*2015 - Afio del Bicentenario del Congreso de los Pueblos Libres™

Ministerio de Salud D,SPOSICION e 9
Secretaria de Politicas, Regulacion 4 2 9
e [nstitutos
ANM AT

suenos ares, 1 1 NOV 2015

VISTO el expediente NO© 1-47-3110-421/15-5 del Registro de la

Administracién Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnologia Medica Y,

CONSIDERANDO:
Que por los presentes actuados la firma BIOSYSTEMS S.A. {solicita

autorizacion para la venta a laboratorios de analisis clinicos del Producto para

diagnéstico de uso “in vitro” denominado 1) Legionella pn Q- PCR Alert Kit /
prueba cualtiativa de amplificacién de acidos nucleicos para la busqueda del ADN
de Legionella pneumophila (L. pneumophila) en muestras de ADN extraido de
esputo, lavados bronqueoalveolares y aspirados traqueales; y 2) Legione!lla pn.
Positive Control/ control positive de las pruebas cualitativas de amplificacion de
los acidos nucleicos para la bisqueda del ADN de Legionelia pneumophila.

Que a fojas 132 consta el informe técnico producido por el Servicio de
Productos para Diagnédstico que establece que los productos reunen las
condiciones de aptitud requeridas para su autorizacion, &

Que la Direccién Nacional de Productos Médicos ha tomado la interwj_encic'm
de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la L'eq:y NO
16.463, Resolucién Ministerial N°© 145/98 y Disposicién ANMAT N© 2674/99,

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los

Decretos N© 1490/92, 1886/14 y 1368/15.
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Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la venta a laboratorios de analisis clinicos del producto
de diagnostico para uso in Vitro denominado 1) Legionella pn Q- PCR Alert't Kit /
prueba cualtiativa de amplificacion de acidos nucleicos para la blsqueda dt%:l ADN
de Legionella pneumophila (L. pneumophila) en muestras de ADN extraildo de
esputo, lavados bronqueoalveolares y aspirados traqueales; y 2) Legionella pn.
Positive Control/ control positivo de las pruebas cualitativas de amplificacion de
los acidos nucleicos para la busqueda del ADN de Legionella pneumophila , él que
sera elaborado por ELITechGroup S.p.A. Corso Svizzera 183, Torino 1*0149
(ITALIA) e importado terminado por la firma BIOSYSTEMS S.A. en envéses
conteniendo: 1) Legioﬁella pn. Q- PCR Alert AmpliMIX: mezcla de
oligonucleétidos primers (LEGIO. pn. AmpliMIX: 4 x 110ul), Legionella pn. Q- PCR
Alert AmpliPROBE: mezcla de sondas fluorescentes marcadas (LEGIO. pn.
AmpliPROBE: 4 x 110ul), Q@ - PCR Alert AmpliMASTER: mezcla de reactivos
optimizados (Q-AmpliMASTER: 4 x 340pl), Microplaca de amplificacion
(Amplification Sealing Sheet: 3) 'y lamina adhesiva para amplificacion
(Amplification microplate: 3), para 96 determinaciones; y 2) solucidn conltrol
(LEGIO. pn. Positive Control: 2 x 65ul), para 25 determinaciones, cﬁn una \Irida

d{/ util de 1) Legionella pn. Q- PCR Alert AmpliMIX y Legionella pn. Q- PCR A!ert

!
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AmpliPROBE: DIECIOCHO (18) MESES desde la fecha de elaboracién, conservado
a -20°C; y Q- PCR Alert AmpliIMASTER: DIECIOC‘HO (18) MESES desde la fecha
de elaboracién, conservado entre 2 y 8°C; 2) DIECIOCHO (18) MESES desde la
fecha de elaboracién, conservado a -200C y que la composicion se detalla a fojas
84 y 85.

ARTICULO 20.- Acéptense los proyectos de rétulos y Manual de Instrucciones a
fojas 19 a 83 (desglosandose fjs. 19 a 24 y 37 a 51) debiendo constar en los
mismos que la fecha de vencimiento es |a declarada por el elaborador impre!so en
los rétulos de cada partida.

ARTICULO 39°.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 4°.- [A ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS,
ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA se reserva el derecho de reexaminar los
métodos de control, estabilidad y elaboracién cuando las circunstancias asi lo
determinen.

ARTICULO 5°.- Registrese, girese a la Direccion de Gestién de Informacién
Técnica a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas notifiguese al
interesado y hagasele entrega de la copia autenticada de la presente Disposicion,

junto con la copia de los proyectos de rétulos, manual de instrucciones y el

certificado correspondiente. Cumplido, archivese.-

EXPEDIENTE N© 1-47-3110-421/15-5
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ELITechGroup S.p.A.

C.so0 Svizzera, 185

. 10149 Torino ITALY
Oficinas: Tal. +39-011 976 191 Fax +39-011 936 76 11
E. mail: emd.support@elitechgreup.com

sitio WER: www.elltechgroup.com

LEGIONELLA pn.
Q - PCR Alert AmpliPROBE

" busqueda del ADN de Legionella preumophila

RTS096-P (€ _ * e

[ INDICE |

USCG PREVISTO pag. 1
PRESENTACION DEL PRODUCTO pag. 1
MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO pag. 2
MATERIAL REQUERIDO NG PROVISTO EN EL PRODUCTO pag. 2
OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS pag. 2
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIDNES pag. 2
PROCEDIMIENTO pag. 4
BIBLIOGRAFIA pig. 4
SIGNIFICADO DE LOS SIMBOLOS pag. 4
i LSO PREVISTO |

El producta «LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliPROBE» forma parle de una prueba
cualitativa de amplificacién de los acidos nucleicos para |a busqueda del ADN de Legionela preumophiia
(L. pneumophiiz) en muestras de ADN extraide de esputo, lavados broneoalveglares (BAL), aspirados
traquecbrongquiales (BA).

