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1.1.1.1. AplicaciónAplicaciónAplicaciónAplicación    

bëíÉ=éêçÇìÅíç=Éëí•=ÇÉëíáå~Çç=é~ê~=Éä=ìëç=Çá~ÖåµëíáÅç=áå=îáíêçK 

El equipo ZytoFast HPV-Typing ISH Kit está diseñado para detectar el ADN de 

los tipos 6/11, 16/18 y 31/33 del Virus del Papiloma Humano mediante 

hibridación in situ cromogénica (CISH) en muestras de tejido así como en 

células fijadas en formol y embebidas en parafina. Los resultados deben 

interpretarse por un patólogo cualificado al elaborarse la historia clínica del 

paciente considerándose sus datos clínicos y patológicos. 
=
=

2.2.2.2. Principios básicos del métodoPrincipios básicos del métodoPrincipios básicos del métodoPrincipios básicos del método    

La hibridación in situ puede detectar la presencia de ciertas secuencias de 

ácidos nucleicos en células o tejidos mediante sondas de ADN marcadas. Esto 

al dar lugar a la formación de dobles cadenas entre las secuencias presentes 

en el objeto de estudio y la sonda de ADN correspondiente. 

Nuestro equipo ZytoFast HPV-Typing ISH Kit usa sondas de oligonucleótidos 

marcadas con biotina que han sido diseñadas para complementar los 

respectivos tipos de HPV. En caso de presencia de secuencias complementarias 

del HPV en el material de estudio, la formación de dobles cadenas se detecta 

indirectamente, mediante un anticuerpo que se ha diseñado para 

complementar el marcaje y que se ha conjugado con FA, al conducir la 

reacción enzimática del sustrato cromogénico a la formación de un precipitado 

coloreado observable en un microscopio óptico. Debido a la diferencia en 

estabilidad entre híbridos del tipo ARN-ADN y del tipo ADN-ADN, 

normalmente puede observarse, en adición a la tinción del núcleo, una tinción 

citoplasmática causada por el ARN del HPV. Los oligonucleótidos 

complementan las secuencias que codifican las proteínas E6, E7 y L1. 
 

3.3.3.3. Instrucciones de seguridad y eliminaciónInstrucciones de seguridad y eliminaciónInstrucciones de seguridad y eliminaciónInstrucciones de seguridad y eliminación    

� Lea las instrucciones antes de usar este kit. 

� No use los reactivos después de su fecha de caducidad. 

� Evite cualquier contaminación cruzada o microbiana de los reactivos. 

� Algunos de los componentes del kit contienen sustancias que pueden ser 
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dañinas para la salud (en concentración y volumen reducidos), las cuales 

son formamida, kathon y las sustancias colorantes. Evite cualquier contacto 

directo con los reactivos y tome las precauciones necesarias (lleve guantes 

desechables, gafas protectoras y bata de laboratorio). Se aplicarán las 

siguientes frases R y S para los componentes 2a-2e del kit (HPV-Probe 6/11, 

HPV-Probe 16/18, HPV-Probe 31/33, (+) Control Probe, (-) Control Probe), 

que contienen formamida desionizada: R61 Riesgo durante el embarazo de 

efectos adversos para el feto. S53 Evítese la exposición – recábense 

instrucciones especiales antes del uso. S45 En caso de accidente o malestar, 

acúdase inmediatamente al médico (si es posible, muéstresele la etiqueta). 

� Si algún reactivo entrara en contacto con la piel, lávela inmediatamente con 

agua abundante. 

� Nunca pipetee las soluciones con la boca. 

� La eliminación de los reactivos debe llevarse a cabo de acuerdo con las 

regulaciones locales. 

� La ficha de datos de seguridad está a su entera disposición. ¡Consúltenos si 

la necesita, por favor! 
 

