
 
 
 
 

República Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
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Disposición

 
Número: 
 

 
Referencia: 1-47-3110-4600-17-2

 

                                                        

VISTO el expediente Nº  1-47-3110-4600/17-2 del Registro de la Administración Nacional de Medicamentos 
Alimentos y Tecnología Médica y,

 

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma  BIOSYSTEMS S.A. solicita autorización para la venta a laboratorios de 
análisis clínicos de los Productos para diagnóstico de uso in vitro denominados: 1) SEPSIS FLOW CHIP KIT 
(HS12); 2) SEPSIS FLOW CHIP KIT (HS24).

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 establecen la Ley Nº 16.463, Resolución Ministerial Nº 145/98  
y Disposición ANMAT Nº  2674/99.

 Que el Instituto 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 el Decreto 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) 
de los productos médicos para diagnóstico de uso in vitro denominados: 1) SEPSIS FLOW CHIP KIT (HS12); 
2) SEPSIS FLOW CHIP KIT (HS24), de acuerdo con lo solicitado por la firma  BIOSYSTEMS S.A., con los 
Datos Característicos que figuran al pie de la presente.

ARTÍCULO 2º.- Autorícense los textos de los proyectos de rótulo/s y de instrucciones de uso que obran en 
documento N° IF-2020-17464902-APN-INPM#ANMAT.

ARTÍCULO 3º.- En los rótulos e instrucciones de uso autorizados deberá figurar la leyenda “Autorizado por la 
ANMAT PM-626-97”, con exclusión de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°.- 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: 1) SEPSIS FLOW CHIP KIT (HS12); 2) SEPSIS FLOW CHIP KIT (HS24).

Indicación de uso: 1) y 2) KIT DISEÑADO PARA LA DETECCIÓN DE INFECCIONES NOSOCOMIALES 
EN HUMANOS BASADO EN PCR MULTIPLEX E HIBRIDACIÓN REVERSA, PARA LA DETECCIÓN 
SIMULTÁNEA DE BACTERIAS, HONGOS Y LOS PRINCIPALES GENES DE RESISTENCIA A 
ANTIBIÓTICOS, MEDIANTE TECNOLOGÍA DNA-FLOW PARA PLATAFORMAS hybriSpot, TANTO 
AUTOMÁTICA COMO MANUAL.

Forma de presentación: ENVASES POR 24 o 48 DETERMINACIONES, CONTENIENDO:

Reactivos para PCR múltiple:

Reactivos
24

determinaciones

48

determinaciones



Mix 1 Multiplex PCR 3 strips x 8 tubes 6 strips x 8 tubes

Mix 2 Multiplex PCR 3 strips x 8 tubes 6 strips x 8 tubes

 

Reactivos para hibridación reversa:

 

Reactivos
24

determinaciones

48

determinaciones

Hybridization Solution (Reagent 
A)

40 ml 80 ml

Blocking Solution (Reagent B) 10 ml 18 ml

Streptavidin-Alkaline 
Phosphatase (Reagent C)

10 ml 18 ml

Washing Buffer I (Reagent D) 35 ml 70 ml

Reagent E 10 ml 18 ml

Washing Buffer II (Reagent F) 18 ml 35 ml

Sepsis Chip 24 unidades 2 x 24 unidades

 

Reactivos
24

determinaciones

48

determinaciones

Hybridization Solution (Reagent 
A)

60 ml 115 ml



Blocking Solution (Reagent B) 10 ml 18 ml

Streptavidin-Alkaline 
Phosphatase (Reagent C)

10 ml 18 ml

Washing Buffer I (Reagent D) 35 ml 70 ml

Reagent E 10 ml 18 ml

Sepsis Chip 24 unidades 2 x 24 unidades

 

Período de vida útil y condición de conservación: DIECIOCHO (18) meses desde la fecha de elaboración, 
conservado entre 2 y 8 ºC.

Nombre y dirección del fabricante: VITRO SA. C/ Luis Fuentes Bejarano 60, Edificio nudo norte, local 3. 41020, 
Sevilla. (ESPAÑA).

Condición de Venta/Categoría: venta a Laboratorios de análisis clínicos. USO PROFESIONAL EXCLUSIVO

 

Expediente Nº 1-47-3110-4600-17-2

AM

 

 

 

Digitally signed by GARAY Valeria Teresa
Date: 2022.05.24 09:45:56 ART
Location: Ciudad Autónoma de Buenos Aires

Digitally signed by Gestion Documental 
Electronica 
Date: 2022.05.24 09:45:58 -03:00 
 



, 
{f,l,,

mester .JraEnoqirce

lmportado por:
llosFtems S.A
Av. Dóñtgo G73 (cl¡ll4cKB)
lÉLtl6¿.t,)4e6¡ -7776
Dlr.c'td facnlco: Edurdo Omü Mhu.t fur{ 17óGl
Pmd¡cto prra Dlaonó3tlco .L uro ln Vltrc
U ro Profcúlonal Excludvo
Al.ltdlz.do pnANMAT
C.rtlflc.do N':

Detección d bacterias, hongos yrl

marcadores de resistencia a antib¡óticos

mediante PCR múltiple e h¡bridación

reversa

para todas las plataformas hybriSpot

Compatible con la versión 2.2.0 de hvbrisoft HSHS v oosteriores. v formato liofilizado del kit.

Para compatibilidad con otras versiones oor favor consulte con el fabricante / distribuidor.
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Ref. MAD-003935M-HS24-24

Ref. MAD-003936M-HS24-I[8

Para uso exclusivo en diagnóstico in vitro

Directiva 98/79/CE e ISO 18LL3-2 Omar
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1 USO PREVISTO

Sepsis Flow Chip es un kit de diagnóstico in vitro de infecciones nosocomiales en humanos basado en PCR

multiplex e hibridación reversa para la detección simultánea de bacterias, hongos y los principales genes

de resistencia a antibióticos en un único ensayo. El sistema Sepsis Flow Chip permite la detección
simultánea de alrededor de 36 especies bacterianas (stophylococcus Coagulasa-Negativa, Stophylococcus

oureus, Streptococcus spp., Streptococcus pneumonioe, Streptococcus agaloctiae, Streptococcus pyogenes,

Listeria monocytogenes, Enterococcus spp., Pseudomonas oeruginosa, Acinetobacter boumdnnii, Neisseria

meningitidis, Stenotrophomonos maltophilia, Escherichia coli, Klebsiella pneumonioe, Serrotio morcescens,

especies de Enterobocterioceoe y Proteus spp./Morganello), varias especies de hongos (Candida albicans y

Condido spp.) y 20 marcadores de resistencia a antibióticos. Con respecto a estos, el kit detecta un gen

asociado a resistencia a meticilina (mecA), dos genes que confieren resistencia a vancomicina (vanA y

vanB), dos genes asociados a resistencia frente a antibióticos p-lactámicos (blaSHV y blaCTX-M de amplio
espectro) y quince genes que confieren resistencia a carbapenemos (kpc alelo: 1, 2, 3, 4, 5, 6,7 ,8, 9, L0,

11,, 12, L3, L4, 75, !6, L7, 18, 19,20,2L,22 y 23, sme alelo: 1, 2,3, 4 y 5, nmc/imi alelo: 1, 2,3,4,5,6,7,8
y 9, ges alelo: L, 2,3, 4, 5, 6,7, 8, 9, LA, IL, 12, 73, L4, L5, 1-6, L7, L8, 19,20, 2L, 22, 23, 24,25 y 26, vim
alefo:1,2,3,4,5,5,7,8,9, 10, 1,1, 12, 13,14, 15,16, 17,18,L9,20,2L,22,23,24,25,26,27,28,29,30,
3L,32,33,34,35, 36, 37,38,39, 40,41., 42,43, 44, 45 y 46, gim alelo: L y 2, spm, ndm alelo: 1.,2,3, 4,5,6,
7 , 8,9, LO, LL, 12, L3, 1,4, 15 y 16, sim, imp3, 15, 19_like alelo: L, 2, 3, S, 6, g, g, I0, Ll, ]..S, ]-g, 20, 2L, 24,
25,28,29, 30, 40, 41,, 42 y 47 , oxa23_like alelo: 23, 27, 49,73, I33, L46, L65, L66, 1-67 ,168, 169, L7O, L71,

y 225, oxaZ{_like alelo: 24,25, 26, 40,72, L39 y L60, oxa48_like alelo: 48, L62,163 y L81, oxa51_like alelo:

51,60,65,66, 67,69,69,70,75,76,77,79,79,gO,92,93,94, gg, gg,90, g1-,92,93,94,95, gg, gg,106,

107 , L08, l_09, 1l_0, L11,, L12, 113, 115, L16, L17 , 129, 13A, 13L, L32, L39, 1_44, L49, L49, \50, !72, 173,

174,175,176,177,L78,179,180, 195, 196,197,L94,200,201,2O2,2O3,206,208y223,oxa58_likealelo:
58, 96, 97 y 1'64). El método se basa en la amplificación de dianas de ADN con dos reacciones de PCR

multiplex y la poster¡or hibridación reversa sobre una membrana que contiene sondas específicas.
Organismo Diana

Sto p hy I ococc us Coa gu lasa-Negat¡va 165 fDNA

Stophylococcus oureus nuc

Streptococcus spp. 165 rDNA

Stre ptococ cus p n e u mo n i oe cpsA

Stre pto coccu s o go I oct ¡o e 165 rDNA

Stre ptococcus pyogenes 165 rDNA

Liste rio monocytoqe nes 15S rDNA

Enterococcus spp. 165 rDNA

Pse u do m o n os o e ru q ¡ noso ecfX

Ac¡ netobocter bo u mo nn¡ i 165 rDNA

Ne ¡sser¡o men ing¡tid¡s 165 rDNA

Ste notrophomo n os mo ltoph ¡l io 165 rDNA

Escher¡ch¡o col¡ 15S rDNA

Klebs¡ello pneumonioe khe

Serrot¡o morcescens 165 rDNA

Enterobocterioceoe 165 rDNA

P roteus spp. / Morgd nell o 165 rDNA

Condido spp. 18S-5.85 ITS rDNA

Cond¡do olbicons 185-5.8S ITS rDNA

Tabla 1: Genes diana usados para la amplificación de bacter¡as y

Miguez
Estado Microbiológico: Producto no S,A.
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El kit Sepsis Flow Chip se basa en una metodología que consiste en la amplificación simultánea de al

menos 36 especies bacterianas y varias especies fúngicas, además de veinte marcadores de resistencia

mediante PCR múltiple seguida de hibridación en membrana con sondas de ADN específicas mediante la
tecnología DNA-Flow para plataformas hybrispot, tanto automática como manual. Los amplicones

biotinilados generados tras la PCR se hibridan en membranas que cont¡enen un array de sondas
específicas para cada patógeno y marcador de resistencia, así como sondas de control de amplificación e

hibridación. La tecnología DNA-Flow permite una unión muy rápida entre el producto de PCR y su sonda
específica en un ambiente tridimensional poroso en contraste con la hibridación en superficie
convencional. Una vez producida la unión entre los amplicones específicos y sus sondas correspondientes,
la señal se visualiza mediante una reacción inmunoenzimática colorimétrica con Estreptavidina-Fosfatasa y

un cromógeno (NBT-BCIP) que genera precipitados insolubles en la membrana en aquellas posiciones en
las que ha habido hibridación. Los resultados son analizados automáticamente con el software hybrisoft.

3 COMPONENTES

El kit Sepsis Flow Chip se comercializa bajo dos formatos principales atendiendo al tipo de plataforma de
hibridación que se vaya a emplear para el análisis de las muestras clínicas. Ambos formatos proporcionan

todos los reactivos necesarios para la amplificación por PCR múltiple y posterior hibridación de 24 o 48
muestras clínicas. Cada formato de kit cuenta con los siguientes componentes y referencias:

3.1 Reactivos para PCR múltiple

24 test (MAD-003936M-P-HS-24)

Nombre Formato Referencia
M¡x 1 Mult¡plex PCR 3stripsx8tubes MAD-003936M-Mlx1-HS

M¡x 2 Multiplex PCR 3stripsxStubes MAD-OO3936M.MIX2-HS

Tabla 2: React¡vos suministrados en kits de 24 test para hacer la PCR múltiple (Manual y Auto).

48 test (MAD-003936M-P-HS-48) :

Nombre Formato Referencia
Mix 1 Mult¡plex PCR 6stripsx8tubes MAD.OO3935M-MIX1-HS

M¡x 2 Mult¡plex PCR 6stripsxStubes MAD.OO3936M.MIX2.HS

Tabla 3: Reactivos suministrados en kits de 48 test para hacer la PCR múlt¡ple (Manual y Auto)

La mezcla liofilizada Mix I Multiplex PCR contiene tampón de pCR, MgClz, dNTps (Ufi), agua libre
de DNAsas y RNAsas y cebadores biotinilados. Los cebadores que se incluyen son los específicos
para la amplificación de al menos 36 especies bacterianas (stophylococcus Coagulasa-Negativa,

Stophylococcus oureus, Streptococcus spp., Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agoloctioe,
Streptococcus pyogenes, Listerio monocytogenes, Enterococcus spp., Pseudomonos oeruginoso,
Acinetobacter boumonnii, Neisseria meningitidis, Stenotrophomonos moltophilio, Escherichia coli,
Klebsiello pneumonioe, Serrotia mdrcescens especies de Enterobacteriaceae y Proteus/Morganella
spp.), varias especies de hongos (Condido albicansy Candido spp.l, un gen asociado a resistencia a

metic¡lina (mecA), dos genes que confieren resistencia a vancomicina (vanA y vanB) y dos genes

asociados a resistencia frente a antibióticos p-lactámicos (blaSHV y blaCTX-M de amplio espectro).
Además, incluye los cebadores para amplificar un fragmento de DNA genómico humano usado

:l

V¡tro S.A.

Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Seviila (Spain)
Tel: +34 954 933 200. U]I!ti(-y11ry_lLLt; www.v¡tro.b¡o IVDC€ Rev.:2019/05137 4/36
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mo control interno.

r] La mezcla liofilizada Mix 2 Multiplex
(U/T), agua libre de DNAsas y RNAsas

los específicos para la amplificación

(kpc, sme, nmc/imi, ges, vim, gim, spm, ndm, sim, imp, oxa23-like, oxa24-like, oxa48-like,

oxa51_like y oxa58_like). Además, incluye un ADN sintét¡co exógeno, usado como control exógeno

de amplificación, y cebadores específicos para amplificarlo.

3.2 Reactivos para hibridación reversa

- 24 test:

z (MAD-003936M-H-HSL2-24\

Tabla 4: Reactivos suministrados en kit de 24 test para realizar la hibridación (hybr¡Spot 12)

z (MAD-003936M-H-HS24-241:

Nombre Formato Referenc¡a

Hvbridization Solut¡on (Reasent A) 60 ml MAD-003930MA-H524-24

Blockinp Solution fReasent B) 10 ml MAD-003930M B-H524-24

Streptavidin-Alkal¡ne Phosphatase (Reagent C) 10 ml MAD-003930MC-N524-24

Washins Buffer I (Reasent D) 35 ml MAD-003930M0-H524-24

Reasent E 10 ml MAD.OO393OME.HS24

Seos¡s Ch¡o fHSl 24 unidades MAD.OO3936M-CH-HS-24

Tabla 5: Reactivos suministrados en kit de 24 test para realizar la hibridación (Auto: hybrispot 24 e hybriSpot 12 PCR AUTO).

48 test:
z (MAD-003936M-H-HSL2-48\

Tabla 6: Reactivos suministrados en kit de 48 test para realizar la hibridación (hybriSpot L2 ).

( MAD-003936M -H-H524-48)

Tabla 7: React¡vos suministrados en kit de para realizar hibridación (Auto: hybr¡Spot 24 e hybrispot L2 PCR AUTO).

Vitro S.A.

Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Rev.
Tel: +34 954 933 200. vttrok¿ \'ttfo L)to;

stems S.A.

Director Técnico

Nombre Formato Referenc¡a

Hvbridizat¡on Solut¡on (Reasent A) 40 ml MAD-003930MA-H572-24

Blockins Solution lReasent B) 10 ml MAD-OO393OMB.HSL2.24

Streptavld¡n-AIkaline Phosphatase (Reagent C) 10 ml MAD-003930MC-HSL2-24

Washins Buffer I (Reaeent D) 35 ml MAD-003930M1H572-24

Resent E 10 ml MAD.OO393OME

Washins Buffer ll (Reagent F) 18 ml MAD-003930MF-H572-24

Seosis Chip (HS) 24 un¡dades MAD-003935M-CH-HS-24

Nombre Formato Referenc¡a

Hybr¡dizat¡on Solut¡on (Reagent A) 80 ml MAO-003930MA-HS12-48

Block¡ng Solution (Reagent B) 18 ml MAD-003930M8-HS12-48

Streptavidin-Alkaline Phosphatase (Reagent C) 18 ml MAD-003930MC-HS12-48

Wash¡ng Buffer I (Reagent D) 70 ml MAD-003930M D-HS12-48

Reasent E 18 ml MAD-003930M E-HS12-48

Washing Buffer ll (Reagent F) 35 ml MAD-003930M F-HS12-48

Sepsis Chip (HS) 2 x 24 unidades MAD-003936M-CH-HS-24

Referenc¡aNombre Formato
115 ml MAD-003930MA-HS24-48Hybr¡dization Solution (Reagent A)

18 ml MAD-003930M8-H524-48Block¡ng Solution (Reagent B)

18 ml MAD-003930MC-HS24-48Streptav¡d¡n-Alkal¡ne Phosphatase (Reagent C)

MAD-003930MD-HS24-48Washing Buffer I (Reagent D) 70 ml

MAD-003930ME-HS24-48Reasent E 1.8 ml

2 x 24 un¡dades MAD-003936M-CH-HS-24Sepsis Chip (HS)

Dto.

(spa¡n) C€

M,N.17503
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Sepsis Chip: El kit incluye un total de24,48 Chips o membranas (ref: MAD-OO393GM-CH-HS-24)
que cont¡enen un array de sondas DNA específicas para cada de las dianas incluidos en el análisis,
así como otras correspondientes a los controles de amplificación incorporados en este k¡t. La

disposición de todas ellas sobre el Chip se puede consultar en el apartado 1j. de este manual
(tNTERPRETAC|ÓN DE RESULTADOS).

Flow Chip Hybridization Reagents: cont¡ene todos los reactivos necesarios para el proceso de
hibridación reversa por Flow-Through.

a

a

4 MATER¡AL ADICIONAT REQUERIDO NO SUMINISTRADO

4.1 Reactivos y materiales

A. Reactivos comunes para plataformas tanto manual como automát¡ca:
o Guantes desechables.

¡ Tubos de 0,2/0,5 ml/1.5 ml libres de DNasa/RNasa.

o Puntas de pipeta con filtro libres de DNasa/RNasa.

o Para manipulación de muestras clínicas: Agua bidestilada libre de DNasa/RNasa

B. Reactivos específico (Auto, ref: MAD-00393GM-HS24):

o Washing Reagent (ref: MAD-003930WSH).

4.2 Equipamiento

A. Equipamiento común para para plataformas tanto manual como automática:
¡ Microcentrífuga.

o Micropipetas automáticas: P1000, P200,p2Oy p2.

¡ Software hybriSoft.

B. Equipamiento específico:
o Con Sepsis Flow Chip kit (Manual) (ref: MAD-00393GM-HS12)

o Termociclador.

c Bloque térmico para calentar tubos de PCR (puede ser sustituido por un
termociclador).

o Placa de frio (4 'C).

o Equipo manual para hibridación hybrispot 12 (V|T-HS12).

o Bañotermostatizado/estufa.
¡ Con Sepsis Flow Chip kit (Auto: hybrispot 24 e hybrispot 12 PCR AUTO) (ref: MAD-003936M-

H524)

o Equipo automático para hibridación hybrispot 24 (V|T-HS24) o hybrispot 12
PCR AUTO (V|T-HS12a).

o Termociclador (no necesario para hybrispot 12 pCR AUTO).

Vitro S.A.

Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sevilla (Spain)
Tel: +34 954 933 200. !trr(-r ¿\ trro.l.¡o; www.v¡tro.bio IVDC€ Rev.:2019/05/31 6/36
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Bloque térmico para calentar tubos de PCR (no necesario para

PCR AUTO).

Placa de frio (4 "C). /o)

o

o

hybriSpgt
j,

I

i':' I

12

4.3 Materialadicionalopcional

o Para la manipulación de muestras clínicas es posible el uso del producto Transport and

Dilution Medium (TDM) (Ref: MAD-003930TDM). El protocolo de trabajo, en función deltipo

de muestra de partida, se indica en e¡ apartado 7. Preparación de la muestra.

5 CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Sepsis Flow Chip kit consta de dos componentes que se suministran en cajas separadas:

¡ Reactivos de PCR múltiple en formato liofilizado: Envío a 2-8 "C*. Una vez recibido se deben conservar

almacenados a 2-8 "C, siendo estables hasta la fecha de caducidad especificada. Los reactivos de PCR

deben ser conservados en zonas libres de contaminación por ADN o productos de PCR. Una vez abierto

el envase que contiene la tira de tubos, conservar Ios tubos sobrantes hasta un máximo de una

semana a 2-8 "C en el embalaje original.

¡ Reactivos para hibridación: Enviados y almacenados entre 2-8 "C*. No congelar. Los reactivos y los

Chips se deben conservar almacenados a 2-8'C, siendo estables hasta la fecha de caducidad

especificada. Consideraciones previas sobre los reactivos de hibridación:

r El reactivo A de hibridación debe ser precalentado en un baño termostatizado o estufa (sólo

antes de usar en equipo manual) a 51 "C previo a su uso.

¡ El resto de los reactivos de hibridación deben ser usados a temperatura ambiente (20-25 "C).

*Se incluye un indicador de temperatura con el embalaje para controlar las condiciones durante el envío. En caso de

que la cadena de frío se rompa se recomienda contactar con el fabricante antes de utilizar los reactivos.

6 ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

f

a

Lea las instrucciones de uso antes de utilizar este producto.

Las precauciones de seguridad y eliminación de residuos vienen descritas en la Ficha de Datos de

Seguridad de este producto. Este producto está dest¡nado únicamente para uso profesional en un

laboratorio, y no como fármaco, para uso doméstico ni otros fines. La versión actual de la ficha de

seguridad de este producto se puede descargar del sitio web www.vitro.bio o puede solicitarse a

regu latorv@vitro. bio.

Sepsis Flow Chip kit utiliza como material de partida ácidos nucleicos previamente extraídos y

purificados, colonias bacterianas, o bien muestras clínicas que requieren de una manipulación

previa para su análisis. Se proporcionan protocolos de manipulación de los distintos t¡pos de

muestras clínicas cuyo procesamiento ha sido validado con este kit (ver apartado 7).

Consideraciones generales para evitar la contaminación con producto de PCR:

La mayor fuente de contaminación suele ser el pro io producto de PCR amplificado, por

Vitro S.A.

Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3

Tel: +34 954 933 200. t¿t1_Lü]j_!1r¡¡!; www.vitro.bio C
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recomendable llevar a cabo la manipulación de los productos amplificados en una zona diferente a

donde se realiza la reacción de PCR. Es recomendable trabajar en áreas diferenciadas de pre- y

post-pCR en donde se realice la manipulación del ADN problema y preparación de tubos de PCR

(pre-pCR) y la manipulación e hibridación de los productos amplificados (post-PCR). Estas áreas

deben estar separadas físicamente y debe emplearse distinto material de laboratorio (batas,

p¡petas, puntas, etc.) para evitar la contaminación de las muestras con el ADN amplificado, lo que

podría conducir a falsos diagnósticos positivos. El flujo de trabajo debe ir siempre en una única

dirección, desde la zona de pre-PCR hasta la zona de post-PCR y nunca en dirección opuesta. Se

debe evitar elflujo de material y personal desde la zona post-PCR a la zona pre-PCR. Además, a fin

de evitar la contaminación con productos de PCR previos, se incluye en el kit la enzima uracil-DNA

glycosylase, que degrada productos de PCR que contengan dUTP. Se recomienda incluir controles

negativos de amplificación que contengan todos los react¡vos manejados en el kit, desde la

extracción hasta la amplificación, con excepción de la muestra de ADN, con objeto de detectar y

controlar cualquier posible contaminación de los reactivos con muestras problema o con

productos amplificados. La hibridación en membrana de este control debe ser negativa,

marcándose solo.elcontrolde hibridación y elcontrolexógeno de amplificación. De este modo se

comprueba que no exlste contaminación de ADN de pacientes y/o de ADN amplificado en la zona

de pre-PCR.

precaución: el empleo de óxido de etileno para la preparación de muestras clínicas y/o la mezcla

de pCR podría interferir en el correcto desarrollo de la reacción de PCR. Se recomienda evitar el

uso de este compuesto para tales fines'

Eliminación de residuos: La manipulación de residuos generada por el uso de los productos

comercializados por Vitro S.A, S.1., debe realizarse de acuerdo con la legislación vigente en el país

en el que estos productos sean usados. Como referencia, la siguiente tabla indica la clasificación

de los residuos generados por este kit de acuerdo con la legislación europea, específicamente de

acuerdo con la decisión de lo comisión europeo det L8 de diciembre de 2014 enmienda de la

decisión ZOOO/S32/CE sobre la lista de residuos conforme a la directiva 2OO8|98/CE del

parlamento europeo Y del consejo:

3. Chips empleados

4. Material perecedero (tubos,

puntas, papel de aluminio, etc.)

5. Cualquier elemento que haYa

estado en contacto con ADN

r]

o

V¡tro S.A.

Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sevilla (Spain)

Tel: +34 954 933 200. \'itro (r \ llro ir¡o; www.vitro.b¡o
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RESIDIJOS POTENCIATES GENERADOS

TRAS Et USO DE ESTE PRODUCTO

cÓDrGo

ELW*
TIPO DE RESIDUO DE ACUERDO A ELW

161001

"Residuos acuosos lÍquidos que contienen sustanc¡as

peligrosas" después de añadir un TOY, del volumen total

de un agente deslnfectante. Si la desinfección no es

llevada a cabo, estos residuos deben considerarse como

"residuos cuyo almacenam¡ento y eliminación es sometida

a requisitos especiales a fin de prevenir infección"

1. Basura/Residuos generados a

part¡r de los reactivos de hibridación

2. Desecho de Residuos líquidos

("Residuos" en los equiPos HS12 Y

H524)

180103

"Residuos cuyo almacenam¡ento y eliminación es

sometida a requisitos especiales a fin de prevenir

i nfección"

150110
"Envases que contienen residuos o contaminados por

sustanclas peligrosas"

6. Contenedor para react¡vos usados

clasificados como peligrosos (de

acuerdo a la Ficha de Datos de

C€ Rev.:2019/05/31 8136
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Tabla 8: Clasificación de residuos generados por este kit de acuerdo con la legislación europea. tELW: Acrónimo del

Europeon Leqislot¡on of Woste.

Nota: Esta clasificación se incluye como pauta general de actuación, estando bajo la responsabilidad final del
usuario el cumplimiento de todas las regulaciones locales, regionales y nacionales sobre la eliminación de este tipo
de materiales.

