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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
Las Malvinas son argentinas

Disposicion
NUmero: DI-2022-4246-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Viernes 27 de Mayo de 2022

Referencia: EX-2021-49769902-APN-DGA#ANMAT

VISTO e EX-2021-49769902-APN-DGA#ANMAT de Registro de la Administraciéon Nacional de
Medicamentos Alimentos y Tecnologia Médicay,

CONSIDERANDCO:

Que por los presentes actuados la firma BIOMERIEUX ARGENTINA S.A. solicita autorizacion parala venta del
Producto médico para diagnostico in vitro denominado ARGENE® HSV1& 2 VZV R-GENE®.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen la Ley N° 16.463, Resolucion Ministerial N° 145/98 y
Disposicion ANMAT N° 2674/99. Que en el expediente de referencia consta el informe técnico producido por €l
Servicio de Productos Médicos para Diagnéstico in vitro que establece que €l producto redne las condiciones de
aptitud requeridas para su autorizacion.

Que € Ingtituto Naciona de Productos Médicos ha tomado la intervencién de su competencia y corresponde
autorizar lainscripcion en el RPPTM del producto médico para diagnostico in vitro objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de | as facultades conferidas por el Decreto N° 1490/92 y sus modificatorios.

Por dllo;
EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOSY TECNOLOGIA MEDICA

DISPONE:



ARTICULO 1°.- Autorizase la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Médica (RPPTM) de la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
del producto médico para diagnéstico in vitro denominado ARGENE® HSV1&2 VZV R-GENE® de acuerdo
con lo solicitado por lafirma BIOMERIEUX ARGENTINA S.A. con los Datos Caracteristicos que figuran al pie
delapresente.

ARTICULO 2°.- Autorizase los textos de los proyectos de rétulos y de instrucciones de uso que obran en
documento N° |F-2022-22648282-APN-INPM#ANMAT.

ARTICULO 3°- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados deberé figurar la leyenda “ Autorizado por la
ANMAT PM-1149-279", con exclusién de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase e Certificado de Autorizacién e Inscripcion en e RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta disposicion.

ARTICULO 5°.- Registrese. Inscribase en € Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Meédica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese a interesado, haciéndole entrega
de la presente Disposicién, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizados y el Certificado
mencionado en el articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestion de Informacion Técnica a los fines de
confeccionar €l legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS
NOMBRE COMERCIAL: ARGENE® HSV1&2VZV R-GENE®.

INDICACION DE USO: disefiado para lo siguiente utilizando la técnica de amplificacion PCR en tiempo real
después de la extraccion de ADN viral: Detectar y/o cuantificar y diferenciar los genomas virales HSV1y HSV2
en sangre total, plasma sanguineo, liquido cefalorraquideo y lavado broncoalveolar. Detectar y diferenciar los
genomas virales HSV1 y HSV2 en frotis de garganta y mucocutédneo. Detectar y/o cuantificar el genoma viral
VZV en sangre total, plasma sanguineo y liquido cefalorraquideo. Detectar el genoma viral VZV en frotis
mucocutaneo. En combinacion con otros métodos de investigacion biol 6gica (diagnéstico por medio de imégenes,
andlisis biogquimico e inmunoldgico, etc.), los resultados obtenidos con el kit HSV1&2 VZV R-GENE®
contribuyen al diagnéstico y el control de virus HSV1, HSV2y VZV en pacientes cuyo estado patol 6gico sugiera
unainfeccién por herpesviridae.

FORMA DE PRESENTACION: 60 pruebas,

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE PRESENTACION: 18 meses. conservado a una
temperatura -15 a-31°C, protegido de laluz.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: bhioMerieux S.A., 376 Chemin de |"Orme, 69280 Marcy
|"Etoile, Francia.

CONDICION DE VENTA/CATEGORIA: Venta exclusiva a Laboratorios de andlisis clinicos. USO
PROFESIONAL EXCLUSIVO.
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Certificado - Redaccion libre

Numero: CE-2022-51659625-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Martes 24 de Mayo de 2022

Referencia: EX-2021-49769902-APN-DGA#ANMAT

CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION

PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

N° EX-2021-49769902-APN-DGA#ANMAT

La Administracién Naciona de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) certifica que de
acuerdo con lo solicitado por lafirmaBIOMERIEUX ARGENTINA S.A. se autorizalainscripcion en el Registro
Nacional de Productores y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM), del nuevo producto médico para
diagndstico de uso in vitro con los siguientes datos:

NOMBRE COMERCIAL: ARGENE® HSV1&2VZV R-GENE®.

INDICACION DE USO: disefiado para lo siguiente utilizando la técnica de amplificacion PCR en tiempo real

después de la extraccion de ADN viral: Detectar y/o cuantificar y diferenciar los genomas virdles HSV1y HSV2
en sangre total, plasma sanguineo, liquido cefalorraguideo y lavado broncoaveolar. Detectar y diferenciar los
genomeas virales HSV1 y HSV2 en frotis de garganta y mucocutaneo. Detectar y/o cuantificar €l genoma vira
VZV en sangre total, plasma sanguineo y liquido cefalorraquideo. Detectar el genoma viral VZV en frotis
mucocutaneo. En combinacién con otros métodos de investigacion biol dgica (diagndstico por medio de imégenes,
andlisis bioquimico e inmunoldgico, etc.), los resultados obtenidos con & kit HSV1&2 VZV R-GENE®
contribuyen a diagndstico y el control de virusHSV1, HSV2y VZV en pacientes cuyo estado patol 6gico sugiera
unainfeccion por herpesviridae.

FORMA DE PRESENTACION: 60 pruebas,

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE PRESENTACION: 18 meses. conservado a una
temperatura -15 a -31°C, protegido de la luzz. NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: bioMerieux
S.A., 376 Chemin de|"Orme, 69280 Marcy |"Etoile, Francia.



CONDICION DE VENTA/CATEGORIA: Venta exclusiva a Laboratorios de andlisis clinicos. USO
PROFESIONAL EXCLUSIVO.

Se extiende €l presente Certificado de Autorizacion e Inscripcion del PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO USO
IN VITRO PM N° -1149-279. ---------
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HSV1&2 VZV R-GENE®
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R21 2 x 450 pL 1570440 sC 1 x 300 pL 1570500
R22 2 x 450 pL 1570450 IC2 1x1mL 1004120070
Qs1 1% 300 pL 1570460 WO 2x18mL 1277540
Qs2 1 x 300 uL 1570470
Qs3 1 x 300 pL 1570480
QsS4  1x300pL 1670490
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Autorizado por ANMAT : 1149-279
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Kit de deteccién y cuantificacién en tiempo real, HSV1&2 VZV R-GENE®

Kit de deteccién y cuantificacién en tiempo real, HSV1&2 VZV R-GENE®
1. USO PREVISTO

El kit HSV1&2 VZV R-GENE® esta disefiado para lo siguiente utilizando la técnica de amplificacion PCR en tiempo real
después de la extraccion de ADN viral:
» Detectar y/o cuantificar y diferenciar los genomas virales HSV1 y HSV2 en sangre total, plasma sanguineo, liquido
cefalorraguideo y lavado broncoalveolar.

« Detectar y diferenciar los genomas virales HSV1 y HSV2 en frotis de garganta y mucocutaneo.

+ Detectar y/o cuantificar el genoma viral VZV en sangre total, plasma sanguineo y liquido cefalorraquideo.

- Detectar el genoma viral VZV en frotis mucocutaneo.

En combinacién con otros métodos de investigacion bioldgica (diagndstico por medio de imagenes, anélisis bioguimico e
inmunolégico, etc.), los resultados obtenidos con el kit HSV1&2 VZV R-GENE® contribuyen al diagnéstico y el control de
virus HSV1, HSV2 y VZV en pacientes cuyo estado patologico sugiera una infeccion par herpesviridae.

Este kit esta indicado Gnicamente para diagnastico in vitro realizado en laboratorios clinicos por parte de profesionales

sanitarios.

Limitacion de la prueba:

Este kit no se puede utilizar para screening de donantes.

2. CONTEXTO CIENTIFICO
Herpesviridae es una familia de virus ADN responsable de una amplia gama de infecciones en humanos. La infeccion

primaria suele estar limitada a las membranas mucosas y la piel. Después de la infeccion primaria, el virus puede

persistir de forma latente en el receptor y, con inmunosupresion cronica o transitoria, se puede reactivar para desarrollar
infecciones recurrentes.

Hay ocho tipos de herpesviridae humano, de los cuales el virus Herpes Simplex tipo 1 (HSV1) y tipo 2 (HSV2) y el virus
Varicella zoster (VZV) son los mas comunes en pacientes inmunocompetentes. Aunque la mayoria de esos virus suelen
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ser benignos, las infecciones provocadas por ellos pueden adoptar formas clinicas graves como encefalitis, meningitis,
retinitis o infecciones neonatales.
Durante muchos afos, diversos antivirales han demostrado su efectividad en el tratamiento de estas enfermedades,

siempre que se prescriban a la dosis adecuada y al principio del tratamiento. Por lo tanto, es esencial que esas
infecciones graves se diagnostiquen lo antes posible.

Entre las formas mas graves de infeccion por HSV1, HSV2 o VZV en adultos, la encefalitis herpética necrotizante
causada por HSV1, que representa 1/250 000 a 1/1 000 000 casos al afio, aun puede ser fatal debido a la falta de
tratamiento. La encefalitis causada por HSV2 o VZV generalmente se considera menos grave. Cuando la encefalitis
neonatal esta presente en neonatos, hay presencia de virus HSV1 y HSV2, pero es el virus HSV2 el que es responsable
de los trastornos neurolégicos mas graves. Finalmente, durante mucho tiempo el VZV se ha asociado a la encefalitis en
pacientes inmunodeprimidos. Gracias a las técnicas de deteccion del genoma viral, se ha demostrado progresivamente
que este virus causa infecciones de tipo meningoencefalitis en individuos inmunocompetentes.

Aungque el cultivo convencional y las técnicas de deteccion inmunolégica se adaptan al diagnéstico de infecciones
cutaneas benignas de las que estos virus son responsables, estas técnicas no son adecuadas para infecciones graves
del sistema nervioso central e infecciones congénitas. De hecho, esto se debe al retraso en la obtencion de resultados vy
a la falta de sensibilidad de estas técnicas inmunolégicas.

3. PRINCIPIO DE LA PRUEBA
3.1. Tipos de muestra
Los tipos de muestras validados con este kit son los siguientes:
Para deteccién cuantitativa y cualitativa:
= Sangre total para HSV1, HSV2 y VZV
+ Plasma sanguineo para HSV1, HSV2 y VZV
+ Liguido cefalorraquideo (LCR) para HSV1, HSV2 y VZV
« Lavado broncoalveolar (BAL) para HSV1 y HSV2

Para deteccion cualitativa:
= Frotis de garganta para HSV1 y HSV2
« Frotis anogenital para HSV1 y HSV2
» Frotis cutaneos y anogenitales para HSV1, HSV2 y VZV

3.2. Extraccion de acido nucleico
Los sistemas de extraccion validados con este kit son los siguientes:
- EMAG®
+ NUCLISENS® easyMAG®
= MagNA Pure 96
= QlAsymphony SP

3.3. Amplificacion y deteccion en tiempo real

Principio

La PCR en tiempo real se basa en la amplificacion de ciertas regiones del genoma de interés. La deteccion se realiza
utilizando la técnica de sonda de hidrdlisis de nucleasa de 5'.

La mezcla de amplificacion y deteccion lista para usar contiene los dNTP, el tampén de amplificacién, la polimerasa Tag,
los cebadores y sondas especificos para HSV1 y HSV2 (para la premezcla de amplificacion R21) y VZV (para la
premezcla de amplificacion R22) y los cebadores y la sandas especificos para el control interno.

Secuencias amplificadas

Los cebadores empleados en la premezcla de amplificacion R21 permiten la amplificacion del gen US7 para HSV1 y del
gen UL27 para HSV2. El tamafio del fragmento amplificado es de 142 bp para HSV1 y 134 bp para HSV2.

Los cebadores empleados en la premezcla de amplificacion R22 permiten la amplificacion del gen que codifica la
proteina gp19 para VZV. El tamafio del fragmento amplificado es de 172 pb.

Intervalo de cuantificacion

En sangre total y plasma sanguineo (para HSV1, HSV2 y VZV): el rango de cuantificacién de la prueba
HSV182 VZV R-GENE® est4 entre 500 y 1,0E+08 copias/mL (es decir, entre 2,7 logg v 8,0 log4q copias/mL).

En LBA (solo para HSV1 y HSV2): el rango de cuantificacion de la prueba HSV1&2 VZV R-GENE® estéa entre 500 y
1,0E+08 copias/mL (es decir, entre 2,7 logqg y 8,0 log4g copias/mL).
En LCR: e
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« Para HSV1: el rango de cuantificacion de la prueba HSV1&2 VZV R-GENE® se incluye entre 250 y 1,0E
+08 copias/mL (por €j., entre 2,4 logyg ¥ 8,0 logyo copias/mL).

« Para HSV2: el rango de cuantificacion de la prueba HSV18&2 VZV R-GENE® se incluye entre 100y 1,0E
+08 copias/mL (por &j., entre 2,0 logyg v 8,0 log4g copias/mL).

« Para VZV: el rango de cuantificacién de la prueba HSV1&2 VZV R-GENEP se incluye entre 500 y 1,0E
+08 copias/mL (por €., entre 2,7 logyg ¥ 8,0 logyp copias/mL).

Los resultados obtenidos se expresan en forma de nimero de copias/mL de muestra. Los resultados se validan
mediante un control de extraccién, un control de inhibicion y un control negativo que se suministran con el kit.
Plataformas de amplificacion validadas
= Applied Biosystems

o 7500 Fast(!

o 7500 Fast Dx(!)

« QuantStudio 5 (bloques para placas de 96 pocillos de 0,1 mL y 0,2 mL)("

s QuantStudio 5 Dx("

« LightCycler 480 (System II)
« CFX86
= Rotor-Gene Q

(1) Procesar solamente en el modo Fast.