El praducto se utliza, junto con datos clinicos y otros exdmenes de laboratorio, para al diagnéstice y
monitoreo de la infeccion per L. preumophifa,

{ PRESENTACION DEL PRODUCTO ]

El producto proves ta mezcla de sondas flucrescentes AmpliPROBE para la amplificacitn real time
en una solucién de estabilizadora, previaments dosificada en cuatro probatas desechables. Cada
probeta contiene 110 pL de sclucion, suficientes para 24 reacciones.

La sonda marcada con el fluoréfare FAM y blogueada por el grupn MGB-NFQ es especifica para
una regidn del gen mip de L. preumophifa.

La =onda para el control intemo de idoneidad de la muestra, marcada con el flusréforo VIC ¥
bloqueada por el grups MGE-NFQ, es especifica para la region promotora y 5 UTR del gen humanc de la
beta globina.

El pracedimeento prevé la realizacion de una reaccién de amplficacion real time en microplaca ¢on
unh termostato programable con sistema 6plico de deteccion de la fluarescencia {thermal cycler para real

. time},

La estandarizacién del sistema ha sido realizada en equipos Applied Biosystems ABI PRISM de la
sere 7000,

El producto permite efectuar 96 determinaciones, esténdar y contrales incluidos.

SCH mRTS096P_es 28/05(13 Ravision 03 Pag. 114

. LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliPROBE
biisqueda del ADN de Legionelia pneumophila

RTS096-P

[ MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO ~ |

Components Dascripeidn Cantidad Composicién

= -
[=

g

mezela de sonday uarescantas
LEGKD. pn. AmpliFROBE | marcadas con FAM { MGB-NFQ | 4x 110 pL

Ohgonuciettidos Muarascanias,
TRIS basa, TRIS clorhidrato, -

¥ £on VIC f MGB-NFQ. Gliceral, Triton X-100

[ MATERIAL REQUERIDO NO FROVISTO EN EL PRODUCTO ]

- Campana de flujo laminar

- Guantes sin polve descartables de latex o similares.

- Mazclador vortex.

- Microcentrifuga da mesa (12.000 - 14,000 RPM).

- Micropipatas y tips estérlles con fitro para aerosol o de dispensacion positiva {0,5-10 pL, 2-20 pL, 5-50 L,
50-200 pl, 200-1000 yL).

- Agua bidestilada estéril.

- Termaostato programable con sistema 6ptico de doleccién de la flusrescancia.

: i OTROS PRODUCTOS REGUERIDOS |

Los reactivos para la extraccion del ADN de las muestras a analizar, ¢! control positivo de
exiraccién, los reactivos optimizados para la amplificacion, los reaclivos primers (oligonucledtidos) y el
control positivo de ampiificacion no estan incluides en este producto. Para realizar estas fases analiticas se
aconseja la utilizacién de los siguientes productos accesorios producidos por ELITechGroup S.p.A

«EXTRAcell» {chdigo EXTDO2), kit de extraccién del ADN de muestras celulares; el kit permite
efectuar 50 extracciohes,

«CPE-DNA - Intarnal Controts {codigo CTREXTG) o «GPE - Internal Gontrols (ctdigo CTRCPE}
control positive de extraccion de ADN plasmidice para exiraccienes del ADN de muestras ng
celulares.

«Q - PGR Alert AmpliIMASTER» {codige RTS000), mezela de reactivos optimizados, microplacas y
larinas adhesivas para la amplificacian raal time, el preducto permite efectuar 96 reacciones.
«LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliMI{» {codigo RTS096-M), sondas flucrescentes para la
amplificacion real time; el producto permite efectuar 96 reacciones.

«LEGIONELLA pn. - Positive Control» {c6digo CTR09E), control postivo de ADM plasmidico; el
producto permite efecluar para 16 sasiones.

[ ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES |

Este producto es para use exclusivo in vitrg,

Advertancias y precauclones generales

Manipular y eliminar todas las muestras biolégicas como si pudiesen transmitir agentes infecciosos.
Evitar el contacta directo con las muestras biolgicas. No producir salpicaduras ni aeroscl. El material que
esta en contacto con |as muestras biologicas debe ser tratado con hipoclorito de sadio al 3% paor al menos
30 minutos o bien tratado en autoclave a 1217 dura nte una hora antes de ser eliminado.

Manipular y eliminar todos los reactivos y todes los materiales utilizados para realizar la prusha
como si fuesen potencialmenie fecciosos. Evitar el contacto directo con les reactivos. No praducir
salpicaduras ni aerosol. Los residucs deben ser tratados y efiminados segin nomas de seguridad
adecuadas El material combustible monouso debe ser incinerado. Los residucs liquidos gue contieren
serdos o bases deben ser neutralizadas antes de la eliminacion.

SCH mRTS0MP _es 25053 Revision 03
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LEGIONELLA pn. Q - PCR Aier_“t_AmpliPROBE -

RTS096-P

busqueda del ADN de Legionefta pneumaphila

~ 7810 CIFUpISTY

9429

/

Usar indumeniaria de proteccién y guantes adecuados, protegerse los ojos / la cara.
Mo pipatear con la boca ninguna solucion.

