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

Disposicion
Namero: DI-2019-4481-APN-ANMAT#MSYDS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Lunes 27 de Mayo de 2019

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

VISTO el expediente N°  1-47-3110-6742/17-6 del Registro de la Administracion Nacional de
Medicamentos Alimentos y Tecnologia Medica y,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma ABOTT LABORATORIES ARGENTINA S.A. solicita
autorizacion para la venta a laboratorios de analisis clinicos del Producto para diagnostico 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
Diagnostico que establece que los productos reunen las condiciones de aptitud requeridas para su
autorizacion.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N° 16.463, Resolucion Ministerial N°
145/98 y Disposicion ANMAT N° 2674/99.

Que la Direccion Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervencion de su competencia.
Que corresponde autorizar la inscripcién en el RPPTM del producto médico objeto de la solicitud.

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 inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de
Tecnologia Medica (RPPTM) de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia
Médica (ANMAT) del producto meédico para diagndstico 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 caracteristicos que figuran al pie de la presente.

ARTICULO 2°.- Autoricense los textos de los proyectos de rétulos y Manual de Instrucciones que obran en
el documento N° IF-2019-41728898-APN-DNPM#ANMAT.

ARTICULO 3°.- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar la leyenda “Autorizado
por la ANMAT PM-39-647”, con exclusién de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase el Certificado de Autorizacion e Inscripcion en el RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta Disposicion.

ARTICULO 5°.- Registrese. Inscribase en el Registro Nacional de Productores y Productos deTecnologia
Médica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese al interesado, haciéndole
entrega de la presente Disposicion, conjuntamente con rotulos e instrucciones de uso autorizadosy el
Certificado mencionado en el articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestion de Informacién Técnica a los
fines de confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

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

INDICACION DE USO: ENSAYO DISENADO PARA DETECTAR EL NUMERO DE COPIAS DE
LOS LOCUS ERBB2 (17q12), pl6 (9p21), MYC (8g24) y ZNF217 (20q 13.2) MEDIANTE
HIBRIDACION IN SITU POR FLUORESCENCIA (FISH) EN MUESTRAS DE CITOLOGIA
(CEPILLADO ESOFAGICO) Y EN MUESTRAS DE TEJIDO ESOFAGICO EMBEBIDAS EN
PARAFINA Y FIJADAS CON FORMOL (EPFF).

FORMA DE PRESENTACION: Envases conteniendo: 1 vial x 200 pl.

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 12 (DOCE) MESES, desde la
fecha de elaboracion conservado entre -25 y -15 °C.

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

Expediente N° 1-47-3110-6742/17-6
fd
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SOBRERROTULO

IMPORTADO Y DISTRIBUIDO POR:

ABBOTT LABORATORIES ARGENTINA S.A

ING. BUTTY 240, PISO 12, C1001AFB

CIUDAD AUTONOMA DE BUENQS AIRES, ARGENTINA
DIRECTOR TECNICO: Farm. Ménica E. Yoshida M.N. N° 11.282

AUTORIZADO POR A.N.M.A.T PM-39-647

<




Vysis Esophageal
FISH Probe Kit

Simbolos utilizados

Fabricante

Numero de referencla
Numera de lote

Producto sanitario para diagndstica ir vilro

Limitacién de temperatura

Paligro

Riesgos bioldgicos
Precaucion, consultense los documentos edjunios

Fecha de caducidad

Consulte fas instrucciones de uso

m Representante autorizado en la Unidn Europea

1078 &~ BEEE

FINALIDAD DE USO

Vysis Esophageal FISH Probe Kit permite detectar el numero de
copias de los locus ERBB2 {17412), p16 (9p2t), MYC (8¢24) y ZNF217
(20913.2} por hibridacidn i situ por fluorescencia (FISH) en muestras
de citologla (cepillado esofdgico) y en muestras de tejido esofagico
embebidas en paratina y fijadas con formol (EPFF).

RESUMEN Y EXPLICACION DEL ENSAYO

Wysis Esophageal FISH Probe Kit utiliza 4 sondas especificas del
locus (LSI) para identificar las modificaciones en el numero do copias
de los locus cromosomicos ERBB2 (1712}, p18 (9p21), MYC (8q24)
y ZNF217 (20q13.2), con un ensayo FISH multicolor. La displasia y

el adenocarcinoma de eséfaga (EAC) en pacientes con esdfago de
Barrett (BE) se han asociado con estos 4 locus.’? Se cree que el
BE incrementa el riesgo de EAC.3# El incremento de la incidencia de
esta afeccién premaligna se ha vinculado a un aumento rapido de la
incidencia de adenocarcinoma de esdfago en los paises de Europa
occidental, Canadd y EE. UU.5T La incidencia de EAC ha crecido a
1al velocidad que sobrepasa a cualguier otro cancer, del 4% al 10%
anpalmente durante las Ultimas 2 décadas, mientras que la tasa de
supervivencia de 5 afios sigus siendo inferior al 10%.%.2

DESCRIPCION DE LA SONMDA
FISHAS una 1ecnida que permite la visualizacién de secuencias
acido nuckei specificas en una preparacion celwar, En
ibfidacién in situ por fluorescencia incluye ta hibridacién
iga de una sonda de DNA monocatenaria marcada
con secuencias complementarias a la diana. La
onda con la regidn del DNA celular se visualiza
iante la microscapia de fluorescencia 19"

hibridacién
directamen

Vysis Esophageal
FISH Probe Kit

4N19-20
B4N193
G4-7707/R03

La interpretacién de fos resuitados FISH se debe realizar utilizando
controles y tcnicas de andlisis adecuados™ asi como teniendo en
cuenta otros datos clinices y de diagnéstico.

Vysis Esophageal FISH Praobe Kit contiene sondas de dcido nucleico
marcadas con flucrescencia para su usc en ensayos de hibridacion

in site con muestras de citologla de cepillade esofdgico fijadas en
portachjetos ¢ 8n muestras de tejido esofagico humano fijadas con
formol y embebidas en parafina. Vysis Esophageal FISH Probe Kit es
una mezcla de 4 sondas de secuencias da DNA cada una de ellas
marcada ¢on un coler diferenta,

Las sondas estén premezcladas en tampdn de hibridaclén para que
sea mas facil su manejo. El DNA blogueante sin marcar también esta
incluido en las sondas para suprimir secuencias contenidas en los locus
diana comunes a olros cromosomas, Una vez hibridados y visualizados,
estas sondas proporcionan informacién sobre el nimere de copias de
Cromosomas.

La sonda ERBB2 estd marcada con SpactrumGreen y cubre
aproximadamerte una regién de 226 kb {chr17:35004878-35230380
March 2008 UCSC Human Genome Browser) que abarca el gen

ERBBZ2 completo en el cromosoma 17. La sonda p16 estd marcada

con SpectrumRed y cubre aproximadamente una region da 222 kb
(chr9:21778963- 22001169 March 2006 UCSC Human Genorne Browser)
gue abarca el gen p16 completo en el cromosoma 9, asi como las
reglones adyacentes. La sonda MYC estd marcada con SpectrumAqua
y cubre aproximadamenie una regitn de 821 kb (chr8:128432540-
129253747 March 2006 LICSC Human Genome Browser) que abarca

el gen MYC completo en el cromosoma B, asi comeo Ies regiones
adyacentes. La sonda ZNF217 esta marcada con SpectrumGold y cubre
aproximadamente una regién de 433 kb (chr20:51,411,118-51 844,324
March 2006 UCSC Human Genome Browser) que abarca el gen ZNF217
completo en el cromosema 20, asl como las regiones adyacentes,
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REACTIVOS

1. Vysis LSI ERBB2 (17q12) 5Gn/p16 (8p21) SR/MYC (By24) SA{
ZNF217 (20q13.2) SGd Probe (NGmero de referencla: 30-231030)
{200 wl por tubo). Cada tubo contiene sonda de DNA marcada con
fluprdfore y DNA, bloguearnte en sulfato de dextrano, formamida y SSC
{pH 7,0). Este conjunto de sendas se premezcla en el tampan de
hibridacion.
ALMACENAMIENTO
15C¢  Vysis Esophageal FISH Probe Kit debe almacenarse a

Jf —-20'C (+5°C), protegide de la luz.

25°C

CONDICIONES PARA EL TRANSPORTE
Vysis Esophageal FISH Probe Kit se transporta en nieve carbénica.

Si recibe algln reactivo que no cumple con as recomendaciones de
la etiqueta o esté dafado, pongase en contacto con el Senvicio de
Asistencia Técnica de Abbott Molecular.

ADVERTENGIAS Y PRECAUCIONES

gff .

;m
Consulte el capitulo Riesgos en el Manual de Operaciones 4 b= / &{Q ] );
8 i

sistemna Abbott VP2000 Processor, si desea mds Informaclérﬁ {hauﬂ
precauciones de seguridad.