ATENCION: Las prestaciones técnicas descritas se han validado y estan garantizadas si el kit se utiliza con las técnicas
de extraccion y plataformas de amplificacion que se describen en la ficha técnica. Para seguir la evolucion de la carga
viral en las muestras de un paciente después de la prueba, es necesario que los andlisis sucesivos de las muestras se
realicen siguiendo el mismo protocolo y con las mismas combinaciones de instrumentos de extraccién y amplificacion.

3.4. Controles

3.4.1. Controles de extraccion + inhibicion
3.4.1.1. Control de extraccién + inhibicién de muestras (IC2sample)
. Este control consiste en un control interno IC2 que se afiade a las muestras de pacientes, se extrae y se amplifica
para comprobar la eficacia de la extraccion y detectar la posible presencia de inhibidores.
- Su sefial se detecta a 560 nm.

3.4.1.2. Control de extraccién + inhibicién de referencia (IC2WO0)

. Este control consiste en el control interno 1C2 que se afiade al control de extraccién negativo (W0), extraido y
amplificado a la vez que las muestras de pacientes para obtener una referencia (IC2W0) para cada extraccion. Los
resultados se deben comparar con los controles de extraccion/ inhibicién de las muestras del paciente (IC2sample).

« Su sefial se detecta a 560 nm.

= La comparacion de los valores de Ct (umbral de ciclo) de IC2WO0 y IC2sample a 560 nm se utiliza para evaluar la
eficacia de la extraccion y para detectar posibles inhibidores.

Nota: Una muestra extraida con el control interno 1C2 de este kit se puede probar con otro kit de la gama de productos
ARGENE®. El IC2 utilizado con WO y la muestra deben proceder del mismo lote.

3.4.2. Controles negativos de extraccién + amplificacién (IC2WO0)
» Se trata del mismo tubo que el descrito en la seccion REFERENCIA DE EXTRACCION + CONTROL DE
INHIBICION pero, cuando se hace la lectura a 530 NM Y 870 nm, constituye un control negativo que permite
comprobar la ausencia de contaminacion en la extraccion y en la amplificacion.

. Su sefial se detecta a 530 nm y 670 nm (cuando se emplea la premezcla de amplificacion R21) y a 530 nm (cuando
se emplea la amplificacion R22).

3.4.3. El intervalo estandar (QS1, QS2, QS3 y QS4)
« Esimprescindible usar la gama de intervalos estandar suministrada con el kit para la cuantificacién de muestras.

. Los estandares de cuantificacion se usan para obtener una curva estandar a partir de la cual se calcula la carga
viral del patégeno objetivo.

. Los estandares de cuantificacion se amplifican con una premezcla de amplificacion R21 para HSV1y HSV2 y
premezcla de amplificacion R22 para VZV.

« Cada uno de los cuatro puntos de la gama estandar consiste en un plasmido especifico del patégeno opjetivo. No
se debe extraer.
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* Las concentraciones de los estandares de cuantificacion oscilan entre 5000 copias/jL (QS1) a 5 copias/L (QS4).

* Los estandares de cuantificacién se deben designar como “estandares” y sus concentraciones respectivas se deben
especificar durante el registro de las muestras en el programa de andlisis de los datos. '

* Lasefial QS se detecta a 530 nm para HSV1 y VZV, y a 670 nm para HSV2.

3.4.4. Estandar de cuantificacion (QS3)
* La prueba estandar Q83 permite evitar la generacién de una curva patron nueva para cada serie de la prueba.
Nota: Considere la posibilidad de importar una curva estandar a los termocicladores validados con este kit.
+ Solo se puede importar la curva patréon mediante QS3 utilizando kits con un mismo numero de lote y siempre gue el
tiempo transcurrido entre la ejecucion de la prueba y la importacion de la curva estandar sea inferior a tres meses.
* Su sefial se detecta a 530 nm para HSV1 y VZV, y a 670 nm para HSV2.

Nota: En caso de tratarse de una deteccion cualitativa, el QS3 servira como control positivo para comprobar el correcto
desarrollo de |la fase de amplificacion.

3.4.5, Control de sensibilidad (SC)
* El control de sensibilidad (SC) imita un eluido con baja positividad. Por esta razén, pedria dar ocasionalmente un
resultado negativo. Permite a los laboratorios supervisar el procedimiento de amplificacion del ensayo a lo largo del
tiempo e identificar posibles desviaciones. No se debe extraer.

* El control de sensibilidad (SC) se amplifica con su premezcla de amplificacion apropiada.
* El uso de este control es opcional.
+ Su sefial se detecta a 530 nm para HSV1 y VZV, y a 670 nm para HSV2.

3.4.6. Trazabilidad metrolégica
La trazabilidad metrolégica de los estandares de cuantificacion (QS) HSV1&2 VZV R-GENE® se lleva a cabo probando
los estandares de cuantificacion frente a una referencia interna.

4. CONTENIDO DEL KIT Y CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

Pruebas HSV1&2 VZV R-GENE® ref. 69-014B
Numero de pruebas: 60 para HSV1 y HSV2, 60 pruebas para VZV
Antes y después de abrir el kit, es necesario almacenar los reactivos a -15 °C/-31 °C,.
Una vez descongelado, es necesario utilizar un bloque frio (+2 °C/+8 °C) para manipular los reactivos.
Es necesario homogeneizar todos los reactivos antes de usarlos.
Después de su uso, es necesario almacenar los reactivos a -15 °C/-31 °C.
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Denominacion Nombre Composicion Presentacion Condiciones de
almacenamiento
wWo Agua (grado molecular) - 2x18mL -
EI1C2 no soporta mas
de 50 ciclos de
congelacion/
descongelacion.,
IC2 ;
(azul) Control interno 2 ADN encapsulado 1x1mL Es estable hasta seis

horas a s+30 °C.
Posteriormente se
recomienda realizar
alicuotas del control
interno.

1 x 300 pL para cada

QS1 hasta Qs
Qs4 Estandares de . QS1: 5000 copias/pL
(de purpura cuantificacion Hsv1, | Mezcla de 3 plasmidos _ L QS y SC no toleran
oscuro a HSV2 y VZV recombinantes QS2: 500 copias/y mas de 30 ciclos de
blanco) QS3: 50 copias/pL congelacion/
QS4: 5 copias/yL descongelacion.
sC Control de sensibilidad | Mezcla de 3 plasmidos |1 x 300 L
(gris) HSV1, HSV2 y VZV recombinantes SC: 1 copia/pL
: La premezcla de
Contiene dNTPs e
ol amplificacién (R21) no
R21 Premezcla de gﬂn%;:%’cf;?g_ﬁn de tolera més de 10 ciclos
(rojo) amplificacion para cebatiorasy soiidis 2 x 450 pL de congelacion/
HSV1, HSV2 y IC2 descongelacion y se

para los objetivos de la

: debe conservar
prueba, pelimerasa Taq

protegida de la luz.

. La premezcla de
Contiens NTPs, amplificacion (R22) no

R22 Premezcla de gﬂgﬁlﬁi'cfggfn ® tolera mas de 10 ciclos
(amarillo) amplificacion para VZV i ‘ 2 x 450 uL de congelacion/
elC2 cebadores y sondas

descongelacion y se
debe conservar
protegida de la luz.

para el objetivo de la
prueba, polimerasa Taq

1 Ficha técnica suministrada en el equipo o a descargar en www.biomerieux.com/techlib.

5. REACTIVOS Y MATERIAL NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

« Sistemas de extraccion validados con el kit; siga las instrucciones del fabricante (consulte la seccion PRINCIPIO DE
LA PRUEBA).

- Plataformas de amplificacién validadas con el kit (consulte la seccion PRINCIPIO CE LA PRUEBA).
« Centrifugadora adaptada a la plataforma de amplificacion.

= Tubos o placas adecuados para la plataforma de amplificacion en tiempo real validada con el kit.

« Blogue frio adecuado para la plataforma de amplificacién validada con el kit.

« Luz ultravicleta.

« Estacién de trabajo o pantalla de plexiglas para la distribucion de las premezclas y de las muestras.
« Micropipetas y puntas con filtro estériles adecuadas para el volumen que se vaya a dispensar.

6. PRECAUCIONES DE UTILIZACION

» El kit lo debe manejar personal cualificado de acuerdo con las buenas practicas de laboratorio y las instrucciones de
manipulacion para biologia molecular.

+ Lea todas las instrucciones antes de empezar.

6.1. Precauciones generales de utilizacion
« Evite cualquier contacto entre los reactivos y la piel. En caso de contacto, lavar abundantemente con agua.
& 4
. |F-2022-22648282-A
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 Las muestras se deben preparar en una campana de seguridad biolégica.

+ Este equipo contiene compuestos de origen animal. El origen y/o el estado sanitario de los animales no pueden
garantizar de forma absoluta que estos productos no contienen ninglin agente patégeno transmisible; se
recomienda manipularlos con las precauciones de uso relativas a los productos potencialmente infecciosos (no
ingerir; no inhalar).

+ Los reactivos no utilizados pueden eliminarse como residuos no peligrosos. Eliminar los reactivos usados, asi como

los materiales desechables contaminados siguiendo los procedimientos relativos con los productos infecciosos o
potencialmente infecciosos.

Es responsabilidad de cada laboratorio la gestion de los desechos y efluentes que produce segln su naturaleza y
peligrosidad, garantizando (o haciendo garantizar) su tratamiento y eliminacion, segtn las reglamentaciones
aplicables.

* No utilice los reactivos después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta.

6.2. Precauciones de utilizacion para la biologia molecular
+ Para los procedimientos de amplificacién se necesitan técnicas muy desarrolladas con las que evitar el riesgo de
contaminacion de las muestras:

o Las fases de preparacion de reactivos, preparacion de muestras y amplificacion deben desarrollarse en zonas
de trabajo separadas. Asigne un juego de batas de labaratorio y pipetas a cada zona. No introduzca nunca un
producto amplificado en las zonas de preparacion de reactivos o muestras.

» Las pipetas utilizadas para manejar las muestras se deben reservar para este fin solamente. Estas pipetas
deben ser pipetas de desplazamiento positivo o pipetas equipadas con puntas con filtro. Todas las puntas deben
estar esterilizadas.

¢ Las pipetas empleadas para preparar y distribuir los reactivos se deben reservar también para este fin
solamente.

= En el caso de un uso manual, no se deben abrir nunca los tubos con distintas muestras y distintas premezclas
de amplificacion a la vez.

= Las muestras usadas se deben reservar exclusivamente para este andlisis.

= No intercambie los reactivos de kits con nimeros de lote distintos.
= Una muestra extraida con el control interno 1C2 de este kit se puede probar con otro kit de la gama de productos
ARGENE®,
No sustituya los reactivos por otros de diferentes fabricantes.
No utilice los reactivos del kit de amplificacion si estan descongelados en el momento de recibirlos.

* Los reactivos deberdn descongelarse completamente entre a +18 °C/+25 °C antes de utilizarlos y ser
homogeneizados.

* Una vez descongelado, es necesario utilizar un blogue frio (+2 °C/+8 °C) para manipular los reactivos.

* Realice el mantenimiento preventivo de las estaciones de trabajo, los sistemas de extraccion automaticos, las
plataformas de amplificacion y los sistemas de centrifugacién segtn las recomendaciones del fabricante.

7. TRANSPORTE, PREPARACION Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

+ Si se utilizan procedimientos de recogida, tratamiento, almacenamiento o transporte incorrectos, se podrian obtener
resultados erréneos.

= Es necesario recoger las muestras segun las instrucciones del laboratorio y transportarlas conforme a las
normativas locales.

» El laboratorio debe transportar y tratar las muestras en el menor tiempo posible (preferiblemente en 24 horas).
+ Las muestras deben ser transportadas en medios compatibles con las pruebas de biologia molecular.

7.1. Liquido cefalorraquideo (LCR)
= EI LCR se recoge mediante puncién lumbar estandar.

+ Silas muestras no se procesan a la llegada, deben congelarse a -15 °C/-31 °C o a <-60 °C durante 4 meses como
maximo, con un méaximo de 3 ciclos de congelacién/descongelacion.

7.2. Muestra respiratoria
+ Lavado de liguido broncoalveolar (LBA)
Si las muestras no se procesan a la llegada, deben congelarse en alicuotas a =80 °C durante un maximo de
4 meses sin ciclos de congelacién/descongelacion. Se ha comprobado que la congelacién de las muestras puede
deteriorar las muestras ligeramente positivas e impedir la deteccién de patégenos.
o De Lebn
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ATENCION: El cliente debe seguir las recomendaciones del proveedor de frotis. Por ejemplo, el frotis no se debe
utilizar si el color del medio ha cambiado a naranja claro. Esta informacion se basa en estudios de estabilidad
realizados con frotis de COPAN empleando el Medio de transporte universal RT.

Si las muestras no se procesan a la llegada, se pueden almacenar:
= 6 horas a +18 °C/+25 °C
= 72 horas a +2 °C/+8 °C
- 4 meses a-15 °C/-31 °C o <-60 °C con un maximo de 3 ciclos de congelacién/descongelacion.

7.3. Sangre total

ATENCION: El uso de muestras de sangre recogidas en tubos heparinizados es incompatible con un andlisis
por amplificacién génica. Los tubos de obtencién de muestras sanguineas contienen citrato, que puede
provocar pérdida de sefial durante la deteccién de los productos amplificados.

La sangre total se debe recoger en tubos con EDTA.

Es necesario recoger todas las muestras de sangre utilizando las precauciones universales de venaopuncion. Utilice el
volumen de muestra adecuado para garantizar un cociente dptimo de sangre/aditivo.

- Antes de proceder a la extraccién, es necesario homogeneizar las muestras de sangre invirtiéndolas manualmente o
con un agitador automatico. Alicuote la muestra en una campana de seguridad biologica.
« Silas muestras no se procesan a la llegada, se pueden almacenar;
o 72 horas a +18 °C/+25 °C
- Bdiasa+2°C/+8 °C
- 4 meses a -15 °C/-31 °C 0 £-60 °C con un méaximo de 3 ciclos de congelacién/descongelacion.

7.4. Plasma sanguineo

ATENCION: El uso de muestras de sangre recogidas en tubos heparinizados es incompatible con un anilisis
por amplificacién génica. Los tubos de obtencion de muestras sanguineas contienen citrato, que puede
provocar pérdida de sefial durante la deteccion de los productos amplificados.