7 PREPARAC¡óN DE LA MUESTRA

7.1 Hemocultivos

El kit Sepsis Flow Chip ha sido diseñado y validado para su uso en PCR directa con muestras de

hemocultivos diluidas. La dilución recomendada de forma rutinaria para procesar hemocultivos de adultos
es L:100.

Procedimiento:

7.L.1 Agitar bien el frasco de hemocultivo hasta obtener una mezcla homogénea, tomar un
volumen de 100 ¡l y pasar a un tubo eppendorf.

7.1.2 Diluir el hemocultivo en agua bidestilada libre de DNasa/RNasa en un volumen finalde 1ml:
- L:L00: 10 ¡rl de hemocultivo + 990 pl de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa, agitar en

vortex.

7.1.3 Usar 30 ¡rl de muestra para la Mixl de PCR y otros 30 ¡rl para la Mix2 de PCR, previamente
homogeneizada.

7.1'.4 Realizar la amplificación siguiendo las instrucciones descritas en el apartado 8.1.

Si se observara inhibición de la PCR se recomienda repetir usando como muestra de partida una dilución
1:L000 del hemocultivo diluido previamente (100 pl de hemocultivo dil:100 + 900 pl de agua bidestilada
libre de DNasa/RNasa, agitar en vortex). Usar 30 plde muestra para la Mixl de PCR y otros 30 ¡rl para la
Mix2 de PCR, previamente homogeneizada.

Cuando se trabaja con hemocultivos pediátricos la dilución recomendada de forma rutinaria es 1:L000

7.1.5 Agitar bien el frasco de hemocultivo hasta obtener una mezcla homogénea, tomar un
volumen de 100 ¡.rl y pasar a un tubo eppendorf.

7.1.6 Diluir el hemocultivo L:100 en agua bidestilada libre de DNasa/RNasa en un volumen final
de l" ml:

- 1:100: 10 gl de hemocultivo + 990 ¡.rl de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa, agitar
en vortex.

7.1.7 Diluir 1:10 el hemocultivo anteriormente dilu¡do 1:100 en agua bidestilada libre de
DNasa/RNasa en un volumen final de 1 ml:

- 1:10: 100 pl de hemocultivo 1:100 + 900 ¡rl de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa,
agitar en vortex.

7.1.8 Usar 30 pl de muestra
homogeneizada.

para la Mixl de PCR y otros 30 ¡rl para la Mix2 de PCR,

S.A.
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NOTA: Si los hemocultivos no von o ser onolizados en el momento es posible olmacenor uno olícuoto de lo dilución
7:700 o 4 'C durante un máximo de dos días o a -20 "C duronte al menos tres meses. Tras descongelor lo olícuoto se

recomiendo ogitor poro homogeneizor lo muestra.

Los siguientes termocicladores han sido validados con el kit Sepsis Flow Chip:
- Veriti96 (Applied B¡osystems)

- GeneAMP@ PCR System 9.700 Thermal Cycler (Applied Biosystems)
- Mastercycler'opersonal(Eppendorf)

El kit Sepsis Flow Chip funciona correctamente con los siguientes medios de hemocultivo
- BD BACTEC" Plus Aerobic/F y Plus Anaerobic/F Medium (Becton Dickinson)
- BD BACTEC Peds Plus'"/F Medium Bactec (Becton Dickinson)

- BacT/ALERTo FA Plus Aerobic y FN Plus Anaerobic (bioMérieux)

- BacT/ALERT@ PF Plus (bioMérieux)

7.2 Exudados rectales

Sepsis Flow Chip se ha validado para su uso en PCR directa part¡endo de suspensiones de exudados
rectales sin necesidad de extraer el ADN. El protocolo recomendado para el procesam¡ento de las

torundas es el siguiente:

7.2.L Colocar la torunda en 0.5 ml de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa.

7.2.2

7.2.3

7.2.4

7.2.5

Agitar la torunda dentro del tubo para que las células se dispersen en el líquido.

Diluir la suspensión obtenida L:50 en agua bidestilada libre de DNasa/RNasa (con esta
dilución se consigue reducir la concentración de posibles inhibidores presentes en este tipo
de muestras): 10 plde muestra + 490 ¡rlde agua bidestilada libre de DNasa/RNasa, agitaren
vortex.

Añadir 30 ¡rl de esta dilución para la Mixl de PCR y otros 30 pl para la Mix2 de PCR,
previamente homogeneizada.

Realizar la amplificación siguiendo las instrucciones descritas en el apartado 8.L.

En el caso de que se trabaje con torundas con medio de transporte se recomienda agitar la torunda
manualmente o con vórtex en el propio medio de transporte durante unos segundos y proceder de la
misma manera que para torundas secas a part¡r del punto 7.2.3.

NOTA: Si los torundos no von o ser onolizodos en el momento es posible olmocenorlos congeladas a -20 "C durante ol
menos tres meses. Tros descongelor oñodir los 0.5 ml de oguo bidestiloda libre de DNoso/RNaso y homogeneizor lo
muestro prev¡omente a su dilución. Las muestras diluidos pueden ser olmocenodos o 4 "C durante un máximo de dos
días o a -20 "C durante ol menos tres meses. Si tros diluir 1:50 quedaron inhibidores en lo muestro, se recomiendo
diluir L:2 o portir de la dilución L:50 o purificor el ADN a port¡r de la suspensión inicial (0.5 m|.

El kit también se puede usar a partir de ADN purificado de exudados rectales. Se ha validado con los
s¡guientes sistemas de extracción :

NucliSENS@ easyMag@ (bioMérieux S.A.)

MagNa Pure (Roche)

Chelex@ (Bio-Rad)

V¡tro S.A.

Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sevilla (Spain)
Tel: +34 954 933 200. r ¡tro ¿r I ltr0.br¡r:www.vitro.bio ¡VDC€ Rev.:2019/0513L 10136
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NOTA: Et sistemo no ha sido volidodo con otros sistemas de extracción de ADN, por tonto, si se empleo otro

de purificoción diferente éste debe verificarse prevtomente.
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7.3 cotonias bacterianas i l 3tt
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El kit Sepsis Flow Chip ha sido validado para su uso partiendo directamente de colonias bacterianas.,É,,,, ,,
protocolo recomendado para ello es el siguiente:

7.3.1. Tomar una pequeña cantidad de la colonia con asa estéril.

7.3.2 Resuspender cada muestra en 500 pl de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa.

7.3.3 Agitar vigorosamente en vórtex hasta obtener una suspensión celular homogénea.

7.3.4 Añadir 30 ¡rl de esta dilución, previamente homogeneizada, para la Mixl de PCR y otros 30 pl

para la Mix2 de PCR, previamente homogeneizada.

7.3.5 Realizar la amplificación siguiendo las instrucciones descritas en el apartado 8.1.

Los hemocultivos, exudados rectales y colonias bacterianas se deben tratar como posibles agentes

infecciosos. Las directrices para la manipulación de este t¡po de muestras se pueden consultar en las

publicaciones del Centro para el Control y la Prevención de Enfermedades de EEUU (CDC). Todos los

materiales peligrosos o biológicamente contaminados se deben desechar de forma segura y aceptable

según las directrices de su institución.

7.4 Protocolo de procesamiento de muestras con medio de dilución y trasporte (TDM)

Opcionalmente, es posible usar el medio Transport & Dilution Medium TDM (Ref: MAD-003930TDM) para

el procesamiento de los diferentes tipos de muestras clínicas descritas en los apartados anteriores. A

continuación, se muestra una tabla donde describen los pasos a seguir para el procesamiento de muestras

con este reactivo, en función del tipo de muestra de partida (tabla 9).

MUESTRA DE

PARTIDA

PROTOCOLO PROCESAMIENTO DE MUESTRA CON REACTIVO TRANSPORT AND

DILUTION MEDIUM (TDM) (Ref: MAD-003930TDM)
FORMATO

Medio aerobio y medio

anaerobio

1. Agitar bien el frasco de hemocultivo hasta obtener una mezcla homogénea.

2. Tomar un volumen de 10 ¡rl del hemocultivo y añadirlo a uno de los viales con

900 ¡rl de medio TDM.

3. Utilizar 30 ¡rl de esta muestra para la Mixl de PCR y otros 30 ¡.rl para la Mix2,

previamente homogeneizada, como molde para realizar la amplificación.

Hemocultivos

1. Colocar la torunda en uno de los viales con 900 ¡.rl de medio de dilución y

transporte pre-alicuoteado (TDM).

2. Ag¡tar la torunda dentro del tubo para que las células se dispersen en el

líquido.

3. Tomar un volumen de 35 pl de esta muestra y añadirlo a un nuevo vial de

medio TDM.

4. Agitar la dilución resultante en vortex y utilizar 30 ¡.rl de esta muestra para la

MixL de PCR y otros 30 ¡rl para la Mix2, como molde para realizar la

amplificación.

Exudados rectales
Torunda/hisopo sin

medio de transporte

s,A.
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Tabla 9. Protocolos para el procesamiento de muestras usando el reactivo de dilución y trasporte TDM.

8 PROCEDIMIENTO DE ANÁLISIS

8.1 Reacción de amplificación múltiple delADN

La reacción de PCR se lleva a cabo en un volumen final de 30 ¡rl en tiras de tubos de PCR de 0.2 mL que

contienen la mezcla de reacción de PCR liofilizada.

El procedimiento es el siguiente:

o Tomar un tubo de la MixL y otro tubo de la Mix2 Multiplex PCR que contienen las mezclas de PCR

liofilizada por cada muestra a analizar.

. Añadir hasta 30 ¡rl de muestra en cada tubo siguiendo el protocolo recomendado en apartado 7.

o Homogenizar la mezcla mediante pipeteo y centrifugar durante unos segundos.

o Si el número de muestras a analizar es inferior o superior a ocho, se pueden separar de la tira los

tubos que sean necesarios sin tener que emplear tiras completas. El resto de la tira de tubos

liofilizados que no se vaya a usar en el momento debe ser almacenada durante un máximo de L

semana a 4 "C en el embalaje original.

. Colocar los tubos en el termociclador y programar las siguientes condiciones de amplificación:

PROGRAMA DE AMPuflCAdÓN EN TERMOCICLADOR

l- ciclo 2s'c 10 min

1 ciclo 94"C 5 min

40 c¡clos

94"C 30s

55"C 45s

72"C l min

1 ciclo 72"C 7 min

8"C

Tabla L0: Programa de PCR.

Si no se va a proceder con la hibridación directamente, se pueden almacenar los tubos con el

producto amplificado en la zona de post-PCR a una temperatura de 8-10 "C durante 1-2 días. Para

almacenarlos durante un periodo mayor de tiempo se recom¡enda hacerlo a -20 'C.

7

V¡tro S.A.

Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sev¡lla (Spa¡n)

Tel: +34 954 933 200. \'rtro (t \ ttro ir¡o; www.v¡tro.b¡o C€ tvD

Torunda/hisopo con

medio de transporte

1. Agitar la torunda manualmente o con vórtex en el propio medio de transporte

durante unos segundos.

2. Añadir 18 ¡rl de muestra a uno de los viales con 900 ¡rl de medio TDM.

3. Usar 30 ¡rl de esta dilución para la Mixl de PCR y otros 30 ¡rl para la Mix2,

previamente homogeneizada, para la PCR.

Rev.:2019/05/3L t2136
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8.2 Hibridación reversa por Flow-through o:';' "'

'll"
Todos los reactivos se sum¡nistran en formato "listo para uso". , )
Los Chips son de un solo uso. Se deben manejar con guantes y alejados de cualquier fuente de I

contaminación

Atendiendo al tipo de kit con el que se esté trabajando se procederá de la siguiente manera

A. Para Sepsis Flow Chip kit (Manual, ref: MAD-003935M-HS12):

Todo el proceso de hibridación se realiza de forma semiautomática en hybrispot (HSL2) siguiendo las

instrucciones proporcionadas por el wizord del equipo. La gestión de las muestras, la captura de las

imágenes y el análisis e informe de los resultados se realizan a través del software hybriSoft.

Nota: Configurar el instrumento siguiendo las instrucciones del manual de usuario (proporcionadas con el ¡nstrumento).

Antes de comenzor el proceso de hibridoción reolizor los siguientes posos:

L. Precalentar el Reactivo A a 51' C (Solución de Hibridación) durante al menos 20 min en un baño

termostatizado.

2. Encender el equipo HS12 y fijar la temperatura a 5L'C.

3. Para cada muestra mezclar el producto de PCR de la MixL con el producto de PCR

correspondiente de la Mix2. Desnaturalizar la mezcla de productos de PCR calentando a 95'C

durante 8-10 min (en termociclador) y enfriar rápidamente en hielo durante al menos 2 min'

4. Colocar un Sepsis Chip para cada una de las muestras objeto de análisis sobre los pedestales que

incluye la cámara de reacción del equipo HS12.

5. Seguir las instrucciones dadas en el manual del equipo HS12 para llevar a cabo la introducción de

los datos de las muestras, la captura de imágenes y el análisis de resultados.

PROTOCOLO DE HIBRIDACIÓN:

a) Añadir 300 ¡rl de reactivo A (Solución de Hibridación) precalentada a 51"C durante al menos 20

minutos e incubar durante al menos 2 min a 51'C.

b) Eliminar el reactivo A activando la bomba de vacío.

c) Añadir 50 pl correspondientes a la mezcla de los productos de PCR de la Mix 1y Mix2

(previamente desnaturalizadas y manten¡das en hielo) a 230 ¡rl de reactivo A (Solución de

Hibridación) (51'C) y dispensar la mezcla sobre el Sepsis Chip-HS correspondiente.

d) lncubar a 51"C durante 8 min,

e) Activar la bomba para eliminar los productos de PCR (asegurarse que la bomba está activa al

menos 30 s).

f) Lavar 3x 300 pl con reactivo A (51'C).

g) Fijar la temperatura en 29"C.

h) Bloquear las membranas durante al menos 5 min con 300 pl de reactivo B (Solución de

Bloqueo).

i) Cuando la temperatura llegue a

'.r'i
rlI./ .:

bomba para eliminar el reactivo B.