&ATENCIL’JN: esta preparacldn contiens componentes de origem. - .-~
humano o potencialimente infecciosos. Al no existir mélodos de andlisis
que garanticen kx inocuidad de materiales de origen humanc o de
microgrganismos inactivados, estos reactivos y las muestras humanas
deben manejarse como materiales infecciosos en conformidad con

las instrucciones especificatdas en jas publicaciones Biosafety in

Micrabiological and Biomedical Laboratories, ™ OSHA Standards on

Bloodborne Pathogens,'S CLSI Document M28-A3'E y otras précticas de

bioseguridad apropiadas.” Todos los maleriales de origen humano se

deben censiderar infecciosos.

Estas precauciones incluyen, entre otras, las siguientes:

* Use guantes al manegjar las muestras o los reactivos.

+ No pipetee con la boca.

= No coma, beba, fume, aplique cosméticos ni manipule lentes de
contacto en dreas donde se trabaja con estos materiales.

» Limpie y desinfecte las salpicaduras de las muestras con un
desinfectante tuberculicida como hipoclorito de sodio al 1,0% u otro
desinfectante adecuado.™

= Descontamine y deseche todo el material potenciaimente
contaminado de acuerdo can la normativa vigente.”

Peligro
Componentes peligrosos a Indicar an el etiquetado:
formamida

H350 Puede perjudicar la fertilidad o dafar al feto.

P201 Pedir instrucciones especiales antes del use.

P202 No manipular fa sustancia antes de haber
lziga y comprendide todas las Instrucciones de
seguridad.

P281 Utitizar el equipo de proteccion individual
obligatorio.

P308+P313 EN CASO DE exposicidn manitiesta o presunta:
consultar a un médice,

Pa05 Guardar bajo llava.

P501 Eliminense los residuos del producto v sus
racipientes con todas las precaucionss posibles,

Declaracidn sobre las fichas de datos de seguridad: las fichas de
datos de seguridad contienen informacién importante relativa al manejo
seguro, el fransporte y la eliminacion de este producto.

NOTA: existen flchas de datos de seguridad (MSDS) para todos los
reactlvos suministrados con estos equipos, disponibles en el
Centro de Asistencia Téchica de Abbott Molecular.

Vysis Esophageal FISH Probe Kit estd disefiado para ser utilizado

con muestras de citologia de cepilado esofdgico y en muesiras

de tejide esoldgico humano embebidas en parafina y fijadas con

formol. Todas las muestras bicidgicas deben ser manejadas como

agents potencialmente infeccioso. Fallos en los procedimientos de
desnaturalizacién del portacbjetos, hibridacién y deteccidn pusden dar
resultados inaceptables o erréneos. Las condiciones de hibridacion
pueden verse afectadas negativamente por el uso de otros reactivas
gue ™o sean lgs suministrados por Abbott Molecular Inc, Es importante
un almacenamienta adecuado de los componentes det equipo para
asegurar 8l plazo de conservacion indicado en el etiquetado. Los
resultagos del ensayo se pueden ver afectados si los componentes del
equipo se almacenan a otras condiciones.

Vysis Esophageal FISH Probe Kit contiene formamida, que s

teratégena. Evite el contacto con la piel y las mucosas. Se precisan

termometros calibrados para medir la temperaiura de soluciones, bafos
de agua e incubadores. Verifique siempre la femperatura de la solucién
de pretratamiento y de 10s tampones de tavado antes de cada uso,
midiendo la temperatura de la solucidn en la jarra de Coplin con un
termometro calibrado y limpio. Todos los materiales peligrosos deben
desecharse de acuerdo con fa normativa vigente sobre sustancias
peligrosas.

Descomposicién: los fluoréforos son fotosensibles. Para svitar

la gescomposicién, maneje las soluciones y los portacbjetos que

contengan fluoréforos en condiciones de luz reducida. Lleve a

cabo todos los pases que no requleran luz, tales como periodos de

incubacion y lavados, en la oscuridad. 4




PROCEDIMIENTO
Materiales necesarios

+ \ysis Esophageal FISH Probe Kit {aquipo de sondas) {ndmero de
referencia 4N19-20)

Materiales necesarios pero no suministrados

Equipo de laboratorio

+ Insirumento ThermoBrite

+ Incubador de airefestufa/placa caliente (54°C a 68°C)

* Microscopio de fluorescencia equipado con filtros recomendados

(consulte ¢l apartado Microscopio y accesorios)

+ Poriacbjetes de vidrio para microscopio impios y cargados
positivamente

* Cubrecbjetos de vidrio de 22 mm =22 mm

+ Micropipetas (1 Wl a 10 pl) y puntas de pipeta estérlles

+ Tubos de polipropileno para microcantrifuga (0,5 ml o 1,5 ml)

+ Cronémetro

*  Microtomo

= Micrecentrifuga

* Agitador magnetico

+ Probeta graduada

+ Bafios de agua circulantes (37°C, 74'C y 80°C).

NOTA: los bafios de agua termostaticos no suministran un control
adecuado de la temperatura para bafios de agua a altas
temperaturas.

+ Bafio de agua purificada (40°C a 45'C)

= Punta de diamane

»* Pinzas

» .Jeringa desechable (5 ml)

» Jarras de Coptin {12 ml 50 ml); tipe propuesto; mimere ded
producto Wheaton 300570 jarra de tincidn vertical

*«  Termémetro calibrado

*  Caja de portacbjetos con tapa para microscopio o carpetas de
carién para portaobjetos

*  Pahachimetro y tiras reactivas para pH de margen estracho

= VP2000

NOTA: el protocoic del VP2000 usard el misme equipe con
excepclon de las jarras de Coplin.

Reactivos de laboratoric

*  Agua purificada

= Etanol [100%)

» 20X SSC (numero de reforencia: 201032 o equivalente)

* NP-40 {numerc de referencia: 7J05-01 o equivalente)

+  Formaol famponado neutro al 10% pH 6,8 a 7,2 a 25°C (Grado del
reactivo: para la fijacién de muestras anatemapatolégicas)

« HCI

= NaOH

= Adhesivo de caucho

¢ Aceite de inmersidn adecuado para un microscopio de fluorescencia

EPFF

= HemoDe (0 equivalente, p. e]., d-limonenc o xileno)
= Tincidn de contrasts DAPI | (ndmero de referencia: 6J49-01)
* Proteasa (pepsina, USB, 3 000 unidades/mg a 4 000 unidades/mg)
« HCIOAN
Ciloiogia
+ Tincidn de contraste DAP! il {nimero de referencia; 6J80-01)
+ FISH Pretreatmeny Reagent Kit (equipo de reactivos ds
prefratamiento) (nimero de referencia: 2J03-32) ©
* Proteasa (pepsina, Amresco)
= HCIOOI N
= 11X Solucién salina en tampén fostata (1X PBS), pH 7.4
s MgCly (2M)
Microscopio y accesorios
Microscoplo: as necesario un microscopio de epifluorescancia para
observar los resultades de la hibridacion. Sitiene a disposicién un
microscopio de fluorescgncia, debe inspeccionarlo para comprober que
funciona correctamentd y asegurarse de que la visvalizacién de las
z 4 hibridacion in situ por fluorescencia es dptima.
P utiliza para las tinciones generales de DNA
p propidic y guinacrina puede no ofrecer un

NOTA: un supuesto fallo de los reactivos an un ensayo in situ
puede ser debide a una averia o a un mal funcionamiento del
microscoplo de lluorescencla, o al uso de fltros Inadacnado&
para observar una muestra correctamente hibridada. -

Fuente de lluminaclén: se recomienda una lampara de mercurio

de 100 vatios. Registre el ndmero de horas que ha estado én

funcionamiento la bombilla y sustitiyala antes de transcurride al tiempo

indicado. Asegirese de que la ldmpara estd alineada adecuadamentsa,

Objetivos: utilice objetivos acromaticos de inmersion en aceits

para fluorescencia con aperturas numéricas 2 0,75 cuando ulilice

un microscopio con una lampara de mercurio de 100 vatios © una

lémpara de larga duracin de 100 vatios. Un objetiva de 40 aumentos,

combinado con oculares de 10 aumentos, resulta adecuado para el
barrido de la muestra y seleccicnar las regiones para sl recuento. Se

deban usar objetivos acromaticos de inmersién en aceite de §3 ¢ 100

aumentos para la evaluacién de los portaobjetos.

Acelte de Inmerslon: el eceile de inmersion que & emplee con

objetivos de inmarsién debe estar formulado para autoflucrescencia baja

y para su utilizacién especifica en microscopla de fluorescencia.