« El plasma sanguineo debe provenir de la sangre recogida en tubos con EDTA y debe tratarse de la forma siguiente:
La sangre debe centrifugarse lo antes posible (el dia de la recoleccion, si es posible) a 1200 x g durante diez
minutos a +20 °C y debe decantarse bajo una campana de seguridad biolégica en criotubos de hasta 2 mL (200 pL
como minimo).

- Sjlas muestras no se procesan a la llegada, se pueden almacenar:

o 72 horas a +18 °C/+25 °C
= 8dias a +2 °C/+8 °C
» 4 meses a -15 °C/-31 °C 0 <-60 °C con un maximo de 3 ciclos de congelacion/descongelacion.

7.5. Frotis cutaneos y anogenitales

ATENGION: El cliente debe seguir las recomendaciones del proveedor de frotis. Por ejemplo, el frotis no se debe utilizar
si el color del medio ha cambiado a naranja claro. Esta informacion se basa en estudios de estabilidad realizados con
frotis de COPAN empleando el Medio de transporte universal RT.

« Silas muestras no se procesan a la llegada, se pueden almacenar:
= 6 horas a +18 °C/+25 °C
o 72 horas a +2 "C/+8 °C
« 4 meses a -15 °C/-31 °C 0 £-60 °C con un méaximo de 3 ciclos de congelacién/descongelacion.

8. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE MUESTRAS
ATENCION:

Antes de comenzar el proceso de extraccién, compruebe que las muestras descongeladas y el reactivo
IC2 estén homogeneizados.

8.1. Tratamientos previos necesarios antes de la extraccion
8.1.1. Lavado de liquido broncoalveolar (LBA)
En caso de extraccién con instrumentos NUCLISENS® easyMAG® y EMAG®, puede ser necesario realizar un

tratamiento previo de las muestras (+ 1C2) con proteinasa K, si se considera que son demasiado viscosas. En ese caso,
afiadir 10 pL de proteinasa K (20 mg/mL) por cada 200 yL de muestra e incubar durante 15 minutos a +56 264

8.1.2. Sangre total

Cnsatuil ilano G
_ Maximiliano Mil a
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Homogeneice la muestra invirtiéndola antes de cargarla en el sistema de extraccion automatico.

8.2. Protocolos de extraccion validados con el kit

Se debe realizar el mantenimiento de estos instrumentos de extraccion regularmente y por personal cualificado,
conforme a las recomendaciones del fabricante.

1 Muestra de la () Voluroon
nstrumentos Kit aha Tipo de muestra Protocolo de
B elucion
Sangre total B01/850(?)
Plasma sangufineo B10/B30/B40(2)
Muesira de LCR B21/B23(2)
200 pL LBA J
+10 pL 1c2® Exudados laringeos B32/B42/B31/B41%)
50 pL
Reactivos Frotis cutaneos y @
EMAG® de NUCLISENS® anogenitales BIZBL2ABTIRAT
1
easyMAG muestra de
EOFUUPLL i LCR B24/B25(2)
+10 pL 1C26) (1)
Muestra de LBA
400 pL Exudados laringeos B32/B42/B31/B41@ 100 pL
+10 plL 1c26)
Generico con 50 pL de
silice
LCR
Especifico B con 50 pL
de silice
Protocolo "Extraccién
de sangre total viral"
Muestra de Sangre tatal Especifico B con
20100pLL - 140 pL de silice(®
+10p
Plasma sanguineo Especifico B con 50 pL 50 .
o Reactivos de silice
S;%Egﬁs de NUCLISENS® LBA
1 5
easyMAG Exudados laringeos Especifico B con 50 pl_
Frotis cutaneos y de silice
anogenitales
muestra de Especifico B con 50 L
200 pL (i de silice
: 18 "':: :g;{ﬂ Genérico con 50 pL de
H silice
Lv!ﬂuoesl[a dn LBA Especifico Beon 50 L. |, o0
s TOHuL 63 Exudados laringeos de silice i
. Muestra de Sangre total
MagNA Pure 96 DNAvand Viral b 200 L Viral NA Universal SV | 100 pL
Small Volume kit +10 pLIC2 Plasma sanguineo
Muestra de 90 pL
QlAsymphony DSP 200 pL + 1Cc23) (6} ; (60 pL
DNA Mini Kit Sangre total VirusBlood200_DSP disponi-
bles
QlAsymphony SP )
Muestra de 90 pL
Mini Kit QlAsymphony | 200 pL + 1C2(4) (€) (60 pL
DSP Virus/Patégeno Plasma sanguineo CellFree200_DSP disponi-
bles)

(M Consulte la seccion TRATAMIENTOS PREVIOS NECESARIOS ANTES DE LA EXTRACCION, si corresponde.
(2) Consulte el cadigo del método de extraccion en el Manual de usuario del método de extraccion EMAGE.

1/
Fa. Maximiliano Milano
/" Director Técnico
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) Si se utiliza el instrumento QlAsymphony SP con sangre total, es posible preparar en el momento una premezcla que
contenga 1C2 (ARGENE® BIOMERIEUX) y tampon ATE (Qiagen). Para una muestra, mezcle 50,5 pL de tampén ATE
+9,5 uLIc2.

4) Al utilizar el instrumento QlAsymphony SP con plasma sanguineo, es posible preparar una premezcla con IC2
(ARGENE® BIOMERIEUX), portador de ARN (Qiagen) y tampon AVE (Qiagen) de forma extemporanea. Para una
muestra, mezcle 108,5 pL de tampén AVE + 2,5 pL de portador de ARN + 9 plL 1C2,

(5) Se debe preparar en el momento una premezcla compuesta por IC2, tampén de lisis y silice, y afiadirse a las
muestras previamente repartidas en pocillos que contienen 2 mL de tampén de lisis. Para n muestras, mezcle 600 pL de
tampon de lisis x (n+1) + 10 uL 1C2 x (n+1) + 140 pL silice x (n+1). Afiada 740 pL de la mezcla a cada muestra. Para
obtener mas informacién, consulte la hoja de trabajo "Worksheet easyMAG® Viral Whole Blood extraction protocol” de
BIOMERIEUX. La hoja de trabajo easyMAG® esta disponible bajo peticion. Péngase en contacto con el representante
local de biocMérieux para ampliar la informacién.

(8) Precaucién: En sistemas autométicos, tenga en cuenta el volumen muerto durante la ejecucion de la prueba
(muestra e IC) en funcion del tubo que se utilice. Si se utiliza un sistema automatico de pipeteo, es posible reducir el
numero de reacciones posibles que incluyan IC a causa de las limitaciones impuestas por la automatizacion (por gj.,

volumen muerto). En el caso de EMAGP, se pueden extraer 46 muestras como minimo con un 1 tubo de 1 mL de control
interno.

(") En caso de uso simultaneo de los kits HSV182 VZV R-GENE®, ENTEROVIRUS R-GENE® (ref. 63-005B) y/o
Parechovirus R-GENE® (ref. 71-020), afiada 10 pL de IC1 + 10 pL de IC2 a la muestra.

Es necesario almacenar los eluidos conforme a las recomendaciones del fabricante del instrumento. En el caso de los
instrumentos de BIOMERIEUX, esta informacion figura en el manual del usuario del instrumento.

9. PROTOCOLO DE DETECCION/CUANTIFICACION EN TIEMPO REAL

Nota: Para simplificar las instrucciones, el dispositivo dedicado a contener la mezcla de reaccion de amplificacion se
denomina "tube".

- Los productos que se van a amplificar se corresponden con los productos de elucion de muestras obtenidas
siguiendo los métodos de extraccion validados para el kit.

9.1. Programacion de termocicladores

- Independientemente del instrumento de PCR en tiempo real empleado, el programa de amplificacion consiste en lo
siguiente.

- En las tablas siguientes se validan y presentan dos programas de amplificacion.

Importante: En caso de deteccion simultanea con ofra gama de productos ARGENE®, consulte el kit
HSV1&2 VZV R-GENE® para la programacién de la adquisicién de fluorescencia.

Programa ADN
Adquisicion de flucrescencia
Applied
Fases Duracién Temperatura Ciclos LC4EOIE}Systam Biosystems Rotor-Gene Q CFX98
validados
Los aumentos y disminuciones de temperatura se establecen por defecto en 20 °C/segundo o en el 100 %
Activacién de polimerasa Taq 15 min 95°C 1 - - -
Desna't‘Ufahza- 10s 95 °C _ ; ; }
cién
3 sondas de
hidrolisis de FAM Green FAM
Amplificacion Hibridacién 45 fglozif CIFAI:!: "oys" Red nCys"
; 40s 80 °C y5"["Cy5.5",
Elongacion VIC/HEX/ VIC Yellow HEX
Amarillo 555
Al final de la hibridacion/elongacion

Programa DNA/RNA (seleccione este programa en caso de deteccion simultanea con ENTEROVIRUS R-GENE®

ylo Parechovirus R-GENE®)
ON-INPM#ANMAT

IF-2022- 2 -Al
’2 64%23%%8% arlano De Ledn
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Adquisicidn de fluorescencia
Applied
Fases Duracién Temperatura Ciclos LC4BU|§)System Biosystzms Rotor-Gene Q CFX96
validados
Los aumentos y disminuciones de temperatura se establecen por defecto en 20 °C/segundo o en el 100 %
Transcripcion inversa 5 min 50 °C 1 - - - -
Activacién de polimerasa Taq 15 min 95 °C 1 - - - &
Desna_tyralnza— 10s 5 °C ~ _ _ .
cién
3 sondas de
hidrolisis de FAM Green FAM
colores (FAM,
3 by beg h "oYs" Red "Cys5"
Amplificacion | usdacion 40s 60°C o “Cy6"I“Cy5.5",
VICIHEX/ VvIC Yellow HEX
Amarillo 555
Fin de elongacion
Elongacién 25s e G - I - | - -

Nota: En LightCycler 480, afiadir una fase de enfriamiento: 30 s/40 °C/1 ciclo al final de la PCR.

Nota: En LightCycler 480, hay dos sistemas opticos: solo "System II" es compatible con el uso del kit. El software
de “System II" incluye una compensacion de color automaética.

Nota: En Applied Biosystems, seleccione "NONE" en "PASSIVE REFERENCE".

Nota: En Rotor-Gene Q, para permitir una lectura correcta del colorante Cyanine 5 en el canal rojo, cuando se procesan
varios parametros juntos en el mismo rotor de PCR:
* un QS debe colocarse en la posicion 1.
* O, en la pestafia Auto-Gain Optimisation Channel Settings, para los tres canales (Red, Yellow y Green),
seleccione la Tube Position de un QS.

Estan disponibles pautas de programacion bajo peticién. Péngase en contacto con el representante local de
BIOMERIEUX.

9.2. Preparacion de la amplificacién

Aseglrese de que el blogue enfriador se ha descontaminado (por ejemplo, mediante exposicién a luz ultravioleta
durante 30 minutos).

En la sala reservada a la amplificacion ‘

» Antes de cada utilizacion:
* Los reactivos deben descongelarse totalmente a +18 °C/+25 °C antes de iniciar la prueba.
= Despues de descongelarlos, los reactivos deben permanecer sobre un bloque frio (+2 °C/+8 °C).
= Homogeneice el @S y el SC (usando un agitador tipo vortex durante 5-10 segundos) y centrifugue brevemente.

° Homogeneizar los demas reactivos (mediante un mezclador tipo vértex durante 2-5 segundos) y centrifugar
brevemente.

ATENCION:

* En caso de pipeteo manual y para evitar todo lo posible la contaminacién, cierre los tubos cuando se haya
completado la distribucién.

* Es necesario volver a poner todos los reactivos (premezclas de amplificacion [R21 y R22], estandares de
cuantificacién [Q8] y control de sensibilidad [SC]) a -15 °C/-31 °C inmediatamente después de usarlos.

Preparar n tubos:

1 tubo por muestra probada.

4 tubos para la curva estandar creada.

01 tubo para |la curva patrén importada.

01 tubo para QS3 como control positivo en caso de una deteccion cualitativa.

1 tubo para el control de sensibilidad (SC) (Opcional).

1 tubo para control de extraccién + inhibicion de referencia, lo cual también sirve como control
negativo de extraccion + amplificacion (IC2W0).

m. Maximiliano Milano
/ Director Técnico
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Nota: Para el sistema de amplificacion CFX96, utilice las placas transparentes con tapones opticos.

Nota: Para el instrumento de amplificacién LightCycler 480 System II, utilice placas blancas LightCycler 480 Multiwell
Plate 96.

Nota: Para el instrumento de amplificacién Rotor-Gene Q, utilice "Strip Tubes and Caps, 0.1 mL".

Nota: Para los instrumentos de amplificacién de Applied Biosystems validados, use la “placa de reaccion MicroAmp de
96 pocillos éptica" y la "pelicula adhesiva éptica MicroAmp" con blogue para placas de 6 pocillos de 0,2 mL y use la
“placa de reaccion rapida MicroAmp de 96 pocillos optica, 0,1 mL"y la "pelicula adhesiva 6ptica MicroAmp "con blogque
para placas de 96 pocilles de 0,1 mL.

Amplification Premix

i

Distribute 15 pL of Amplification Premix in n wells

Qs1
1S = =" =S T =N

15 pL ,l
égj oOp ';\\f U 10 pL r

Extracted Extracted
Sample +1C2 W0 +1C2

Qs2 Qs3* Qs4

AR

Amplification premix

|

1
* Use only 052 for imported standard curve,

or as positive control in case of qualitative detection.

- Extraiga y expulse 15 pL de la premezcla de amplificacion especifica del patégeno objetivo y distribuya 15 plL de ella
en cada tubo.

. Al afadir la muestra, extraer y expulsar para homogeneizar la mezcla de reaccion (salvo con Rotor-Gene Q).

Es necesario sequir el orden de distribucion siguiente durante los procedimientos manuales:

1. Afadir 10 pL de IC2WO extraido en el tubo correspondiente. Este tubo es el control negativo extraccion y
amplificacion 1C2WO0.

Afiada 10 pL de cada muestra extraida en cada tubo correspondiente.

Afiada 10 pL de control de sensibilidad (SC) en el tubo correspondiente (Opcional).