V¡tro S.A.
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j) Añadir 300 pl de reactivo C (Complejo estreptavid¡na-fosfatasa alcalina) e incubar durante 5

min a 29"C.

k) Activar la bomba para eliminar el reactivo.

l) Fijar la temperatura en 36"C.

m) Lavar las membranas 4x 300 ¡rl con reactivo D (Solución de lavado l).
n) Revelar las membranas añadiendo 300 ¡rl de reactivo E (Solución de revelado) e incubar 8 min a

36'C.

o) Activar la bomba para eliminar el reactivo E.

p) Lavar las membranas con 2x 300 pl con reactivo F (Solución de lavado l!).
q) Captura de imágenes, análisis e informe de resultados siguiendo instrucciones del manual de

usuario HS12.

B. Para Sepsis Flow Chip kit (Auto, ref: MAD-003930M-HS24) en equipo HS24:

Todo el proceso de hibridación se realiza de forma automática en hybrispot 24 (H524). La gestión de las

muestras, la captura de las imágenes y el análisis e informe de los resultados se realizan a través del
software hybriSoft.

Antes de comenzor el proceso de hibridoción realizar los siguientes posos:

L. Configurar el instrumento siguiendo las instrucciones del manual de usuario (proporcionadas
con elequipo).

2. Desnaturalizar los productos de PCR calentando a 95 "C durante 8-10 min en un termociclador o

bloque térmico y enfriar rápidamente en hielo durante al menos 2 min.
3. Seguir las instrucciones dadas en el manual de usuario del equipo para llevar a cabo la

introducción de los datos de las muestras.

4. Disponer las muestras amplificadas previamente desnaturalizadas, los Chips de Sepsis y los

reactivos en sus correspondientes posiciones del hybrispot 24.

5. Una vez que han sido colocados correctamente en el equipo todos los reactivos de hibridación,
muestras y Chips dar al botón de lniciar, en la ventana de hS Control, para comenzar el protocolo.

9 PROCEDIMIENTO DE ANÁLISIS PARA EL EQUIPO HS12 PCR AUTO

Los procesos de amplificación por PCR e hibridación se realizan de forma automática en la plataforma
HS12 PCR AUTO.

El procesamiento de la muestra, la captura de imágenes y el análisis de los resultados se lleva a cabo
mediante el software hybrisoft.

Antes de comenzar el proceso de amplificación e hibridación realizar los siguientes pasos:

1'. Configurar el instrumento siguiendo las instrucciones del manual de usuario (proporcionadas
con elequipo).

2. Tomar un tubo de la Mixl, y un tubo de la Mix2 que contiene la mezcla de PCR liofilizada para cada

muestra a analizar.

3. Añadir hasta 30 ¡rl de muestra en cada tubo siguiendo el protocolo recomendado en apartado 8.1.
4. Homogenizar la mezcla mediante p¡peteo y centrifugar durante unos segundos.

Vitro S.A.

Calle Luís Fuentes Be,arano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sev¡lla (Spain)
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Co de amplificació n exógeno (Cl) y dos señales de Control

ga ADN humano). En el caso de que no

Si el número de muestras a analizar es inferior o superior a 8, se pueden separar de la tira fos

tubos que sean necesarios sin tener que emplear tiras completas. El resto de la tira de tubo§ \ ,

liofilizados que no se vaya a usar en el momento debe ser almacenada durante un máximo §et J¡9 r--tI
semana a 4 "C en el embalaje original. ' ',

Seguir sus instrucciones del manual para colocar las tiras de tubos, chips y reactivos de hibridación '

en el instrumento e iniciar el proceso.

10 PROCEDIMIENTO DE CONTROL DE CAIIDAD

El kit Sepsis Flow Chip contiene varios controles internos para controlar la calidad de los resultados.

SPOTS CONTROT POStCTON INTERPRETACION

B Control hibridación 1A-1B-2K-6F-10A 5 posiciones son correctas

ct Control de amplificación exógeno 1C-6G 0, 1, o 2 posiciones son correctas

BG Control de amplificación endógeno 1D-6H 0, 1, o 2 posiciones son correctas

Tabla L1: Sondas control incluidas en Sepsis Chip.

Control de hibridación: Tras el revelado de las membranas debe aparecer una señal intensa en las cinco

posiciones de control de hibridación (B) que sirve como control de calidad. Esta señal indica que los

reactivos de hibridación y revelado han funcionado correctamente. Si no aparece señal indicará que ha

habido un fallo durante el proceso de hibridación o que algún reactivo no se ha usado correctamente.

Además, esta señal permite que el software pueda orientar correctamente el panel de sondas para su

posterior análisis.

Control de amplificación exógeno (CI): sonda para la detecc¡ón de ADN sintético incluido en la mezcla de

PCR. Este ADN se co-amplificará junto con el material genético de la muestra. Dos señales positivas en el

Control de amplificación exógeno (Cl) indicarán que la reacción de PCR ha funcionado correctamente. Un

resultado negativo en este control no invalida el resultado de la técnica si el control endógeno ha

amplificado correctamente y/o la muestra ha sido positiva para alguna de las dianas incluidas en el panel.

Control de amplificación endógeno (BG): sonda para la detección de ADN del gen de la beta-globina

humana que es co-amplificado durante la PCR. Todas las muestras donde el ADN problema se haya

amplificado correctamente tendrán una señal positiva en el Control de amplificación endógeno (BG). Esta

señal es indicativa de la calidad/cantidad del ADN empleado en la amplificación. Una señal positiva indica

que la amplificación ha funcionado correctamente y que la calidad y cantidad del ADN empleado para ello

han sido ópt¡mas. La ausencia de señal para este control nos indica fallos durante la amplificación, baja

calidad/ cantidad del ADN utilizado en la amplificación o ausencia de DNA humano en la amplificación.

Este último caso es posible que ocurra cuando el volumen de sangre en el hemocultivo es demasiado bajo

y teniendo en cuenta la dilución que se le hace a la muestra para la PCR. No obstante, un resultado

negativo en este control no invalida el resultado de la técnica si el control exógeno ha amplificado

correctamente y/o la muestra ha sido positiva para alguno de las dianas incluidas en el panel.

Las muestras que sean positivas para alguno de los patógenos/marcadores de resistencias incluidos en el

kit deben dar señal para algunas de las sondas específicas. Además, deben aparecer las cinco señales de
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aparezcan señales para los controles de amplificación, pero sí para los patógenos/marcadores de

resistencias se incluye en el informe un mensaje de ousencio de ADN humano/presencio de inhibidores de

la PCR. En este caso el usuario debería verificar la calidad de las muestras antes de validar los resultados.

Cuando las muestras sean negativas para todos ¡os patógenos/marcadores de resistencias incluidos en el

kit presentarán las cinco señales positivas para el control de hibridación (B) dos señales para el Control de

amplificación exógeno (Cl). Las señales de Control de amplificación endógeno (BG) aparecerán además si

la muestra analizada contiene ADN humano.

El usuario es responsable de determinar los procedimientos de control de calidad apropiados para su

laboratorio y cumplir con la reglamentación aplicable.

11 INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS

La interpretación de resultados se realiza de forma automática mediante el software de análisis hybriSoft.

En el siguiente esquema se muestra la disposición de las sondas en el Chip de Sepsis:

V¡tro S.A.

Calle Luís Fuentes Eejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 SevÍlla (Spa¡n)

Tel: +34 954 933 200. ., rtroil\,,rro.br(); www.vitro.b¡o C€ IVD Rev.:2019/05/3L L5136
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PROT/

MOR

vanB

nmcl

B IB ABAU ENTEROC sme ndm ENTEROB vanA ges oxa23

mecA vim oxa24

gim oxa48

c ct

SAGAL KLEB SPYOG

STAPHYL STREP bIaSHV

NEIS blaCTX

sim

imp

ges oxa23

SMALTO CATB

tmr

D

E
PROT/

MOR
kpc oxa51

spm oxa58F SPNEU SA B ABAU tIS

cI

:1.1',

G ECOLI

H SMALTO ENTEROB vim oxa24

I CAND mecA g¡m oxa48

SMAR/

KLEB
ENTEROC SME ndm

nmc/SAGAL PAER

STAPHYT KIEB SPYOG

oxa51 SPNEU SA STREP blaSHV

rmt
5tm

imp

J

K

CALB vanA

Figura L: Esquema de la disposición de sondas sobre el array. Se incluyen las sondas específicas para los patógenos y genes de

resistencia de estudio y aquellas sondas empleadas como controles de amplificación e hibridación. Las coordenadas de cada una

de ellas también quedan indicadas.

" 
I;', :' ::::,:i : :':;:;í; ;:;,,, e x ó s e n o
'tsG' Control de omplificación endógeno (frogmento 13-Globino humono)
"X": Sondos especificos poro codo bacter¡o/hongo/morcodor de resistencio

Todas los sondos están duplicodas poro gorantizor la fiabilidad en el onál¡sis automático de los resultodos.

Et control de hibridación (B) está repetido en 5 posic¡ones y perm¡te que el software puedo orientor

correctomente el ponel de sondas poro su

NEIS bIaCTX

.;20
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En la siguiente tabla (Tabla 12) se muestran tipo de sondas empleadas y posiciones en las que éstas han

sido espoteadas sobre el Chip de Sepsis. lgualmente se indican los posibles resultados obtenidos y la
interpretación de los resultados:

Resultadosesperados(Organismos/Resistencia) SondalD
Sonda/posiciones (columna-fila)

Sonda B Cl BG

StreDtococcus o neu monioe SPNEU 1F.6J

1A-18-2K-
6F-10A

-- / 7C-6G -- / 1D-6H

Streotococcus Dvooenes SPYOG 4D-9r

1A-18-2K-
6F-10A

-- I 7C-6G -- / 7O-6H

Ste notro Dho mo n os ñ olto Dh il ¡o SMALTO 1H-6D

14-18-2K-
6F-10A - / 7C-6G - l7D-6H

cond¡do soD. CAND 1l-6E

1A-18-2K-

6F-104 - / LC-6G
-- /7D-6H

Ac ¡ neto bocte r b o u mo n n i i ABAU 28-7F

1A-18-2K-

6F-104
-- / 7C-6G

-- /tD-6H

Serrot¡o morcescens SMAR/KLEB 2C-7G

1A-18-2K-
6F-104

-- / tc-6c - / 1o-6H

Klebsiello oneumonioe SMAR/KLEB 2C-7G-30-8t

1A-18-2K-

6F-10A
-- / LC-6G - / LD-6H

KLEB 3D-8t

1A-18-2K-

6F-10A
-- / rc-6c

-- /7D-6H

SAGAL 2D.7H

1A-18-2K-

6F-10A
-- / Lc-6G

-- /LD-6H

Coa qu lo se -neq otiv e sta p h y lococ c ¡ sTAPHYL I zt-l
1A-18-2K-
6F-10A

-- /rc-6c
-- / LD-6t1

SA 2F-7 )

1A-18-2K-

6F-104
-- / 1C-6G

-- /LD-6H

Escher¡ch¡o col¡1 ECOLI 2G-7 A

1A-18-2K-

6F-104 - / 7C-6G
-- / 7O-6H

Enterobocter¡o ENTEROB 2H-78

1A-18-2K-
5F-10A

-- / 1c-6G
-- / 1D-6H

Condido olb¡cons CALB 2J-7D

1A-18-2K-
6F-10A

-- / LC-6c
-- / 1D-6H

L¡ster¡o monocytoqe nes LIS 3A-8F

1A-18-2K-
6F-10A

-- / LC-6G
-- / 7D-6H

ENTEROC 38.8G

1A-18-2K-
6F-104

-- / rc-6c
-- /LD-6H

P seu do mo n o s o e ru q i noso PAER 3C-8h

1A-18-2K-
6F-10A - / LC-6G

-- /tD-6H

Streptococcus spp. STREP 3E-8J

1A-18-2K-

6F-104
-- /1C-6G - / 7O-6H

Ne ¡ssP t io me n i n o it¡ d ¡ s NEIS 3 F-8K

1A-18-2K-

6F-10A
-- / rc-6c - / 1O-6H

Proteus sDD. PROT/MOR 3G.8E

1A-1B-2K-

6F-10A
-- / tc-6c

-- /tD-6H

Moroonella morooni¡ PROT/MOR 3G-8E-2H-78

1A-18-2K-

6F-10A
-- / LC-6G

-- / 7D-6H

GEN DE RESISTENCIA A METICILINA MECA mecA 3r-8C

1A-18-2K-
6F-10A

-- / Lc-6c
-- /LD-6H

GEN DE A VANCOMICICA VanA vanA 3i-88
1A-18-2K-
6F-10A

-- ILC-6G
-- / LD-'N

GEN DE RESISTENCIA A VANCOMICINA VANB

I

i

vanB 3K.8A

1A-1B-2K-
6F-10A

-- / LC-6G
-- / 1D-6F

CARBAPENEMASA CLASE A KPC koc 4A-9E
1A-18-2K-
6F-104 - I tC-6G

-- / 1D-6H

CARBAPENEMASA CTASE A SME sme 4B-9G

1A-1B-2K-

6F-10A
-- / 7C-6G

-- /LD-6H

CARBAPENEMASA CLASE A NMC/IMI nmc/imi 4C.9H

1A-18-2K-

6F-10A
-- /LC-6G

-- /7D-6H

B.LACTAMASA SHV

i

IbIaSHV 4E-9)

1A-1B-2K-

6F-10A
-- / 7C-6G

-- / 1D-6H

B.LACTAMASA DE AMPLIO ESPECTRO CTX.M blacrx i ¿r-gr
1A-18-2K-
6F-104

-- / tc-6c
-- / 1D-6H

V¡tro S.A.
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Tabla 12: Posición de las sondas en el Chip de Sepsis e interpretación de los resultados.

l sepsis Ftow CHlp k¡t no perm¡te distinguir Escherichio coli de Shigelta spp. Cuando un pac¡ente esté bajo sospecha clínica y se

obtenga un resultado posit¡vo para E. coli, hay que contemplar la posibilidad de que sea una infección por Shigello'

Otros resultados posibles:

1. Cuando una muestra es pos¡t¡va para S. pneumon¡oe pueden aparecer dos sondas pos¡tivas en el

Chip, SpNEU: sonda específica para S. pneumonioe y STREP: sonda genér¡ca para espec¡es del

género Streptococcus. No obstante, en estos casos no podemos descartar que en la muestra exista

una co¡nfección de S. pneumoniae con otro Streptococcus spp.