Fittros: 1a hibridacién de las sondas L5 ERBB2 (17q12) SGn/p16 (2p21)

SRIMYC (Bg24) SAJZNF217 (20q13.2) SGd a sus regionss diana se

marca con una sefial de fluorescencia verde, roja, aguamarina y oro,

respectivamente. El resto de DNA presentard fluorescencia azul con

1a tincién DAPI. Abbott Molecular dispone de conjuntas de filtros de

pasc de banda simple dptimos para la mayoria de ios modelos de

microscopio de fluorescencia para el uso con los equipos de sondas

LSI DNA.

Les conjuntos de filtros recumendados para las sondas Vysis

Esophageal FISH Probe Kit son las de paso de banda simpls DAPI,

de paso de banda simple Green (verde), de paso de banda simple

Red {rojo), de pasc de banda simple Aqua (aguamarina) y de paso de

banda simple Gold (oro).

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO PARA MUESTRAS

EMEEBIDAS EN PARAFINA Y FWADAS CON FORMOL

{EPFF)

Preparacion de los reactlvos

NOTA: mida a tamperatura amblente el pH de las scluclones gue
asi lo indiquen. Si no se indica lo contrario, utilice un
pehachimetro con un electrodo de vidrio.

Solucién 20X SSC

Afade 132 g de 20X SSC a 400 ml de agua purificada. Mezcle bien.

Ahada agua puriticada hasta conseguir un volumen total da 500 mi.

Mezcle vy filtre con un tiltro de 0,45 pm_ Almacdnese a temperatura

ambiente. Desechs la solucion pasados § meses, o si ésta presenta un

aspacto urbio o contaminado.

Solucién de pretralamiento 1X SSC

Afada 50 m! de 20X 55C a 900 mi de agua puriticada. Mezcle bien.
Mida el pH y ajistelo a pH 6,3120,2 con NaOH o HGI. Afada agua
purificada hasta alcanzar un volumen total de 1 litro. Mezcle v tiltre con
un filtro de 9,45 um. Almacénese a temperatura ambiente. Deseche kA
solucién una vez pasados 6 meses, 0 si ésta presenta un aspecto turbio
0 contaminado.

Soluciones do etanol (70%, 5%, 100%)

Diluya etanol al 100% con agua purificada a la concentracion de 70% y
B5% vfv. Guando ng las utilice, almacénelas en recipiemas cerados a
temperatura ambiente. Deséchelas transcurridos 6 meses.

Solucidn de lavado 2X S$SC/0.3% NE-40

Mezcle blen 100 ml de 20X SSC con 850 ml de agua puriticada. Afada
3 ml de NP-40. Mezcle bien hasta que el NP-40 se haya disuslto
completamente. Mida el pH y ajustelo a pH 7,0 a 7,5 con NaOH o

HCI. ARada agua purificada hasla alcanzar un volumen total de 1 litro.
Mezcle y filtre con un filtro de 0,45 um. Almacénese a temparatura
ambiente. Deseche la solucién una vez pasados B meses, o si ésta
prasenta un aspecto turbio o contaminado.

Preparacion de los reactivos de trabajo

NOTA: los volumanes de las soluciones se proporcionan para las
Jarras de Coplin de 50 ml (consulte el apartade Equipo de
laboratoric). Si se utilizan otro tipo de jarras de Coplin podrla
ser necesario un volumen mayar. En cualquler caso, debe
utilizarse el valumen suficiente de fo eyse cubra el drea
dlana sin que se sumerjan las etlgue :

Agente aclarante Hemo-De




Solucion de pretratamiento

Dispensa 50 mi de 1X S8C con pH 8,3 en una jarm de Coplin. Calisnte
la jarra de temperatura ambiente a 8D°C+1°C en un bafio de agua
circulante antes de pretratar los portacbjetos. Asegurese de que la
temperatura de la solucion sea de 80'C11°C antes de utilizara,
Deséchela tras haberla utitizado 1 dia.

Solucidn de proteasa (1,5 mo/ml}

Afada 0,075 g de proteasa (Pepsina USB, 3 000 unidades/mg

a 4 Q00 unidades/mg) a 50 mi de HCI 0,1 N para obtener una
concerftracion final da 1,5 mgfml. Mazcle suavements. Introduzoa la
solucién de proteasa en una jarra de Coplin ¥ coldquela en un bafio
de agua a una temperatura de 37°C. Délela un minimo de 30 minutos,
mezclando de vez en cuando, y compruebe que la temperatura del
1ampén sea de 37 °C11°C antes de su uso. Compruebe visualmente
que la proteasa se haya disuelto por completo antes de su uso.
Deseche la solucién tras haberla utilizado 1 dia.

Agua purificada
Llene 1 jarra de Coplin con 50 ml de agua purificada. Utilicese a
temperatua ambiente,

Soluciones de etanol

Llene 1 jarra de Coplin con 50 ml de etanol al 100%. Llene otra jarra
de Coplin ¢on 50 ml de etanol al 85%. Llene una tercera jama de
Coplin con 50 ml de etancl al 70%. Ltilicese a temperatura ambionte,
Deséchelas transcurridos 7 dias o si muestran dilucién excesiva o
evaporacion.

Procedimiento de pretratamiento de la muestra (tejido

embebido en parafina y fijado con formoel)

NOTA: el sigulente procedimiento de pretralamiente se ha optimizado
para su 5o con tefido ambebldo en parafina y fijado con
formol. Si las muestras presentan una digestion excesiva,
reduzca entre 3 y 5 minutos el tiempo de digestién de la
proteasa. Sl las muasiras presentan una digestién Insuficlente,
aumante entre 3 y 5 minutos el tiempao de digestionda la
proteasa. Consulle el apariado Diagndstico y solcién de
problemas.,

Preparacién de los portaobjetos de muestra
NOTA: utllice tejido esofagico fljado con formol durante un tiempo
maximo de 24 horas, que se haya procesado correctamente y
que proporclone secclones de tejido buenas. Sea culdadoso
con las técnicas de laboratorio para evitar la contaminaclén
cruzada entrs portacbjetos al prepararlos.
1. Corte secciones de parafina de 4 um a B pm de espesor Con un
microtome.
2, Coloque las secciones en un bafio de agua puriticada (p. ).,
destilada por triplicado) a 42°C.
3. Gologue una seccidn en un portaobjetos cargado positivamente.
4. Deje secar al aire los portaobjetos por la noche,
5. Deje reposar los portaobjetos sin tefir entre 2 y 24 horas a una
temperatura de 56°C+2°C.
8. Procese los portagbjetos sin tedlir segun bos procedimientos
siguientes.

PRETRATAMIENTO MANUAL

Retirada de la parafina de los portacbjetos

1. Sumerja los portaobjetos en Hemo-De durante 5 minutos a
temperalura ambiente.

2. Repita el paso dos veces ulitizando cada vez Hemo-De recién
praparatio,

3. Deshidrate los portacbjetos con etanel al 100% durante 3 minwo a
temperalura ambiente. Repita el paso.

4. Proceda inmediatamente con el pretratamiento del portaobjetes.

Pretratamiento de los portaobjetos

1. Sumerja los portaobjetos en 1X SSC con pH 6,3 a una temperatura
de BO"C41°C durantg 35 minutes. Si fuera necesario, se pueden
colocar 2 portaobjetgys juntos por las caras que no presentan la

nura de la jarra de Goplin, sélo 1 portacbjetos

ranuras finales. De los portachjetos que se

s finales, b cara gque tiene la seccidn tisular

la\al centre de la jarra da Coplin.

bjétos en agua purificada durante 3 minutos a

nig.

f

Pretratamlento con proteasa

1

2,

3.

B

BN e

o
Retira los portaobjetos de la jarra que contiene agua purﬂicadé\;: \
Retire el exceso de agua secando los bordes del portaobjetos coﬂr?”""_;-;m ot
una ipalla de papel. No los deje secarse.

Sumeria los portaobjetos en ka solucién de proteasa a una

temperatura de 37°C+1°C durante 18 minutos. Si fuera necesario, se

pueden colocar 2 portaobjetos juntos por las cams gue ™o presentan

la muestra, en cada mnura de la jarra de Coplin, sdlo 1 portaobjetos

an ¢cada una de las ranuras linales. De los porfaobjetos que se

colocan en las ranuras finales, la cara gue tiene la seccidn tisular

debe quedar dirigida al centro de la jarra de Coplin,

Sumer|a los portacbletos en agua purificada durante 3 minutos a

temperatura ambiente.

Sumerja los portacbletos en etanol al 70% durante 1 minute.

Sumerja los portacbjetos en etanol al 85% durante 1 minuto.

Sumerja los portaocbletos en etanol al 100% durante 1 minuto.

Seque los portaobjetos en un calentador de portaohjetos o défelos

secar al aire.