No comer, beber, fumar o aplicarse cosmélicos en el drea de lrabajo.

Lavarse bien las manos despuds del manejo de muestras v reactivos.

Ellminar fos reactivos sobrantes y Ios residuos segin las normas vigentes.

Leer todas las instrucciones provistas en el kit antes de realizar a prueba.

Respetar las instrucciones provistas en el producto durante la ejecucion de la prueha.
Raspetar la fecha de cadutidad de! preducto.

Ufilizar sélo los reactives presentes en el producta ¥ los aconsejados por el fabricante,
No intercambiar reactivos que provengan de lotes diferentes.

No utifizar reactivos gue provengan de productos de otros fabticantes.

kinlaar

Advartenclas y pr as en los pr 1tos de b gia molacular

Los procedimientos de biolegia molecular, como la extraccién, la transcripcion inversa, la
amplificacién y l2 deteccion de &cidos nucleicos, requieren personal instruido para evitar el resgo de
resultados incorrectos, en parbicular a causa de |a degradacién de los dcides nucleicos de las muestras o de
1a contaminacion de |as mismag par parte de productos de amplificacion.

Es necesario disponer de 4reas separadas para la extraccion / preparacién de las reacciones de
amplificacion © para la amplificacion f deteccion de los productos de amplificacion. Nunca infroducir un
products de amplificacion en ¢ 4rea de extracclén f preparacién de las reacciones de amplificacion.

Es necesatio disponer de batas, guanies e instrumentos destinados para la exdraccion / preparacian
da las reacciones de amplificacién y para la amplificacisn / deteccion de preductos de amplificacion. Nunca
transfetir balas, guantes e instrumentos del area de amplificacién f deteccion da produclos de amplificacian
al rea de extraccién { preparacién de las reacciones de amplificacion.

Las muestras deben ser destinadas exclusivamente a este lipo de andlisis. Las muesiras deben sar
manipuladas bajo una campana de flujo laminar. Las probetas que comlengan muesiras diferentes nunca
deben set abiertas al mismo tiempo. Las pipetas utlzadas para manipular las muestres deben ser
destinadas sk a esle uso. Las pipetas deben ser del lipe de dispensacidn positiva o usar tips con filiro para
aerosal. Los tips utilizados deben ser estériles, sin la presencia de ADNasa y ARNasa, sin |a presencia de
ADN y ARN,

Los reactivas deben ser manipulados bajo campana de flujo laminar Los reactivos necesarios para
la amplificacion deben ser preparados de manera tal que sean utilizados en una sala sesion. Las pipetas
utilizadas para manipular los reactivos deben ser destinadas sélo a este uso. Las pipetas deben ser del tipo
de dispensacian positiva o usar lips con filtro para aerosoles. Los fips utiizados deben ser estérites, sin la
presencla de ADNasa y ARNasa, sin la presencia de ADN y ARN.

Los productos de amplificacién deben ser manipulados en modo de limitar al méximo su digpersion
en el ambiente para evitar contaminaciones. Las pipetas utfizadas para manipular los productos de
amplficacién deben ser destinadas sdlo a este uso.

Advertencias y precauclonas especificas para los reactivos

Las probelas que contienen et AmpliPROBE son desechables y por lo tanto deben utilizarse sélo
una vez en !a preparacion de la mezcla de reaccién,

Para AmpliPROBE se dabe tener en cusnta los siguientes congejos de prudencia (S}

5 23-25. No respirar o5 gaseshumos/vaporesiasroseles. Evitar el contacto con los ajos.

SCH mRTSO006P_as 2805013 Revisién 03 Phg. 314
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LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliPROBE
hisqueda del ADN de Legionella pneumophila

| PROGEDIMIENTO ]

El products «LEGIONELLA pn. @ - PCR Alert AmpliPROBE» debe utilizarse con los productos
«0Q - PCR Alart AmpliMASTER> y «LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliMIXs para abtener la mezcla
de reaccion.

E! AmpliPROBE esta listo para su uso, por lo tanto debe utilizarse agregandolo directamente a la
mezcla de reaccion.

El procedimients completo, gque prevé la preparacion y |a realizacion de una reacciin de
amplificacion real ime en microplaca con un termostato programable con sistema Gptice de deteccitn de |a
fluorescencia (thermal cycler para real time), se describe de manera detallada en el manual de instrucciones
para el uso que se adjunta al producto «LEGIONELLA pn, Q - PGR Alert AmpliMIX».

Las caraclerislicas de las prestaciones y los limiles del procedimiento de la prueba completa de
bosqueda v dosaje del ADN de L. preumaphifa se describen de manera detallada en el manual de
instnucciones para el uso gue se adjunta al producto «LEGIONELLA pn. @ - PCR Alert AmpliMiXs.

[ BIBLIOGRAFIA |

M. Koida et al. {1995) Clin inf Dis 21: 199 - 201

il SIGNIFICADO DE LOS SIMBOLOS |

Namere da catalego.

Limite superior de temperatura.

Caodigo de lote,

Utikzar antes de! dltimo dia del mes,

Dizpositive medico diagndstico in vitra,

Conforme a los requisitos de la Directiva Europea 98\79WCE cormspondiente a los
dispositivos médicas diagnésticos in vifro,

Contenido suficiente para "N” test.

Atencién, consultar 1as instrucciones de uso.

