debsn establ€cer un puñlo de cone de relerenc'a
ánallllco propio que definá los patrones de las señales para las
anornalfas ds su inlsrés.

Reauhados espeEdo§
Los núcl€os dlploides normales o los conjumos de c
metafas€ s€ espera qu€ muslrBn I soñales lluorescentes (2 \¡erdes,
2 rojas, 2 aguamariñas y 2 oro), Eslas soñalas se coí$pond6ñ a
los 2locl diana en cromosomas homólogos a los que es|án unidos
cada una de las sondas fluorcscentos:verde, EBBBz (17q12); roja,
ptO (9p21)i aguamarina, MYC (8q24) y oro, ZNF¡7 (20q13.2).

s€ lndlca por un núm€ro supcrlor o
Uñ númcrc €nóm¡lo de coplas lnfrrlor a 2 coplas dc csta scñal (b
rlcl ,.. lá 3oÍúa:

o sen EBaa2 (rqr2)

sen pt6 (9p21)

gen MYC (8q24)

Een ZNF217 (20q13.2)

Hoio

Oro

Tenga sn cusnla qus al cortar las mu6lrás emb€bidas 6n paralir¡a se
pueden seccionar los ñúcloos, lo qua hace quo alglnos núcleos lengan
menos señales que ante§ del corle. Por 6jsmplo, algunos núEl€os
normales cont€ñdrán monos de 2 señales EBBBz, p'16, MYC y ZNF217
dgbido al seccionañionlo del núcleo,

Tabl¿ 2. Gula para la solución do problomas

Problarn, Csusá probsblo Soluclón
No hay

débiles.

Ulillzación de

port6objelos,

El microscopio

So lran ulili¡ado
lámpalas
inadecuadas (xonón

o lungfono)-
Lámpara

demasiado vieja.

Lámpar¿ do

rcsqusbr¿iada.

Espojo de la
lámpara sucio o

polh¡bridación

. lJlil¡ce los filtlos

Póngase en conlacb con
€l Éprosenlanle lécnlco del
f abricante dsl micmscop'o.

Utllice u^a lámpara de
morcurio (se recomi€nda
que sea de 100 vatos).

o Sl urtllz8 éste ltlrm d! S! produc. l¡ orcltáclón y emlslón de...

. Suslitúyala por una lámpara

Ofo

DAPI

Fluorófofo Sp€clrumGrson

Fluoróforo Sp€clrumR€d

Fluoróforo Sp6cüumAqua

Fluoróforo SpsclrumGold

DAPI

. Vuelyá a alinear la lámpara

. L,mpis o suslituya las
lentes.

. Limp¡e o suslituys el espejo.

EvEluacióñ del portaoblalos
Utilic€ un objetivo ds 10 aumentos o de 25 aume os par¿ vor olárea
hibridada y localizar las rcgloñes que le interesen con ayuda delliltro
DAPI. nealics €l cribado de los ponaobielos émpezando en I esqu¡na y

avanzañdo ordenadamenle de r punlo de visidn al siguieñls.

tuamins las regiones elegidas con un ob¡eliw ds s ro ¿lO aumontos
y 63 aumentos, obssdando la molologfa nuclear Seleccloñe para lá
evaluaclón las áreas de re,ido bien dEeridas (los bordss ds¡ núcl6o

Compruebe que la
l6mperát!É de la solución
d6 lavádo sea de 73'c
1t'c,
Dlsmhuya la lemp6mlura d€
h solución de lavado hasta

el limite lnlerlor del inlervalo

D€pos¡ls sl cubr€obielos

obseruados a lravés dol debeñ, por lo gener¿|, poder dilerenciars6

Evebaclóñ dé lá
Se formaron
burbuFs d§
airc bajo el

quB imp¡d¡ercn

sonda, Jor

Con un objetrvo aumemos, selecc¡one los núcleos qu6 no
u€mo d€ s€ñalss denlro dBl árÉa diána.
tinción de contrasl6 sea inadecuada y no

ibridac

5
t'

pa

ndientes.

de los núcleos. Rscuef]te las señal€s
dts las 4 soñdas con los lillros vysis sl¡

. aí,1
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Tabla 2. Guía para ia solución de problémas (conl.) Tabl. 2. Gula para la solución de problemas (coñt.)

Problcña C.wa probabl. Soluclón Probl.ms Causs ptobablo Soh¡clón

No hay

débiles-

Canridád

solución de
hibridación para ls

Direstión

lncremeñls la cantidad d9
solución d6 hlbrldaclón a
20 É por corla.

lB inleñsidad

tisuh165,

Sonda distr¡buida
irrogularmente en el
poflaoDjolos debldo
a que hay burbujas
ds ane bs¡o sl
cubreobjelos,

R6pila la hibidac¡ón en la

sEu'énle s6cclón adyacente
del mismo bloqus de tsjido
y asegúrsse ds que ño háya
burbuias de a¡re d€baio del
cubrÉobietos,

Oeposito el cubreobjelos

supelicie d€ la mozcla de
hibridación.