Siga con el procedimiento de hibridacidn o almacene los

portacbjetos desecados a una temperatura de —20°C (£5°C) hasta

1 semana.

PRETRATAMIENTO AUTOMATICG (VP2000)

Si desea mds informacion sobre la ulilizacién del sistema Abbott
VP2000 Processor, consulte el manual de operaciones de este

instrumenta.
Tahla 1. Protocoio VP200Q
Saluclén Temperatura Tiempo
Hemo De Ambiente 5 minutes
Hemo De Ambiente 5 minutes
Hemo De Amblente 5 minutes
Etanol al 100% Ambisnte 1 minuto
Etanol al 100% Ambiente 1 minute
Solucion de
pretratamiento 1X SSC 80°C 35 minutos
Agua purificada Ambionte 3 minulgs
Solucidn de proleasa arc 18 minutos
Agua purificada Armbiente 3 minutes
Etanol al 70% Ambiente 1 minuto
Etanol al B85% Ambiente 1 minuto
Etanol al 100% Ambiente 1 minuto
Secar al aire — -

Siga con ¢l procedimiento de hibridaclén o elmacene los portacbjetos
desecados a una temperatura de — 20°C (+5°C) hasta 1 semana.
Procedimiento de hibridacion (tejido embebido en parafina y
fijado con formol)

Si desea mas informacién sobre la wiilizacién del sistema ThermoBrite,
consulte la Gula del usuario de este instrumento.

En caso de que los portaohjetos hayan permanecide almacenados a
una temperatura de - 20°C (+5°C), proceda segin se describe en los
pasos 5 a B del precedimiento Pretratamiento con proteasa.

1

Humedezca una tarjeta indicedora de la humedad con agua
y coldquela en la apertura correspondienig en el instrumenta
ThermoBrite,
Ajuste la temperatura de fusion (Meit Temp) a 73°C y el tiempo de
fusién {Meft Time) a 6 minutos. Fije la temperalura de hibridacién
(Hyb Temp) a 37°C v el tismpo da hibridacion (Myb Time) entre
16 y 20 horas.
Margque las dreas de hibridacién con una punta de diamante por
la parte de atras del portaobjetos y coléquelos en el instrumento
ThermoBrite.
Deje que la mezcla de sondas equilibre a temperatura ambiente.
Agite l]a mezcla de sondas en el Vorlex para asegurarse de que la
solucidn se haya mezclado blen. Gentrifugue rapide la sonda para
que la solucién se deposite en el fondo del Wbo y se eliminen las
burbujas.
Deposite 10 pl de la mezcla de sondas_sobre el goracbjetos y
tapelo inmediatamente con el cubregbjetps. i
Selle los bordes del cubreobjetas gon afhesivé de lcrlauchu:).

] o (i
Inicie el programa co-hybricfzationf{doibiuay iy




Al final del periodo de hibridacion (de 16 a 20 horas), proceda con el
paso Lavado de los portaobjetos descrito a continuacidn.

Lavado de los portachjetos (1ejido embebido en parafina y

fijado con formol)

NOTA: se recomlenda procesar 4 portachjetos por cada jara de Coplin

para mantener las temperaturas adecuadas de las soluciones.
Si liene menos de 4, afada portachjetos vacios (que estén a
lemperatura amblente) hasta que tenga un total de 4.

1. Dispense 50 ml de 2X SSC/0,3% NP-40 en una jarra de Coplin.
Antes del uso, caliente la jarra de temperatura ambiente a
73'Cx1°C &n un baio de agua durante al menos 30 minutos.

2, Asegirese de que la temperatura da la solucién de lavado sea de
73°C+1°C antes de utilizarla. La solucidon se puede ulifizar 1 dla,
después debe desacharse.

3. Dispense 50 ml de 2X SSC{0,3% NP-40 en otra jarra de Coplin.
Ltillcese a tempenatura ambiente para gue se desprenda el
cubreobjetos. La solucion se puede utilizar 1 dia, después debe
desecharse,

4. Retire el adhesive de caucho de 1 portaobjetos tratando de mover
el cubreobjetes ko menos posible y somerja el portaobjetos en
2% 88C/0,3% NPF-40 a temperatura ambiente. Repita este paso con
los otros porlaobjetos y déjelos reposar de 2 a § minutos para que
el cubroobjetos so desprenda del portaobjetos.

5. Sumerja el portaobjetos en la sclucién de lavado precalentada
2X 55C/0,3% NP-40. Repita el misma procedimiento con los demds
portaobjetos. Si tiene menos de 4, afiada portaocbjetos vacios,
que estén a temperatura ambiente, hasta que tenga un tetal de 4.
Cronometre despuds do haber surnargido el cuarte portaobjetos,
NOTA: para mantener ia temperatura adecuada de la solucidn

2X SSC/0,3% NP-40, lave 4 portacbjetes simuitaneamente,
8. Sagquelos transcurridos 2 minutos.
NOTA: asegurese de que la temperatura de |a solucion de
lavado sea de 73°C 1 1°C antes de lavar otra serla de
4 portaobletos.

Visualizacién de la hibridacién

1. Deje secar al aire los portaobjetos durante un tiempe mdximo de
2 horas en la oscuridad.
NOTA: los portachjetos deben secar en posicion vertical u

horizontal sobre los bordes y no paralelos a la superticie.

2. Aplique 10 ul de tincion de contraste DAPI | al 4rea diana del
portaobjetos y después tapele con un cubreobjetos. Deje que la
tincidn de contraste DAPI | penetre en el tejide durante 15 minutos
antes de observario en el microscopio.

3. Lleve a cabo el recuento de la muestra en un microscopio de
flugrescencia anles de que transcurran 24 horas o almacénela a
una temperatura de - 20°C (+5°C) hasta 1 semana.

Sl utiliza este flitro da o 0w ta excitacion y emision de...

Vysis..,

Verde Fluoréfore SpactrumGreen
Rojo Fluoréfore SpectrumRed
Aguamarina Fluoréforo SpectrumAqua
Cro Fluoréforo SpectrumGold
DAPI DAPH

Evaluacién del portaobjetos

Liilice un objetivo de 10 aumentos o de 25 aumenlos para ver el drea
hibridada y localizar las reglones que le interesen con ayuda del tilro
DAPI. Realice el cribade de los portacbjelos empezando en 1 esquina y
avanzande ordenadamente de 1 punto de visidn al siguients.

Examine las tegiones elegidas con un objetive do entre 40 aurmentos

y B3 aumenios, observando la morfologia nuclear. Selecclone para la
evaluacion las areas de tejido bien digeridas (los bordes del nicleo
observados a través del DAP| deben, por lo general, poder diterenciarse
y el nicien debe pre entzlri estado bueno).

Evaluacién de la sehal FISH

Con un objetivo de 63 a/fu aumentos, seleccione los nicleos que no
3 el rgg¢uento de sefales dentro del 4rsa diana.

tincién de contraste sea inadecuada y no

s de los niicleos. Recuente las sefales

p upa doe las 4 sondas con los filtros Vysis

Almacenamientc ~‘."‘ /
Almacene los porfacbjetes a - 20°C (£5°C), protegidos de la luz;

Limitaciones de uso
La interpretacion de los resuliades FISH se debe realizar utilizando
controles y técnicas de andlisis adecuadas, asi como teniendo en
cuenta otros datos clinicos y de diagnéstico.

Los laboratorios deben establecer un punto de corte de referencia
analitico propio que defina los patrones de las sefiales para ias
anomallas de su interés.

Resultados esperados

Los nicleos diploides normales o los conjuntos de cromosomas en
metafase 58 espera que musesiren B sefales fluorescentes (2 verdes,
2 rojas, 2 aguamarinas y 2 orp). Estas sefales se corresponden a
los 2 loci diana en cromosomas homélogos a los que estdn unidos
cada una de las sondas fluorescentes: verde, ERBB2 (17912); roja,
pi8 (9p21), aguamarina, MYC (Bq24) y oro, ZNF217 (20q13.2).

se indica por un namerc superior o
Un numero anémalo de coplas inferior a 2 coplas de esta sefal de

dei ... ia sonda:
gen ERBB2 (17912) Verde

gen pl16 (9p21) Rojo

gen MYGC (Bq24) Aguamarina
gen ZNF217 (20413.2) Qro

Tenga en cuenta que al cortar las musstras embebidas en paratina se
pueden seccionar 10s nicleos, lo que hace gue algunos nicleos iengan
menos sefales que antes del corte. Por ejemplo, algunos nicleos
normales contendran menos de 2 sehales ERBB2, p16, MYC y ZNF217
debide al seccionamienta del nicleo.