ED> <R BwE>~{

Fabricante.
La adquisiiin de esls productn permite & compradar su ultzacion para ka ampificaciin y deleccidn de secuahcias e Acidos
nutlaicos para proveer W de & h m vire, Este d ho es da sdla =l el producio proviste se uliza junto

con los productas con licencia "Posirre Control® y “Q - PCR Standard” de ELITechGroup S.p.A
Por radks de la adgnsickn no 5e alarga ningdn derecha genarat u olra licencia de tipo dfacente de este derech

ifico de usa

SCH mATS006P_ss 2800543 Revision 03 Phg, 44
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ELITechGroup S.p.A.
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E. mall: emd.suppert@elitechgroup.com

shtlc WEB: www.elitechgroup.com

Q - PCR Alert AmpliMASTER

reactivos optimizados para la amplificacion real time

c G +B°C
RTS5000/2 +2°C
[ INDICE . .. ' |
WSO PREVISTO pag. 1
DESCRIPCION DEL PRODUCTO phg. 1
MATERIAL PRCVISTO EN EL KIT pag. 2
MATERIAL REQUERIDQ NQ PROVISTO EN EL KIT pag. 2
OTROS PROOUCTOS REQUERIDOS pég. 2
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES pag. 3
PROCEDRIMIENTO . pag. 4
SIGNIFICADD DE LOS SIMBOLOS pag. 4

[ USO PREVISTO

El products «Q = PCR Alert AmpliMASTER> forma parte de prusbas cuantitativas de amplificacion
de los acidos nucleices para la blsqueda ¥ el dosaje de un ADN blanco con ¢l método de amplificacion
real time en muestras de ADN extraido o de ADNc obtenide de ARN extraide. El producto, es un accesorio
de los productos de la serie «Q - PCR Alert AmpliMIX», xQ - PCR Alert AmplIPROBE», «Q - PCR
Standard» y «Posltive Controly, de ELITechGroup S.p.A.

El producto se usa en la preparacidn de pruebas diagndsticas basadas en el método de
amplificacion real time.

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

El products en el formato completa (codigo RTS000) pravee la mezcla de reactivos optimizados
para 1a amplificacidn real tima AmpLMASTER, en una solucién estabilizadora dosificada en cuatro
probetas y lista para su uso, tras Microplacas para amplificacion de 96 pocillos y tres Laminas
adhesivas para amplificacidn.

El producio en el formato reducide (cadige RTS000/2) proves la mezcla de reactivos optimizados
para la amplificacién real time AmpliMASTER, en una solucidn estabilizadora dozlficada en dos probetas y
lista para $u uso, dos Microplacas para amplificacién de 96 pocillos y dos Laminas adhesivas para
amplificacién.

La mezcla de reactivas provee: el sistema tampdn, el cloruro de magnesic ¥ los nucledtidos
trifosfatos, el Auordforo de referencia pasivo ROX para la normalizacién de la fluorescencla, la enzima
Uracil-M-glucosidasa (UNG} para la inactivacidn de las contaminaciones por productos de amplificacidn y la
enzima Taq ADN polimerasa de activacion térmica (hot Start). =

Nota: las Microplacas para amplificaclén na deben ser utilizadas con los equipes Applied Bicsyslems de
la serie 7000, gue tiehen mentade el blaque térmico "FAST".

SCH mRTSDA0_as 28105113 Roviskin 04 Pag. 174

G - PCR Alert AmpliIMASTER

E RTS000
reactivos optimizados para 1a amplificacién real time RTS000/2

El products en 8! formalo completo {cddigo RTS000} permite efectuar 86 determinaciones,
estandar y controles incluidos.

El preducte en el formato reducide {codign RTS00042) pennite efectuar 48 determinaciones,
eslandar y controles incluidos.

| MATERIAL PROVISTO EN EL KIT

Producte formato complato cédigo RTSG00

Comp ite Deseripcién Cantidad Composicitn .. | . Etiguetado .
TRIS basa, TRIS clorhidratn,
Glicerd), Cloruroe de magnesio,
Descximbonuclieclidas
AmplIMASTER mezela de mactivas opllmizades | 4 x S4b pL irfosfatos, ROX. Urack-N- -
glicosilasa, Tan ADN
polmerasa
Microplaca para rmicroptaca de 1 R
amplficaciin 96 pocillos de 0,2 mL "
Lémina adhesiva .
para ampfificackin Iamina adhesta selladora 3 - -
Products formate reducido cddlige RTS000/2
Componente DascHpeidén Cantidad Composicién . .| Etigustad

TRIS base, TRIS clorhidraio,
Glearal, Chorure de magnesio,
Descxitmbonualsdidos

AmplIMASTER mezcha de reacivos oplimizados | 2x 380 BL |y ptng ROX, Urscikh- -
glieasilasa, Tag ADM
polrerasa
Microplaca para migroplaca de 2 -
amplificaclan o pocilkes de 0,2 mL )
Limina adheslva Kmina adhasiva selladora 2 - -

para amplificacitn

[ MATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN EL KIT |

- Campana de flujo laminar.

- Guantes descartables de latex o similares.

- Mezcilador vorlex.

- Microcentrifuga de mesa {12.000 - 14.000 RPM).

- Microplpetas v tips estériles con filtro para sercsal o de desplazamienty positve (0.5-10 pL, 2-20 4L,
5-50 yL, 50-200 pL, 200-1000 pL).

- Sgua bidestilada estéril.

- Termostato programable con sistema oplico de deteccion de la fluorescencia (thermal cycler para r2al
time}.

T OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS i

Los reactvas primars {uligonucledtidos}, los raactvos de deteccidn (sondas luorescentes), las ADN
estandar de cantidad conocida y los coniroles heterocigotas de ADN plasmidico no estan incluides en este
kit. Para realizar estas fases analilicas se aconseja la ulilizacion de los siguientes kits de accesorios
producides por ELITechGroup S.p.A.

serie €Q - PCR Alert AmpliMIXa, oligonucleslidos primers para la amplificacién real time,

seri¢ «Q - PCR Alert AmpliPROBEx, sundas flucrescentes para la amplificacion real lime.

serio «@ - PCR Standards, ADN plasmidico de cantidad canocida para obtener {a curva estandar.

saria «Positive Contrale, control hetetocigola de ADN plasmidico.

SCH mRTS000_es 280512 Ravisdn 04 Pag. 214
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Q - PCR AlSrtAmplIMASTER 1~ - ‘RTSOOCI :
reactivos optimizados para la ampiificacion real time RTS000/2

[ ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES |
Este kit es para uso exclusivo In vifro.

Advertencias y precauciones gencrales

Maripular y eliminar todas las muestras biokigicas como si pudiesen transmitir agentes infecciogos.
Evitar el contacta directo can las muestras bioldgicas. No producir salpicaduras ni asrossl. El material que
esld en contacto con las muestras biolégicas debe ser tratado con hipoclerite de sedio al 3% por al menos
30 minutas © bien tratado en autoclave a 121C° durante una bora antes de ser eliminado,

Mamipular v eliminar todos los reactvos y todos los materiales utlizados para realizar la prueba
como si fuesen potencialmente infecciosos. Evitar el contacto directo con los reactivos. No producie
safpicaduras m aerosol. Les residugs deben ser iratados y eliminados segln normas de seguridad
adecuadas. E| material de uso dnico combustible debe ser nginerado. Los residuos liquides que contienen
acidos o bases deben ser neutralizadas antes de la eliminacion.

Usar indumentaria de prateccion y guantes adecuados, protegerse los ojos f la cara.

No pipetear con la boca ninguna solucion.

M comer, beber, fumar o aplicarse cosméticos en & rea de irabajo.

Lavarse bien las manos después del manejo de muestras y reactivos.

Eliminar los reactwvos sobrantes y los residuos segin [as normas vigentes.

Leer tadas las nstruccianas provistas en el kit antes de realizar la prueba,

Raspetar las instrucciones pravistas en el kit durante fa ejecucion de la prusba.

Respetar la fecha de caducidad dal kit,

Utilizar sélo los reactivos presentes &n el kit ¥ ks aconsejados por el fabricante.

Mo intercambiar reactivos qua provengan de lotes diferentes.

No utilizar reaclivos que provengan de kits de otros fabricantes

Advertencias y precauciones en los pre tos de blologi lagular

Los prosedimientos de biologia molecular, como la extraccion, ia trascnpcian inversa, la
amplificacién y la revelacidn de dcidos nucleicos, requieren de personal instruido para evitar el riesgo de
resultados incorrectos, en particular a causa de la degradacian de los &cidos nucleicos de las muestras o de
la conlaminaciin de las mismas por parte de productes de amplificacion.

Es naecesario disponer de areas separadas para la extraccién/ preparacion de las reacclonses de
amplificacién o para la amplificacion ¢ deteccion de los productss de amplificacidn Nunca infroducir un
producte da amphficacidn en el Srea de extraccidn/ preparacién de las reacciones de amplificacién.

Es necesario disponer de batas, guantes & instrumentos destinados para la extraccion/ preparacisn
de las reacoiones de amplificacién y para la amplificacion f deteccion de productos de amplificacién Nunca
transferir baias, guantes & instrumentns del drea de amplificacion { deteccion de productos de amplificacidn
al &rea de extracecidn/ preparacion de las reacciones de amplificacidn,

Las muesiras deben ser destinadas exclusivamente a este lipe de andlisis. Las muestras deben ser
manipuladas bajo una campana de flujo laminar. Las probetas que contengan muestras diferentes nunca
daben ser abiedas al mismo tiempo. Las pipetas utilizadas para manipular lag muestras deben ser
destinadas s6l0 a este uso, Las pipetas deben ser del tipe de desplazamisnlo positive o usar tips con filtre
para aerasol. L.os tips utilizados deben ser estériles, sin la presencia de ADNasa y ARNasa, sin la presencia
de ADN y ARN.

Los reactivos seben ser manipulados bajo campana de flujo laminar, Los reactivos necesarios para
la amphficacion deben ser preparados de manera tal que sean utilizados en una sola seswn. Las pipetas
utilizadas para manipular los reactivos deben ser destihadas sclo a ests uso. Las pipetas deben ser del tipo
de desplazamients posilve o usar tips con fittra para aeroscles. Los tips ulilizados deben ser estériles, sin la
presencia de ADNasa y ARNasa, sin 12 presencia de ADN y ARN.

Los productos de amplificacidn deben ser manipulados en modo de limitar al maximo su dispersién
en el ambiente para evitar contaminaciones. Las pipetas utilizadas para manipular ks productos de
amplficacién deben ser destinadas sélo a este Uso,

Advertencias y precauclones especificas para los componentes.
Can la AmplIMASTER se deben lener en cuenta las siguientes precauciones (5):
5 23-25. Ne respirar los gasesfumosivaporesfaerosales. Evitar el contacto con los ojos.
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@ - PCR Alert AmpliMASTER E RTS000
reactivos optimizados para la amplificacion real time RTS000/2

| PROGEDIMIENTO ]

El kit «Q - PCR Alert AmpiMASTER» debe utilizarse con Ios kits de |a serie «Q - PCR Alert
AmpliMDG ¥ «Q - PCR Alert AmpliPROBEs para ubtener la mezcla de reaccibn.