Aumenle el volumen de
la mszch ds sondas dB

hibr¡dación a 20 gl en

. Verilique quo la temperálur¿
da lá solución sea de
37 cr I 'c.
Wrifiqus que €l pH de HCI

0,1 N sea 1,0+0,2,

Aumente el liempo de
diÍlesllón d6 la proleasa
sn incrsmentos de 3 a
5 minulos,
En caso de que no se
dispoñga de un nuevo
portáobjetos, s6 podrá

usar el mismo §Eu¡sndo el
sEuiente prolocolo:

- Ponga él cubrooblolos
d€l portsobjelos con
tinción de confa$e DAPI
en romoio con solucón
d€ lavado 2X SSC/0,3%
NP-¡IO a lEmperatura
amblenl€,

- Enjuagus €l portaobj€los
en agua purilicada.

- Coloque el podaobislos
en solución ds probasa
a una t6mpoÉlura de
37Ci1'Csntrs3ys

- Enjuague el poriaobj€tos
€n agua puriiicada.

- Slga con el procedlmlento
d€ hibridación según se
d€Bcribo eñ el apartado
koccdlntloñto dcl
onsayo psfa mug3tsa8
embébldns en paraflna y
lllaaras coñ lormol.

Los tiempos d6 fijacón
de reiido proloñgados
podrían d€gradar de loma
progresiva la intensidad de
la señaly podlan rsquerir
un liempo de dEestión

Verifique las condicioñes dé
lijación.

. Seccióñ dernaslado .
gmftde.

. DsÉnsturBlización
excosiv¿r (tiempo de
fusrón).

o

e

Pérd¡da
tisuhr o
morfologls
tisuhr
deOradáda.

Secc¡ón tisular
poco fijada (linción
con DAPI pobre).

Bedu¡ca eltiempo ds
digssrión ds la protsasa
en incÉmentos de 3 a

5 minulos.

ño se han ulilizado

apropiados.

lncubación
inaprop¡ada det

. Llt¡lice portaobJ€tos

caf gados positivamenle

Sección demasiado
fijada (los bordes

níridos).

. Pérdida de DNA
(tinción coñ DAPI
pobr€).

La socción lisular

al retirar el
cubreob,etos lras la
hibridación-

Compruebo la témperatura
del ThermoErira/ssruf a/
placa cBlisnte/incubádor
(de t|C a 68 C). En

caso de que la psra,iña
de los porlaobi€bs no
esté derretida, aumsnto la
rempefarulB (máimo hasra
68'C).
V6nliqus qu€ la temperatura
de prctralamienlo s€a dB

8o'c r r 'c.
Dlsm¡ñuya el liempo de

Dismlnuya el liempo de
digsstión ds la prolsásá.

Reduzca el empo de
daeslión dÉ la proleasa
(con un portsobjeto§

Rgduzca e¡ empo de
lusión (Meí lme) en
¡ncremenlos d€ I minutq a
un tiempo de fusión minimo
dé 2 ñinutos (con l]n
portaobjeros nusvo).

Prclongus el liBmpo ds
rEmoio del cubrcobjelos en

Comp¡uBbs €l pH de hs
solucionBs de lavado, Si ol
pH ostá fu6ra d€l inlorvalo
ds 7.0 a 7.5. dssschs ol
tampón ds lavado,

Compruebo qu6 la
tomporatura de la soluclón
ds lavado sea do 73 C
11 C.

Aumgnte la l6mp€ratufá
de 16 solución de lsvado
hasta ol limit6 superior del

PROCEÍ'MIENTO DEL ENSAYO PARA MUESTRAS DE
C]TOLOGiA

Prépiráclóñ de los rcactlvos
NOTA: mldr r l.ñpc6lua enrblCñ16 ¿l pH d! la. uoluclonos qu.

rsl lo lndls¡.n. Sl no !. lndlc. lo coñlr¡rlo, ullllc. un
pchachfñrctro con uñ alocltodo dr vldtlo.

Soluclón 2oX SSC

Añáda '132 g de 20x SSC e ¡l{)0 ml de 6gua purificada. Mszcls bi€n.

Añada água purlflcsda hasra conssguir un volumeñ lotal de 500 ml.

M€zcle y lihr€ con uñ liltro de 0,¡15 !m. Alñacénese a lemporalura
ambient€, Desoche lá solucón pasados 6 msse§, o si ásta presenla un
sspecro rufbio o conraminado.

zXt§C
Mszcle bien 100 ml de 20X SSC con 850 ml de agua puñiicada. Mida

Condbbnes

(asl¡ngencia) de la

el pH y ajúslelo a pH 7,010,2 cor] NaOH purificada
hara slcanzar un volumen total de 1

de 0,¿I5 Im. Almacénesa a tom
pasados6mesec,o$ésla

l.rl (1 l

tisula

Compruebe la tinción OAPI.

Si la tncón I»Pl €n las
zonas con pocos ñúcleos
es busña, snlonces haga sl
fecuenlo del porlaob¡elos.

I



a,t. .,7 ',.. ;,/ /' ).
Formol .l l%
Mszclo bien 37 ml de lX PBS, 12,5 ml ds formoltamponado n6ulro al
10% y 0,5 ml ds 100X (2M) MgCl2 para preparar 50 ml de lormol al 1%.