Afiada 10 pL de estandar (de QS4 a QS1, o solo QS3 para experimentos de deteccion cualitativa o en caso de
importacién de curva estandar) en cada tubo correspondiente.

Centrifugue los tubos con el dispositivo correspondiente, si corresponde, antes de transferirlos al termociclador.
Ejecute el programa de amplificacién que se describe en la seccion PROGRAMACION DE TERMOCICLADORES.
Identifique las muestras y los controles.

Para la cuantificacion del patdgeno objetivo, introduzca los valores estandar siguientes en términos de copias/mL
conforme al protocolo de extraccion y la proporcion siguiente: volumen extraido de muestra/volumen de elucion.
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Cuantificacion
Extraccion de 200 pL Extraccién de 200 pL Extraccion de 400 pL Extraccion de 200 pL
Elucion en 50 pL Elucion en 100 pL Elucion en 100 pL Elucion en 90 pL

(copias/mL) (copias/mL) (copias/mL) (copias/mL)
Qs 1250 000 2 500 000 1250 000 2250 000
QSs2 125 000 250 000 125 000 225000
Qs3 12 500 25000 12 500 22 500
Qs4 1250 2500 1250 2250

10. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Estan disponibles pautas de programacion bajo peticién. Pongase en contacto con el representante local de
BIOMERIEUX.

530 nm = el canal de lectura “FAM" o “Green” u otro, dependiendo de las plataformas de PCR en tiempo real. Para
simplificar las instrucciones, solo se utiliza el término "530 nm",

560 nm = corresponde al canal de lectura “VIC", “Hex", "YELLOW" u otro, en funcién de las plataformas de PCR en
tiempo real. Para simplificar las instrucciones, solo se utiliza el t&rmino "560 nm".

670 nm= corresponden al canal de lectura "CY5", "Red" u otro, dependiendo de las plataformas de PCR en tiempo
real. Para simplificar las instrucciones, solo se utiliza el término "670 nm".

Ct = Umbral de ciclo para la mayoria de las plataformas de PCR en tiempo real o CP (Crossing Point) para la gama de
instrumentos LightCycler.

10.1. Andlisis de datos con LightCycler 480 (System II)

Para la premezcla HSV1, HSV2 e IC2 (R21)
* Active la compensacion automatica de LC480 FAM - HEX.
+ Para el andlisis en "CY5", seleccione OFF en COLOR COMPENSATION.
* Las dianas viricas se analizan en modo ABSOLUTE QUANTIFICATION a 530 nm (FAM) y a 670 nm (Cyanine 5).
+ Los controles de extraccién + inhibicion se analizan en el modo ABSOLUTE QUANTIFICATION a 560 nm (HEX).
+ Para cada muestra positiva se calcula un valor de CROSSING POINT (CP) a 530 nmy 670 nm.
* Elanalisis de los controles de extraccion + inhibicién se efecttia comparando el valor CP calculado para cada

control de extraccion + inhibicion (IC2sample) con el valor CP obtenido con el control de extraccion + inhibicién de
referencia (IC2W0) a 560 nm (HEX).

Para la premezcla VZV e IC2 (R22)
* Active la compensacién automatica de LC480 FAM - HEX.
* Ladiana viral se analiza en el modo ABSOLUTE QUANTIFICATION a 530 nm (FAM).
* Los controles de extraccién + inhibicion se analizan en el modo ABSOLUTE QUANTIFICATION a 560 nm (HEX).
+ Para cada muestra positiva se calcula un valor de CROSSING POINT (CP) a 530 nm,
* Elanalisis de los controles de extraccién + inhibicién se efecttia comparando el valor CP calculado para cada

control de extraccion + inhibicién (IC2sample) con el valor CP obtenido con el control de extraccion + inhibicién de
referencia (IC2W0) a 560 nm (HEX).

Nota: Es posible crear subconjuntos (SUBSETS) de cada parametro analizado (p. ej.. CMV, IC2 CMV, etc.), En este
caso, seleccione el subconjunto correspondiente.

» Para andlisis cualitativo: utilice el método FIT POINTS para determinar el estado (positivo/negativo) de las muestras
y los controles.

* Para analisis cuantitativos:
1. Utilice el método FIT POINTS para determinar el estado (positivo/negativo) de las muestras y los controles.
2. Guarde el método FIT POINTS o use el método 2ND DERIVATIVE MAX para determinar la concentracion de

las muestras y controles.
Analisis mediante el ajuste de puntos:

El analisis mediante FIT POINTS consta de tres fases: FASE 1: CYCLE RANGE; FASE 2: NOISE BAND:;
FASE 3: ANALYSIS.
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En la FASE 1, calcular la colocacion del umbral (por encima del ruido de fondo y en la fase exponencial de cada curva
de amplificacion, que generalmente corresponde al 5-10 % de la fluorescencia final de la muestra). En la FASE 2,
notificar el valor estimado de modo que la linea horizontal elimine el ruido de base y atraviese todas las curvas al
principio de su fase exponencial. A continuacion, en la FASE 3, notificar el valor obtenido en el paso anterior para
colocar la linea umbral.

Mueva la linea umbral para cada diana.
Analisis utilizando la sequnda derivada:
El analisis mediante el método 2ND DERIVATIVE MAX calcula automaticamente los CP.

Nota:
- Se recomienda guardar el método de andlisis seleccionado para realizar el seguimiento de pacientes.
- Compruebe el QS3 tal como se define en la seccion VALIDACION E INTERPRETACION DE RESULTADOS,
- Se recomienda monitorizar los CP y la eficacia de los intervalos de estandares calculados utilizando el método
2ND DERIVATIVE MAX. Si se observa alguna discrepancia entre los CP calculados y el punto de inflexion de la
curva o las curvas no parecen ser no-sigmoidales, se debera utilizar el método FIT POINTS para realizar el andlisis.

10.2. Andlisis de resultados en los equipos de Applied Biosystems validados

« Compruebe que se haya seleccionado NONE en el campo PASSIVE REFERENCE, puesto que la premezcla no
contiene ningun fluorocromo de referencia pasiva.

Para la premezcla HSV1, HSV2 e IC2 (R21)

- Las dianas viricas se analizan después de seleccionar el detector/notificador FAM y Cyanine 5 en el campo
DETECTOR/REPORTER.

+ Los controles de extraccion + inhibicion (IC2sample e IC2W0) se analizan después de seleccionar el detector/
notificador VIC en el campo DETECTOR/REPORTER.

« El analisis de los controles de extraccion + inhibicion se efectia comparando el valor Ct calculado para cada control
de extraccion + inhibicion (IC2sample) con el valor Ct obtenido con el control de extraccion + inhibicion de
referencia (IC2W0) a 560 nm (VIC).

- Nota: Es posible crear detectores/dianas para cada parametro analizado (p. ej., CMV, IC2 CMV, etc.). Para hacerlo,
cree un nuevo detector/notificador seleccionando FAM, VIC o Cyanine 5 como REPORTER y NONE o NFQ-MGB
como QUENCHER. A continuacion, seleccione el detector/diana correspondiente.

« Para cada muestra positiva, se calcula un valor Ct a 530 nm (FAM) o0 670 nm (Cyanine 5). Las muestras o los
controles negativos definidos como UNDETERMINED se muestran en la columna Ct.

Para la premezcla VZV e IC2 (R22)

« La diana virica se analiza después de seleccionar el detector/notificador FAM en el campo DETECTOR/
REPORTER.

« Los controles de extraccién + inhibicion (IC2sample e IC2W0) se analizan después de seleccionar el detector/
notificador VIC en el campo DETECTOR/REPORTER.

« El analisis de los controles de extraccion + inhibicién se efectlia comparando el valor Ct calculado para cada control
de extraccion + inhibicion (IC2sample) con el valor Ct obtenido con el control de extraccién + inhibicion de
referencia (IC2W0) a 560 nm (VIC).

« Nota: Es posible crear detectores/dianas para cada parametro analizado (p. €j., CMV, IC2 CMV, etc.). Para hacerlo,
cree un nuevo detector/notificador seleccionando FAM como REPORTER y NONE O NFQ-MGB como
QUENCHER. A continuacién, seleccione el detector/diana correspondiente.

+ Para cada muestra positiva se calcula un Ct de 530 nm (FAM). Las muestras o los controles negativos definidos
como UNDETERMINED se muestran en la columna Ct.

- En modo de visualizacion lineal (desactive el método automatico), mueva manualmente la linea umbral de tal modo
que:
+ esté por encima del ruido de linea de base
« esté en |a fase exponencial de cada curva de amplificacion, que generalmente corresponde al 5-10 % de la
fluorescencia final de la muestra.

Nota:
+ Mueva la linea umbral para cada diana.
« Compruebe el @S3 tal como se define en la seccion VALIDACION E INTERPRETACION DE RES};LTADOS.
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10.3. Analisis de los resultados en Rotor-Gene Q

Cuando se ejecutan varios parametros juntos en el mismo rotor de PCR, el control positivo debe colocarse en la
posicion 1 (para permitir la lectura correcta del colorante Cyanine 5 en el canal rojo).

Para la premezcla HSV1, HSV2 e IC2 (R21)
* Las dianas viricas se analizan en modo CYCLING A GREEN a 530 nm o CYCLING A RED a 670 nm.
* Los controles de extraccién + inhibicién se analizan en el modo CYCLING A YELLOW a 560 nm.
+ Para cada muestra positiva, se calcula un valor de CYCLE THRESHOLD (Ct) a 530 nm (verde) o 670 nm (rojo).
* El analisis de los controles de extraccion + inhibicién se efecttia comparando el valor Ct calculado para cada control
de extraccion + inhibicion (IC2sample) con el Ct obtenido con el control de extraccién + inhibician de referencia
(IC2W0) a 560 nm (amarillo).

Para la premezcla VZV e IC2 (R22)
* Ladiana virica se analiza en modo CYCLING A GREEN a 530 nm.
» Los controles de extraccion + inhibicion se analizan en el modo CYCLING A YELLOW & 560 nm.,
» Para cada muestra positiva, se calcula un valor de CYCLE THRESHOLD (Ct) 2 530 nm (verde).
+ El analisis de los controles de extraccion + inhibicién se efecttia comparando el valor Ct calculado para cada control

de extraccion + inhibicion (IC2sample) con el Ct obtenido con el control de extraccion + inhibicién de referencia
(IC2W0) a 560 nm (amarillo),

Nota: Es posible crear paginas de andlisis (PAGE) para cada parametro analizado. En este caso, seleccione la pagina
correspondiente.

* Seleccione la opcién DYNAMIC TUBES.
* Siel nivel de fluorescencia de la linea de base no es constante, seleccione la opcion SLOPE CORRECT.
* Si los primeros ciclos no son representativos (caida de la sefial de fluorescencia, variaciones aleatorias de la
fluorescencia, ete.), seleccione la opcién IGNORE FIRST para eliminarlos.
Nota: Las opciones SLOPE CORRECT e IGNORE FIRST no son obligatorias y son acumulativas.
* Enmodo LINEAR SCALE, mueva manualmente la linea umbral de modo gue:
+ esté por encima del ruido de linea de base
* este en la fase exponencial de cada curva de amplificacion, que generalmente corresponde al 5-10 % de la
fluorescencia final de la muestra.

Nota:
* Mueva la linea umbral para cada diana.

» Compruebe el QS3 tal como se define en la seccién VALIDACION E INTERPRETACION DE RESULTADOS.

10.4. Analisis de los resultados en CFX96
Para la premezcla HSV1, HSV2 e IC2 (R21)
* Ladianas viricas se analizan en la pestafia QUANTITATION dejando marcados tnicamente los botones FAM y
“Cysli
+ Los controles extraccién + inhibicion se analizan en |a pestafia QUANTITATION dejando marcado Unicamente el
boton HEX.
+ El analisis de los controles de extraccion + inhibicion se efecttia comparando el Ct calculado para cada control de
extraccion + inhibicién (IC2sample) con el Ct obtenido con el control de extraccién + inhibicion de referencia
(IC2W0) a 560 nm.

Para |la premezcia VZV e IC2 (R22)

» Ladiana viral se analiza en |a pestafia QUANTITATION dejando marcado Unicamente el botén FAM.
* Los controles extraccién + inhibicion se analizan en la pestaiia QUANTITATION dejando marcado Gnicamente el
botén HEX.

El analisis de los controles de extraccion + inhibicion se efectiia comparando el Ct calculado para cada control de
extraccion + inhibicion (IC2sample) con el Ct obtenido con el control de extraccién + inhibicion de referencia
(IC2W0) a 560 nm.

Opcional: Seleccione una premezcla en el ment desplegable FLUOROPHORE, si se ha creado anteriormente.

* En modo SINGLE THRESHOLD, mueva manualmente la linea umbral de modo que;
» este por encima del ruido de linea de base

* esté en la fase exponencial de cada curva de amplificacién, que generalmente corresponde al 5-10 % d

fluorescencia final de la muestra.
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+ Para cada muestra positiva, se calcula un valor Ct a530 nm (FAM) o a 670 nm (Cyanine 5). Las muestras o los
controles negativos se indican como N/A en la columna Ct.

Nota:
= Mueva la linea umbral para cada diana.
« Compruebe el QS3 tal como se define en la seccion VALIDACION E INTERPRETACION DE RESULTADOS.

11. VALIDACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

11.1. Validacion de la serie de PCR

ATENCION: La serie solo es valida si se cumplen todas las condiciones que se especifican a continuacion. Sino es el
caso, consulte la seccién SOLUCION DE PROBLEMAS.

Ct = Umbral de ciclo para la mayoria de las plataformas de PCR en tiempo real o CP (Crossing Point) para la gama de
instrumentos LightCycler.

+ 1.2 CONDICION: IC2W0 no debe ofrecer sefial (Ct) a 530 nm or 670 nm.

+ 2.2 CONDICION: IC2WO0 debe ofrecer una sefial (Ct) menor o igual a 32 ciclos a 560 nm.

+ 3.2 CONDICION: El valor de Ct de QS3 (leido a 530 nm para HSV1 y VZV y a 670 nm para HSV2), asi como la
pendiente o la eficacia requerida para la gama estandar, deben estar comprendidos entre los valores que figuran en
la siguiente tabla.