4.4.4.4. El equipo ZytoEl equipo ZytoEl equipo ZytoEl equipo ZytoFastFastFastFast    HPVHPVHPVHPV----Typing ISHTyping ISHTyping ISHTyping ISH    KitKitKitKit    

4.14.14.14.1 ComponentesComponentesComponentesComponentes    

El ZytoFast HPV-Typing ISH Kit consta de los siguientes componentes: 

 

CódigoCódigoCódigoCódigo    ComponenteComponenteComponenteComponente    CCCCantidadantidadantidadantidad    RecipienteRecipienteRecipienteRecipiente 

1 Pepsin Solution 16 ml Frasco cuentagotas, tapón blanco 

2a HPV-Probe 6/11 0,5 ml Recipiente de reacción, tapón rojo 

2b HPV-Probe 16/18 0,5 ml Recipiente de reacción, tapón rojo 

2c HPV-Probe 31/33 0,5 ml Recipiente de reacción, tapón rojo 

2d (+) Control Probe  0,2 ml Recipiente de reacción, tapón azul 

2e (-) Control Probe 0,2 ml 
Recipiente de reacción, tapón 

blanco 

3 AP-anti-Biotin 16 ml 
Frasco cuentagotas, tapón 

amarillo 

4 AP-Substrate 16 ml Frasco cuentagotas, tapón azul 
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5 20x Wash Buffer 3 x 50 ml Botella con tapón de rosca 

 Manual de instrucciones 1  

El componente 2a contiene una mezcla de oligonucleótidos que se han 

diseñado para complementar los tipos 6 y 11 del HPV. 

El componente 2b contiene una mezcla de oligonucleótidos que se han 

diseñado para complementar los tipos 16 y 18 del HPV. 

El componente 2c contiene una mezcla de oligonucleótidos que se han 

diseñado para complementar los tipos 31 y 33 del HPV. 

Los componentes 2a, 2b y 2c son suficientes para 75 determinaciones en total, 

es decir 25 determinaciones por componente. Los componentes 1, 3 y 4 son 

suficientes para aprox. 80 determinaciones en total. Los componentes 2d y 2e 

son suficientes para aprox. 10 determinaciones. El componente 5 es suficiente 

para 40 cubetas de 75 ml cada una. 

4.24.24.24.2 Almacenamiento y durabilidadAlmacenamiento y durabilidadAlmacenamiento y durabilidadAlmacenamiento y durabilidad    

Los componentes del equipo ZytoFast HPV-Typing ISH Kit deben almacenarse a 

oscuras a 2-8 °C.  

Algunos de ellos han sido estabilizados con kathon. Si se mantienen estas 

condiciones de almacenamiento, los componentes del ZytoFast HPV-Typing ISH 

Kit se conservarán hasta la fecha de caducidad indicada en las etiquetas. 

4.34.34.34.3 Material de estudioMaterial de estudioMaterial de estudioMaterial de estudio    

El equipo ZytoFast HPV-Typing ISH Kit ha sido optimizado para su uso en 

muestras de tejido/células fijadas en formol y embebidas en parafina. Si se usa 

en muestras que han sido fijadas o embebidas de forma diferente (por ejemplo 

extensiones celulares) el protocolo debe ser adaptado por el usuario. Nuestros 

especialistas están siempre a su disposición para ayudarle cuando sea 

necesario realizar cualquier ajuste. 

Recomendamos los siguientes pasos de pretratamiento del tejido: 

� Fijación durante 24 horas a temperatura ambiente en formol al 10 % 

tamponado a pH neutro 

Con el fin de conseguir tanto una fijación óptima y uniforme como una 

buena penetración de la parafina, el tamaño de las muestras no debe 

exceder los 0,5 cm3. 

� Procesamiento estándar e inclusión en parafina  
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Utilice una parafina de buena calidad. La infiltración y la inclusión deben 

llevarse a cabo a temperaturas inferiores a los 65 ºC. 

� Preparación de secciones de 2-5 µm con un micrótomo 

Coloque las secciones en portas silanizados o de adhesión (p. e. 

HistoBond®) y fíjelas de 2 a 16 horas a 50-60 °C. 