Úseb d¡ar¡amente recién prapaÉdo,

Solucloñ¿s dé oteñol (m%. 85%. lO0%)

Diluyá etanol al 100% con aguá purflcadá a la concenlración de 7lM y
E5% v/v. Cuanalo no las ulilice, slmscénslas €n recipi€n165 cerrados a
tempefatufE ambienle. Doséchela§ 116nscuff¡dos I ñ6s6s,
Soluclón dc lavtdo 2X SSC/0.1'¿ NF-¡tt)

Mezcle bl€n 100 ml ds 2OX SSC con E50 mlde agua purllicadá. Añada

1 ml de NP-40. Melcle bien hasla quo él NP-¿l(l se haya d!§uello
completamenle. Mida el pH y siústolo a pH 7,0+02 coñ NaOH o HCl.
Añada agua purilicada hasta alcanzár un volumen totaldo I lilro.
M€zclo y,ihre coñ un fi¡|rc de 0,45 Bm. Almácénes€ a iemperalura
ambionte, Deseche la solucidn pasados 6 meses, o 5i é6la p€senla un

asp€cto turbio o contaminado.

Soluclón d. Iw¡do 0.4X SSC/0.3% NF-¿o

Me¿cle bisn m ml d€ 20X SSC coñ 950 ml ds agua puñllcada- Añada
3 ml d6 NP-4O. Mezclé biÉñ hasla que el NP.¡n se haya disusllo
coñplelamente. Mida el pH y sjúst€lo a pH 7,410,2 con NaOH o HCl,
Añada agua purilicada hasla alcan¿ar u,r voh./men total do 1 lilro.
Mszcle y lillrE con un l¡hro de 0,45 Ím. Almacénese a temperalurE
ambiente, Dosoche la soluc¡ón pasádos 6 m€s€s, o si ésla prosoñla un

aspeclo turbio o contaminado,

Prcparaclóo de los react¡vos de trabai,
NOTA: lo3 volúlnsn€s dá la§ soluclone3 sé prioporclon¡n pára l¡s

l6nEs de Copl¡n d. 50 ml (coñsulle cl aptdtrlo Equlpo d!
Irboñlorlo). Sl s¿ utlllzá otro tlpo do larE8 d. Copl¡ñ poúfa
scr nec6!árlo un volum€n msyor. Eñ cl¡alqu¡er caso, d!06
úlllzarsn El volumen 3dlclañtc dG lo.ña qua 3¿ cubrt !l ársa
dl.ns sln qu. 3¿ sumerlañ lá3 állquslas dsl portaoblcto!,

SolrElóñ de orellEtáñl¿ñto
Dispense 50 mlde 2x SSC oñ una larÉ de Coplin. Calienls la jarra

de GmpeÉtura amblenle a 73'C 11 C €n un baño de agua circulante
ánles de preparar los potaobjetos, Asegúrcso de quo la l6ñparalura de

la solución sea de 73 Cll'C añlas de utll¡zarla. Deséchala llEs haberla
utillzado l dia.

SolElón d. mt6áse 10.5 morml)

Añada 0,025 g de protgass (Pepsins, Amr€sco) a 50 rnl de HCI

0,01 N psm obrsnsr una conceñlÉc¡ón linal de 0,5 mg/ml. Mezcle
suavom€nte. lnlroduzca la soluclón de pfoleasa sn uns jafr¿ ds coplin
y colóquela en un baño de agua a una temporaturá de 37 C. Déjela

un mínimo d€ 30 minutos, mozcláñdo de vez on cuando, y compruebe
que la r€mpeÉtura del 1añpóñ s6a de 37 C * l C anleÉ ds su uso.

ComDruebe visualmenle qus la proteasa se haya disuelto por complelo
antes de su uso. Desschs la solución lras haberla ulilizado 1 día,

PE§
Ll6n6 2 jarr¿s de Coplin con 50 ml ds lX PBS. Ulilicese a lemperatura
ambiente. D€secho las solucione§ lras haberlás úlillrado 1 dla.

Formol rl 1%

Mezcle 12,5 ml de formo¡ lamponado ñeulrc al '10%, 37 ml de 1X PBS

y 0.5 ml ds 100X Mgclr. Llene t jaía de Coplin con 50 mld€ solución
d€ formol al 1%. La escala debe ser la corscla de acusdo alvolumen
roque do, Ulillcese a lemper¿tur¿ ambieñte, Deséchelo lras habedo
utilizado I s€mana, Aimacéñelo a una lempÉrátura enlre 2 C y 8'C
cuando no lo ulilice.
Soluclonés 116 6teñol

Disp€nse 50 ml de etanol al t00% en 1 de las 3 janas; 50 ml de elano¡

al g5% en orra iarra y 50 ml d€ elanol al m% en la última. Uliliceso a

temperalurB ambisnle. Dsséchelas lranscuridos 7 dlas o 3i muestran

dilución 6xcesiva o evaporaclóñ.

PBETRATAMIENTO MANUAL

ftelratamicnto dé los ponaobleto§
1. Sumerja los porlaobiélos en 2X SSC a una temporalurá de

73'Cr r'C durante 2 minutos. Si luers necasariq s6 pL€den colocar
2 portaobjslos juñtos por ¡as caras qua no pres€ntan la muelra, en

PrelrÉlamleñto con p@teaaa cÜc
l. Relire los ponaobleros de la jBrfa ds 2x ssc.
2. Horiro el exceso de 2x SSc sscando los bordes det ponaoüi,iiii

con una toalla de papel,

3. Sumorja los porEob,€los en la sohrción de poleasa a una

tEmpeÉuia de 37'Ci1 C durañte lO mimnos- Si fu€ra n€cosario, -..,. -.¡
se puedeñ colocar 2 portaobielos juntos por las cams quo m
pres€flEn la mue*a, en cada ranua do la lara de coplin, sólo

1 potaob¡etos en cada una de las rBnurBs linales. De los porEobietos
que se colocan en las ranuras linálés, la cara que liono la muestra de

células d€bo quedar dtbida al conlro de la jarE de Coplin-

4, Sum64a los porlBobjstos en PBS durante 5 ñinulos a lemperalura

Fiiaclón de lofmol 61 1%

L Betire los porlsobislos de la PBS.