Tabla 2. Guia para la solucién de problemas

Problema Causa probabla Solucion
* No hay s Utilizacién de + Ltilice los filtros
sefiales o un conjuno de recomendados,
son muy filtros inadecuado
débiles. para visualizar los
portaobjetos.
* El microscopio + Pongase en contacte con
no funciona el representante técnico del
cofrectamenie. fabricante del microscopio.

* Se han utilizado e Ltilice una ldmpara de
lamparas mercurio (se recomienda
inadecuvadas (xendn  gue sea de 100 vatios).
o fungsteno).

* Lampara * Sustitilyala por una lampara
de mercurio nugva.
demasiado vieja.

» Lampara de * Vuelva a alinear la ldmpara.
mercurio mal
elineada.

* Lente colectora = Limpie o sustituya las
sucia 0 lentes,
resquabrajada.

+ Espejo de la s Limpie o sustituya el espejo.
ldmpara sucio o
roto.

» Lavado * Compruebe que la
posthibridacién temperatura de la solucidn
a temperatura de lavado sea de 73°C
equivocada, +1°C.

Disminuya la temperatura de
la solucidn de favado hasta
el limite inferior del imervale
de temperatura.

Daposite el cubreobjeios

* Se formaron

burbujas de focando primero fa
aire bajo el juperficie da la mezcla de
cubreobjetos

gqus impidieron
el acceso de la

7
sonda. JD‘-{.‘E




Tabla 2. Guia para la solucién de problemas {cont.)

Soluclén

Problema Causa probable
* No hay * Cantidad
sefales o insuficiente de
SON Muy solucidn de
débiles. hibridacién pama la
seccion,
= [Digestion

con proteasa
inadecuada.

* Seccién demasiado

fijada {los bordes
celulares seran

nitidos).

Pérdida de DNA

(tincian con DAPI

Incremente la cantidad de
solucién de hibridacién a
20 ul por conte.

Verifique que la temperatura

de la solucién sea de

37'Cx1°C.

Verifique que el pH de HCI

0,1 N sea 1,0+£0,2.

Aumente el tiempo de

digestién de la proteasa

en incrementos de 3 a

5 minutos,

En casao de que no s

disponga de un nuevo

portaobjetos, se podra

usar el mismo siguiendo el

siguiente protocalo:

~— Ponga el cubreobjeios
del portacbjetos con
tincién de comraste DAPI
€n remaojo con solucién
de lavade 2X S8C/0,3%
NP-40 a temperatura
amblente.

— Enjuague el portachjotes
en agua purilicada.

— Coloque el poriaobjatos
&n solucidn de proteasa
a una temperatura de
d7°'Czx1'Centre3y 5
minulos,

— Enjuague el portacbjetos
en agua purilicada.

— Siga con el procedimiento

de hibridacién segun se
doscribe en el apartado
Procedimiento del
ensayo para muestras
embebidas en parafina y
fijackas con formol.

Los tiempos de fijacién

de tejido prolongados

podrian degradar de forma

progresiva la intensidad de

la sefial y podrfan requerir

un tiernpo de digestion

superior.

Verifique las condiciones de

fijacidn.

pobre).
* Fondo sucio. * Condiciones * Compiuebe al pH de las
restrictivas soluciones de lavado. Si el

(astringencia) de la

solucion de lavado
inadecuadas.

pH esta fuera del intervalo
de 7,0 a 7.5, deseche el
tampén de lavado.
Compruebe que la
temperatura de la soluclén
de lavade sea do 73°C
+1°C

Aumente la temperatura
de la solucién de lavado
hasta &l limite superior del
intervalo de temperatura.

la intensidad
de la sefial
entre las

Compruebe la tincién DAPI.
Si la tincién DAPI an las
ZONas con pocos nucleos
es buena, entonces haga el
recuenio del portaobjetos.

Tabla 2. Guia para la solucién de problemas (cont.)

Problema Causa probable Salucldn

» Variacion de * Sonda distribuida  * Repita la hibridacién en la
la intensidad  irregularmente en el siguiente seccldn adyacente
de la sefial porfaobjetos debldo  del mismo blogue de tejido
entre lag a que hay burbujas ¥ asegidrese de que no haya
seccionas de aire baje ol burbujas de aire debajo del
tisulares. cubrecbjetas. cubraobjetos.

* Deposite el cubreobjetos
tocando primero la
superficie de la mezcla de
hibridacidn.

» Seccién demasiado ¢ Aumente el volumen de
grande. la mezcia de sondas de
hibridacign a 20 ul en
seccipnes tisulares grandes.
* Pérdida » Seccidn tisular ¢ Reduzca el tiempo de
tisular o poco fijada (fincién digestion de la proteasa
morfologia con DAP| pobre). en incrementos de 3 a
tisular 5 minutos.
degradada.

Mo se han utilizado =
los portachjstos

Utilice portacbjetos
cargados positivamente,

apropiagos.

* [ncubacion * Compruebe la tamperatura
inapropiada del del ThermoBritefestufa
portachijetos. placa calientefincubador

{de 54°C a BB°C}. En

caso de que la parafina

de los portaobjetos no

esté derretida, aumente la
temperatura {méaximo hasta
68°C).

* Pretratamiento = ‘erifigue que la temperatura
excesivo, de pretratamiento sea de

806'C +1°C.

» Disminuya el tiempo de
pretratamisnto.

= Disminuya el tiempo de

digestién de la proteasa.

Reduzca el tiempo de

digestién da la proteasa

{con un porteobjetes

nueva).

* Reduzca el tiempo de
fusion [Melt Time) en
incrementas de 1 minuto, a
un tiempe de fusién minimo
de 2 minutos (con un
portacbjetos nuevo).

Desnaturalizacion
excesiva (tiempo de
fusién).

Prolongue el tismpo de
remojo del cubreobjetos en
tampdn de lavado.

+ La seccidn tisular =
se ha desgarrade
at retirar el
cubreobjetos tras la
hibridacion.
PFIOCEDIMIENTO DEL ENSAYO PARA MUESTRAS DE
CITOLOGIA

Preparacién de los reactivos

NOTA: mida a tamperatura ambiente el pH de las solucicnes que
asi lo Indiquen. Sl no se indica o contrario, utlllca un
pehachimetro con un slectrodo de vidro.

Soluclén 20X SSC

Abatla 132 g de 20X SSC a 400 ml de agua purificada. Mezcle bien.
Afada agua purificeda hasta conseguir un volumen 1otal de 500 ml.
Mezcle y filtre con un filtro de 0,45 um. Aimacénese a temperatura
ambiante. Deseche la solucidn pasados 6 mases, o si ésta presenta un
especto turbio o contaminado.

A BSC
Mezcle bien 100 ml de 20X SSC con 850 ml de agua punf:cada Mida
el pH y ajustelo a pH 7,0+ 0.2 con NaCH o
hasta alcanzar un volumen tetal de 1 litie
de 0,45 um. Almacénese a temperaturg
pasados § meses, o si ésla presenta




Formol al 1%
Mezcle bien 37 ml de 1X PBS, 12,5 ml da formol tamponade neutro al
10% y 0.5 mi de 100X {2M) MgClz para preparar 50 ml de formo! al 1%.
Uselo diariamente recién praparado.
Soluclones de atanol (70%, 85%, 100%)
Diluya etanol al 100% ¢on agua purificada a la concentracion de 70% y
B5% vfv. Cuando no las utilice, almacénelas en recipientes cenmados a
temperatura ambiente. Deséchelas franscurridos § meses.

luclén Y
Mezcle bien 100 ml de 20X SSC con BS0 ml de agua purificada. Afada
1 ml de NP-40, Mezcle bien hasta que el NP-40 se haya disuello
completamente. Mida el pH y sjustelo a pH 7.0+0,2 con NaOH o HCI,
Afada agua purificada hasta alcanzar un volumen tolal de 1 fitra.
Mezcle vy filtra con un filtro de 0,45 pm. Aimacénese a temperatura
ambiente. Deseche la solucion pasados 6 meses, o si é5ta presenta un
aspecto turbio o contaminado.

Solucién de lavado 0,4X SSC[0,3% NP-40

Mezcle bisn 20 ml de 20X SSC con 950 mi de agua purificada. Ahada
3 ml da NP-40. Mezcle bien hasta que el NP-40 se haya disuelto
completamente. Mida el pH y sjistslo a pH 7,4£0,2 con MaOH o HCI,
Aflada agua purificada hasta alcanzar un volumen total de 1 fitro.
Mezcle y fillre con un filtrg de 0,45 um. Aimacénese a temperatura
ambiente, Deseche la solucién pasados & meses, 0 si 851a presenta un
aspecto turbio o contaminado.