4.44.44.44.4 Material adicional necesarioMaterial adicional necesarioMaterial adicional necesarioMaterial adicional necesario        

Los siguientes reactivos y material no se incluyen en el kit: 

−−−−  Muestra de estudio parafinada 
−−−−  Micrótomo 
−−−−  Baño de agua 
−−−−  Portaobjetos silanizados o portas apropiados de adhesión  
−−−−  Horno de hibridación o placa calefactora 
−−−−  Cubetas para el lavado, 50-80 ml 
−−−−  Cámara húmeda 
−−−−  Pipeta (20 µl) 
−−−−  Pistola de pegar con pegamento térmico o Rubber Cement (Fixogum) 
−−−−  Bisturí 
−−−−  Etanol al 100 % 
−−−−  Xileno al 100 % o cualquier reactivo adecuado para la desparafinación 
−−−−  Agua destilada o desionizada 
−−−−  Solución para la contratinción 
−−−−  Medio de montaje acuoso 
−−−−  Cubreobjetos (22 x 22 mm; 24 x 60 mm) 
−−−−  Microscopio óptico 

5.5.5.5. El protocolo del ZytoEl protocolo del ZytoEl protocolo del ZytoEl protocolo del ZytoFastFastFastFast    HPVHPVHPVHPV----Typing ISH Typing ISH Typing ISH Typing ISH 
KitKitKitKit        

5.15.15.15.1 Pasos previosPasos previosPasos previosPasos previos    

Soluciones de las sondas (OFW= Precalentar hasta llegar a la temperatura de 

hibridación (37 °C). A temperaturas bajas pueden formarse precipitados, que 

desaparecen al calentar la solución; para ello, es suficiente un aumento ligero 

de la temperatura. Agitar con vortex antes de usar. 

Reactivos de detección y de lavado (PI=QI=R): Calentar a temperatura ambiente 

antes de usarlos. Agitar con vortex antes de usar. 
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Preparación del tampón de lavado (1x Wash Buffer): Diluir 1 parte del 20x 

Wash Buffer (R) con 19 partes de agua desionizada o destilada. A 4 °C, el 

tampón diluido 1x Wash Buffer se conserva durante una semana. 

Material de estudio: Desparafinar las secciones parafinadas: calentar las 

secciones manteniéndolas a 70 °C durante 10 min. Después, colocar las 

secciones en xileno al 100 % y mantener a temperatura ambiente (2 x 10 min) 

y después, en etanol al 100 % (1 x 5 min). Después, dejar secar las secciones. 

5.25.25.25.2 PretratamienPretratamienPretratamienPretratamiento proteolíticoto proteolíticoto proteolíticoto proteolítico    

NK= Aplicar 4-5 gotas de la solución de pepsina (Pepsin Solution, N) a cada 

sección hasta que el tejido/las células estén cubiertos e incubar a 37 °C (p. e. 

en una placa calefactora). Los tiempos de proteolisis superiores a 5 minutos 

requieren la incubación en una cámara húmeda. 

El pretratamiento proteolítico de la muestra influye posteriormente los 

resultados. El tiempo de incubación depende de la naturaleza de la muestra 

y de su tiempo de fijación. En muestras de tejido, se recomienda un tiempo 

de incubación de 10-30 minutos, y en células, de 5-10 minutos. Como 

regla general, recomendamos que el tiempo óptimo de proteolisis se 

establezca en pruebas previas. Para ello, ZytoVision ofrece equipos 

específicos de proteolisis para la hibridación in situ (T-1007, T-1008). En 
casos excepcionales, es posible que se necesiten tiempos muy breves 
de proteolisis para conseguir una señal inequívoca de hibridación. Ello 
puede discernirse por la pérdida de integridad del tejido, o sea, de la 
morfología típica del tejido, tras la digestión proteolítica de la muestra. 
En estos casos, recomendamos una dilución al cuádruple o quíntuple 
de la solución de pepsina con 0,1 M de HCl.  