Para los parametros HSV1 y HSV2:

Deteccion Cuantitativa Deteccion cualitativa
Pendiente/Eficacia necesaria
CtQs3 CtQs3 intervalo ctQs3 CtQs3
L i B HSV2 A estandar HSV1 HSV2

procesado en la
importacicn
posterior

(530 nm) (670 nm) | analizado en cada serie (530 nm) (670 nm)

285-325 | 26,0-30,0 28,5-325 | 26,0-30,0

Rotor-Gene Q 0,8 < Eficacia< 1,1

ciclos ciclos ciclos ciclos

LhiGyslen 480 1,8 < Eficacia < 2,1

(System )

Applied 305-345 | 28,0-32,0 . 306-345 | 28,0-320
Biosystems ciclos ciclos e <3T$8genma = X ciclos ciclos
validados -3, No aplicable

CFX96 80 % < Eficacia< 110 %
Para el parametro VZV:

Deteccion Cuantitativa Deteccion cualitativa
CtQs3 Pendiente/Eficacia necesaria CtQs3
Instrumentos g
VZv Intervalo estandar analizado Intervalo :standar VZv
530 nm) en cada serie . progerefo en B (530 nm)
( importacion posterior

Rotor-Gene Q 26,5 - 30,5 ciclos 0,7 < Eficacia<1,1 26,5 - 30,5 ciclos
LightCycler 480 1.7 < Eficacia < 2,1

(System II)

Apphed Biosystems 28,5 - 33,5 ciclos 4339 < Tendencia < -3,103 . 28,5 - 33,5 ciclos
validados No aplicable

CFX96 70 % < Eficacia < 110 %

= Si se cumplen todas estas condiciones, la serie es vélida y es posible interpretar los resultados.

11.2. Interpretacion de los resultados
+ Cada muestra deberd analizarse de forma individual.
+ Se muestra un valor Ct a 530 nm para todas las muestras positivas para los parametros HSV1y yZV_
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* Se muestra un valor Ct a 670 nm para todas las muestras positivas para el pardmetro HSV2.

* Sino se puede calcular un valor Ct a 530 nm para los parametros HSV1 y VZV, y a 670 nm para el parametro
HSV2, la muestra se considera negativa o inhibida o mal extraida.

+ No obstante, en todos los casos es necesario controlar la ausencia de inhibicién y el buen desarrollo de la etapa de

extraccion a 560 nm, de acuerdo con los elementos descritos mas adelante.

* Una carga viral elevada en la muestra puede dar lugar a la inhibicién del control intemo y producir una sefial
reducida o ausente a 560 nm.

Control de Ct [IC2sample] < Ct [IC2W0] + 3 ciclos** Ct [IC2sample] > Ct [IC2W0] + 3 ciclos
extraccion +
Bilipicion M”es"aCNéJRE;éET’fN‘;‘E"N?éTRAIDA Muestra INHIBIDA y/o MAL EXTRAIDA
(IC2sample)
Muestra Ct calculado CT no calculado Ct calculado CT no calculado
Interpretacion Y
cualitativa Patdgeno detectado Pgtec;ggtr::jgo Patogeno detectado | Resultado no vélido
HSV1 0 HSV2 o VZV
Interpretacion Patégeno detectado ) Patogeno detectado
cuantitativa Cuantificacion Patogeno no Es necesario repetir la| Resultado no valido
HSV1 0 HSV2 o V2V validada® detectado cuantificacién

* Dentro del intervalo indicado de cuantificacion. Fuera de este intervalo, es necesario interpretar el resultado como una

cuantificacién mayor/menor que los limites superior/inferior del intervalo indicado.

** Sl la pendiente de la curva genera una caida en |a fluorescencia final 250 % en comparacion con la fluorescencia fin
de IC2WO0 (consulte la figura siguiente), esto representa una inhibicion. Vuelva a probar la muestra.
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Importante:

+ Para interpretar los resultados, se recomienda que el resultado de cuantificacion se exprese como base
logaritmica 10 (log4g).

+ Una diferencia de menos de 0,5 log4g entre dos resultados de cuantificacion expresados en logqg copias/mL de
muestra es generalmente aceptable y no se considera significativa.

+ Para resultados expresados en logqg, esta interpretacion es aplicable solo si las dos cuantificaciones se realizan
con el mismo método y los mismos instrumentos de extraccién y amplificacion.

+ Es imprescindible comparar los resultados obtenidos con este kit con otros resultados de pruebas clinicas y
biol6gicas para definir el estado de cada paciente.

12. PRESTACIONES

ATENCION: Las prestaciones descritas se han validado y estan garantizadas cuando se utilizan las
combinaciones de sistemal/dispositivo de amplificacién que se describen en esta seccion.

12.1. Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica del kit HSV1&2 VZV R-GENE® fue determinada usando una serie de diluciones de cu!tivos

virales: HSV1 ATCC® VR-260™ (cepa HF), HSV2 ATCC® VR-540™ (cepa MS) o VZV ATCC® VR-916™ cepa Webst
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cuantificado en copias/mL. Las diluciones en serie fueron realizadas en matrices de sangre total, plasma sanguineo,
LCR, LBA (solo para HSV1 y HSV2), frotis mucocuténeos, frotis anogenitales (solo para HSV1y H8V2) y frotis de
garganta (solo para HSV1 y HSV2), anteriormente caracterizadas como negativas para HSV1, HSV2 y VZV. Cada
dilucién se extrajo 20 veces usando los instrumentos de medicion NUCLISENS® easyMAG® (para matriz sanguinea) o
EMAG® (otras matrices) instrumentos de extraccion, y después fueron amplificadas usando el kit

HSV1&2 VZV R-GENE® kit con instrumentos ABI 7500 Fast o ABI 7500 Fast Dx.

Los limites de deteccion (LoD 95 %) para HSV1&2 VZV R-GENE® son:

HSV1 HSV2 VZV
LoD 95 %
cp/mL Logqg cp/mL cp/mL Logqp cp/mL cp/mL Logqp cp/mL
LCR 250 2.4 100 2.0 300 25
Sangre total
500 27
FIRSIR 500 27 100 2,0
sanguineo
LBA N/A N/A
Frotis
mucocutaneos 1000 50
Frotis anogenital 1000 3,0 1000 3,0 N/A N/A
Exgdados N/A N/A
laringeos |

12.2. Precision

Se realizaron estudios de precision utilizando el kit HSV1&2 VZV R-GENE®, mediante un estudio de repetibilidad
(variacion intragjecucion) y un estudio de reproducibilidad (variacion intralaboratorio), con distintas muestras con
matrices de sangre total (modelo de plasma sanguineo), LCR y LBA (solo para HSV1 Y HSV2) y en matriz de frotis
artificial para frotis mucocuténeo, anogenital y de garganta. Estas muestras fueron analizadas 18 veces con
instrumentos ABI 7500 Fast o ABI 7500 Fast Dx después de la extraccion con NUCLISENS® easyMAG® (para matriz de
sangre total) o EMAG® (para las otras matrices).

Para cada matriz, se probé un panel de muestras de HSV1 ATCC® VR-1493" (cepa KOS), HSV2 ATCC® VR-734™
(cepa G), VZV ATCC® VR-1367" (cepa Ellen), HSV1 ATCC® VR-260™ (cepa HF), HSV2 ATCC® VR-540™ (cepa MS) o
VZV ATCC® VR-916" (cepa Webster) a diferentes concentraciones.

Para matrices de sangre total (que también fue utilizada como modelo de plasma sanguineo), LCR y LBA (solo para
HSV1 y HSV2), el panel esta compuesto de muestras a LoD, limite inferior de cuantificacion (LLoQ), limite superior de
cuantificacién (ULoQ) y una muestra negativa. Para matrices de frotis artificiales (modelo para frotis mucocutaneo, frotis
anogenital y frotis de garganta), el panel esta compuesto de muestras a LoD, 5xLoD y una muestra negativa.

Cada panel de muestras se ha probado en dos lotes, con tres dias por lote, una ejecucion por dia y tres replicas por
ejecucion.

Las tablas siguientes muestran los valores medios de Ct o cuantificaciones en logsg cp/mL obtenidos de las 18 pruebas
repetidas sobre cada muestra. Se determiné la desviacion estandar y el coeficiente de variacién para repetibilidad y
reproducibilidad.

Sangre total

Piiahiates Muestra de Valor medio en Fuente de Desviacion Coeficiente de
entrada logqo copias/mL variabilidad estandar variacion (%)
Reproducibilidad 0,25 9,2
LoD (= LLoQ) 2.7 s
HSV1 Repetibilidad 0,22 8.1
Reproducibilidad 0,08 1,0
ULoQ 7.8 o
Repetibilidad 0,04 0,5
Reproducibilidad 0,13 4.3
LLoQ 3.1 =
Repetibilidad 0,08 26
HSV2 e
Reproducibilidad 0,08 0,8
ULoQ 7,6 e
- : Repetibilidad 0,05 0,7
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Parémetio Muestra de Valor medio en Fuente de Desviacion Coeficiente de
entrada logqo copias/imL variabilidad estandar variacion (%)
Reproducibilidad 0,24 10,3
LoD (= LLoQ) 23 o
V2V Repetibilidad 0,19 8,2
Reproducibilidad 0,10 1,3
ULoQ 7,6 —
Repetibilidad 0,05 0,7
Paritiotro Muestra de Valor medio de Fuente de Desviacion Coeficiente de
entrada Ct variabilidad estandar variacion (%)
Reproducibilidad 0,77 21
HSV1 LoD 37,6 e
Repetibilidad 0,77 2,1
Reproducibilidad 0,52 1.6
HSV2 LoD 35,8 —
Repetibilidad 0,50 1,4
Reproducibilidad 0,86 2.3
VZV LoD 38,4 - N
Repetibilidad 0,70 1,8
LCR .
FParﬁmetro Muestra de Valor medio en Fuente de Desviacion Coeficiente de
entrada logy copias/mL variabilidad estandar variacion (%)
Reproducibilidad 0,25 9,0
L = LoD 2
HEVA LEoG (= LeD) 3 Repetibilidad 0,15 54
Reproducibilidad 0,15 1,9
ULoQ 8,2 =
Repetibilidad 0,07 0,9
Reproducibilidad 0,19 8,1
LLoQ (= LoD) 2,4 T
HSV2 Repetibilidad 0,16 6,9
Reproducibilidad 0,13 1.7
ULoQ 7.8 =
Repetibilidad 0,05 0,7
Reproducibilidad 015 55
LLoQ 27 —
o Repetibilidad 010 3.7
Reproducibilidad 0.15 19
ULoQ 8,1 ==
Repetibilidad 0,15 1.9
Parkinatic Muestra de Valor medio de Fuente de Desviacion Coeficiente de
% entrada Ct variabilidad estandar variacién (%)
Reproducibilidad 0,70 19
HSV1 LoD 37,2 —
Repetibilidad 0,55 15
Reproducibilidad 0,61 1,7
HSV2 LoD 358 =
Repetibilidad 0,57 1,6
Reproducibilidad 0,64 1F
VzV LoD 373 e
Repetibilidad 0,57 1,5
LBA
Parimotrc Muestra de Valor medio en Fuente de Desviacion Coeficiente de
entrada log4o copias/mL variabilidad estandar variacion (%)
Reproducibilidad 0,16 59
LLoQ (= LoD) 2.8 o
Repetibilidad 0,13 4.7
HSV1 e
Reproducibilidad 0,16 1,9
ULoQ 8,1 e
Repetibilidad 0,04 0,§ A
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Raramiotro Muestra de Valor medio en Fuente de Desviacion Coeficiente de
entrada log4o copias/mL variabilidad estandar variacion (%)
Reproducibilidad 0,12 46
LLoQ 2,7 —
Repetibilidad 0,12 4.4
HSV2 —
Reproducibilidad 0,13 1,8
ULoQ 7.8 —
Repetibilidad 0,06 0,7
Parktibtro Muestra de Valor medio de Fuente de Desviacion Coeficiente de |
entrada Ct variabilidad estandar variacién (%)
Reproducibilidad 0,51 1,4
HSV1 LoD 37,0 T
Repetibilidad 0,47 1.3
Reproducibilidad 1,07 29
HSV2 LoD 36,9 =
Repetibilidad 0,76 24

Frotis mucocutaneos, anogenitales y de garganta (matrices de frotis artificiales)

Par&motro Muestra de Valor medio de Fuente de Desviacion Coeficiente de
entrada Ct variabilidad estandar variacion (%)
Reproducibilidad 0,42 12
5xLoD 351 —
Repetibilidad 0,39 11
HSVA —
Reproducibilidad 0,79 2.1
LoD 376 —
Repetibilidad 0,78 21
Reproducibilidad 0,41 1.3
e 0 Repetibilidad 0,41 13
epetibilida ; ;
HSV2 —
Reproducibilidad 0,57 1F
LoD 33,4 =
Repetibilidad 0,46 1,4
Reproducibilidad 1,01 i
5xLoD 31,8 —
Repetibilidad 1,01 T
VZv —
Reproducibilidad 1,28 3,6
LoD 35,4 —
Repetibilidad 1,26 3,6

Estos valores demuestran la buena reproducibilidad y repetibilidad del kit.

12.3. Linealidad

Se realizo una serie de diluciones de muestras HSV1, HSV2 o VZV altamente positivas (de cultivo viral interno o de
muestras procedentes de frotis) para sangre total, plasma sanguineo, matrices de LCR y LBA (solo para HSV1y HSV2),
con tres réplicas por concentracion. Las extracciones se realizaron con los instrumentos NUCLISENS® easyMAG® (para
la matriz de sangre total) o EMAG® (otras matrices) y se amplificaron las muestras extraidas en ABI 7500 Fasty

ABI 7500 Fast Dx.