Preparacién de los reactivos de trabajo

NOTA: los volimenes de las soluciones se proporcionan para las
jarras de Coplin de 50 ml (consulte el apartade Equipo de
taboratorio). Si se utlliza otro tipo de jarras de Coplin podeia
ser necesario un volumen mayor. En cualquler caso, debe
utliizarse el volumen suficiente de forma que se cubra el drea
diana sin gue se sumerjan las etiquetas del portachjetos,

Solucion de pretratamiento

Dispense 50 ml de 2X $SC en una jarra de Coplin. Calients la jarra

de temperatura amblente a 73°C +1°C an un bafio de agua circulante
antes de preparar los portacbjetos. Asegirese de que la temparatura de
la solucidn sea de 73°C+1'C antes de utilizarta. Deséchela tras haberla
ulilizado 1 dia.

Soluclén de proteasa (0.5 ma/mi)

Afada 0,025 g de proteasa (Pepsina, Amresco) a 50 mil de HCI

0,01 N para obtener una concentracién tinal de 0,5 mg/mt. Mezcle
suavemente, Introduzca la solucidn de proteasa en una jarma de Coplin
y coléguela en un bafio de agua a una temperatura de 37°C, Déjela
un minimo de 30 minutos, mezclando de vez en cuando, y compruebe
que la temperatura del tampdn sea de 37°C 1 1°C antes de su use.
GCompruebe visualmente que la proteasa se haya disuelte por completo
antes de su uso. Deseche la solucién tras haberla utilizado 1 dia.

pBS
Uane 2 jarras de Coplin con S0 ml de 1X PBS. Wilicese a temperatura
ambienta. Desache las soluciones tras haberlas utilizado 1 dia.

Formol al 1%

Mezcle 12,5 ml de formol tamponado neutro at 10%, 37 ml de 1X PBS
vy 0,5 mi de 100X MgClz. Liene 1 jarra de Copiin con 50 mi da solucién
da formol al 1%. La escala debe ser la comecia de acuerde al volumen
requerido. Whilicese a temperatura ambiente. Peséchelo tras haberlo
utilizado 1 semana. Almacénelo a una temperatura entre 2'C y 8°C
cuando no lo utilice.

Soluclones de etanol

Dispense 50 ml de etanol al 100% en 1 de las 3 jarras; 50 ml da etanol
al 85% en otra jarra y 50 ml de etancl al 70% en la Ditima. Wilicese a
temperatura ambieme. Deséchelas transcurridos 7 dias o si muestran
dilucion excesiva 0 evaporacidn.

PRETRATAMIENTO MANUAL

Pretratamiento de los portachjetos

1. Sumerja los portaobjetos en 2X SSC a una temperatura de
¥3'C+1'C durante 2 minutes. Si fuera necesario, se pueden colocar
2 portacbjotos juntos por las caras que no presentan la muesira, en
cada ranura de la jarra de Coplin, solo 1 poriaobjetos en cada una
de las ranuras fingled. De Ifs portaobjetos que se colocan en las
ranuras finaleg fa ¢ qLp tiene la muestra de células debe quedar
dirigida al ¢ jayfe da Coplin.

Pretratamiento con proteasa
1
2.

Retire los portaobjetos de la jarra de 2X SSC. g

Ratire &l exceso de 2X S$C secando log bordes dei portacbiétgs ---.... _\

con una toalla de papel.

Sumerja los portacbjetos en la solucion de proteasa a una
tomperatura de 37 Cx1°C durante 30 minutos. Si fusra necesaric, |
se pueden colacar 2 portaobjetos juntos por las caras que no
presentan la muestra, en cada ranura de la jarra de Coplin, sélo

1 portaohjetos en cada una de las ranuras finales. De los portactjetos
que se colocan en las ranuras finales, la cara que tiene la muestra de
células debe quedar dirigida al centro de la Jarma de Coplin.

Sumaerja los portaobietos en PBS durante 5 minutes a lemperatura
ambierte.

Fijacion de formol al 1%

1

2.

Retire los portaobjetos de la PBS.

Sumerja los portaobjetos en formol al 1% durante 5 minuos a
temperatura ambiente.

Retire los portacbjetos del formol al 1%.

4. Sumerja los portacbjetos en PBS durante 5 minutas a temperatura

@ N @e;

ambiente.

Sumerja los portachietes en etanol al 70% duramte 1 minutg.

Sumerja los portaobjetos en etano! al 85% durante 1 minuta.

Sumerija los portaobjetos en etanol al 100% durante 1 minuto.

Seque los pertacbjelos en un calentador de portacbjetes o déjelos
secar al aire.

Siga con el procedimiento de hibridacidén o almacene los
portagbjetos desecados a una temperatura de - 20°C (+5°C) hasta
1 semana.

PRETRATAMIENTO AUTOMATICO (VP2000)
Si dosea mas informaciin sobre la utilizaclon del sistema Abbott VP200D

Processor, consulte ¢l manual de operaciones de st instrumento.
Tabla 3. Protocole VP2000

Soluclén Temperatura Tiempo
Solucidn de

pretratamiento 2X SSC 73'C 2 minutos
Solucién de proteasa 37C 10 minutos
1X PBS Ambiente & minutos
Formol al 1% Ambiente 5 minutos
1X PBS Ambiente 5 minutos
Etanot al 70% Ambiente 1 minute
Etanch al 85% Ambiente 1 minuto
Etancl al 100% Amblente 1 minuto
Secar al aire —_ —

Siga con sl procedimiento de hibridacién o almacene los portaobjetos
desecados a una temperatura de —20°C (+5°C) hasta 1 semana.

Procedimiento de hibridacién (muestras de citologia)

5i desea mas informacién sobre la utilizacién del sistema ThermoBrite,
consulte la Guia del usuario de esle instrumento. En ¢caso de que fos
partachjetos hayan permanecido almacenados a una temperatura de
-20°C (15°C), proceda segun se describe en los pasos 5 a 8 del
pracedimiento indicado en el apartado Fijacidn de formol al 1%.
Humedezca una tarjeta indicadora de la humedad con agua y coléguela
en la apertura correspondiente en el instrumento ThermoBrite.

1

o

Auste la temperatura de fusién (Melf Temp) a 73°C y el tiempo de
tusion (Meft Time) a 3 minutos. Fije la temperatura de hibridacion
(Hyb Temp) a 37°C y el tiempo de hibridacion (Hyb Time) a un
minimo de 16 a 20 horas.

Marque las dreas de hibridacién con una punta de diamante por
la parte de atrds del portacbjelos y coléquelos en el instrumento
ThermoBrite.

Agite la mezcla de sondas en el Vortex para asegurarse de que la
solucion se haya mezclado bien. Centrifugue rdpido la sonda para
que la solucion se deposite en el fondo del tubo y se eliminen las
burbujas.

Deposite 10 pl de la mezcla de sondas scbra el portaobjetos y
t4pelo inmedialaments con el cubreobjetos.

Selle los bordes del cubrecbjetos ¢p




Al final del periodo de hibridacidn (de 16 a 20 horas), proceda con el
paso Lavado de los portacbjetos descrito a continuacidn.

Lavado de los portacbjetos (citologia)

Dispense 50 mi de 0,4X SSC/0,3% NP-40 en una }larra de Coplin. Antes

del uso, calisnte la jara de tamperatura ambiente a 73°C11°C an un

bano de agua durante al menos 30 minutes,

Asegurese de que la temperatura de la solucién de lavado sea de

73'C21°C antes de utilizarla. La solucidn se puade utiizar 1 dia,

despuds debe desecharse.

Dispense 50 mi de 2% 55C/0,1% NP-40 en otra jarma de Coplin.

Utilicese a temperatura ambiemte. La solucién se puede utilizar 1 dia,

despuds debe desecharse.

NOTA: para mantener la temperatura adecuada de ka solucién

0,4X 5SC0,3% NP-40, lave 4 portaobjetos simultineamente.

Sl tiene manos de 4, afiada portaocbjetos vacios, que estén a
temparatura ambiente, hasta que tenga un total de 4. Cronometre
después de haber sumergido el cuarto portacbijetos.

1. Sumerja ol portacbjetos en la solucidn de lavado 0,4X S5C/0,3%
NP-4@ precalentada. Repita el mismo precedimiento con los demas
portacbjetos.

2. Sdquelos transcurridos 2 minutos.

3. Sumerja los portaobjetos en la solucidn de lavado 2X SSCf0,1%
NP-40 a temperatura ambiente de 5 segundos a 1 minuta. Repita el
mismeo procedimiente con los demas portavbjetos,

Visualizacion de la hibridacion

1. Deje secar al aire los portacbjetos durante un tiempo maxime de
2 horas en la oscuridad.
NOTA: los portaobjetos deben secar en posiclén vertical u

horizontal sobre los bordes y no paralelos a la superficie.

2, Apligue 10 W de tincién de contraste DAPI H al drea diana del
portacbjetos y después tdpelp con un cubreobjetos. Deje que la
tincién de contraste DAP] I penetre on &l tejido durante 15 minutos
antes de observario en el microscopio.