OK Terminar el tratamiento con la pepsina: 10 segundos en etanol al 100 %  

Se puede controlar el momento  exacto de terminación de la proteolisis al 

colocar el porta en una cubeta que contiene un exceso de etanol. 

PK=Lavar en agua desionizada o destilada durante 30 segundos. 

Después, dejar secar un rato al aire. 

5.35.35.35.3 HibridaciónHibridaciónHibridaciónHibridación    

NK=Agitar las sondas precalentadas HPV-Typing ISH (O~I=OÄI=OÅ) con vortex y 

pipetear 20 µl de cada una en diferentes secciones del material.  



 

      - 6 - 

Es fundamental que las muestras no se sequen durante los pasos de 

hibridación. 

Control positivo: Pipetear 20 µl  de la sonda de control positivo ((+) Control 

Probe, OÇ) en otro de los portaobjetos que contienen las muestras. 

Control negativo: Pipetear 20 µl de la sonda de control negativo ((-) Control 

Probe, OÉ) en otro de los portaobjetos que contienen las muestras. 

OK=Cubrir las secciones con cubreobjetos evitando la formación de burbujas y 

sellar el cubreobjetos (por ejemplo al sellar sus bordes con una capa de 

pegamento térmico utilizando una pistola de pegar o con Fixogum). 

PK=Desnaturalización al calor: Incubar los portas a 75 °C durante 10 minutos 

(p. e. en un horno de hibridación o en una placa calefactora).=

QK=Hibridar los portas incubándolos a 37 °C durante 1 hora (p. e. en un horno 

de hibridación o en una placa calefactora). 

RK Retirar con cuidado los cubreobjetos utilizando un bisturí y lavar los portas 

de forma inmediata durante 5 minutos a temperatura ambiente en el 1x Wash 

Buffer (obtenido del componente R).  

Si lo único que puede retirarse es el sello, los cubreobjetos permaneciendo  

en el porta, éstos pueden quitarse durante el primer paso de lavado a 

temperatura ambiente en el 1x Wash Buffer. En este caso, el paso de 

lavado debería prolongarse a 10 minutos.  

S. Lavar en 1x Wash Buffer (obtenido del componente R) durante 5 minutos a 

55 °C.  

El Wash Buffer debería estar suficientemente precalentado. Si fuera 

necesario compruebe la temperatura con un termómetro. 

TK= Lavar durante 5 minutos a temperatura ambiente con el 1x Wash Buffer 

(obtenido del componente =RFK 

UK= Lavar durante 2 minutos a temperatura ambiente en agua desionizada o 

destilada. 

Después, dejar secar las secciones un rato al aire. 

5.45.45.45.4 DetecciónDetecciónDetecciónDetección        

NK Aplicar 4-5 gotas del anticuerpo primario (AP-anti-Biotin, P) al tejido/las 

células hasta que estén cubiertos.  

OK Incubar durante 30 minutos a 34-37 °C en una cámara húmeda. 
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PK Lavar 2 veces durante 2 minutos en el 1x Wash Buffer (obtenido del 

componente R) y después, lavar durante 2 minutos en agua desionizada o 

destilada. 

Después, dejar secar las secciones un rato al aire. 

QK Aplicar 4-5 gotas del sustrato para la reacción enzimática de FA (AP-

Substrate, Q) al tejido/las células hasta que estén cubiertos.  

RK Incubar durante 20-40 minutos a 34-37 °C en una cámara húmeda. 

Se recomienda observar bajo el microscopio en intervalos de aprox. 10 

minutos cómo se desarrolla la tinción. Para ello hay que evitar que el 

sustrato esté expuesto a la luz durante mucho tiempo. 

SK Lavar 3 veces durante 2 minutos en agua desionizada o destilada. 

Después, dejar secar las secciones un rato al aire. 

TK Cubrir las secciones con cubreobjetos. 

Recomendamos montar las secciones en glicerina u otro medio de montaje 

acuoso; sin embargo, no recomendamos utilizar medios de montaje que 

contengan xileno. 