2. Sumerja los ponaobletos en lormol al l% durant€ 5 minulos a

lemperalurB amb€nls.

3. Betie los potaobptos del lorrylol al 1%.

4. Sumerja loÉ poñaobj€tos en PBS dur¿nle 5 minutos a temporalura

5. Sume4a los porlaobjetos Bn elanol al 7Yl6 duranG I minulo-

6. Sumsrja 106 poñaobj€tos en elanol al 85% durame 1 minuio.

7- Sumerja los podaobj€tos €n elanol al 100% duÉnle 1 mlnuto.

L Soque los portaobj6los eñ uñ calenlador d€ porlaobjetos o déjelos

9. Sif¡6 con 6¡ proc.dlmlañlo d. hlbtld.clóñ o almacene los
portaobi6los desecados a una lemperalurE de -20 C (15'C) hasla

pRETBATAMTENTO AUTOMATTCO (VP20O0)
Si d€sea más información sob¡e h utilr¿acldn del sislema Abbon VP2m0
Processor. consulle el manua¡ de

Tabla 3. Prolocolo VP2000
Soluclón n!mpo

o

o

Solucón de
pretralamienro 2X SSC

SolucÉn de prolsasa

IX PBS

lX PBS

Eianol al 7096

Ebnol al 05%

Elanol al 100%

S€car al airc

73',C

37C
2 minulos

l0 minulos

5 minulos

5 minulos

5 minulos

1 minuto

1 minuto

1 minuto

cada Énura de b iaffa ds sólo 1 poñáobjetos eñ cada um
porlaobiotos que se colocan en las

SEa con sl pmcldlmlEnto de hlbrld.clóñ o ahacene los portaobjslos

desecado§ a una lémporálura de -20 C (15 C) hasla 1 semana.

Procedimlento de hlbrld¿clón (muestras de c¡lologia)
Sr d€sea má6 información sobrc lá ut¡llzacón del sistsma ThormoBrite,
consulle la GuÍa dal usuarlo de esle instrumento, En caso de que los
ponaobiolos hayan p€rmanecido almacenados a uña lemperaluE de

-20'G (is'C), procodá según se descñDe en los pssos 5 a I dol
proc€dimienro indicado 6n el apartsdo Fllaclón do formol tl 1v0

Humedezca una larj€ta indicadora de la huñadád con agua y colóqusla
€n la apsrtur¿ correspoñdiente en el instrumenlo ThsrmoBrito,
'1. Auste la lempelBlura de lusióñ (Merf Temp) a 73'C y el liempo d€

lusión (Mplr Lme) a 3 minúlos. Fde b temporatura d€ hibridación

lHyb Tenp) a 37'C y et liempo ds hibridación (Hyb ¡¡me) a uñ

m¡nimo de 16 a m homs.

2. Marque las áreas de hibndación con una puntá de d¡ámanle por

la parre de atrás d€l portaobjelos y colóquolos en el inslrumsnlo
ThermoBrite,

3- Agtu la mezcla de soñdas en ol Voner para asegurars€ ds que la

solución se haya m€zclado bien. Csnlrilugu€ rápido la soñda para

que la solución s€ doposite €n el bndo del tubo y se sliminen las

burbujas.

4. Depos¡le 10 É d€ ls mezcla d6 sondas sobro 6l

tápelo iñmedialsmanlB con el cuDreobJelos.

5. Selle los bordos del cubloobjoros

J!'li

dÍig'da al

DO

liene la musstra dB células dsbe quedar
d€ Coplin.

7

6. lnicie el programa

1;

¡.'

:.)
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A1 linal del periodo de hibridación (de 16 a 20 holas), proceda coñ el
paso L¡vado dá ba portaobJaloa descrilo a contifiuación.

Lávádo de los poñaobjelos (cltologla)
Dispense 50 ml de 0,4X SSC/0,3% NP-/O en una iarra d€ Coplln. Anres

del uso, cali€nts ls jarra d€ t€mpsrEtulE ambisnte a 73'Crl C en un
baño d€ aguá durante al meños 30 minulos.

Asggúreso de que la lempemtuÉ de la !¡oluc¡ón de lavado sea de
73'C* I C añles de ulilizala. La solucún se pueds utilizar 1 dfa,
despuás debe dosecharse,

Dlspense 50 ml de 2x SSC/0,1% NP-4O en otra jsrE ds Coplin.
Lrtillces€ a tsmpe¡¿lura ambie e. La solución se puede ulilizar 1 dfa,
despuós d6be dosecharse,

NdfAr parE mantsns ls tor|PrdturE dccude.k b sohlclón
0,4X SSC/0,3% NP40, ¡av! 4 po.táoülálo3 3¡n¡¡[án¿aMt..
Sl tlGna ñrñ06 (h 4 rñrda porDáobFlos rráclo3, qtE eslón a
tcmpd?tr¡r! 6nbbÍte! haaio S¡s tlngE un lotd d! 4, Cronorn€tE
d!§pu& d€ h.b€r sun*rgldo el cu.rto porlaoblelq*

l. Sumerja el porlaoblero3 en b solución de lavado 0,4X SSC/0.3%
NP.{O precalsnrada. Rspila sl mismo procedirñiBnro con los demás

2. Sáquelos lÉnscurridos 2 minulos.

3. Sumérja los potuobietos en la solucióñ do lávado 2X SSC/0,1%
NP.4O a t6mp6mlura amDiente de 5 segundos a I minulo. Repits el
mismo proc€dimi€nto con los demás polaobFlos.