2. Cuando una muestra es pos¡t¡va para S. agoloct¡ae pueden aparecer dos sondas positivas en el

Chip, SAGAL: sonda específica para5. agoloctiae ySTREP: sonda genérica para especies delgénero

Streptococcus. No obstante, en estos casos no podemos descartar que en la muestra exista una

coinfección de S. ogalact¡oe con otro Streptococcus spp.

3. Cuando una muestra es positiva para S. aureus pueden aparecer dos sondas positivas en el Chip,

SA: sonda específica para 5. oureus y STAPHYL: sonda genérica para especies del género

Staphytococcus. No obstante, en estos casos no podemos descartar que en la muestra exista una

coinfección de S. aureus con otro Stophylococcus spp.

4. Cuando en el Chip aparezca una señal positiva para la sonda STAPHYL sola, mecA sola o ambas

sondas la interpretación más probable es Staphylococcus coagulasa negativa.

5. Hasta el momento el gen de resistencia oxa51 sólo ha sido detectado en A. boumannii, E. coli y P.

oeruginoso. En el caso de Acinetobocter baumann¡¡ este gen tiene localización cromosómica

mientras que en E. coti y P. oeruginoso la resistencia se encuentra en plásmidos. Cuando una

muestra es positiva para A. boumonnii pueden aparecer dos sondas positivas en el Chip, ABAU:

sonda específica para A. sonda específica Para oxaSL. Se han descrito

mutaciones en la región del diseñado la sonda específica ABAU,

6

v

Vitro S.A.

Calle LuÍs Fuentes Ee.iarano 60 Ed. Nudo

Tel: +34 954 933 2OO. !rtro l', 11ro blr); C€
Direclof Técnic¡

M,N.1

-- / rc-6c
-- / 1D-6Hrr'

4G-98

1A-18-2K-
6F-10ACARBAPENEMASA CLASE A GES

-- / LC-6G
-- / 1D-6H i

4H-9C

1A-1B-2K-
6F-10AvtmCAREAPENEMASA CLASE B VIM

-- / 7C-6G
1D-6H

4t-9D

1A-18-2K-
6F-10Ag¡mCARBAPENEMASA CLASE B G¡M

-- / rc-63
-- / 1D-6H '

5A-9F

1A-18-2K-
6F-10AsomCARBAPENEMASA CLASE B SPM

-- / tc-6c
-- ILD-6H

5B-10G

1A-18-2K-
6F-104ndmCARBAPENEMASA CLASE B NDM

-- / LC-6G
-- / 1D-6H

5C-10H

1A-18-2K-
6F-10AsimCARBAPENEMASA CLASE B SIM

-- / rc-6c
-- I 1D-6t

5D-10t

1A-18-2K-

6F-10Aim03CARBAPENEMASA CLASE B IMP3, 15, 19_I¡KE
-- / 1D-6H1A-18-2K-

6F-10A
-- / 1C-6G

loxa23 5G-108CARBAPENEMASA CTASE D OXA23

-- / 7C-6G
-- /7D-6H1A-18-2K-

6F-10Aoxa24 5H-10CCARBAPENEMASA CLASE D OXA24
-- ltD-6H1A-18-2K-

6F-10A
* lLc-6G

oxa48 5r-10DCARBAPENEMASA CLASE D OXA48
-- /7D-6H1A-18-2K-

6F-104
-- / 7C-6G

oxa51. 5J-10ECLASS D CARBAPENEMASE OXA51
-- / 1D-6H1A-18-2K-

6F-10A
-- / 7C-6G

oxa58 5 K-10FCLASS D CARBAPENEMASE OXAs8
1A-18-2K-
6F-104

RESULTADOS NO VÁLIDOS (Nota: Ausencia de control de ADN

humano. Ausencia de
1C-6G1A-1B-2K-

6F-104SEP NEGATIVO (Nota: Ausenc¡a de control de ADN humano)

Imaqen no d¡spon¡ble/lmagen defectuosa/Error de hibr¡dación

Dro.
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en el Chip sólo se observa una señal positiva para oxa51, sin obtener señales positivas para las

sondas específicas de A. boumonnii, E. coli o P. oeruginoso, la interpretación más probable es

Acinetobacter baumannii. En este caso se recomienda identificar el patógeno mediante otro

método.

6. Cuando una muestra es positiva para K. pneumoniae, E. coli, S. morcescens o Morganello morgonii

en el Chip aparecerán dos sondas positivas: 1) la sonda específica para cada bacteria (KLEB, ECOLI,

SMAR/KLEB, PROT/MOR) y 2\ la sonda genérica para Enterobacteriaceae (ENTEROB). Ya que la

sonda ENTEROB ha sido validada para detectar otras Enterobacterias como Citrobocter,

Salmonello, K. oxytoco y Enterobocter, en estos casos no podemos descartar que en una muestra

positiva para K. pneumonioe, E. coli, S. morcescens o Morgonello morgonii exista una coinfección

con otra Enterobacteria que sea reconocida por la sonda ENTEROB.

7. La sonda PROT/MOR detecta Proteus mirabilisy Morgonello morgonii. La forma de distinguir un

patógeno de otro es que en una muestra que presente uno solo de ellos Morganello morgonii

también dará una señal positiva para la sonda ENTEROB mientras que Proteus mirobilis no. No

obstante, no se podría distinguir entre una muestra posit¡va para Morganella morganii y otra que

presente una coinfección de Proteus y otra Enterobacteria que sea reconocida por la sonda

ENTEROB.

8. La sonda SMAR/KLEB detecta K. pneumoniae y S. morcescens. La forma de distinguir un patógeno

de otro es que en una muestra que presente uno solo de ellos K. pneumon oe también dará una

señal positiva para la sonda específica de K. pneumoniae (KLEB) mientras que 5. morcescens no.

Sin embargo, no se podrÍa diferenciar entre una muestra que presenta una infección con K.

pneumonioe y otra que presente una coinfección con K. pneumonioe y S. morcescens.

9. La p-lactamasa de espectro limitado SHV-1 se encuentra en cepas de K. pneumoniae con una alta

frecuencia (entre el 80-90%). Por este motivo normalmente cuando una muestra es positiva para

K. pneumon oe también es positiva para el gen shv. En dicho caso la detección de SHV no indicaría

necesariamente una evidencia fenotípica de producción de p-lactamasa de espectro extendido.

10. Se ha descrito la existencia de cantidades trazas de ADN microbiano en las Taq DNA polimerasas.

Debido a que el método de detección presenta una alta sensibilidad a veces podría observarse

señales débiles en el Chip en la sonda genérica para Enterobacteriaceae y la sonda para P.

aeruginosa (PAER). También podrÍan aparecer señales débiles en las sondas para Stophylococcus

spp. y Streptococcus spp. probablemente causada por contam¡nación de muestras, materiales o

reactivos con dichas bacterias durante su manipulación.

Normalmente las bacteriemias son causadas por un único patógeno. En ocasiones es posible detectar dos

o tres microorganismos en muestras de hemocultivos en cuyo caso uno de estos microorganismos es el

causante de la infección y el otro/s estarían asociados a contaminaciones durante la manipulación de las

muestras.

Se ha probado la detección de diferentes especies con las siguientes sondas genéricas:

¡ La sonda STAPHYL ha sido validada para la detección de:

c S. epidermidis
o S. haemolyticus
c S. copitis
o S. hominis-hominis
c S. intermedius

o La sonda ENTEROC ha sido validada para la detección de:

V¡tro S.A.

Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sev¡lla (Spain)
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o E. foecalis
o E. foecium

La sonda STREP ha sido validada para la detección de:

o S. pasteurionus
o S. dysgoloctioe
o S. gollolyticus
c S. macedonicus

o S. mitis/orolis
o S. salivorius
a S. infontorium
o S. pyogenes

t S. intermedius
Otras especies de Streptococcus no detectadas con la sonda STREP:

o S. viridons
o S. anginosus
.. S. porosonguinis

La sonda ENTEROB ha sido validada para la detección de:

:' E. oerogenes
: E. cloocoe
o K. oxytoco
o K. pneumonioe
: Morgonella morganii
o E. coli
o S. morcescens

o Citrobocter
o Salmonello entérico

La sonda CAND ha sido validada para la detección de:

o C. tropicolis
o C. poropsilosis
c C. krusei

a 3e

a

a

a

A continuación, se expone un ejemplo de un informe en el que el caso analizado ha sido positivo para

Klebsiello pne u mo nioe.

Miguez
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Sepsis Flow Chip l(it

LOTES

P(fi: 1EF003L

Chipr: E035-13 H5

Rcoctivo: gEPf-{06+2 a

10/1ol:01.0

r0i 1o,r;916

toÍLol2o?o

DETATLES DE tA MUESTRA

IDMUESTRA: lvluÉttral:4

lD PA(IENTE: PACIENTE:

SEXO: - FECHA NAC":

INFORME

TIPO DE MUESÍRA:

EDAD

sEP POíTIVO
l.lr-E5fRJ. Pffll:'. 4 P{¡.Á:

PTTúGE¡JC6

Er:soh:&i¡G¡!. ticEct ¡ urcrrcrt¡c
6E!]E5 DE REgr¡Eh(lrt
?.- ¿t¡.Í¡r¡ 6. sEto crtrriiEo 5¡l\'

lrll.:tr.rcí¿tiia.rzElG-oÉ4a'.l e-:or'¡€t'QtÉ¿tt;:tcrc¡¡¡rtoó-jca1c¿l@rqdi4á5EF35'loaÚp.

PROTOCOLO

Det€cúon da un penel,ie bac!ÉFas. hong,:e ,; g+res de rÉsrst¿ncia antibio{io medEnte P(-[ m{¡ltiple e hibridacidn rElerse eúorniti¡ú¡. qu€

lnclrr.e

- EE(ten¡r Gram ,:r6itr,,ÉJr 5f¿ph,rr3!l.aue r-D¿Euate n€€etrlajitaphvlortrcus eureusJ€ntÉror-r'r{sr5 sPp./ttrepto(o(rus 5Pp,r5tr€p(ocgEEus

pneunt(}rt¡e.;!trapt-tr-ücf uE aga afi aÉ.i Lgiie-.la mú.1i]({toEeie5.

- E¡{t¿ra, 6rart ,1¿Eat,f-d, Pjtudrn:,:,11s ai--ul1üta. ¿r:r;rÉtc§€ctEr beumllntt, ,tenotroPhsmül¡s maltoPhilE, EsdÉffih¡¡ loli. Hlebslella

prÉunto¡r¡e. !Éfratte marc€áterr9, Entefo:.xtÉnáceae, FfoteuS 5PP., h,lofEenella nErgaf¡*, t¡erjSerie merünglidE.

- HonEoe: c¡Ddida 9¿,¡., C.albl(ans-

- Determin¡nte, de rÉ5ijtencte a ant¡g{otrcor: nre..Á. {anJ, ,'anE, bla5Hl¡, bleCTX-M, l(FC, ,tlE, f¿n'lE-l[ll, GE5, I'l['1, Glüt, 5Pl4 HDM. 5lt4 lhlP,.

úHAr3. 0XA¿4. D:r¡4¡. O(I5,t- D¡453.

- Preparacion de l3 mustr¡,ieltre(ción dÉ nDi¡
. Usr surpens¡cn,le Diila de partda ipr¿parado según urt'úrtrlonÉ! té€n¡(asl FEr¿ emFl rficü por PcP.

- Protoco;o F{F 
'€rÉs 

Flor+ CHIP: lr !5' 1Ú mrn; r{ S4' 5 min; ltEfi 194§ 3O $55' 45 s'r:.c 60 r::: lI ?¡¡ ? min.

- proroÍolo HrERroacloa,¡ FR.'EFra

Hibrirrec¡ón d€l prod'J<to E€ PfB b¡otntlida €,an !*pr.¡9 CHIP- L¡r,adr}s Fof+¡bnd*ion, rncubaíón con €n¡rna EstreFrar¡dtna+orhrsa ¡l('¡üf!¡,

re+elado con l¡ET-BC P I aná lists ertomati(,1 de rs$rlta¿lÉ.5

PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA

Púii ble resistenE¡¡ á: PenrEili nes t refalospor, nas de pn rnera eeneraoón | ñ¡oE¡: VefJloné ñxrt¡das óe 5tl! pod¡ian rsrlenr resileno¡ ¡ penxilinu

I a EÉfa,Dl?:fln6 üe pflm+"i. reButrda ( te(Ér¿ Eens'aú¡l1i

NOTAS

FAI-UI-TATIVOI

Reatiiado pcr-.

:ret"rr it [iDrtrrr, I ort¡]r

:lefauli TEch. teih

Valklodo:

Procesadol

03i05/1019

03/05/!01e

lnflr, : ¡viDck krial tle: tlüDtrl4 hytri5oft: HlHS l.:.0.R00 / H5t-15 IPL 1.0.ú.R05

V¡tro S.A.