Las cifras siguientes presentan los resultados del estudio:
- Sangre total

|F-2022-22648282-APN-INPM#ANMAT
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HSV1
y=0.07 +(101 ) ?’:;r;ﬂmm
! Colar by
. Graphe
® BelowLoD
r @ Cuantifizd resut
65
£ .
o
=
GI 55
e
o 5
s
a 45
o
2 It
-
3.5 a
3
25
2
2.5 3 35 4 45 5 85 B &5 7 75 8
Loglnput_quantity
Para HSV1 en sangre total, se demostro el rango de linealidad de 2,6E+02 (2,4 Ing1) a
1,0E+08 (8,0 logyg) cp/mL.
HSV2
55 y=-0.28 + {1.06 *x} &’;;131‘:5,]
Calor by
graphe
@ BelowloD
@ Quantified resut
£
[}
3
©
o
@
Z
b3
K]
o
o
[=]
|
2 25 3 36 4 45 3 55 B 85 T ¥5 8
Loginput_quantity
Para HSV2 en sangre total, se demostré el rango de linealidad de 1,1E+02 (2,1 logyg) a
1,0E+08 (8,0 logg) cp/mL.
/
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° VzZV

Marker
s y=086+{1.17 ) il

{Row Number}
Caolor by

Graphe

@ BelowloD

@ inhibited

@ Quantified resut

LogObserved_Quantity

25 3 35 Ll 45 5 55 & (3 7 15 8 BS
Loginput_quantity

Para VZV en sangre total, se demostré el rango de linealidad de 4,6E+02 (2,7 logp) @
4,3E+08 (8,6 log4g) cp/mL.

+ Plasma sanguineo
> HSV1

Marker by
(Row Mumber)

Calor by

Graphe

@ EBslowlaD

@ Inhititee

@ Cuantifisd resut

yu0.10 + (2,26 *x)

LogObserved_Quantity

25 3 35 4 45 5 85 & 6.5 T 76 [ 8.5
Loginput_quantity

Para HSV1 en plasma sanguineo, se demostré el rango de linealidad de 1,8E+02 (2,3 logso) @
4 3E+08 (8,6 |0910) Cpme

/

. |F-2022-226488
‘. bi

DI 27.941.808
bioMérieux SA  Espariol - 21 Pégina 23 de 42




ARGENE®
HSV18&2 VZV R-GENE® 049514 - 02a - 2021-05 -es

° HSV2

s Markes by
PR ¥=0.27 +(1.08 " x) [Row Number)

Colar by

graphe

@ Below LoD

@ Inhibitsd

@ Quantified resutt

LogObserved_Quantity

25 3 s 4 45 B 5.5 8 BE& 7 75 [ 8.5
Loginput_quantity

Para HSV2 en plasma sanguineo, se demostré el rango de linealidad de 3,1E+02 (2,5 logig) @
2,9E+08 (8,5 logyg) cp/mL.

° Vv
Marker by
; y=0.08 + (0.88 *x} (Ravwr Number}
Color by
- Graphe
- @ BelowLoD
@ Quantified resut
78
2 7
=
5 65
3
1 ]
k
z 55
@
-1 &
o
b 35
-
4
36

25
25 3 35 4 45 5 55 B BE 7 75 & 85 -]

Loginput_quantity

Para VZV en plasma sanguineo, se demostré el rango de linealidad de 4,9E+02 (2,7 logip) @
9,7E+08 (9,0 logp) cp/mL.
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¢ HSV1
9 y=0.03+(1.02 %) :‘g;:‘;:rnh“}
Color by
Graphe
@ BelowLoD

© Quanlified resut

LogObserved_Quantity

28 3 35 4 45 5 BS 6 &5 T 75 B a5
Loginput_quantity

Para HSV1 en liguido cefalorraquideo, se demostro el rango de linealidad de 2,5E+02 (2,4 logyo) a
3,2E+08 (8,5 logyg) cp/mL.

° HSV2
% y=0.23 +{0.96" X) :',?::L?mm]
g Calorby
graphe
i @ BelowloD
) @ Quantified result
a &85
= £
5
01 55
- B
=
o
= 48
o
o 4
=]
o
Pt | 38
3
25

2 25 3 is 4 45 B 55 -] B85 T 75 8 as
Loginput_quantity

Para HSV2 en liquido cefalorraquideo, se demostré el rango de linealidad de 9,1E+01 (2,0 log1o) a
2,1E+08 (8,3 log4p) cp/mL.
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° VZV
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Calar by
Graphe
@ BelowlaD

@ Quantified result

LogObserved_Quantity

28 3 35 4 45 5 56 L] {31 7 75 a
Loginput_quantity

Para VZV en liquido cefalorraquideo, se demostré el rango de linealidad de 3,2E+02 (2,5 logyg) a
1,5E+08 (8,2 logyg) cp/mL.

« LBA
* HSV1
o _ ok Marier by
y=838+{167*x) {Row Number}
s Caolarby
Graph
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o
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@
4
o 45
L=4
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25 3 35 4 45 5 55 ] 65 7 75 ] BS
Loginput_quantity

Para HSV1 en LBA, se demostro el rango de linealidad de 2,1E+02 (2,3 log1p) a 2,5E+08 (8,4 logg) cp/mL.
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¢ HSV2
- y=0.38+(1.03"x) :\:tacr:ff:\l::nber%
Color by
graphe
@ EelowlLoD

@ Quantified resut

LogObserved_Quantity

25 3 35 4 45 & 55 B 85 7 15 B 85
Loginput_guantity

Para HSV2 en LBA, se demostré el rango de linealidad de 3,9E+02 (2,6 logyg) a 3,7E+08 (8,6 log4g) cp/mL.

12.4. Intervalo de cuantificacion
En sangre total lasma sangquineo (para HSV1, HSV2 y VZV):

El rango de cuantificacién de la prueba HSV1&2 VZV R-GENEP® se incluye entre 500 y 1,0E+08 copias/mL (es decir,
entre 2,7 logyg ¥ 8,0 logyg copias/mL).

En LBA (solo para HSV1y HSV2):

El rango de cuantificacion de la prueba HSV18&2 VZV R-GENE® se incluye entre 500 y 1,0E+08 copias/mL (es
decir., entre 2,7 logg ¥ 8,0 log4g copias/mL).

En LCR:

= Para HSV1:
El rango de cuantificacién de la prueba HSV18&2 VZV R-GENE® se incluye entre 250 y 1,0E+08 copias/mL (por
gj., entre 2,4 logqg v 8,0 logyg copias/mL).

« Para HSV2:
El rango de cuantificacion de la prueba HSV182 VZV R-GENE?® se incluye entre 100 y 1,0E+08 copias/mL (por
gj., entre 2,0 logyp y 8,0 logyg copias/mL).

= Para VZV:
El rango de cuantificacién de la prueba HSV1&2 VZV R-GENE® se incluye entre 500 y 1,0E+08 copias/mL (por
ej., entre 2,7 logyg ¥ 8,0 logqo copias/mL).

12.5. Especificidad analitica

12.5.1. Inclusividad
Para el estudio de inclusividad, se determiné la especificidad del reconocimiento de los cebadores y las sondas
seleccionadas para la deteccién de HSV1, HSV2 y VZV del kit HSV1&2 VZV R-GENE?® utilizando matriz de sangre total.

Se analizé HSV1 ATCC® VR733™ (cepa F), HSV2 ATCC® VR734™ (cepa G) y VZV ATCC® VR1367" (cepa Ellen) por

triplicado para todo el intervalo de cuantificacién de la plataforma ABI 7500 Fast después de su extraccion con
NUCLISENS® easyMAG®.

Se analizé por triplicado HSV1 ATCC® VR539™ (cepa Maclntyre), HSV1 ATCC® VR1493™ (cepa KOS), HSV1 ATCC®
VR1789™ (cepa ATCC-2011-9), HSV1 ATCC® VR1778™ (cepa ATCC-2011-1), HSV2 09-015681 (cepa incluida en el
panel EQA QCMD 2016) y VZV ATCC® VR1433"™ (cepa AV92-3:L) a 4xLoD en la plataforma ABI 7500 Fast después de
su extraccién con NUCLISENS® easyMAG®.

La especificidad del reconocimiento de los cebadores y las sondas seleccionados para la deteccion de HSV1 ATCC®
VR-260™ (cepa HF), HSV2 ATCC® VR-540™ (cepa MS) o VZV ATCC® VR-916™ (cepa Webster) es objeto de otros
estudios analiticos.

Los resultados obtenidos demuestran que se puede utilizar el kit HSV18&2 VZV R-GENE® para detectar y cuantificar:
3 il
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+ HSV1 ATCC® VR733"™ (cepa F)

+ HSV1 ATCC® VR-260™ (cepa HF)

+ HSV1 ATCC® VR539™ (cepa Maclintyre)

+ HSV1 ATCC® VR1493™ (cepa KOS)

* HSV1 ATCC® VR1789™ (cepa ATCC-2011-9)
» HSV1 ATCC®VR1778" (cepa ATCC-2011-1)
+ HSV2 ATCC® VR-540" (cepa MS)

+ HSV2 ATCC® VR734™ (cepa G)

» HSV2 08-0156681 (cepa incluida en EQA QCMD panel 2016)
» VZV ATCC® VR1367" (cepa Ellen)

+ VZV ATCC® VR-916™ (cepa Webster)

+ VZV ATCC® VR1433™ (cepa AV92-3:L)

12.6.2. Exclusividad e interferencia biolégica

Se demostro la especificidad del reconocimiento de los cebadores vy las sondas seleccionados para |la deteccion
especifica de HSV1, H8V2 y VZV mediante el andlisis in silico de secuencias (muestras virales, bacterianas, levaduras y
humanas) en bases de datos y, por otra parte, se demostré experimentalmente sobre los 73 patdgenos que tienen
probabilidades de hallarse en matrices de sangre total, plasma sanguineo, LCR, LBA, frotis mucocutaneos, anogenitales
y de garganta.

La extraccién fue realizada en el instrumento EMAG® y |la amplificacion se realizé en ABI 7500 Fast,

Se afiadieron los patdégenos que se enumeran a continuacién en altas concentraciones:
+ en LCR, caracterizado como negativo en HSV1, HSV2 y VZV (estudio exclusivo).

+ en LCR, donde se afiadi6 HSV1, HSV2 y VZV con una concentracion de 3,0 logqg cp/mL para HSV1, 2,6 logyg cp/
mL para HSV2 y 3,1 logg cp/mL para VZV (estudio de interferencia biolégica).

Virus: CMV, EBV, HHV6, HHV7, HHV8, BK Poliomavirus, JC Poliomavirus, Adenovirus: AdV 3, 4, 5, 8, 11, 12, 40,
Parvovirus B18, Hepatitis A, B, C, HIV-1 (RNA), Influenza A/B, RSV A/B, hMPV A/B, Parainfluenzavirus 1.2:3. 4.
Rinovirus (Rhinovirus 14, 87 y 1B), Coronavirus (NL63, OC43, 229E), Enterovirus (Enterovirus 71: Coxsackievirus B4,
A9; Echovirus 9, 30), Parechovirus (HPeV1 y HPeV2), Paperas, Sarampion.

Bacterias: Streptococcus pyogenes, Acinetobacter baumanii, Bordetella parapertussis, Bordetella pertussis,
Chlamydia pneumoniae, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Haemophilus influenzae,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Legionella pneumophila, Morganella morganii. Mycobacterium avium,
Mycoplasma pneumoniae, Nocardia asteroide, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Stenotrophomonas maltophilia, Streptococcus pneumoniae,
Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitalium.

Levaduras: Candida albicans, Candida glabrata.

Ninguno de los 73 patégenos incluidos en pruebas a altas concentraciones se detectd con el ensayo
HSV1&2 VZV R-GENE?,

Ninguno de los 73 patogenos probados a altas concentraciones tuvo ningtin efecto sobre el rendimiento del ensayo
HSV1&2 VZV R-GENE®,

Nota: Estas pruebas han demostrado ausencia de secuencia de origen humano.

12.5.3. Sustancias interferentes
Nota: Segun estudios realizados en productos ARGENE®, no se espera interferencia con las siguientes sustancias:

Inmunosupresores: Azatioprina, Ciclosporina, Micofenolato mofetilo, Tacrolimus, Sirolimus.

Antibidticos: Sulfametoxazol, Trimetoprim, Piperacilina, Tazobactam sédico, Clavulanato de potasio, Ticarcilina
disddica, Cefotetan, Vancomicina, Levofloxacino, Espiramicina, Ciprofloxacino, Claritromicina.

Medicamentos contra el cancer: Everolimus.

Corticosteroides: Prednisona.

Antifungicos: Fluconazol.

Antivirales: Ganciclovir, Valganciclovir, Ribavirina, Cidofovir, Aciclovir, Foscavir.
Anti-Influenza A/B Antivirales: Oseltamivir, Zanamivir.

Descongestivos nasales: Fenilefrina HCI, Oximetazolina Hidrocloruro, Luffa Operculata, Galphimia GJ/uca,
Histaminum Hydrochloricum, Cloruro sédico con conservantes.
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Anestésicos/analgésicos: Benzocaina.
Sustancias endégenas: Sangre total, Mucina purificada.

12.6. Estudio de rendimiento clinico

Se determinaron las caracteristicas de rendimiento clinico de HSV1&2 VZV R-GENE® (ref. 63-014B) en dos centros
externos (laboratorio de virologia del hospital de Estrasburgo y Alphabio Marseille [Francia]) y un centro interno
(bioMérieux Grenoble) utilizando muestras bioldgicas de pacientes de estos centros de pruebas y de otros tres
laboratorios (Centro nacional de referencia de herpesvirus en Paris, Unidad molecular dz Poitiers y Centro de
biorrecoleccion de Lyon [Francial).

El objetivo de estos estudios fue comparar el rendimiento de la deteccion cualitativa y cuantitativa del kit
actualHSV1 HSV2 VZV R-GENE® (ref. 69-004B) y el kit HSV1&2 VZV R-GENE® (ref. 69-014B) en muestras biologicas
de pacientes con signos patolégicos indicativos de una infeccion por herpesvirus.

Todas las muestras incluidas en el estudio se extrajeron utilizando el instrumento EMAG®. Cada muestra extraida
resultante se amplificé utilizando ABI 7500 Fast Dx en dos centros y LightCycler 480 en un centro con los kits
HSV1&2 VZV R-GENE?® (ref. 69-014B) y HSV1 HSV2 VZV R-GENE® (ref. 63-004B) en paralelo (misma extraccion y
amplificacion).