Vlsuallzaclón de la h¡brtdaclón
L Deie secar Bl aire los porlaoqsbs duEnls un li€mpo máxirño de

2 homs €n la oscuridad.

NOTAr 1o3 pon.obletos deben E€crr sñ poslclón v.rtlcal u
hodzontsl sobr! los bordas y ño p¡ralclos E la suPallclc.

2. Aplique 10 ul de tinción de contEsle DAPI llal área diana del
ponaobjelos y después lápelo con un cubreobjelos. Dejs qus la
tinción d€ conrrasr€ t»Pl ll pénetre 6n el tejido durante 15 minutos
antes de obseNarlo en el microscopio,

3. Lleve a cábo el recuenlo de h mu€$rE sn un microscopio d€
fluorescencia antes de que lranscuran 24 horas o almacénola a
una t€mpeElu.a do -20'c (*5'c) hásla 1 semam.

TEbla 4. GLrfa para la soluclón de problemas !:l.
Probléma Causa probáblc Soluclón

No hay

dábil6s.

Utili2acióñ de

ponaobjetos.

El mlcrcscoplo

Se han utilizado
lámparas
inadscuadas (xonón

o tungsleno).

Lilmpara

Lámparc de

alineada.

Espe,o de la
láñpara sucio o
toto,

Condiciones
de hibÍdación

po§lhib dación

. Utilic€ los ,illros

Póngase en contacto con
el rcpresenlante técnico del
lábrlcanle det micmscopio.

Lttillce un6 l¿mpEra de
mercur¡o (ss rccomienda
que sea de 100 valios).

. Sust¡lúyala por um lámpara

. Vuelva a alinsar la lámpara.

o . Limp¡e o sustiluya las

. Limp¡s o sustnuya elespejo.

Sl ullllzá rdr llltro (b
Se smlslón de.,

Se formaron
burbujss de
aio ba¡o el

quo impidisron

Canlldad

solucióñ do
hibridación pará la

Dlgeslidn

Aumente el iiempo de
hibridación al monos a

Compru6be que la
lemporatura d6 la soluclón
de lavado sea ds 73 C
rl'c.
Disminuya la tsmperarura ds
la solución de lavado hasta
el llmito iñlerior d6l lnlorualo

Deposhe el cubreobjstos

supelÉle de la mezcla de
hibridBción.

Ro¡o

Aguamariña

OrD

t»Pt

Fluoróloro SpectrumGresn

Fluorólorc SpectrumRed

Fluoróloro SpsctrumAqua

Fluoróloro SpectrumGold

DAPI
lñcremenle la cantidad d€
solución d6 h¡bridación a
20 |rl por dlana.o Alñracrn.mlcnlo: almac6né los ponaobjetos a -20'C (+5'C),

poleg¡dos de la luz.

Llnllaclones de uso
Lá iñlerpretación do los rosuh6dos FISH se d6bs rea¡izar utilizando
conlroles y lécnicas de análisis adecuadas, asfcomo lenieñdo en
cusnla olros dátos cllnicos y de diagnós1ico.

Los laboratorios deben eslablecer un punlo d€ corls de rsleroncia
anslltico prDpio quB dsliña los patrones de las señates pala las

anomalias de su iñterés.

Resultados esperado§
Los núcl€os diploides norñales se espera que mua§ren 8 s€ñales
llúrcsceríes (2 vedeq 2 rola8, 2 aguamannas y 2 oro). Estas seiiáles s€
coÍesponden a los 2 loci d¡ana €n crDmosorms horñólogos a los quo esáñ
unidoc cadá una de las sondas fluorescs €s: wl(,s, ERBBz (17q12); roja,
p16 (gp21 ); agusn'arina, M\C (8q24) y orD, ZNF27 (20q13.2),

. Pérdida de DNA

{linclón con DAPI
pobrB).

Verifiqus qus la tompor¿lura
de la soltrcón sea de
37'O*1'C.
Aumonte el tiempo de
dEssÍón ds la proleasa
6n incremenlos do 3 a
5 mlnutos.

Verlfique las condicionss ds
fiJac¡ón.

Condicionss

baja-

hmpfi/ebe la lemp6ralura
de desnalulElización o

hibndacióñ.

Mantenga la lemporalura de
lavadoa73'Ct1C.§s Indlca por un núm.ro supcrlor o

Un ñúm.r§ snómElo d¿ copl.3 ¡nfedo. r 2 cop¡áa da aala acñal da

dél ,,, la aoñda: lnt€nt€ disminuir la señal
coñ un lllro de densldad

4

g6n EBBBz (17q

MYC

I

i

I
I

-"r,.oa

gsn

ZNF

Aguamarina

Oro

. Señal

brillanle.