AmpliMASTER esta listo para usar, por |0 ianto debe utilizarse directaments en la preparacitn de ta
mezcla de reaccidn.

El procedimients completo, que prevé la preparacién y la realizacidn de una reaccidn de
amplficacion real ime en microplaca con Un termostato programablke con sistema optico de deteccion de la
flucrescencia (thermal cycier para real ime), se describe de manera detallada en el manual de instrucciones
para el uso gue se adjurta @ los kits de la serie «Q - FCR Alert AmpliMIXa,

Las caracteristicas de las prestaciones y los limites del procedimiento de la prueba completa de
bisqueda y dosaje de ADN blanco se describen de manera detallada en el manual de instrucciones para el
uso adjunto & los kits de |a serie «Q - PCR Alart AmplifiXs.

L SIGNIFICADO DE LOS SIMBOLOS

Nimero de catdlogo.

Limites da tempsratura.

= [&

-
Q
-

Cadige de lote,

Utilizar ames del ditimo dia del mes.

Dispasitivo médico diagndstico in vitro,

Conforme a Ios requistos de la Directiva Europga 9B\WTO\CE correspondiznte a ios
dispositivos médicos diagnostices in vifro

Contenido suficiente para "N* test.

Alencidn, consultar las instrucriones de uso.

Fabricante.

ED> <dRfFw

La adquisicién de esle products parmits o P stiizare para la Il it oa jax ds Acidos nuckicos con el fin de
proveer servicios de diagnbatico bumano in viva. Esta deracho es ctorgado sl st el products suminisirado s utliza Junto a preducios
con lkence “Posliive Centrol® o "0 - PCR Standard”, de ELITechGroup §.p.A

Por madln de ka edquisiciin no 58 alorga ningln dearscho generat u otra licencia de tipa difersnta da sste derscho sspacifico de vso.
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LEGIONELLA pn. - Positive Control

mip
-20°C

REE| cTRO9%6 ce

[ , INDICE —~ - ]

USO PREVISTO pag. 1
PRESENTACION DEL PRODUCTO pag. 1
MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO pag. 2
MATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN EL PRODUCTO pag. 2
QOTROS PRODUCTOS REQUERIDOS pag. 2
ADVERTENCIAS ¥ PRECAUCIONES pag. 2
PROCEDIMIENTO pég. 3
BIBLIOGRAFIA pay. 4
SIGNIFICADO DE LOS SiMBOLOS pag-4

E -

El products «LEGIONELLA pn. - Posltive Controls se utiliza como control positivo en las pruebas
cualitativas de amplficacion de los 4cidos nucleicos para la biisqueda del ADN de Legionelia
pnevmophila (L. preumophila) con los productos «Q - PCR Alerl AmpliMASTER», «LEGIONELLA pn. Q
- PCR alert AmpliMIX» y «LEGIONELLA pn, Q - PCR Alert AmpliPRQBE» de ELITechGroup S.p.A.

USO PREVISTO |

[ PRESENTACION DEL FRODUCTO ]

El praducte provee el Pasitive Gontrol, una solucién eslable de plasmido que contiens 1a secuencia
de interés, doslificada en dos probetas y listas para su use. Cada probeta contieng 65 pl de solusién,
suficiente para 12 sesiones.

El plasmido contiene la regidén amplificada de! gen mip de L. preumnophifa. La deteccién del ADN
blance de la reaccion de amplificacién confima su capacidad de identificar 1a presencia del ADN de

S —eema_ L. prieumophifa.

El producto permite efectuar 25 reacciones de amplificacion utilizando 5 pL por raaccidn,

SCH mCTROSS s 2E5A Flawighin 02 Pag. 1/4

LEGIONELLA pn. - Positive Control
"o CTR096
1 MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO |
- Comp te Descripeion Cantidad Compasicion Etiquetada
Flasmido, TRIS baza,
LEGIHD. pn. - Poaliive Control Sohucidn de plasmido 2xb5pl TRIS clwhidrate, EOTA, -
ARN Iotal da levadura

[ MATERIAL REQUERIDC NO PROVISTO EN EL PRODUCTO |

- Gampana de flujo laminar,

- Guantes sin polve descartables de latex o simiares.

- Microcentrifuga de mesa [12.000 - 14.000 RPM).

- Micropipetas v tips estériles con fltro para aerosol ¢ de dispensacidn positiva (0.5-10 pL, 2-20 pl, 5-50 pL.
50-200 pL).

- Agua bidestilada esténl.

- Termostato programable {thermal - cycler).

] OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS |

Los reactivos para la amplificaclén y la deteccidn de! ADN amplificade no estdn incluidos en sste
producto. Para realizar estas fases analiicas se aconseja la utifizacidn de los sigulentes productos
accesorios producidos por ELMechGroup S.p.A.

«Q - PCR Alert AmplIMASTER» (ctdige RTS000), mezcla de reactivos optimizados, microplacas y

laminas adhesivas para la amplificacién real time; el producto permite efectuar 96 reacciones.

«LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliMIX» {todigo RTS096-M), eligonucledtidos primers para la

ampificacién real time; el products permite etectuar 96 reacciones.

«LEGIONELLA pn. Q = PCR Alert AmpliPROBE» {codige RTS085-P), sondas fluorescentes para

|a amplificacién real time; el producto permite efectuar 36 reacciones.

[ ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES ]

Este producto es para uso exclusive in vitro.
Adverienclas y precauciones generales

Manipular y eliminar todas las hioldgicas como si pudiesen fransmitir agentes infecciosos.
Evitar el contacte directe con las muestras bioldgreas. No producir salpicaduras ri asrosol. El material que
astd en contaclo con las muestras hicldgicas debe ser tratads con hipoclorita de sodio al 3% por al menos
30 minutos o bien tratado en autoclave a 121C* durants Una hora antes de ser sliminado.

Manipiitar y elminar todos los reactivos y lodos los maleriales usados para realizar la prueba come
si fuesen agemes infecciosos. Evitar el contacto directo con los reactivos. No producir salpicaduras ni
aerosol. Los residuos deben ser tratados y elminados segiin nommas de seguridad adecuadas. Ei material
combustible monouso debe ser incinerado. Leos residues liquides gue contienen 4cidos o bases deben ser
neutralizados antes de la eliminacitn.
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LEGIONELLA pn. - Positive Control

o, CTR096

Usar indumentaria de proteccién y guantes adecuados, protegerse (os ojos o la cara.
Mo pipetear con la baca ninguna solucian.

Nao comer, beber, fumar o aplicarse cosmélicos en el drea de trabajo.

Lavarse bien las manos después del manajo de muestras y reaclivos.

Eliminar los reactives sobrantes y kos residuos segin las normas vigentes.

Leer todas las insirucciones provistas en el kit antes de realizar |a prueba.

Respetar las instrucciones provistas en e} producto durante la ejecucian de la prueba.
Respetar la fecha de caducidad del producto.

Utilizar s6lo los reaclivos presentes en el producto y los aconsejados por el fabricante.
Nao intercambiar reactivos que provengan de lotes diferentes.

No utilizar reactivos que provengan de productos de ofros fabricantes.

Advertencias y pi

jiones en los procedimientos da biologla molecular

Los procedimientos de biologia molecufar, como la extraccién, la transcripcion inversa, la
amplificacién y la deleccién de &cidos nuclsicos, requieren personal instruids para evitar el riesgo de
resultados incorrectos, on particular a causa de la degradacion de los 4cldes nucleicos de las muestras o de
la contaminacién de las mismas por parte de productas de amplificacion.

Es necesano disponer de Areas separadias para la extraccion / preparacién de las reacciones de
amplficacién o para la amplificacién / deteccién de los productos de amplificacion, Nunca introducir un
producto de amphficacion en el rea de extraccion / preparacion de las reacciones de ampliicacion,

Es necesario disponer de batas, guantss e instrumentas destinades para la exiraccian / preparacién
de las reaceiones de amplificacién ¥ para la amplificacién / deteccién de productos de amplificacién. Nunca
transferir batas, guantes e instrumentos del 4rea de amplificacion / deteecién de pregducios de ampliticacion
al drea de extraccion f preparacisn de las reaceiones de amplificacién,

Las muestras deben ser destinadas excluslvamente a este tipo de analisis. Las muestras deben ser
manipuladas bajo una campara de flujo laminar, Las probetas que cehtengan muestras diferentes nunca
deben ser abiertas al mismo tiempo. Las plpetas utlizadas para manipular las muestras deben ser
destinadas solo a este uso. Las pipetas deben ser del tipe de dispensacién positiva o usar fips con filtro para
aerosol. Los tps utitizados deben ser esténles, sin la presencia de ADNasa y ARNasa, sin la presencia de
ADN y ARN.

Los reactivos deban ser manipulages bajo campana de fluje laminar. Los reactivos necesarios para
la amplificacién deben ser preparados de manera tal que sean utilizados en una sola sesidn. Las pipetas
ulilizadas para manipular los reactives deben ser destinadas s6lo a este uso. Las pipetas deben ser del tipo
de dispensacién positiva o usar tips con fillro para aerosoles. Los tips ulilizados deben ser esiériles, sin la
presencia de ADNasa y ARMaga, sin 1a presencia dg ADN y ARN.

Los productos de amplificacién deben ser manipulados en mode de limitar al maximo su dispersién
en ol ambiente para evitar contaminaciones. Las pipetas utilizadas para manipular los productos de
amplificacion deben ser destinadas sdlo a este use.

Advertencias y precauclones especificas para los componentes

Las probetas que conlienen el Posltlve Control deben ser cangeladas ¥ descongeladas por un
maximo de doce veces. Olros citlos de cangelacion / descongelacion podrian causar una pérdida de titulo.

Con el Posltive Control se deben tener en cuenta los sigulentes consejos de prudencia (S):
5 23-25. No respirar los gases/hurmosivapores/aerosoles. Evitar e contacto con ios ojos.

| PROCEDIMIENTO ]

£l producte <LEGIOMELLA ph. - Posltive Control» debe ser utiizado con Ios productos

«G - PCR Alert AmpliMASTER:, «LEGIOHELLA pn. & - PCR Alert AmpliMIXs y «LEGIONELLA pn, Q -
PCR Alert AmpliPROBE»,
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LEGIONELLA pn. - Positive Contral

e CTFI096

E! Positive Control esta listo para su uso, por lo tanto debe utilizarse agregéndole 5 uL
directamente a la mezcla de reaccrén.

El procedimients complelo, gue prevé la preparacién y la realizacién de una reaccion de
amplificacién con un termostato programable (thermal - cytler), se describe de manera delallada en el
manual de instrucciones de uso adjunto al producto «LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmplIMIXe..