6.6.6.6. Interpretación de los resultadosInterpretación de los resultadosInterpretación de los resultadosInterpretación de los resultados    

La señal de hibridación aparece en forma de precipitado de color negro 

azulado. Con el fin de comprobar la especificidad de las señales de 

hibridación, cada hibridación debería acompañarse de un control. 

La sonda (-) Control Probe se compone de un juego de oligonucleótidos de 

secuencia aleatoria (“random sequence”) marcados con biotina. Los 

oligonucleótidos, que contienen varios niveles de GC (40-70 %), se han elegido 

para comprobar la especificidad del enlace entre las sondas ZytoFast HPV-

Typing ISH y sus secuencias diana. En primer lugar, este control sirve para 

verificar que no haya un enlace inespecífico entre los oligonucleótidos y el 

objeto de estudio. 

Cualquier señal inespecífica que se presente puede aclararse al llevar a cabo 

pruebas adicionales con las sondas HPV-Typing ISH y un objeto de estudio 

negativo en HPV. 

La sonda (+) Control Probe se compone de oligonucleótidos diseñados para 

complementar secuencias alu humanas. En primer lugar, este control sirve para 

comprobar que el ADN celular esté intacto. Una fuerte señal obtenida 
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mediante la sonda de control positivo verifica que el protocolo ha sido llevado 

a cabo de manera correcta. También recomendamos utilizar una sección que 

muestra una infección de HPV como control positivo así como la 

correspondiente sonda HPV-Typing ISH. 

Sólo un resultado claramente positivo puede verificar la presencia de una 

secuencia complementaria a la sonda HPV-Typing ISH en el objeto de estudio. 

No obstante, un resultado negativo no es prueba de que no esté presente una 

secuencia de este tipo porque un resultado negativo puede deberse a varias 

causas (veáse punto 8 de este manual). 
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8.8.8.8. Problemas y posibles causasProblemas y posibles causasProblemas y posibles causasProblemas y posibles causas    

Cualquier cambio en el protocolo indicado en este manual de instrucciones 

puede conllevar una tinción débil o una ausencia completa de ésta.  

 

ProblemaProblemaProblemaProblema    Posible causaPosible causaPosible causaPosible causa    CorrecciónCorrecciónCorrecciónCorrección    

Rayas en el porta después de 

parar el tratamiento con la 

pepsina  

Precipitación Lavar el porta 

inmediatamente en agua 

destilada o desionizada 

Pocas o no secuencias diana 

presentes 

Células o tejido 

insuficientemente fijados 

Optimizar el tiempo de 

fijación 

Pretratamiento proteolítico 

inadecuado 

Optimizar el tiempo de 

incubación 

 

Temperatura inadecuada de 

desnaturalización 

Revisar la temperatura 

Temperatura inadecuada de 

hibridación 

Revisar la temperatura 

 

Señal débil o ausencia de 

señal 

Incubación con el sustrato 

cromogénico demasiado corto 

Aumentar el tiempo de 

incubación 

Tinción desigual, y débil en 

algunas partes 

Desparafinación incompleta  Utilizar soluciones frescas; 

revisar los tiempos de 

desparafinación 

Presencia de biotina endógena Pretratar con reactivos 

bloqueantes de la biotina 

Temperatura del lavado post-

hibridación demasiado baja 

Revisar la temperatura 

Presencia de fosfatasa alcalina 

endógena 

Añadir levamisol al sustrato 

FA 

Tiempo demasiado largo de 

incubación del sustrato 

Reducir el tiempo de 

incubación 

Tinción fuerte del fondo 

celular 

Deshidratación de las secciones 

entre las distintas incubaciones 

Evitar deshidratación de las 

muestras 

Sección flota en el porta Tratamiento proteolítico 

demasiado fuerte  

Recubrimiento inadecuado de 

los portas 

Reducir el tiempo de 

incubación 

 

Utilizar portas apropiados 

Precipitado coloreado Sustrato cromogénico cristalino Calentar la solución del 

sustrato y filtrarla 
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