Jor
o,

1

I



Probleñra Causá prob.ble SollElóñ

Tabla 4. Gula pa¡a la solución do problomas

.rt..:.",_'1,..,: '\
2. Erudio pilold: funcioñárñionlo con mugstras de citolooia .' i:¿i..,\.r."

de cepillado esolágico. El análsis d€ h,bridacóñ ¡r, slu por , : \ 
'

lluorescenc¡a s6 reallzó con muoslras decepillado obténidas por l1,l-: i'
endoscopia, de 92 paci€ntes bajo supervisión por ssólago ds Bar.qtt - -Y "/ I'
(EB) sn la Mayo Clinic, Rochesrer, Miññ6sota.2 E4 pac'enles ren'an _--:'r.,.1
añrscedeñtes do dÉp¡asra de alto gn¿ó (HGD) o adenoc6rcinoma
de esótagD (EAC) conlrrmsdos medEnts una biopsia, 7 t€niañ
añrec6denles de disphsh de bajo grado (LGD) y 1 anlecedenles
únic6monl6 d6 melaplasla lnleslinal (lM). A iodos los pacienies se
les praclicamn biopsias sstsmáticas durEnle la €ndoscopia. Los
rÉsultados histológicos para estos pacienles lueron 14 neqarivos
para 61 osólago de Barretl, 16 con melap¡as¡a iñtesiinsl,20 con
displasis de bajo grado, 22 con displasia d€ alto grado y 20 con
aüesia esolágica (EA). Una vez leáli¿ada la hibridáción con la
sonda marcada con lluorescenc'a [p16 (9p21) SF, ERBB2 (17q12)

SGn, MYC (8q24) SA y ZNF2'17 (20q13.2) SGdl, las muel¡as se
añalizaoñ coñ un mlcros¿opio de fluorescencia equipado con
,illros do paso de banda simpls espscíficos para fluorescencia
I»Fl (4,6-diamid¡no¿-f snilindol), Sp6clrumGreen, SpeclrumBed,
SpectrumAqua y Speclrumcold. El número de señáles FISH para

cada sonda se regislró en 100 cél'rlas conseculivas n

y no inflamatoriar. Tal y como ss muelr¿ on la Flgura '1, el
porcenraie de células con ganancia (má5 de 2 señales FISH) y con
pérdldá (menos de 2 36ñales) de cada locus sé calculó según la
clasif icación hisrológica corrsspondienre.2
En la FIgU|¡ 1 (adaptada a park de los dalos okecidos por
Frltcher Eg et al, 2008) se mueslra el porcenlaie medro d€ células
con gamncia y párdida de lodos los locus según la calegola
histologica- Se detectó un 

'ñcr6m6nto 
consldarable del porcentaje

de célulss coñ uns pérdida d6 gp21 y ganancia ds 8q24, 17q12 y

20q13,2 con ovolucióñ d6 6p¡16lio €scamoso b€nEno a displas¡a de
alto grado, 56 obsorvárcn lncromenlos ad¡clonales en el porcenlaie
de cél¡rlas qu€ muoslran gansncias d€ 8q24, 17q12 y 20qr3.2 con
svolución a adtsnocárciñoma,

Condlclones

(ast.ingenciá) de la

Compruebe 6l pH de las
soluciones da lavado. Si el
pH 661á luera dBl inrÉrvalo
d6 7,0 a 7,5, deseche el

Comprusbs qus lE

temperatura de la
soluclón de lávado sea d6
73 Cr 1'C.
Aum€nte la tsmp€ratula
de la solución d9 lavado
h6sta el lfmlte superior del
intsn¡¿lo ds tsmpsralulE.

. La eslruclura . La musslra srá
d€ las sobr6dberida.
células no

. Beduzca el tismpo ds
d(¡estión de la proleasa

CARACTERISTICAS DE LA EVAI.UACIóN DEL
FUNCIONAMIEI.¡TO

lnúoducc¡ón
Vysis Esophsgesl FISH Probe Kn se évaluó con respscto a la
sensibilidad analltica y a la especilicidad de las sondas LSI ERBB2

{17q12) SGn/p18 (9p21) SB/MYC (8q24) SA/zNF2l7 (A)q13.2)
SOd según dsfineñ los palrones y normas dsl ACMG (American
College ol Modical Genetics Slañdards & Guidelines)Ú, asl como al
luñcbñamiento del eñsayo 6n mueslras de ctologfa y EPFF.

Sénslblllded y especll¡cldad an6lhlc¿s
El funcionamiento de las sondas se evaluó 6ñ 100 exlensiones én
mÉtafase de llnfocltos de sangrc humana cullfuEdo§, procede es
de 5 donantes (m erensiones sn m€lafass por sspécimen d€
donanls), Los poñaobjelos se examinaroñ con un micrcscopio do
lluorEscsncia 6quipado con liltros d6 paso de bandá simple especlficos
p3la lluorescencia DAPI (4,6-diamidino-2Jenilrndol), SpBctrumAqua,
Spectumcreen, Spectrumcold y SpeclrumFed. La evaluación de
cada oxlÉnsión d6 m6lafase consistó en conlár el númerc de señales
de la sonda ERBB2 (rqr2) (verdss) qus se encuenrran sn ol lusar
coneclo (bra¿o q dolc,omosoma 17, bañda 12, próxima a la regióñ
centromáricá: s6ñales verdaderás posllfuas) y el númelo de señales de
ls sonda EBBB2 qua sÉtán localizadas sn cualqui€r olrE posición dsl
crDmosoma (señal€s falsas posil¡vas), Lo m¡smo se hizo con la sonda
roia LSI pl6 (9p21) (lá poslción corecta eslá en la milad del brazo p