3. Lleve a cabo el recuento de la muesia en un microscopio de
fluorescencia antes de que transcurran 24 horas ¢ aimacénela a
una temperatura de ~20°C {+5°C) hasta 1 semana.

Tabla 4. Guia para la solucién de problemas

Si utiliza este filtro de

Vysis... Se produce la excltacién y emision de...
Verde Fluordtoro SpectrumGraan

Rojo Fluoréfora SpectrumRed

Aguamarina Fluordioro SpectrumAqua

Oro Flugréfora SpectrumGold

DAPI DAPI

Almacenamiento: almacene los portaobjetos a —20°C (15°C),
protegidos de la luz.

Limitaciones de uso

La interpretacidn de los resultados FISH se debe realizar utilizando
controles y técnicas de analisis adecuadas, asl como teniendo en
cuenta olros datos clinicos y de diagndstico.

Los laboratorios deben establacer un punto de corte de referentia
analitico propio que defina los patrones de las sefiales para las
anomalias de su interés.

Resultados esperados

Los nucleos diploides normales se espera que muestren 8 sefales
fiwgrescertes (2 verdes, 2 rojas, 2 aguamarinas y 2 oro). Estas safiales se
corresponden a los 2 loci diana en cromosomas homdlogos a los que estan
unidos cada una de ias sondas fluorescertes: verde, ERBB2 (17q12); roja,
p16 (9p21); aguamarina, MYC (8q24) y oro, ZNF217 (20q13.2),

Problema Causa probable Soluclén

* No hay + LUtilizacion de * tilica los fillros
seflales o un conjunto de recomendedos.
SON MUy filtros inadecuado
débiles. para visualizar los

portacbjetos.

El microscopio
no funcivna
correctamenta.
Se han utilizado
lamparas

inadecuadas (xendn

© tungsteno).
Lampara

de mercurio
demasiado vieja.
Lampara de
mercurio mal
alineada,

Lente colectora
sucia o
resquebrajada.
Espejo da la
lampara sucio ©
roto.
Condiciones

de hibridacion
incarrsctas,
Lavado
posthibridacion
a temperatura
equivacada.

Se formaron
burbujas de
aire bajo sl
cubreabjetos
que impidieren
el acceso de la
sonda.
Cantidad
insuficiente de
solucidn de
hibridacién para la
diana.
Digestion

con proteasa
inadecuada.

Pérdida de DNA
{tincidn con DAPI
pobrs).

Pdngase en contacto con
el representante técnico del
fabricante del micrascopio.
Ltilice una lampara de
mercurio (5e recemignda
que sea de 100 vatios).

Sustitiyala por una lampara
nueva.

\uelva a alinear la lémpara.

Limpie o sustituya las
lentes.

Limpie o sustiluya et espejo.

Aumentg el tiempo de
hibridacion al menos a

14 horas,

Comprusbe que la
temperatura de la soluclén
de iavado sea de 73°C
+1°C.

Disminuya la temperatura de
la solucidn de lavado hasta
el limite inferior del intervalo
de temperatura.

Deposite el cubrecbjetos
tocando primero la
superticie de la mezcla de
hibridacidn.

Incremente la cantidad de
solucién de hibridacién a
20 ul por diana.

Verifique gque la temperaiura
de la solucidn sea de
3TCx1C.

Aumente el tiempo de
digestion de la proleasa

en incrementos de 3 a

5 minutos.

Verifique las condiciones de
fijacion.

se indica por un numero superior o

Un numerc anémalo de copias inferior a 2 copias de asta sefial de

del .., la sonda:
gen ERBB2 (17q72) Verde
30 Rajo
Aguamaring

Cro

* Sefal poco * Condicicnes * Compruebe la temperatura
especifica. de hibridacién de desnaturalizacién o
incorrectas. hibridacién.
= Temperaiura do * Mantenga la temperatura de
lavado demasiada lavado a 73°C+1°C.
baja.
* Sefal » Laconcentracion = Intente disminuir Ja sefial
demasiado de la sonda gon un fitro de densidad
brillante. es demasiado neutro en la via de

elevada para su
micrascoplo.

e:tcﬂaciér;.




Tabla 4. Guia para la solucién de problemas
Problema Causa probable Soluclén

2

s Fondo sucio. * Condiciones = Compruebe el pH de las

restrictivas soluciones de lavado. Si el
(astringencia) de la pH esta feera del intervalo
solucidn de lavado de 7,0 a 7,5, deseche el
inadecuadas. tampon de lavado.

Compruebe que la
temperatura de
solucién de lavado sea de
73'C+t°C.

* Aumente la temperatura
de la solucidn de lavado
hasta el llmite superior del
intervalo de temperatura.

* La estructura = La muestra estd = Reduzca el tismpo da
de las sobredigerida. digeslion de la proteasa.
células no
estd intacta.

CARACTERISTICAS DE LA EVALUACION DEL
FUNCIONAMIENTO

Introduccién

Vysis Esophageal FISH Probe Kit se evalud con respecto a la
sansibilidad analitica y a % especificidad de las sondas LS| ERBB2
{17q12) $Gn/p1B (8p21) SRIMYC (Bq24) SA/ZNF217 (20q13.2)
50d segin definen los patrones y normas del ACMG (American
College of Medical Genetics Standards & Guidelines)™, asi como al
luncionamiento del ensayo en muestras de citologla y EPFF.

Sensibilldad y especlificldad analiticas

E! funcionamiento de las sondas se evalu6 en 100 extensiones en
metafase de linfochos de sangre humana cultivados, procedentes

de 5 donantes (20 extensiones en metatase por espécimen de
donanie). Los porlaobjelos se examinaron ¢on un microscopio de
fluorescencia equipado con filtros de paso de banda simple especlificos
para fluorescencia DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindof}, SpectrumAgua,
SpecirumGreen, SpectrumGald y SpectrumRBed, La evaluacién de

cada extansién de metafase consistid en contar el ndmero de sefiales
de la sonda ERBB2 {17g12) (verdes) gque se encuentran en el lugar
correcto (brazo q del cromosoma 17, banda 12, préxima a la regidn
centromérica: sefiales verdaderas positivas) y el numero de seiiales de
la sonda ERBB2 que estan localizadas en cualquier oira posicion det
cromosoma (sefales falsas positivas), Lo mismo se hizo con la sonda
roja LSI p16 (8p21) (la posicién comecta estd en la mitad del brazo p
del cromosoma 8, banda 21), 1a sonda aguamarina LS| MYGC (8924) (la
posicion correcta estd en el extremo de la regidn telomérica del brazo g
del cromosoma B, banda 24) y para la sonda oro LS| ZNF217 (20q13.2)
{la posicién correcta estd en el brazo q del cromosoma 20, banda 13.2).
Una vez evaluados jos portacbjetos, las 4 sondas se encontraren en

las localizaciones correctas del cromoesoma y ninguna de las sondas
mostré hibridacién cruzada en ninguna de las 100 extensionss en
metafase evaluadas.

Funcionamiento del ensayo en muestras de citologia

hibridacign}. La tasa de luncionamiento satisfactorio se determind
con un espécimen alternativo de citologia {orina). E! analisis de
hibridacion in sife por fluorescencia se realizé en portaobjetos
duplicados preparados a panir de muestras de 5 donantes normales,
para un total de 60 ensayes. Treinta ansayos se realizaron con
pretratamiento manual y otros 30 ensayos con el instrumanto
VP2000. Para determinar la tasa de funcionamiento satisfactorio

del ensayo, los revisores evaluaron los siguientes parametros de
funcionamiento de la sonda: especificidad de la sefial, intensidad de
la sefial, tectura de fondo del portackjetos v lectura global para las
sondas ERBB2 (17q12), p16 (9p21), MYC (8q24) y ZNF217 (20913.2)
en cada uno de los portaobjetes de muestra hibridados. De

acuerda a las caracieristicas de la evaluacion del funcionamiento,

;

E iloto: funci . " . ;
de cepilado esofdgico. El andlisis de hibridacion in sitw por 7/
fluorescancia se realizé con muestras de cepillade obtenidas por
endoscopia, de 92 pacientes bajo supervision por eséfago de Barett ™
(EB) en 2 Mayo Clinic, Rochester, Minnesota.? B4 pacientes tanian” .
antecedentes de displasia de alto grado (HGD) o adenocarcinoma_. /- - )
de esdfago (EAC) confirmados mediants una biopsia, 7 tenian T et
anlecedentes de displasia de bajo grade (LGD) y 1 antecedentes

tnicamente de metaplasia intestinal (IM). A todes los pacientes se

les practicaron biopsias sistemdticas durante la endoscopia. Los

resultados histoldgicos para estos pacientes fueron 14 negativos

para el eséfago de Barrett, 16 con metaplasia intestinal, 20 con

displasia de bajo grado, 22 con displasia de alte grado y 20 con

atresia esofagica (EA}. Una vez realizada la hibridacion con la

sonda marcada con fluorescencia [p16 (9p21) SR, ERBBZ (17q12)

BGn, MYC (Bq24) SA y ZNF217 (20913.2) SGd], las muestras se

analizaron con un microscopio de fluorescencia equipado cen

filtros de paso de banda simple especificos para fluorescencia

DAP| {4,6-diamidine-2-fenilindef), SpectrumiGreen, SpectrumBed,

SpecirumAqua y SpectrumGold. El ndmero de sefiales FISH para

cada sonda se registré en 100 células consecutivas no escamasas

y ne inflamatorias. Tal y como se muestira en la Figura 1, el

porcentaje de células con ganancia (mds de 2 sefales FISH) y con

pérdida (menos de 2 sefiales) de cada locus se calculd segun la

clasificacién histolégica correspondiente.?