Calle Luis Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sev¡lla (Spa¡n)

Tel: +34 954 933 2OO. \ rttI, ¡/ \ rtr() ht(,; www.vitro.bio C€ tvD Rev.:2019/05131 22/36
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gepsis Flow Chip Kit

LOIET

P(fi: C:E?OO?I

Chip*: E035-13 H9

Reaqtivo: 5ÉP¡106úi

t

a

1o/10/2010

10/19,t2916

$¡LAftAr9

DETALLE9 OE I.A MUESTRA

lD MUESTRA: lulue:tra.Lf4

lD PACIENTE: PAtlEl',,lTEr

SEXO: - FECHA NAf':

INFORME

Tl PODE MUESrM:

EOAD:

.t. .¡,

;tl- : r'![! ..,

:fr,
ti r.

tt.r i i !ll,

ll lt rr+ .¿r¡

, ,, tHtl lrl i f

t'ltall

t(l-.

I l 
:{r§a_ '"'

5rÉ1 a ráÍtrc: de hibr,¡arl¿'í li É.Jntos Pare órleritÍ (off€ftzrÍgrfie el ttllll
- 5íú7 r) CD¡|"¿|.)e aff.='.f tar- or,

- 5í.t-16ti rrñtrc' de Stl¿ itDd¡ dÉ E {¡ EÉndrmrna hurnano¡

- tÚar *: 
'.onde, 

ztpesfr¡¡ i¿ra rada pat,Ezlls

fúoti05 p$rftdsztÉn !,fpfá'or p{r d uFllaedc.

INFCIRMA( ION OEt ANATISIS

ü

p
t"
ia I

Unbral il

FACUITATIVO:

EEal¡!E(l(, pir

l'r:faLl 11 liott0r. d úr:t']r

:rÉfautt TÉÉf, tÉ(h

Validado:

Procesado:

03,'05rd1019

03/05/e019

lnrtr. : I'riorli 5erial Ne: 0úú024 H9H5 12.0.F001 HgHS rPL r0-0.R05

Vitro S.A.

Calle Luís Fuentes Beiarano 60 Ed. Nudo Norte Local

€ Omar Miguez
S.A,

Direclor Técnico

M.N.17503

Tel: +34 954 933 200. \,itro (/ \,r1r().blo;
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Lz clnncrrRísncAs DEL FUNcIoNAMIENTo

tz.t Funcionamiento analítico en hybriSpot 12 (HS12)

LZ.L.L Repetitividad

La repetitividad del método se analizó ensayando el método un mínimo de siete veces para cada patógeno

incluido en el panel a dos concentraciones distintas. El ensayo se realizó por un mismo operador, en una

sola localización y usando un mismo lote de reactivos.

Organismo Equivalentesgenoma/reacción Númerodepositivos/testados %positivos

Sto p hylococcu s e p i d erm i d i s L00 7/7 t00%

10 6/7 86%

Stophylococcus oureus 100 7/7 L00%

L0 100%

Stre ptococcus pneu mon i o e 100 7/7 700%

10
-7 l-7 100o/o

Streptococcus og dlo ct¡ oe 100 7/7 1O0o/o

50 7/7 lOlYo

Stre ptococcus pyog enes 100 717 1009zo

10 717 100%

Li st e r i o m on ocyt og e n e s r.00 7/7 700%

1.0 7/7 700%

Enterococcus foecolis 100 7/7 L00To

10 417 57yo

Enterococcus faecium 100 717 tol%
10 s17 71Yo

Pseudomonos oerug¡noso 100 7/7 t00%

10 i ttt 100%

Ac¡ n etob octe r b o u m o n n i ¡ 100 7/7 100%

10 717 LOl%io

N eisserio meni ng itidis 500 7/7 100%

100 s/7 71%

Sten otrop h omo n o s mo lto p h i I i o 100 717 t00%

L0 t/7 100%

Escherichio coli 100 7/7 LOO%

r.0 717 LOOo/o

Klebsiello pneumonioe 100 717 L00%

10 6/7 86%

Serrotio morcescens r.00 7/7 r00%

L0 7/7 100%

Enterobocter cloocae 100 7/7 I0Oo/o

L0 7/7 lOOo/"

Pr oteu s mi ro bi lis / M org o nel la 100 717 100%

10 7/7 llOYo

Candido olbicons 100 7/7 100%

10 i 7/7 100%

Tabla 13: Ensayo de repetitividad para cada uno de los patógenos incluidos en el panel.

V¡tro S.A.

Calle Luís Fuentes Be.larano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sevilla (Spain)
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L2.L.2 Reproducibilidad

La precisión del método se analizó simulando la variabilidad interlaboratorio variando tanto el

y 2), como el lote de mix de PCR usado (SE005 y SE008)y eltermociclador (VeritiTC-13 y Bio

para cada condición. Se ensayaron nueve de los patógenos incluidos en el panel ocho veces

concentrac¡ones distintas usando DNA genómico purificado a partir de aislados clínicos y 24 m

negativas. Se incluyeron todos los resultados válidos para calcular el porcentaje de resultados positivos'

No se obtuvo ningún falso positivo. Los porcentajes de resultados positivos se indican en la tabla 1-9. La

concordancia para ambas condiciones es muy buena, índice kappa de 0.93, error estándar de 0.07 e lC

95% de 0.8-1.07.

Tabla 14: Ensayo de reproducibilidad para bacterias incluidas en el panel de

MN. 17503

V¡tro S.A.

Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo

VILA
C

Condición

Laboratorio Positivos/Válidos
GE /reacciónOrganismo

%

751

752

10

100t
1002 818

50
E. coli

1001

1002

10

1001

1002

P. m irobilis I Morgonella

50

757

87.52

10

r.001

1002

S. pneumonioe

50

87.571

87.572

r,0

r-001,

1002

50

S. pyogenes

87.571

752

10

87.51,

1002 8/8
50

L. monocytogenes

751

87.52

10

1001

1002 818
50

S. moltophilia

1001

87.572

10

100t 8/8
1002

50

P. oeruginoso

1007 8/8

1002 818

100Stophylococcus

Coagu lasa-Negativa

1001

1002

10

1001

1002

50

S. oureus

1001

1002

10C. olbicans

tvD
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12.L.3 Especificidad analítica

No se observaron reacciones cruzadas entre los patógenos incluidos en el test. Para el ensayo se partió de

106 EG/reacción de cada cepa.

Organismo Especificidad

Coagulase- N eg aliv e Sto p h yl ococci L00%

Staphylococcus oureus too%

Streptococcus spp. lOOo/o

Stre ptococcus p neu monio e too%

Stre ptococcu s a g o I o cti o e LO1Yo

Stre ptococcus pyogenes 100To

Li ste r i o m on ocytog e n es 100%

Enterococcus spp. 700%

Pse u d om on o s a e ru g i noso TOOo/o

Aci n eto bo cte r ba u m o n n ¡ i roo%

N ei sserio ñen in g it¡d is t00%;o

Ste n ot r o p h o mo n a s mo lto p hi I i a t00%

Escherichio coli L00%

Klebsiella pneumoniae L00%

Serrotio morcescens \o0%"

Enterobocterioceae l00o/o

Proteu s sp p. / M orgo nel la 'J.00o/o

Condido spp. L00%

Condida olbicons L00o/o

Tabla 15: Especificidad de Sepsis Flow Chip.

No se observaron reacciones cruzadas con diferentes géneros de bacterias, hongos y virus, que pueden

estar presentes en el entorno hospitalario. Para el ensayo se partió de 106 EG/reacción de cada cepa.

Bacteria

Organismo

Virus Hongos

H aemophil us i nfl uenzoe Herpes s¡mplex-1 Cryptococcu s neofor mo ns

M ycob o cter i u m t u be rcu I os i s Herpes simplex-2

Coxiello burnett¡ Epstein Barr v¡rus

Borrelio burqdorferi Varicella Zoster v¡rus

Treponema pollidum

Tabla L6: Especificidad de Sepsis Flow Chip

12.1.4 Sensibilidad analítica

Se calculó el límite de detección del kit para cada uno de los patógenos analizados. La determinac¡ón del

número mínimo de copias detectadas se realizó mediante diluciones seriadas del ADN genómico de cada

una de las cepas incluidas en el panel con 5 ng de ADN genómico humano. Para calcular la sensibilidad,

especific¡dad e intervalo de confianza cada muestra se rep¡tió entre 5 y L4 veces. Todas las PCRs fueron

hibridadas usando la plataforma hybriSpot 12. Los resultados se anal¡zaron con hybriSoft y el valor

establec¡do para considerar las señales positivas fue de 4 (intensidad de gris).

V¡tro S.A.

Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sevilla (Spain)
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crtmc.do f{":

i t,;' ll

ee I Posit¡Yos/

reacc¡ón Testados

lntervalo

conlianza 95Yo

lntervalo

confianza 95/o
Sensibilidad EspecificidadSondaOrganismo

100% 98.1700% 78.5%-700%mecA 10 L4lL4
9a.1%-99.9%.Loo%1,4/14 700% 7A.5%-100%mecA 100
98.7%-toD%45.4%-88.3% 100%L0/74 7\vSTAPHYL 10

100% 98.7%-100%100% 78.5%-700%100 14/14

S, epidermidis

STAPHYL

100% 98.8%-7OOlo100% 785%-L5O%SA 10 74/14
98.8YutOO%700%616 too% 61%-100%SA 100
98.7YrlO0%4%-39.9% TOOYo10 2lt4 )-4%STAPHYL

LOO% 98.7%-700%r00% 6l%-LOO%o100 616

S. dureus

STAPHYL

100% 98.8%-700%ro0% 7a.S%-LOO%SPNE 10 14/14
98.80/*700%100%616 LO0% 6L%-700%SPNE 100
93.r%-97.7%68.5%-98.7% 96%o*73/14 93%STREP 10

96%* 93.1%-97.7%100% 61%-700%STREP 100 616

5. pneuñoniae

too% 98.8%-10OYo700% 7a.5%-100%SAGAL 50 741L4
98.8%-700%lOOo/o616 L00% 6t%-too%SAGAL 100

S. ogoloct¡oe

98.8%-700%78.5o/*7OO% LOO%14/74 700%SPYOG 10

L00% 98.8%-100%100% 67%-L00%100 6/6
5. pyogenes

SPYOG

98.6%-tO0%700% 78.5%-100%10 74/t4
98.6%-700%L00%616 700% 61%-700%100

L. monocytogenes LIS

Lts

98.6%-L00%4%-39.9% 100%10 2114 14%ENTEROC

Loo% 98.6%-100%700% 78.5%-700%ENTEROC 100 t4114
E. foecalis

98.6%-100%ñ0%67% 30%-90¿%ENTEROC 50 416

98.6%-100%78.5%-700% 700%14/14 100%ENTEROC 100

E. ioecium

94.3%-94.3%78.5%-100% 97Yox*10 1,4/14 100%PAER
g7%** 94.3%-98.3%1.00% 6t%-700%PAER 100 616

P. deruginoso

98.9%-100%roo%LO1% 7a.s%-LOO%ABAU 10 14114
98.9%-700%67%-L00% L00%100 616 700%

A. bdumdnni¡

ABAU

98.8%-L00%49%-94.3% 100%100 8/rc 80v"NEIS

L00% 98.8%-700%LOO% 74.2%-100%NEIS 500 10/10
N. ñeningit¡dis

98.8%-LOO%78.s%-tOO% toov14114 LOOv"SMALTO 10

98.8%-100%56.5%-700% Loo%100 s15 100%
S. moltoph¡lia

SMALTO

to0% 98.6%-100%700% 78.5%-700%10 74/L4ECOLI

98.6%-100%too%100% 6r%-700%ECOTI 100 6/6
E. coli

98.6%-LOO%60.L%-96% 100%1,2/74 86%KLEB 10

98.6%-700%6t%-100% roo%100 616 too%
K. pneumonioe

KLEB

LOO% 9A.a%-too%700% 67.6%-700%10 818SMAR/KLEB

98.8%-tOO%100%LOO% 7A.5%-700%SMAR/KLEB 100 74/14
S. morcescens

94.3%-98.5%78.s%-LAO% 97Yo**10 L4/L4 L00%ENTEROB

97Yo** 94.3%-985%700% 67%-700%100 6/6
E, cloocoe

ENTEROB

LOOYo 98.A%-LOO%100% 81.6%-lOOYo10 17 /77
98.8%-tOO%6r%-100% 700v616 100%100

P. mira bilis I Morganella PROT/MOR

PROT/MOR
700% 98.9%-100%78.5%-rc0%L0 74/14 100%CALB

to0% 98.9%-100%100% 67%-700%100 6/6
98.9%-100%100%r00% 78.5%r7OO%CAND 10 L4174
98.9%-700%6L%-too% 700%6/6 100/oCAND 100

C. albicons

CALB

f abla L7.. Sensibilidad analít¡ca (LoD): equivalentes genoma de cada patógeno que da resu Itados positivos en el 100% de las

réplicas analizados con software hybrisoft y punto de corte de positividad en un valor de 4.

* La sonda de Streptococcus spp. muestra un 960/o de especificidad por posible contam¡nación con cant¡dades mín¡mas de

Streptococcus spp. durante la manipulación de las muestras, de los react¡vos o de los plást¡cos'

++LassondaspAERyENTEROBmuestran ungT%deespec¡ficidaddebidoalapresenciadecantidadestrazadeADNmicrobianoen

las ADN polimerasas termoestables comerciales. Se piensa que las fuentes de la contaminación bacteriana pueden ser de algún

paso del proceso de purificación o bien algún reactivo añad¡do al enzima. Tras llevar a cabo alineamientos de secuenc¡as

de tres Taq polimerasas se ha encontrado que el ADN bacter¡ano contam¡nante presenta homología de

pseudomonos y otras f¡tobactedas, Escherichio coli, Solmonella y Shigello. (Spangler et al 2009. PLoS ONE,

V¡tro S.A.

Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo

r¡.N. 17503

PEREZ
C

Local
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L2.2 Funcionamiento analítico en hybriSpot 24

Se validó el funcionamiento y robustez del kit Sepsis Flow Chip en el equipo automático HS24 analizando

concentraciones límite de fragmentos sintéticos de ADN de los principales patógenos asociados a

infecciones nosocomiales en humanos incluidos en el panel. Esta validación demuestra la reproducibilidad

de los resultados entre las posiciones ty 24 del equipo HS24 y la reproducibilidad de los resultados con

diferentes programas para distinto número de muestras.

12.2.1 Reproducibilidad de resultados en programas para distinto número de muestras

Se realizaron réplicas de una muestra positiva que contenía un número de copias límite de E. coli (10

GE/reacción). Estas réplicas se s¡tuaron en diferentes posiciones de la cámara de reacción del equipo HS24

y se evaluaron cinco protocolos diferentes:
. Protocolo para 2 muestras (2 réplicas)

' Protocolo para 6 muestras (2 réplicas)

. Protocolo para 12 muestras (3 réplicas)

, Protocolo para L5 muestras (4 réplicas)

. Protocolo para 24 muestras (5 réplicas)

Los resultados fueron analizados de forma automática con hybrisoft y no se detectaron diferencias entre

las distintas posiciones de la cámara de reacción n¡ entre los protocolos utilizados.

12.2.2 Reproducibilidad de resultados en diferentes posiciones de hibridación en HS24

Se realizaron entre doce y veintidós réplicas para diferentes patógenos, situadas en diferentes posiciones

de las dos cámaras de reacción del HS24, en varios runs y con el protocolo para 24 muestras. Los

resultados fueron analizados de forma automática con hybriSoft, demostrando un 1:OO% de

reproducibilidad para todas las muestras analizadas en diferentes posiciones a excepción de una réplica de

Klebsiella pneumonioe, para la cual la reproducibilidad fue del95.5%.

Bacteria GE/reacción Pos¡tivos/testados Diferencia entre
posiciones

S. aureus 10 12112 No

S. pneumonioe 10 L2h2 No

S. aooloctiae 50 L2/12 No

S. pvoqenes 10 L2/12 No

A. baumannii 10 L2/12 No

K. pneumonioe 100 2t/22 Leve

P. mi robi lis I Moro o n el I o 10 12/12 No

C. olbicons 10 12/12 No

P. oeruo¡noso 10 12112 No

S. epidermidis 100 12112 No

E. coli 10 12/12 No

Tabla 18: Reproducibilidad del k¡t Sepsis Flow CHIP en HS24. La posit¡v¡dad se analizó con el software hybriSoft, estableciendo

como punto de corte el valor de 4.

L2.3 Funcionamiento analítico en hybrispot 12 PCR AUTO (HS12a)

Se validó el funcionamiento y robustez de Sepsis Flow Chip kit asociado a la plataforma de hibridación

Hybrispot L2 PCR AUTO (HS12a) mediante ensayos funclonales en los que se evaluaron los si$u¡entes

parámetros:

V¡tro S.A.

Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sevilla (Spa¡n)
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Verificación del límite de sensibilidad (LoD) para cada patógeno

Reproducibilidad de resultados en programas para distinto número de muestras

"l'

i, ,

12.t.1 Verificación del límite de sensibilidad (LoD) para cada patógeno del panel

Se amplificaron réplicas de muestras que contenían cada uno de los fragmentos sintéticos

correspondientes a cada uno de los patógenos a concentraciones límite junto con 5 ng de ADN genómico

humano. La amplificación e hibridación se llevó a cabo en dos sistemas automáticos HS12a.

Patógeno Sonda Ne

copias/

reacción

Posit¡vos/

Testados

5. epiderm¡dis STAPHYL 100 3/3

S. ou¡eus SA 10

S. pneumonioe SPNE 10 3/3

S. ogoloctioe SAGAL 50 ala

S. pyogenes SPYOG 10 ala

L. monocytogenes LIS 10 313

E. laecolis ENTEROC 100 3/3

E. foecium ENTEROC 100 3/3

P. ae¡uginosa PAER 10 3/3

A. bdumdnn¡i ABAU 10 3/3

N. ñen¡ngitidis NEIS 500 3/3

S. ñdltoph¡l¡d SMALTO 10 313

E. coli ECOLI 10 3/3

K. pneumon¡oe KLEB 100 515

S. morcescens SMAR/KLEB 10 515

E. cloocoe ENTEROB 10 3/3

P. mirabilis PROT/MOR 10 3/3

C. dlbicdns CALB 10 3/3

CAND 10 3/3

Tabla 19: Reproducibilidad de Sepsis Flow Chip en HSL2a. Los resultados fueron analizados automáticamente con hybriSoft

estableciendo como punto de corte de positividad un valor de 4.

12.3.2 Reproducibilidad de resultados en programas para d¡stinto número de muestras

La reproducibilidad se analizó usando la Mix de PCR en formato liofilizado. Se amplificaron réplicas de dos

pools de muestra positivas que contenían un número de copias límite de ADN sintético del pooll: 5.

oureus y ndm (10 y 500 copias/reacción, respectivamente) y del pool 2: Paer y vim (10 y 100

copias/reacción, respectivamente). A ambos pools se les añadió 5 ng de ADN genómico humano. Una vez

finalizada la PCR, las réplicas de cada muestra positiva se mezclaron y un mismo volumen de producto de

PCR se dispensó en diferentes posiciones de las cámaras de hibridación del equipo HS12a evaluándose dos

protocolos d iferentes:

r Protocolo 1 para 2 muestras: 2 réplicas de cada pool de ADN sintéticos en las posiciones 1y 2.

r Protocolo 2 para 12 muestras: 3 réplicas de cada pool de ADN sintéticos en las posici
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Los resultados obtenidos fueron analizados de forma automática con el software HybriSoft. En todos los

casos los ADN sintéticos de los dos pools utilizados fueron detectados como positivos. Las diferencias de

intensidad observadas entre unas posiciones y otras son aceptables.

L2.4 Clínico

12.4.1 Especificidad y sensibilidad clínica en hemocultivos

Se analizaron con el kit Sepsis Flow Chip 196 muestras de hemocultivos (168 positivos y 28 negativos) de

forma retrospectiva, previamente analizados con un método fenotípico de referencia. La especificidad

diagnóstica se expresa como un porcentaje (fracción numérica multiplicada por 100), calculada como 100

x el número de valores verdaderos negativos (VN) dividido por la suma del número de valores verdaderos

negativos (VN) más el número de valores falsos positivos (FP), o 100 x VN/ (VN + FP). La sensibilidad

diagnóstica se expresa como un porcentaje (fracción numérica multiplicada por 100), calculada como 100

x por el número de valores verdaderos positivos (VP) dividido por la suma del número de verdaderos

positivos (VP) más el número de valores falsos negativos (FN), o 100 x VP/ (VP + FN).

Tabla 20: Especificidad y sensibilidad diagnóstica de sepsis Flow cHlP sobre muestras de hemocultivo. NT: No testado.

L2.4.2 ldentificación de mecanismos de resistencia con Sepsis Flow cHlP

para evaluar la detección de los genes de resistencia incluidos en el panel se analizó una colecciónde2L7

aislados clínicos, previamente caracter¡zados por métodos fenotípicos y moleculares estándares,

portadores de todos los marcadores de resistencia a antib¡óticos incluidos en el panel de detección del kit

Vitro S.A.

Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sevilla (Spain)

Tel: +34 954 933 200. \,ttr(),r1 \'itro l)lo; www.vitro.bio 
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Especificidad

diagnóstica

Sensibilidad

diagnóstica
Organismo TN FP TP FN

L00% 98%0 51 1t44Sto phyloaccus Coagulasa-Negativa
100% LOO%0 11 0185Staphylococcus aureus

LlOo/o40 0 L00%156 0mecA
100%LOlo/o190 0 06steptococcus spp.
L00%0 lOOo/o192 0St re pto co cc u s Pn e u mo n i a e

100% NT196 0 0 0Stre pto co cc us o g a I a cti o e
L00%0 700%L94 0 2Stre pto cocc us pyo g e n es

LOo% NT0 0 0196Liste rio monocytoge nes
too% LO1To0 L2 0184Enterococcus spp.
700% t00%U 4 0792Pseudomonos aerug inoso

L00%6 0 100%190 0Ac¡ n eto ba cte r b o u m a n n i i
NT0 0 lOO7o196 0Neisserio meningitidis
too%I 0 t00%195 USte n otro p h o mo na s m olto Ph i I i o
lOOo/"0 t00%1,45 0 51Escherichio coli
r00%ñ r00%189 0Klebsiella pneumonioe

ro0% 100%191 0 5 0bloCTX-M
lOOo/" tOjTo188 0 8 0brosHV

LOl%U 2 0 L00%1,94Serrotia morcescens
100% L00%0 11 U185Enterobocter¡oceoe

l$OYo3 0 LOo%193 0Proteus mirobilis
100%2 0 99.5%o194 1-Morgonella morganii
NT0 LOO%196 0 UCondida spp.
L00%1,00%190 0 6 UCdndido olbicons
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Sepsis Flow Chip. Los aislados clínicos habían sido recopilados entre los años ZOLL a 2Ot5 y el o¡igen de

aislamiento correspondía a portadores rectales o hemocultivos. Se incluyeron como controles Sgativos
diferentes cepas de la ATCC (n=5). ! \ 3¿L

" 
' 

ll;r' -:

Del total de 2L7 muestras, el kit identificó correctamente todas las cepas bacterianas. En cuanto"erlas"
resistencias, detectó correctamente 31 de 3L cepas Gram positivas con diferentes marcadores de

resistencia y 28 de 28 bacterias Gram negativas portadoras de b/oCTX-M y/o bloSHY. Del resto de cepas

Gram negativas portadoras de carbapenemasas el kit detectó correctamente 157 de un total de 158 (tabla

21). Únicamente no se detectó una cepa de Klebsiella pneumoniae portadora de lMP. Al secuenciareste

gen se comprobó que se trataba del alelo imp-4, el cual no está incluido en el panel de detección del kit.

No se obtuvieron falsos positivos. El método Sepsis Flow Chip mostró una sensibilidad y especificidad del

IOO%, en una colección de aislados clínicos que contenía todos los marcadores de resistencia a

antibióticos cubiertos por el kit.

\r

,t, :'
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Resultados con 5Fc k¡tMarcedores de resistencias testados

Cepas gram pos¡tivas testadas

vanA Enterococcus spp. vanA (1)

vanB Enterococcus spp. vanB (2)

mecA S. oureus mecA (3), stophylococcus CoNS (25)

Ceoas gram negativas testadas

CTX-M E. coli (201

SHV K. pneumonioe (5]l, E. coli (21

CTX-M r SHV E. col¡ ltl
K. pneumonioe lllKPC + SHV

s. morcescens (21
SME

NMC E. asbur¡oe ll), E. cloocoe lfl

GES A. boumonn¡i 12), E. coli l7l

IMP + OXA-s1 A. baumannii (1)

K. pneumon¡oe 12)IMP + SHV

IMP K. oxytoco (1]., P. oeruginoso (!)

VIM + CTX.M E. cloocoe (1.)

K. pneumon¡oevlM (13), E col¡vlM l2\, P.

oerua¡nosovlM (63\, E. cloocoe (9],, K. oxvtoco (5)

SPM P. oerug¡noso 12)

SIM A. boumonn¡¡(7)

E. cot¡ l2)NDM

A. baumonn¡¡ l1lOXA-23 + OXA-S1

OXA-24 + OXA-51 A. boumonni¡ (21

oxA-48 K. pneumonioe (271, E. col¡ (Zl

oxA-51 A. boumonn¡¡ 19)

A. bouñonni¡ 11.)oxA-58

A. boumonnii 117)OxA-58 + OXA-51

Tel: +34 954 933 200. \'11r() rr \ tlr() bli);

Dlo

(Spain)

M.N.17503



# 
',master oraqinosttct

Muestras control negativo

Ausenc¡a de genes de resistenc¡a a ant¡biót¡cos
ATCC 12401, ATCC 29213, ATCC 356s9, ATCC

49619, ATCC BAA-751 and ATCC 25922

Tabla 21: Genes de res¡stenc¡a a ant¡biót¡cos identificados con el k¡t Seps¡s Flow Chip.

12.4.3 Especificidad y sensibilidad clínica en exudados rectales

En un estudio retrospectivo se analizaron un total de 73 exudados rectales (34 positivos y 39 negativos) de

forma retrospectiva, los cuales habían sido previamente analizadas con métodos fenotípicos y moleculares

de referencia para detección de betalactamasas de espectro extendido y de carbapenemasas.

Se determinó la especificidad y sensibilidad clínica del kit sepsis Flow Chip según las fórmulas descritas en

elapartado 12.4L.

Valor
estimado

lntervalo de Confianza 95%

Límite inf. Límite suP.

Sensibilidad 1 0.873 1

Especificidad* 0.951* o.822 0.991

fabla22: Especificidad y sensibilidad diagnóstica de Sepsis Flow Chip sobre muestras de exudados rectales'

*La especificidad clínica fue del 95.1% debido a que el kit dio dos falsos posit¡vos para SHV de amplio espectro, que en este caso al

tratarse del gen de localización cromosómica en cepas de K. pneumonloe no confiere resistenc¡a a betalactám¡cos de espectro

extendido.