delcromosoma 9, bands 21),la sonda asuamarina LSI MYc (8q24) (la
posición coÍEcta está en el e¡tremo de la reg¡ón telomérica del brazo q

del crcmosory!6 8, banda 2¡l) y para la sonda oro Lsl ZÑF2r7 (20q13-2)
(la posición conecla está sn sl bEzo q dsl cromosoma 20, banda 13.2).
Una vez evaluados los portaob¡etos, las 4 sondas se onconlBron en
las localizacionés corroctas del croriosoma y ninguna de las sondas
mostró hibridación cruzads en ninguna d€ ¡as 100 srtsnsion€s en
mola,ase e€luadas,

Funcloñáñlenlo del ensayo en muealras dc ci1ob9í6
l.@

h¡bridaciónl, La tasa d9luncioñam'onto salls,actorio se dal€rminó
con un espéclmen alternalivo ds cilologla (onna). E! análiÉis ds
hibfldación in e'¡u por lluoresceñciá se r6áli¡ó 6ñ ponaobjeros
duplicados preparados a parlir de mueslras de 5 donanlos normalos,
para un total de 60 ensayos. Treinla ensayos se realizaron con
pretratamiento manual y olros «) snsayos con el in$rum€nto
VP20O0. PaÉ detormiñar la lasa de funclonamiefio sallsfactorio
del ensayo, los revisores evEluaroñ los s¡guienles parámgtros ds
luncionam¡ento de la sonda: éspeciflcldad do la señal, lnlensidad de
la señal, lecture de fondo del poriaobjolos y lscrura global para las
sondas ERBB2 (17q12), p16 (9p21), MYC (8q24) y ZNF217 (20q13.2)

en cada uno de los porlaobjetos de mueslra hibridados. De

acuerdo a laÉ carEclerislicas de la svaluacióñ del luñciommiento,

Floura f. Porcenlaje de células con ganancia y pérdida de
cadá locus según calegorla hl§olóoica

o

o
e!o

Pérdida
p16 (9p21)

Ganarcla Ganancla

EHBB2 (17q12) MYc (8q24)
Ganancia

zNF2r7 (20qr32)

Funclonam¡ento dol onseyo eñ ñuéstms de EPFF

l.@
hib.idación), La lasa do fuñcionam¡ento saiislaclorio ss delsrminó
con especfmenes ds Bsofagoeclomía EPFF d€ 10 pacienles
(4 muelras bsnignás y 6 con adenocarcinoma de acuardo ál
resulrado de la €váluación histológlca de l8jido). El anállsis de
hibridsción i, sllu por lluo¡escencia s€ r6al¡zó en mrreslras do
seccioñes de 5 Um duplicadas, para uñ lolal de 60 ensayo§.
Treinls €nsayos se rsa¡zaron con pretratañieñrc manual y oüos

30 €nsayos con el insliJmoñlo vP2o00. Para del€miñar la lasa
de luncloñam¡eñlo satÉlactorio del €nsayo, los rovisoras eváluaron
la ssp€citicidád de la señal, inlens¡dad da la señal, leclura de

,ondo del porlaobjelos y la lectur,a global psra las sondas EHBB2
(17q12), pl6 (9p21), M\c (8q24) y zNF217 (20q'13.2) eñ cada
uno de los poñaobjetos de muestra hibrldados. De acuer@ a lss
caractelsticas de la evaluación del funcionamiento, todos los
snssyos sxaminados s6gún el protocolo para mueslras do lejldo
EPFF luncionaroñ salisfaclo amenle.
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2. Funcionárñiento con rnu6stEs d6 toiido EPF h¡stológicámgntB
ñofmálés, Par¿ la evaluación se prepar¿ron 4 polaobjetos con
cones ds secciones de 5 Um consecutivos d6 cada una de lqs
4 muestras de lejido EPFF esofágico b6ñi!¡ño. Los poñáob¡61os se
agruparcn eñ 4 conlunlos de 4 porlaobjolos cada uño, de forma
que cada conjunlo contsnía 1 portaobjslos de cada una ds lss
4 muestras, Los 16 portaobjebs s6 hibr¡{rarcn con la 6oñda Vysis
Esophageal FISH Probe y s6 amlizáIoñ como si9u6, En prlmer lugar,
3 rsvlsoreÉ indep€ndi€nles conismn I conjuñlo de 4 porlaobietos
para determinar la repoducib¡lirad del ensayo 6ntr6 distiñtos
observádores (inlerobservadore3) en los recuentos do señales
(12 evaluacion€s). Los olros 3 conjunlos se asignaron s 3 revisorss,
1 con,unto por revisor y el mÉmo revisor contó cada ponaobjelos
I veces con obielo de cleterminar la rcprodtEibllidad ánle un mismo
obs€rvador (i r¿obseNador) (36 evaluaciones, 12 por rBvisor). Lss
señales lluoresceñles para cada una de las sondas se co aron
y se registraron en 25 células consecutivas pam cada mueslm y

dslerminar sl número medio de soñal€s ERBB2 (17q12), p16 (9p21),
MYC (8q24) y zNFaT (20q13.2) por célula asi como calcular la
rcproducibilid8d ¡ntraobssrvad,or e inlembservadores (Tább 5].
Según se exlra€ cláramenle de la Tabla 5, el núm6ro medio de
señalos por cálula 6n mu6slras hiÉtológicamonlo norriales, sa situó
€nre 1,83 y 1,80, con co€,ic'€ntes de vsnación (C1/) entre 5% y 7%.
El númsro medio de ssñales por locus os inlerior al valor ssp€rado
de 2 debido al seccioñamienlo de los núcleos durante El groceso de
seccbnam¡en¡o (el espesor del cone es menor al diámelro nuclear).

in selected counfrles, 1g/3-1gg5.lnt J Cancet. 2002;99(6):860.8.