Analisis cualitativo:

El analisis cualitativo de cada virus (HSV1, HSV2 o VZV) se llevo a cabo de forma independiente. Sin embargo, para
cada virus, se agruparon los resultados de diferentes tipos de muestras y diferentes centros de pruebas.
+ HSV1:
Se demostrd el rendimiento clinico de HSV18&2 VZV R-GENE® (ref. 69-014B) para la deteccion cualitativa de HSV1
en 654 muestras prospectivas y retrospectivas en comparacion con el kit HSV1 HSV2 VZV R-GENE® (ref. 63-004B)
de la forma siguiente:
« 396 muestras positivas para HSV1 con el kit HSV1 HSV?2 VZV R-GENE® (ref. 63-004B)
= 31 Sangre total
= 48 Plasma sanguineo
= 92 Lavado de liquido broncoalveolar (LBA)
« 87 Frotis mucocutaneos
= 27 Exudados laringeos
= 86 Frotis anogenital
= 25 Liguido cefalorraquideo (LCR)
» 258 muestras negativas para HSV1 con el kit HSV1 HSV2 VZV R-GENE® (ref. 59-004B)
= 17 Sangre total
= 79 Plasma sanguineo
6 Lavado de liquido broncozalveolar (LBA)
= 50 Frotis mucocutaneos
« 9 Exudados laringeos
= 76 Frotis anogenital
= 21 Liquido cefalorraquideo (LCR)

L]

HSV1 HSV2 VZV
R-GENE®
(ref. 69-004B) Total
+ e
HSV182 VZV R-GENE® | + 383 5b 388
(I"ef, 69-01 48} - 132 253 266
Total 396 258 654

Esta comparacion de resultados cualitativos condujo a los grados de concordancia siguientes:
Concordancia porcentual positiva: 96,7 % [94,5; 98,2] %

Concordancia porcentual negativa: 98,1 % [95,5; 99,4] %

Concordancia porcentual general: 97,2 % [95,7; 98,4] %
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De 654 muestras analizadas, 18(*) fueron discrepantes. Todas las muestras discrepantes se consideraron no
criticas porgue corresponden a muestras positivas débiles para HSV1, por debajo del LoD segin el método con el
que se encontro un resultado positivo, y con un CT entre 37 y 43 ciclos

< HSV2:
Se demostro el rendimiento clinico de HSV1&2 VZV R-GENE® (ref. 69-014B) para la deteccion cualitativa de HSV?2
en 781 muestras prospectivas y retrospectivas en comparacion con el kit HSV1 HSV2 VZV R-GENE® (ref. 69-004B)
de la forma siguiente:

° 229 muestras positivas para HSV2 con el kit HSV1 HSV2 VZV R-GENE® (ref. 69-004B)
= 14 Sangre total
= 25 Plasma sanguineo
= 21 Lavado de liquido broncoalveolar (LBA)
= 54 Frotis mucocutaneos
= 26 Exudados laringeos
= 78 Frotis anogenital
= 11 Liquido cefalorraquideo (LCR)
» 562 muestras negativas para HSV2 con el kit HSV1 HSV2 VZV R-GENE® (ref. 69-004B)
= 71 Sangre total
= 124 Plasma sanguineo
= 103 Lavado de liguido broncoalveolar (LBA)
» 101 Frotis mucocutéaneos
» 47 Exudados laringeos
= 81 Frotis anogenital
= 35 Liguido cefalorraguideo (LCR)

HSV1 HSV2 VzV
R-GENE®
(ref. 69-004B) Total
+ 5
HSV1&2 VZV R-GENE® + 227 31b 258
Total 229 562 791

Esta comparaci6n de resultados cualitativos condujo a los grados de concordancia siguientes:
Concordancia porcentual positiva: 99,1 % [96,9; 99,9] %

Concordancia porcentual negativa: 94,5 % [92,3; 96,1] %

Concordancia porcentual general: 95,8 % [94,2; 97,1] %

De 791 muestras analizadas, 33(3*?) fueron discrepantes, entre ellas:

+ 20 muestras discrepantes se consideraron no criticas porque corresponden a muestras con positividad débil
para HSV2, por debajo del limite de deteccion (LoD) seglin el método con el que se encontré un resultado
positivo, y con un CT entre 35 y 40 ciclos.

+ 13 eran positivas segln el método con el que se encontré un resultado positivo, con una carga viral por encima
del LoD del kit correspondiente y con un CT entre 31 y 38 ciclos La secuenciacién del genoma de HSV2
confirmo la infeccion por HSV2 en todas estas muestras.

« VZV:
Se demostré el rendimiento clinico de HSV1&2 VZV R-GENE® (ref. 69-014B) para la deteccion cualitativa de VZV
en 361 muestras prospectivas y retrospectivas en comparacion con el kit HSV1 HSV2 VZV R-GENE® (ref. 69-004B)
de la forma siguiente:

> 181 muestras positivas para VZV con el kit HSV1 HSV2 VZV R-GENE® (ref. 69-C04B)
= 21 Sangre total

= 31 Plasma sanguineo

= 98 Frotis mucocutaneos i /]
» 31 Liquido cefalorraquideo (LCR) /"/" ;"'
° 180 muestras negativas para VZV con el kit HSV1 HSV2 VZV R-GENE® (ref. 69-004B) /f /

= 30 Sangre total
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= 63 Plasma sanguineo
= 40 Frotis mucocutaneos
= 47 Liguido cefalorraquideo (LCR)

HSV1 HSV2 VZV
R-GENE®
(ref. 63-004B) Total
+ 5
HSV1&2 VZV R-GENE® | + 177 1b 178
(rei 69"0143} = 42 179 183
Total 181 180 361

Esta comparacion de resultados cualitativos condujo a los grados de concordancia siguientes:
Concordancia porcentual positiva: 97,8 % [94,4; 99,4] %

Concordancia porcentual negativa: 99,4 % [96,9; 100,0] %

Concordancia porcentual general: 98,6 % [96,8; 99,5] %

De 361 muestras analizadas, 5(*9) fueron discrepantes. Todas las muestras discrepantes se consideraron no
criticas porque corresponden a muestras positivas débiles para VZV, por debajo del LoD segtin el método con el
que se encontro un resultado positivo, y con un CT entre 38 y 40 ciclos.

Analisis cuantitativo:

El analisis cuantitativo se realizo de forma independiente para cada virus (HSV1, HSV2 o VZV) y se agruparon los
resultados de diferentes centros de pruebas. En algunos casos, se agruparon tipos de muestras (rango de medicion
comlin, diferencia promedio comparable entre los 2 kits).

« HSV1:
El anélisis cuantitativo se llevé a cabo con 183 muestras prospectivas y retrospectivas positivas para HSV1 segun
ambos kits, HSV1 HSV2 VZV R-GENE® (ref, 69-004B) y HSV1&2 VZV R-GENE® (rsf. 69-014B), dentro del rango de
medicion. Entre ellas habia 21 de sangre total, 58 muestras de plasma sanguineo, 58 de lavado broncoalveolar
(LBA) y 36 de liquido cefalorraquideo (LCR). El rango de medicion indicado para el kit HSV18&2 VZV R-GENE®
(ref. 89-014B) es de 250 a 1,0E+08 cp/mL en muestras de LCR y entre 500 y 1,0E+08 cp/mL en muestras de
sangre total, plasma sanguineo y LBA.

° HSV1 en sangre total y plasma sanguineo

Ecuacion de regresién lineal de Deming:
Y =0,9670X + 0,7507
Coeficiente de correlacion: r = 0,9618

La media de las diferencias entre ambos kits en
valor absoluto es de 0,62 log4g cp/mL, dentro del
rango de medida indicado.

HSV1&2 VZV R-GENE® HSV1 Load (Log({cp/ml))

2 3 4., 5 6 7 8
HSEV1 HEV2 VEV R-GENE® H5V1 Load (Log(ep/ul))
- Identity Unweighted Deming fit
------- Lower 95% CI for DM _ - ------ Upper 95% CI for DM
HEV1
/A
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¢ HSV1 en lavado broncoalveolar

HSV182 VZV R-GENE® HSV1 Load { Log(ep/ml))

T T
3 4

2

T T T

5] £

HEVI HSV2 VEV R-GENE® H5V1 Load {Log{cp/ml))

- ldentity

Lower 95% CI for DM

Unweighted Deming fit

---- Upper 95% C1 for DM

° HSV1 en liquido cefalorraquideo

HSVI

HEV1&2 VEV R-GENE® HSV1 Load (Logicp/ml))

3 4

T
5

T T
6 7

HSVI HSV2 VEV R-GENE#® H5V1 Load (Log{cp/ml))

------ Lower 95% CI for DM

Identity

Unweighted Deming fit

-~~~ Upper 95% CI for DM

H5VI

Ecuacion de regresion lineal de Deming:
Y =1,0368X + 0,6043
Coeficiente de correlacion: r = 0,9904

La media de las diferencias entre ambos kits en
valor absoluto es de 0,78 logqg cp/mL, dentro del
rango de medida indicado.

Ecuacion de regresion lineal de Deming:
Y =0,9639X + 0,7860
Coeficiente de correlacion: r = 0,9748

La media de las diferencias entre ambos kits en
valor absoluto es de 0,64 log4g cp/mL, dentro del
rango de medida indicado.

La dispersion de los valores, las ecuaciones de regresién lineal de Deming y los coeficientes de correlacion
muestran una buena correlacion entre los kits HSV1&2 VZV R-GENE® (ref. 69-014B) y HSV1 HSV2 VZV R-GENE®
(ref. 69-004B) para distintos tipos de muestras. Para cada tipo de muestra (o grupo de tipos de muestra), la
diferencia entre ambos kits es constante dentro de todos los rangos de medicién indicados.

+ HSV2:

El analisis cuantitativo se llevo a cabo con 68 muestras prospectivas y retrospectivas positivas para HSV2 segtin

ambos kits, HSV1 HSV2 VZV R-GENE® (ref. 69-004B) y HSV1&2 VZV R-GENE® (ref. 69-014B), dentro del rango de

medicion. Entre ellas, habia 13 muestras de sangre total, 15 de plasma sanguineo, 17 de lavado broncoalveolar

(LBA) y 23 de liquido cefalorraquideo (LCR). El rango de medicion indicado para el kit HSV1&2 VZV R-GENE®
(ref. 69-014B) es de 100 a 1,0E+08 cp/mL en muestras de LCR y entre 500 y 1,0E+08 cp/mL en muestras de

sangre total, plasma sanguineo y LBA.
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° HSV2 en sangre total y plasma sanguineo y LBA

z

o

¥

1

£

E Ecuacién de regresidn lineal de Passing-Bablok:

G Y =0,9453X + 0,1611

[-4

B Coeficiente de correlacion: r = 0,9749

§ La media de las diferencias entre ambos kits en

= valor absoluto es de 0,10 logyg cp/mL, dentro del
rango de medida indicado.

T T T 1 T T T

2 3 4 5 6 7 B8
HSV1 HSV2 VZV R-GENE® HSV2 Load {Log(spil))

- Identity Passing-Bablok fit
®  Not statistical outlier ®  Statistical outlier
------- Lower 95% CI for PB_------- Upper 95% Cl for PB

H5V2
95% Cl calculation Method - Percentile

® HSV2 en liquido cefalorraquideo

B

Ecuacitn de regresion lineal de Passing-Bablok:
Y =1,0057X - 0,2140
Coeficiente de correlacion: r = 0,951

HEVI&2 VZV R-GENE® HSV2 Load (Log({ep/ml))
w
1

La media de las diferencias entre ambos kits en
valor absoluto es de 0,01 logyg cp/mL, dentro del
rango de medida indicado.

— T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8

HEV1 HSV2 VIV R-GENE® HSV2 Load (Log{ep/ml))

------ Identity Passing-Bablok fit
® Mot statistical outlier L] Statistical outlier
------- Lower 95% Cl for PB ------- Upper 95% CI for PB

HsV2
95% CI calenlation Method : Percentile

La dispersion de los valores, las ecuaciones de regresion lineal de Passing-Bablok y los coeficientes de correlacion
muestran una buena correlacién entre los kits HSV182 VZV R-GENE® (ref. 69-0148) y HSV1 HSV2 VZV R-GENE”
(ref. 69-004B) para distintos tipos de muestras. Para cada tipo de muestra (o grupc de tipos de muestra), la
diferencia entre ambos kits es constante dentro de todos los rangos de medicion indicados. Se observaron
tres valores estadisticamente atipicos con una cuantificacion mayoer con el kit HSV1&2 VZV R-GENE® (ref. 69-014B)
que se pudieron explicar por la mejora de la deteccion y cuantificacion de algunas cepas de HSV2 con el nuevo kit
HSV1&2 VZV R-GENE® (ref. 69-014B).

« VZV.
El analisis cuantitativo se realizd con 114 muestras positivas prospectivas y retrospectivas (dentro del rango de
medicion), incluidas 32 muestras de sangre total, 42 muestras de plasma sanguineo y 40 muestras de liquido_
cefalorraguideo (LCR). El rango de medicion indicado para el kit HSV18&2 VZV R-GENE® (ref. 69-014B) es d&'500 a
1,0E+08 cp/mL en muestras de sangre total, plasma sanguineo y liquido cefalorraquideo. 7
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® VZV en sangre total, plasma sanguineo y liquido cefalorraquideo

a8

Ecuacion de regresion lineal de Deming:
Y =1,0097X - 0,0530
Coeficiente de correlacion: r = 0,9956

La media de las diferencias entre ambos kits en
valor absoluto es de 0,01 logyq cp/mL, dentro del
rango de medida indicado.

HSV1&2 VZV R-GENE® VEV Load (Log(ep/ml))

5 4 5. ] 7 8
HSV1 H5V2 VZV R-GENE® VZV Load (Log(ep/ml))
...... Identity Unweighted Deming fit
------ Lower 95% CI for DM ------- Upper 85% CI for DM
VIV

La dispersion de los valores, la ecuacion de regresion lineal de Deming vy el coeficiente de correlacidn muestran
una buena correlacién entre los kits HSV1&2 VZV R-GENE® (ref. 69-014B) y HSV1 HSV2 VZV R-GENE®

(ref. 69-004B) para distintos tipos de muestras. Sea cual sea el tipo de muestra, la diferencia entre ambos kits
es constante dentro del rango de medicion indicado.