12.4.4 Validación de Sepsis Flow Chip kit para su uso en PCR directa desde colonias

El kit Sepsis Flow Chip ha sido validado para su uso partiendo directamente de suspensiones celulares.

para ello se testaron un total de 40 colonias de aislados clínicos procedentes de siete hospitales españoles

(H. Carlos Haya, H. Valle Hebrón, H. Virgen del Rocío, H. Donostia, H. Virgen de las Nieves, HUCA y H. San

pedro). Los diferentes microorganismos testados o bien no contenían marcadores de resistencia a

antibióticos o bien eran portadores de uno o varios genes de resistencia. Los lotes de los kits de Sepsis

usados en los diferentes hospitales fueron Lote sEP011, Lote SEP012, Lote SEPo14, Lote SEPo15 y Lote

SEP015. Los termocicladores empleados fueron aquellos de uso rutinarios en el hospital, principalmente

diferentes modelos de Applied Biosystems (Veriti, GeneAMP@ PCR System).

Siguiendo el protocolo de PCR directa a partir de colonia (apartado 7.3), el k¡t Seps¡s Flow chip detectó

correctamente el 100% de los géneros bacterianos encontrados en todos los aislados clínicos (n=40). En

cuanto a los genes de resistencia a antibióticos, el kit detectó correctamente 58 de 59 genes. El gen que no

detectado fue blaTEM, la razón es que este es un marcador que no está incluido en el panel de detección

del kit.

V¡tro S.A.
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Métodos Gold Standard

Sepsis Flow Chip kit Ausente Presente

2

39

4L

36

39

75

34

0

34

Total

Test positlvo

Test negativo

Total
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material genético purificado procedente de exudados rectales,

colonias (ver apartado 7). El análisis de cualquier otro tipo

resultados erróneos o no concluyentes por inhibición de la

inhibitorios.
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Cepas y marcadores de resistencias
testados

Resultados con SFC kit

Enterococcus spp. (I) Entetococcus spp. l1)

Stre ptococcu s p ne u mo n i oe l1) Stre ptoc occ us sp p., Stre ptococcus p ne u m o n ¡o e (71

Condido olbicons l7l Cond¡do spp., Cond¡da olbicans (11

Klebsiello pneumonloe, SHV (3)
K te bs¡ el I o p ne u mo n ¡oe, SHv (21

Klebs¡ello oneumon¡oe. Enterobacteriaceae, SHV (1)

Klebs¡ello pneumon¡oe,SHv, CTx-M (6) Klebsiello pneumon¡oe,SHv, CTX-M (6)

Klebs¡ello pneumonioe,SHv, CTX-M, Oxa48 (1) Ktebs¡etlo pneumon¡oe,SHV, CTX-M, Oxa48 (1)

Klebs¡ello pneumon¡oe, 
'Hv 

, Oxa48 (2) Kt e bs¡et lo p ne u m o n i oe, Eñler obacteriaceae, SHV, Oxa48 (2)

Klebsiello pneumonioe, 5HV, vlM (3)

Ktebs¡etto pneumonloe, Enterobacter¡aceae, SHV, VlM, GES (1)

Ktebs¡elto pneumonloe, Enterobacteriaceae, SHV, VIM (2)

Klebs¡ello pneumon¡oe,SHV, CTX-M, VIM (1) Klebs¡ello pneumonioe,SHv, CTX-M, vlM (1)

Klebsiello pneumonioe, SHV, KPC (2) Klebs¡ella pneumon¡oe, SHv, KPC (21

Klebs¡ella pneumonioe, BLEE (1) Enterobacter¡aceae, I MP19 (1)

Enterobacteria, CTx-M (1) Morganella morgan¡¡, CTX-M (1)

P. oeruginoso 11) P. oeruginoso l7l

P. aerug¡noso, vlM lL) P. oerug¡noso,vlM Q.)

Proteus m¡rab¡l¡s, CTX-M-32 (1) Proteus, CTX-M (1)

Salmonella enter¡ca, CTX-M-10 (1) Enterobacter¡aceae, CTX-M (1)

Salmonella enterica, SHV-12 (1) Enterobacteriaceae, SHV (1)

Enterobacter cloacae, CTX-M-15 (1) Enterobacter¡aceae, CTX-M (1)

Enterobacter cloacae, Oxa48 (1) Enterobacter¡aceae, Oxa48 (1)

Enterobacter cloacae, CTX-M-15, Oxa48 (1) Enterobacteriaceae, CTx-M, Oxa48, GES (1)

f. coli, TEM (1) É. coli, Enterobacter¡aceae (1)

E. coli, Oxa48 (2) E. col¡, Oxa48 12¡

E. col¡, CTK-M (z) E. coli, Enterobacteriaceae, CTX-M (2)

E. col1, CTX-M, Oxa48 (1) E. col¡, Enterobacteriaceae, CTX-M, Oxa48 (1)

E. col1, SlM, Oxaa8 (1) E. coli, StM, Oxa48 (1)

E. coli,SHV, KPC, VIM (1) E. coli, Enterobacter¡aceae, SHV, KPC, VIM (1)

Ac¡netobocter, Oxa23, oxa51 (1) Ac¡netobocter, Oxa23, oxas1 (1)

Tabla 23: Aislados clínicos identificados con Sepsis Flow Chip k¡t en PCR directa a part¡r de colonia

13 LIMITACIONES

Utilización de muestras no adecuadas: el método ha sido validado con muestras diluidas de hemocultivos,

muestras diluidas de exudados rectales

de muestra no ¡nd¡cado

reacción de PCR
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SolucionesProblema Causas

No se observa ninguna señal/
no hay señal de hibridac¡ón

Fallo en el protocolo de h¡br¡dación

Los reactivos de hibridac¡ón han caducado o
no han sido almacenados de forma adecuada

Posible degradación del ADN de los Chips
durante el proceso de descontam¡nación de

mater¡al.

Comprobar que se han añad¡do todos los

reactivos de h¡br¡dación en el orden correcto
(plataforma manual). Comprobar el

func¡onam¡ento del hybr¡Spot (plataforma

automática ).

Repetir la prueba.

Comprobar la fecha de caduc¡dad y las

cond¡c¡ones de almacenamiento de Ios

react¡vos y de los Ch¡ps. Repettr el test.

Limpiar con agua dest¡lada abundante las
cámaras de reacción. Repet¡r el test.

Presencia de m¡croorganismo/resistencia
en control negativo

Problemas de contaminac¡ón en las zonas pre-
PCR o post-PCR.

Descontam¡nar (lejia Tyol las áreas de trabajo y

repet¡r el test.

No hay señal de control exógeno de
ampl¡f¡cación

Problemas en la amplificación por PCR.

Presencia de ¡nhibidores de PCR en la muestra
problema.

Comprobar que el programa del termoc¡clador
es el adecuado, que la mezcla madre de pCR

se ha preparado de forma adecuada y que los
reactivos de PCR se conservan correctamente.
Repetir el test.

Si la muestra de partida corresponde a una
dilución 1:10 de una suspensión de exudado
rectal purif¡car el ADN con alguno de los
s¡stemas de extracción validados (ver
preparac¡ón de la muestra en apartado 7).

S¡ se parte de ADN purificado comprobar que
el s¡stema de extracción del material genét¡co
empleado funciona correctamente ¡ncluyendo

de extracción.

No hay señal de control endógeno de
ampl¡ficac¡ón

Cant¡dad insuf¡ciente de ADN humano en la
muestra problema.

Presencia de inh¡b¡dores de PCR en la muestra
problema.

Repet¡r la PCR aumentando la cant¡dad de
muestra de partida o disminuyendo la d¡lución
inicial de la muestra. En todo caso, cuando se
trate de muestras de hemocult¡vos, no usar
diluciones ¡nferiores a la d¡luc¡ón 1:10.

Señales débiles en la h¡bridación

almacenados de forma incorrecta

Error en el protocolo de hibr¡dac¡ón.

El producto de PCR no se desnaturalizó
correctamente antes de la hibr¡daclón.

Baja cal¡dad/cantidad del ADN empleado.

Reactivos de PCR hibridación caducados o Comprobar la caducidad de los react¡vos, la
conservación de mezcla de PCR y reactivos.

Comprobar las temperaturas y t¡empos de

hibridación y verificar el funcionamiento del

equipo hybriSpot.

Ver¡ficar que la desnatural¡zación se ha
realizado correctamente. Repet¡r el test.

lncrementar la cant¡dad de muestra o de ADN
de partida. Verif¡car el correcto
funcionamiento del s¡stema de extracción de
ácidos

rl
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16 SíMBOLOS DE LA ETIQUETA
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ADN : ácido desoxirribonucleico
PCR: reacción en cadena de la polimerasa
HS12: hybriSpot 12 (plataforma manual)

HS24: hybriSpot 24 (plataforma automática)
HS12a: hybriSpot L2 PCR AUTO (plataforma automática)
NBT-BCIP: cloruro de nitroblue tetrazolium- 5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato
MgClz : cloruro de magnesio

dNTPs: desoxirribonucleótidos tr¡fosfato
DNasas: desoxirribonucleasas
RNasas: ribonucleasas
dUTP: Deoxyuridine Triphosphate
CDC: Centro para el Control y la Prevención de Enfermedades de EEUU
GE: equivalentes de genoma
VP: verdaderos positivos
VN : verdaderos negativos
FP: falsos positivos
FN: falsos negativos
ATCC: Colección americana de cultivos tipo
SFC: Sepsis Flow Chip
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ROTULADO - SEPS¡S CNS Flow Chip Kit parahybriSpotl2 (HS12)

Todos los componentes del kit se suministran en dos cajas separadas que contienen

respectivamente los reactivos de PCR y los reactivos de hibridación.
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Todos los componentes del kit se suministran en dos cajas separadas que contienen

respectivamente los reactivos de PCR y los reactivos de hibridación.
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Componentes para PCR - 48 determinaciones
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Componentes para hibridización x 48 determinaciones
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ROTULADO - SEPSIS CNS Flow Ghip Kit parahybriSpot24

Todos los componentes del kit se suministran en dos cajas separadas que contienen
respectivamente los reactivos de PCR y los reactivos de hibridación.
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Componentes para hibridización x 24 determinaciones
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ROTULADO - SEPSIS CNS Flow Ghip KitparahybriSpot24(Hs24) 71c :,"i
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Todos los componentes del kit se suministran en dos cajas separadas que contienen

respectivamente los reactivos de PCR y los reactivos de hibridación.
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Componentes para PCR - 48 determinaciones
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Componentes para hibridización x 48 determinaciones
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Componentes para hibridizacion internos x 4 determinaciones
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CERTIFICADO DE AUTORIZACIÓN E INSCRIPCIÓN

PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

 

Expediente nº 1-47-3110-4600-17-2

 

 

La Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT) certifica que de 
acuerdo con lo solicitado por BIOSYSTEMS S.A., se autoriza la inscripción en el Registro Nacional de 
Productores y Productos de Tecnología Médica (RPPTM), de un nuevo producto para diagnóstico de uso in vitro 
con los siguientes datos característicos:

NOMBRE COMERCIAL: 1) SEPSIS FLOW CHIP KIT (HS12); 2) SEPSIS FLOW CHIP KIT (HS24).

INDICACIÓN DE USO: 1) y 2) KIT DISEÑADO PARA LA DETECCIÓN DE INFECCIONES 
NOSOCOMIALES EN HUMANOS BASADO EN PCR MULTIPLEX E HIBRIDACIÓN REVERSA, PARA 
LA DETECCIÓN SIMULTÁNEA DE BACTERIAS, HONGOS Y LOS PRINCIPALES GENES DE 
RESISTENCIA A ANTIBIÓTICOS, MEDIANTE TECNOLOGÍA DNA-FLOW PARA PLATAFORMAS 
hybriSpot, TANTO AUTOMÁTICA COMO MANUAL.

FORMA DE PRESENTACIÓN: ENVASES POR 24 o 48 DETERMINACIONES, CONTENIENDO:

Reactivos para PCR múltiple:

 



Reactivos
24

determinaciones

48

determinaciones

Mix 1 Multiplex PCR 3 strips x 8 tubes 6 strips x 8 tubes

Mix 2 Multiplex PCR 3 strips x 8 tubes 6 strips x 8 tubes

 

Reactivos para hibridación reversa:

 

Reactivos
24

determinaciones

48

determinaciones

Hybridization Solution (Reagent 
A)

40 ml 80 ml

Blocking Solution (Reagent B) 10 ml 18 ml

Streptavidin-Alkaline 
Phosphatase (Reagent C)

10 ml 18 ml

Washing Buffer I (Reagent D) 35 ml 70 ml

Reagent E 10 ml 18 ml

Washing Buffer II (Reagent F) 18 ml 35 ml

Sepsis Chip 24 unidades 2 x 24 unidades

 

24 48Reactivos



determinaciones determinaciones

Hybridization Solution (Reagent 
A)

60 ml 115 ml

Blocking Solution (Reagent B) 10 ml 18 ml

Streptavidin-Alkaline 
Phosphatase (Reagent C)

10 ml 18 ml

Washing Buffer I (Reagent D) 35 ml 70 ml

Reagent E 10 ml 18 ml

Sepsis Chip 24 unidades 2 x 24 unidades

 

PERÍODO DE VIDA ÚTIL Y CONDICIÓN DE CONSERVACIÓN: DIECIOCHO (18) meses desde la fecha de 
elaboración, conservado entre 2 y 8 ºC. 

NOMBRE Y DIRECCIÓN DEL FABRICANTE: VITRO SA. C/ Luis Fuentes Bejarano 60, Edificio nudo norte, 
local 3. 41020, Sevilla. (ESPAÑA).

CONDICIÓN DE VENTA/CATEGORÍA: Venta a Laboratorios de análisis clínicos. USO PROFESIONAL 
EXCLUSIVO

 

Se extiende el presente Certificado de Autorización e Inscripción del PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO USO 
IN VITRO PM-626-97.

Expediente Nº 1-47-3110-4600-17-2.

AM
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