L American Cancer Soci6ty, Global Cancer Facts and FEUres, 2007
10. Piñkel D Fluorescence ln Snu llybridizatioñ. ln lntroduction

lo Fluor€scenco ln Situ Hybridization Pr¡ñc¡ples and Clincál

Nglicalions- M. Andrcell an<l D Pinkel Ed. WileyL¡ss. John Wcy A

So,s, /rc.lf)0g; 332.
11. Van Stsdum S añd King W Basic FISH T€chñiqu€s and

Troubl'9shooting, lñ: Fan Y , Molecular CYogeñelcs: Protocols
and ApplicationÉ. Torowa, N*t Jercey: ¡tunana Press lnc- 2OO2;

2O4:51-63.

12. Wiklor AE, \bn Dyks DL, Slupca PJ, el al. Preclinical valÉaiioñ oi
,luore6conc€ iñ situ hybridizalion assays ,or clinical praclics. 6ene¡
Med. 2006i8(1)f6.23.

13. ACMG Standards & Gu'd6lines,2008 Edhion Vsldalion requiremenls.
Seclions E9.2 and E10.2.2 standards.

14- LJS Departmenl ol Health and Humsn Serv,ces. B'osalety jn

Microbiological añd Biornedical Laboralor¡és. sth ed. Wash¡nglon,
DC: US Govehment Pn hg Ofllce; December 2009.

lAlso availabls onlins. Iype>www.cdc.gov ssarcr>BMBLs>/oo* up
sections lll and Ml

15. IJS Depanment ol Lábor, Occupational Sslaiy and Heallh
MministrErion, 29 CFB hn 191O.1O3O. Bloodborne Pa¡hogens.

16. Clinical and Laboratory Slandards lnl¡lule. P,olection ol L-aboralory
lll/o*e6 Farn Occupallonaly AcqulEd lntecllons; Apqoved
Gud€line-Third Edinon. CLSI Docums M2e-43. Wayns, PA:

Cliñ¡cal and Láboratory Slándards lnsÍtul€; 2005,
17- Wo d Health Organizatlon- Labonlory B1ogalely Manual,3ú e4-

Gsn€va. Swilzerlafld: World Hsalth Organizslioñ; 2üX.

i{OTA: soñda LSlpl6 (9p21)
A¡lvléñrs. quc CDKNzA (lnhlbldor d. clnala óp.ndl.nl. d6
clcllña 2A) ha lldo áprohrdo por.l Comltá d6 Nomenclrlu?a
de Gene6 HUGO como alsfrrbolo peñ alg6n pt6,

ASISTENCIA TÉcNICA
Sl requiere aslslencla lécnica, póngase en conlaclo con elCe ro de
Asist€ncia Técnica de Abbon Molscular (+49-6122-580) o consultE la
página web de Abbott Molecular en:
httpl/www.abbottmolecular.com-

T¿bh 5. Númsro med¡o de soñalos ERBBA (l7ql2),
pl6 (gpa), MYC (8q24) y ZNF?17 (20q13.2) por célula y
reproducib¡l¡dad interobservadores e inlraobservador

8. V'zca'no AP, Morsno V LÁmbert R, Psrkin DM. Iims lr€nds
¡ñcidonce ol both major hislologic typ6s ol esophageal carci

Abbot Molscular lnc.
1300 Eásl Touhy Avenue
Des Plalnes, lL 60018 USA C(

Abbon GmbH & Co. kG
Max-Planck-Ring 2

€520s W6sbad6n
Gsrmany

o 2009, 2014 Abboa Láboralories

www.abboímolecular.com

Febroro 20t4

Ropmduclbllldad llrsrobs€rvadorus.

Soñda
Rcprortuclbllld.d

D.E, cv%
ERB82

MYC

zNF217

p16

1.84

1,89

1,83

1.85

0,1

0,05

0,07

0.r3

s,22

2,44

3,73

6,93

Bcproduclbllldad lñtráobsaradorb

Sonda
Númoro msdlo ds Roproduclbllldad

EBB82

t\4YC

zNF217

p18

0,05

0,05

0,05

0,06

LSl, Vysls, SpeclrumGréan, SpectrumGold, Specf umBed, SpecüumA4ua
y VP 2000 Éon marcas comsrcialss de Abbott Group ol Companies
en varios países, ThermoBrite es uña marca comercial de lris Sample
Processlng, lnc.

El r€slo de marcas comsrcialss €slá a norñbrs de sus propielarios.

DE cv%
1,86

r.§3
r,89

1,88

2,54

2,44

329

' 3 revisorcs independianles conlaron cada r¡ño dé tos 4 porlaobleios
b 4 podaob¡61os por rerisor, cada poraobjetos se contó 3 vEces,
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