En la Figura 1 (adaptada a panir de los datos ofrecidos por

Fritcher EG et al, 2008) se muestra el porcentaje madio de células

con ganancia y pérdida de 1odos los locus segun la calegoria

histoldgica. Se datectd un incremente considerable del porcentaje

de células con una pérdida de B8p21 y ganancia de 8q24, 17912 y

20q13.2 con evolucidn de epitelio escamosae benigno a displasia de

aito grado. Se observaron incrementos adicionales en el porcentaje

de células que muestran ganancias de 8q24, 17q12 y 20q13.2 con

evolucidn a adenocarcinoma.

Figura 1. Porcentaje de células con ganancia y pérdida de
cada locus segln categoria histoldgica
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Funcionamiento del ensayo en muestras de EPFF

hibridacién}. La tasa de funcienamiento satisfactorio se determind
con especimenes da escfagoectomia EPFF de 10 pacientes

(4 muestras benignas y 6 con adenocarcinoma de acuerde al
resultado de ia evaluacién histoiégica de tejide}. El analisis de
hibridacidn in situ por fluorescencia se realizd en muestras de
secciones de 5 um duplicadas, para un total de 60 ensayos.
Treinta ensayos se reafizaron con pretratamiento manual y olros
30 ansayos con el instrumento VP2000. Para determinar la tasa
de funclonamiento satisfactorio del ensayo, los revisores evaluaron
la especificidad de la sefial, intensidad de la sefal, lectura de
fonda del portacbjetos v la lectura global para las sondas ERBB2
{17q12), p16 {9p21), MYC (8924) v ZNF217 (20413.2) en cada
uno de los poraobjetos de muestra hibridados. De acuerdo a las
caracteristicas de la evaluacion del funcionamiento, todos los
ensayos examinados segun el protocolo para muesiras de tgjide
EPFF tuncionaron satisfactoriamente.




normales, Para fa evaluacidn se prepararon 4 portachbjetos con
cortes da secciones de 5 pm consecutivos de cada una de las

4 muestras de fejido EPFF esofdgico benigno. Los portacbjetos se
agruparon en 4 conjuntos de 4 portacbjetos cada uno, de forma

que cada conjunte contenia 1 portacbjetos de cada una de las

4 muesiras, Los 16 portacbjetos se hibridaron con la sonda Vysis
Esophageal FISH Probe y se analizaron coma sigue. En primer lugar,
3 revisores independiantes contaron 1 conjunto de 4 portaobjetos
para determinar la reproducibilidad del ensayo entre distintos
ohservadores (interobservadoras) en los recusentos de sefiales

{12 evaluaciones). Los otros 3 conjuntos se asignaron a 3 revisores,
1 conjunto por revisor y el mismo revisor conté cada portaobjetos

3 vaces con objeto de determinar la reproducibilidad ante un mismo
observador (intracbservador)} (36 evaluaciones, 12 por mevisor). Las
sefiales flucrescentes para cada una de las sondas se contaron

y s& registrarcn en 25 células consecutivas para cada muestra y
daterminar el numero medio de sefales ERBB2 (17q12), p16 (9p21),
MY (8a24) v ZNF217 (20913.2) por célula asi como calcular la
reproducibilidad intracbservador e imMerobservadores (Tabla 5).
Segun se extras claramente de la Tabla §, el nimero medio de
sefales por célula en musestras histoldgicamenie normales, se situé
entre 1,83 v 1,89, con coeficientes de variacion (GV) entre 5% y 7%.
Ei numerc medio de sefales por locus és inferior al valor esperado
de 2 debido al seccionamiento de Ios nuclecs durante el proceso de
seccionamiento (el espesor del corte es menor al didmetro nuclear).

Tabla 5. Numerc medio de sefales ERBB2 (17q12),
p16 (9p21), MYC (Bg24) y ZNF217 (20q13.2) por célula y
reproducibilidad interobservadores e intraobservador

Repreduclbllidad Intarobservadores®

NiOmero medio de Reproducibilidad

Sonda sefales Interobservadores
D.E. V%
ERBBZ 1.84 01 522
MYC 1,88 0,05 244
INF217 1,83 0,07 3,73
p16 1.85 0.13 6.93

Reproducibilidad intraobservador®

Numero medio de Reproduclbilidad

Sonda senales Intracbservador
D.E. CV %
ERBRB2 1,86 0,05 2,56
MYC 1,92 0,08 2,54
ZNF217 1,89 0,05 2,44
pl6 1,88 0,08 3,29

2 3 revisores independientes contaron cada uno de los 4 portaobjetos
¥ 4 portaobjelos por revisor, cada portaobjetos se conté 3 veces,
3 revisores
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NOTA: sonda LS| p16 (9p21)
Advidgriase que CDKNZA (inhibldor de cinasa dependiente de
clclina 2A) ha sldo aprobade por el Comité de Nomenclatura
de Genes HUGO como el simbolo para el gen p16.
ASISTENCIA TECNICA
Sl requiere asistencia técnica, péngase en contacto can el Centro de
Asistencia Técnica de Abbott Molecular (+49-6122-580) o consule la
pagina web de Abbott Molecular en:
htip:{www.abbottmolecular.com.
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION
PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

Expediente n© 1-47-3110-6742/17-6

La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT) certifica que de acuerdo con lo solicitado por la firma ABBOTT
LABORATORIES ARGENTINA S.A., se autoriza la inscripcidon en el Registro Nacional
de Productores y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM), de nuevos productos
para diagnéstico de uso in vitro con los siguientes datos caracteristicos:

Nombre comercial: VYSIS ESOPHAGEAL FISH Probe Kit (Ref. 4N19-20).
INDICACION DE USO: ENSAYO DISENADO PARA DETECTAR EL NUMERO DE
COPIAS DE LOS LOCUS ERBB2 (17q12), p16 (9p21), MYC (8q24) y ZNF217 (20q
13.2) MEDIANTE HIBRIDACION IN SITU POR FLUORESCENCIA (FISH) EN
MUESTRAS DE CITOLOGIA (CEPILLADO ESOFAGICO) Y EN MUESTRAS DE TEJIDO
ESOFAGICO EMBEBIDAS EN PARAFINA Y FIJADAS CON FORMOL (EPFF).

FORMA DE PRESENTACION: Envases conteniendo: 1 vial x 200 Ml

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 12 (DOCE)
MESES, desde la fecha de elaboracién conservado entre -25 y -15 °C.

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

Condicion de Venta/Categoria: venta a Laboratorios de analisis clinicos. USO

iz

PROFESIONAL EXCLUSIVO. ==============mmmmm e mmmme oo oo

Sedes y Delegaciones Tel. (+54-11) 4340-0800 ~ hitp://www.argentina gob.ar/anmat - Republica Argentina
Sede Central Sede Alsina Sede INAME Sede INAL Sede Prod. Médicos
Av. de Mayo 869, CABA Alsing 665/671, CARA Av. Caseros 2161, CABA Estados Unidos 25, CABA Av. Belgrano 1480, CARA
Deleg. Mendoza Deleg. Cérdoba Deleg. Paso de los Libres Deleg. Posadas Deleg. Santa Fé
Remedios de Escalada de Obispo Trejo 635, Ruta Nacional 117, km. 10, Rogue Gonzalez 1137, Evi Poron 2450,
San Martin 1908, Mendoza Cordoba, CO.TE.CAR., Paso de los Libres, Posadas, Prov. de Sama Iy,

Prov. de Mendoza Prov. de Cordoba Prov. de Corrientes Misiones Prov. de Santa Fe



Se extiende el presente Certificado de Autorizacion e Inscripcién del PRODUCTO
PARA DIAGNOSTICO USO IN VITRO PM-39-647.
Expediente N°© 1-47-3110-6742/17-6

Disposicion N°
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