13. SOLUCION DE PROBLEMAS
13.1. Patégeno no detectado o cuantificacién infravalorada en muestras positivas

Causas posibles Soluciones

« Siga las instrucciones del apartado CONTENIDO DEL
KIT Y CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO. Las
premezclas no deben descongelarse mas del nlimero
de veces indicado en esta seccion.

= Compruebe gue las premezclas de amplificacion, los
estandares de cuantificacion y el control de
sensibilidad se han vuelto a poner a una temperatura
de -15 °C/-31 °C inmediatamente después de cada
uso.

» Compruebe que las premezclas de amplificacion, los

estandares de cuantificacién y el control de

sensibilidad hayan sido descongelados a +18 °C/
+25 °C.

Utilice un blogue frio (+2 °C/+8 °C) a la hora de

preparar y dispensar las premezclas.

Alteracion de la premezcla de la amplificacion.
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Causas posibles

Soluciones

Problema con las condiciones de recogida, transporte y
almacenamiento de muestras en el laboratorio.

+ Siga las instrucciones de la seccion PREPARACION Y
TRANSPORTE DE MUESTRAS, donde se definen las
condiciones optimas (temperatura, tiempo) del
transporte y el almacenamiento.

= Est4 prohibido utilizar tubos con heparina para el
analisis de muestras de sangre con kits ARGENE®.
Utilizar solamente tubos con EDTA.

« Los resultados de los tubos de recogida de sangre
pueden variar de un fabricante a otro en funcion de
los aditivos y materiales empleados.

« Compruebe el periodo transcurrido entre la recogida
de la muestra y su andlisis.

Problema con las condiciones de almacenamiento y la
fecha de caducidad de los kits ARGENE®.

- Siga las instrucciones del apartado CONTENIDO DEL
KIT Y CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO. Es
necesario almacenar los kits ARGENE® a una
temperatura entre -15°C y -31 °C y protegidos de la
luz.

Problema de extraccion.

+ Comprobar que las muestras hayan sido
correctamente homogeneizadas antes de proceder
con la extraccion.

« Comprobar el material y los protocolos utilizados para
la extraccion de las muestras.

El rendimiento del kit solo esta validado para las
extracciones que se describen en la seccion
PROTOCOLO DE EXTRACCION DE MUESTRAS.

« Efectle siempre las tareas de mantenimiento
preventivo de los dispositivos para extraccion
automatizada conforme a las recomendaciones del
fabricante.

« EllC2 utilizado con WO y la muestra deben proceder
del mismo lote.

Calidad de muestra inadecuada.

« Para muestras respiratorias, se recomienda el uso del
control celular para aportar una indicacién del
recuento celular en la muestra.

+ CELL control R-GENE® (ref.: 71-108) permite la
validacién de la calidad de la muestra. Consulte las
indicaciones contenidas en las instrucciones de uso
correspondientes, que pueden descargarse en
www.biomerieux.com/techlib.

Error en la distribucion de reactivos y muestras.

= Comprobar el calibrado de las pipetas.

» Comprobar que los volimenes de los reactivos y de
las muestras sean los correctos.

« Compruebe que los reactivos y las muestras esten
totalmente homogeneizados antes de dispensarlos en
tubos.

/
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Causas posibles Soluciones

+ Compruebe todos los parametros de programacion
introducidos (canal de deteccion, modo, nimero de
ciclos, temperatura, tiempos, volumen de reaccién).
Hay hojas de programacién disponibles bajo peticién.
Péngase en contacto con el representante local de
BIOMERIEUX.

* Revisar todos los pasos relativos a la introduccion de

las muestras.

Para las detecciones cuantitativas, compruebe las

concentraciones registradas para los estandares de

Error de programacion. cuantificacion.

* En Rotor-Gene Q, para permitir una lectura correcta
del colorante Cyanine 5 en el canal rojo, cuando se
praocesan varios parametros juntos en el mismo rotor
de PCR:

= un QS debe colocarse en la posicién 1.

= O, en la pestafia Auto-Gain Optimisation
Channel Settings, para los tres canales (Red,
Yellow y Green), seleccione la Tube Position de
un QS.

» Comprobar la eficiencia térmica del instrumento de
PCR segln el procedimiento recomendado por el
fabricante.

* Realice siempre un mantenimiento preventivo del

aparato de PCR en tiempo real respetando las

recomendaciones del fabricante.

Compruebe que los tubos estén cerrados y el anillo de

Problema de amplificacion. fijacion del carrusel Rotor-Gene Q esté correctamente

blogueado.

Si utiliza placas, compruebe la colocacién y la

adherencia de la cinta dz sellado.

= Compruebe que los desachables utilizados sean los
recomendados en la seccion PROTOCOLO DE
DETECCION Y DE CUANTIFICACION EN TIEMPO
REAL.

+ Compruebe el ajuste de la linea de umbral.

+ Siva a utilizar Rotor-Gene Q para la amplificacion, en
caso de duda, utilice datos en bruto (curvas "de
barrido"). Hay hojas de programacién disponibles bajo
peticién. Péngase en contacto con el representante
local de BIOMERIEUX.

+ Si el analisis se basa en la importacion de un
intervalo, compruebe que el intervalo importado sea
valido:

= Al crear la curva patrén, compruebe que se

Error en el analisis de los datos. cumplan todos los criterios necesarios para la
importacién posterior de la curva (consulte la
seccion VALIDACION E INTERPRETACION DE
RESULTADQOS).

= Solo es posible importar la curva patrén mediante
QS3 si se cumplen dos condiciones:

» Si los kits ARGENE® tienen el mismo ntimera
de lote.

= Si la curva patrén tiene menos de tres meses
de antigliedad.
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Causas posibles

Soluciones

Error en la interpretacion de los resultados.

= Compruebe gue se hayan cumplido TODOS los
criterios de validacion (consulte la seccion
VALIDACION E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS).

« Con ABI:

o Compruebe gue se haya tenido en cuenta la
ausencia de fluorocromos de referencia (se debe
haber seleccionado NONE en el campo
PASSIVE REFERENCE).

« Compruebe que los resultados obtenidos se hayan
corregido mediante un archivo de compensacion de
color presente en el instrumento LightCycler 480.

= Compare el resultado del control de extraccion
+ inhibicion (ICsample) para la muestra considerada
sospechosa con el resultado del control de extraccion
+ inhibicién de referencia (ICWO) (consulte la seccion
VALIDACION E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOQOS). Si es necesario, diluya la muestra.

13.2. Patogeno detectado o cuantificacion sobrevalorada en muestras caracterizadas como negativas

Causas posibles

Soluciones

Contaminacion durante el experimento.

+ Siga todas las recomendaciones del apartado
PRECAUCIONES DE UTILIZACION.

« Descontamine los bloques frios con, por ejemplo, luz
UVv.

+ Respete todas las recomendaciones del fabricante
para el mantenimiento de los instrumentos de
extraccion y amplificacion.

- Solo el personal cualificado debe manejar los kits
ARGENEP® y el material desechable.

Error en la distribucion de reactivos y muestras.

= Comprobar el calibrado de las pipetas.

- Compruebe gue se distribuyan los volumenes
correctos.

« Compruebe que los reactivos y las muestras estén

totalmente homogene zados antes de dispensarios en
tubos.

Error de programacion.

« Compruebe todos los parametros de programacion

introducidos (canal de deteccién, modo, niumero de

ciclos, temperatura, tiempos, volumen de reaccion).

Hay hojas de programacion disponibles bajo peticion.

Poéngase en contacto con el representante local de

BIOMERIEUX.

Revisar todos los pasos relativos a la introduccion de

las muestras.

- Para las detecciones cuantitativas, compruebe las
concentraciones registradas para los estandares de
cuantificacion.
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Causas posibles

Soluciones

Error en el analisis de los datos.

= Compruebe el ajuste de la linea de umbral.

+ Siva a utilizar Rotor-Gene Q para la amplificacion, en
caso de duda, utilice datos en bruto (curvas "de
barrido"). Hay hojas de programacion disponibles bajo
peticion. Péngase en contacto con el representante
local de BIOMERIEUX.

+ Si el andlisis se basa en la importacién de un
intervalo, compruebe que el intervalo importado sea
valido:

= Al crear la curva patron, compruebe que se
cumplan todos los criterios necesarios para la
importacion posterior de la curva (consulte la
seccién VALIDACION E INTERPRETACION DE
RESULTADOS).
= Solo es posible importar la curva patrén mediante
QS3 si se cumplen dos condiciones:
» Silos kits ARGENE® tienen el mismo nimero
de lote.
= Sila curva patron tiene menos de tres meses
de antigliedad.

Error en la interpretacion de los resultados.

Compruebe que se hayan cumplido TODOS los

criterios de validacion (consulte la seccion

VALIDACION E INTERPRETACION DE LOS

RESULTADOS).

« Con ABI:

= Compruebe que se haya tenido en cuenta la
ausencia de fluorocromos de referencia (se debe
haber seleccionado NONE en el campo
PASSIVE REFERENCE).

Nota: Si utiliza simultaneamente kits que contengan y
no contengan ROX, realice los dos tipos de analisis
(con y sin referencia pasiva) que sean adecuados
para cada situacion/kit.

= Compruebe que los resultados obtenidos se hayan
corregido mediante un archivo de compensacion de
color (FAM y HEX) presente en el instrumento
LightCycler 480.

= Compare el resultado del control de extraccion
+ inhibicién (ICsample) para la muestra considerada
sospechosa con el resultado del control de extraccion
+ inhibicion de referencia (ICW0) (consulte la seccion
VALIDACION E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADQS). Si es recesario, diluya la muestra.

« Sila cuantificacion esta por encima del limite superior,

diluya la muestra para obtener un resultado dentro del
intervalo de cuantificacion,

13.3. Todas las muestras estan inhibidas
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Causas posibles Soluciones

» Comprobar que las muestras hayan sido
correctamente homogeneizadas antes de proceder
con la extraccion.

- Comprobar el material y los protocolos utilizados para
la extraccion de las muestras.

- El rendimiento del kit solo esta validado para las
extracciones que se describen en la seccion
PROTOCOLO DE EXTRACCION DE MUESTRAS.

- Efectle siempre las tareas de mantenimiento
preventivo de los dispositivos para extraccion
automatizada conforme a las recomendaciones del
fabricante.

Problema de extraccion.

Compruebe que el IC extraido con ICWO sea del
mismo lote que el IC extraido con |la muestra

EI ICWO no procede de la misma serie de extraccion. analizada. ‘ o - _
» Cada serie de extraccion debera incluir su propio
ICWO.

13.4. Interpretacién de los estandares de cuantificacion

Causas posibles Soluciones

« Puede observarse una interferencia de 530 nm en

560 nm que da lugar a curvas de fluorescencia en
Lectura de canales. 560 nm. QS de HSV182 VZV R-GENE® solo debe
leerse en 530 nm y en 670 nm.
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R-GENE® kit and a real-time PCR laboratory-developed test for the detection and quantification of varicella-zoster
virus (VZV) genome in clinical samples. ESCV, 2019
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Consulte las instrucciones de uso
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16. GARANTIA LIMITADA

bioMérieux garantiza el rendimiento del producto para el uso previsto declarado siempre que todos los procedimientos

para el uso, el almacenamiento y la manipulacién, la vida Gtil (en su caso) y las precauciones se sigan estrictamente
como se detalla en las instrucciones de uso.

A excepcion de lo expresamente establecido anteriormente, bioMérieux por la presente renuncia a todas las garantias,
incluyendo cualquier garantia implicita de comerciabilidad y adecuacion para un propdsito o uso particular, y se exime
de toda responsabilidad, ya sea directa, indirecta o consecuente, de cualquier uso del reactivo, software, instrumento y
desechables (el “Sistema”) distinto a lo que se indica en las instrucciones de uso.

17. HISTORICO DE REVISIONES
Categoria de tipo de cambio

N/A No aplica (primera modificacién)

Correccion Correccion de anomalias en la documentacion

Cambio técnico Adicion, revisién y/o eliminacion de informacién relativa al producto
Administrativo Implementacion de cambios no técnicos notables para el usuario

Nota: Los cambios menores de errores tipogréficos, gramaticales y de formato no aparecen
incluidos en el historial de revisiones.

Fecha de Versién Tipo de cambio Resumen de cambios
publicacién
2019-01 049514-01 N/A No aplica (primera modificacién)
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Fecha de Version Tipo de cambio Resumen de cambios
publicacion
2019-1 049514-02 Cambio tecnico Principio de la prueba / Control de sensibilidad (SC) /

Trazabilidad metrologica / Protocolo de extraccion de
muestras / Lavado de liquido broncoalveolar (LBA) /
Protocolos de extraccion validados con el kit /
Programacion de termocicladores / Preparacion de la
amplificacién / Interpretacion de los resultados /
Sustancias interferentes / Patégeno no detectado o
cuantificacion infravalorada en muestras positivas /
Patdgeno detectado o cuantificacion sobrevalorada en
muestras caracterizadas como negativas /
Interpretacion de los estandares de cuantificacion

Administrativo Reactivos y material necesarios pero no
suministrados / Bibliografia
Se han actualizado las menciones a Cyanine 5 a lo
largo del documento.

2021-05 049514-02a Caorreccién Protocolo de deteccién/cuantificacion en tiempo real

BIOMERIEUX, el logotipo de BIOMERIEUX, ARGENE, easyMAG, EMAG, NUCLISENS y R-GENE son marcas
utilizadas, depositadas y/o registradas pertenecientes a BIOMERIEUX o a cada una de sus filiales, o a cada una de sus
sociedades.

Los demas nombres o marcas comerciales pertenecen a sus respectivos propietarios.

La compra de este producto otorga los derechos del comprador contemplados en determinadas patentes de Roche para
utilizar el producto exclusivamente con el objetivo de prestar servicios de diagnéstico in vitro humano.

Por la presente, BIOMERIEUX no otorga ninguna patente general u otra licencia de ningun tipo, aparte de este derecho
especifico de uso.

HotStarTaq es una marca registrada propiedad de QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania, y licenciada a BIOMERIEUX. Los
componentes QIAGEN contenidos en este producto han sido desarrollados y fabricados por QIAGEN GmbH, Hilden,
Alemania.

La marca ATCC, la denominacién ATCC y todas las referencias de catdlogo ATCC son marcas de American Type
Culture Collection.
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