Las caractet/sticas de las prestaciones y los limites del procedimiento de la prueba completa para la
busqueda del ADN de L. preumophifa se describen de manera detallada en el manual de instrucciones para
al uso que se adjunta al producto «LEGIONELLA pn. G - PCR Alert AmpiIMIX«.

Nota: £l Positive Conteal pusds ser congelade y descongelado hasta doce veces.

[ BIBLIOGRAFIA

W, Koide et al. {1595 Cfin Inf s 21: 189 - 201

i SIGNIFICADO DE LOS SIMBOLOS |

Nomero de catalogo.

Limite superior de temperatura.

Cédige de Iote.

Utilizar antes del ittimo dia del mes.

Disposilye médico diagnéstica i vitro.

R 3] w 5le<[3

Conforme a los requisitos de la Directiva Eurcpea 98\7$\CE correspondiente a los
dispositivos médicos diagndstices in vitro,

Contenido suficiente para "N” test,

Atancién, consultar las instrucciones de uso,

4
VAN
ul

Fabricante.
La adguiskildn da msie p petmita al comp lizaro para k amplificacidn de jas de 4cidos nuckeltos con el fin de
proveer servicios o dlagnéstico humano I vitro. Este derecho 85 otorgado sélo i ¢l prod inistrado 3e uihza jumto & produsios

con Keencla parala idm y para la d ién de ELITechGroup S5.p A
Far medio de  adguiskidn no se otorga ningtin derecho general o otra ewntla de Yipe

de este derech

e de usn.,
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LEGIONELLA pn.

Q - PCR Alert AmpliMIX
busqueda del ADN de Legionelfa pneumophila

RTS096-M C€ /R' 20T

[ INDICE |
USO PREVISTO pig. 1
PRINCIPIO DE LA PRUEBA pag. 2
PRESENTACION DEL PRODUGCTO pag. 2
MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO pag. 2
MATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN EL PRODUCTO pag. 2
OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS pag. 3
ADVERTENCIAS ¥ PRECAUCIONES pag. 3
MUESTRAS Y CONTROLES pag. 4
PROCEDIMIENTQ pag. 5
LIMITACIORES DEL PROCEDIMIENTO pag. 10
CARACTERISTICAS DE LAS PRESTACIONES pan. 1
BIBLIOGRAFIA pap. 14
PROBLEMAS Y SOLUCIONES pag. 15
SIGNIFICADO DE LOS SiIMBOLGS pag. 16

I " USO PREVISTO ]

El producto « LEGIONELLA pn. @@ - PCR Alert AmpliMIX» forma parte de una prueba cualitativa de
amplificacion de los écwlos nucleicos para la busqueda del ADN de Leglonalfa pheumophila
(L. preumophits) en muestras de ADN extraide de esputo, avados broncoalveclares {BAL), aspirados
tragueobranguiales (BA).

El praducts se utiiza, junto con datos clinicos y otros examenas de laboratorio, para el diagndstico y
monitores da la infeccion por L. preumophiia.
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LEGIONELLA pn. @ - PCR Alert AmpliMIX .
busgqueda del ADN de Legionefta preumophila RTS096-M

| PRINCIPIO DE LA PRUEBA |

El procsdimiento prevé la realizacién de una reaccion de amplificacion real lime en micraplaca con
un termostate programable con sistema optico de deteccién de la fluorescencia {therma! cycler para resl
tima).

En cada pocillo se efectla una reaccion de amplificacion especifica para una region del gen mip de
L. pneumophilz ¥ para una regifin del gen humano de la beta glebina {control inteme de inhibigién}
utilizando el ADN extraida de las muesiras en examen. Una sonda especifica para L. pneumophila marcada
con &l fluordfors FAM se activa cusndo hibrida can ¢l producto especiiice de la reaccidn de amplificacion
para 1. preumophifa. Ctra sonda especlfica para el gen humano de la beta globina marcada con el
fluoréforo VIC se activa cuande hibrida con el producta de 1a reaccion de amplificacion para el gen humano
de la bels globina, La erisian de la fiuoresecencia aumenta al aumentar los productos especificos de fa
reaccion de amplificacion y es medida ¥ registrada por el eguipo. La slaboracién de los datos permite
determinar la presencia del ADN de L. preumnaphifa en la muestra de partida

La estandarizacion del sisterma ha skdo realizada en eguipas Applied Bicsysterns ABI PRISM de |a
serie 700,

[ PRESENTACION DEL PRODUCTO ]

El producio provee la mezcla de oligonucledtidos primars AmpliMiIX para la amplificacidn real time
en una solucion de estabilizadora, previamente dosificada en cuatro probetas desechables, Cada
probeta contiene 110 pl. de solucién, suficientes para 24 reacciones

Los oligonucledtidos primers para [ Preumophfia son especilicos para una regidn del gen mip de
L. preumophila.

Los ofigonucledtidos primars para ! contral intemo de ldoneidad de la muestra soh especificos para
la regién promotor y 5' UTR dal gen humane de la beta globina.

El producto permite efectuar 96 determinaciones, controles positivos v negatives incluidos.

| MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO |

. Componante . Descripcién Cantidad Composiclé Etigqustad
- N Oligonuciedtdos,
LEGIO. pn. AmpliMIX mezcia de GMONUCIEOOS | gy 116 L |  TRIS base, TRIS clorhidrato, -
P Glicerol, Triton %100

[ MATERIAL REQUERIDG NO PROVISTO EN EL PRODUCTO |

- Campana de fluje laminar,

- Guantes sin polvo descartables de latex o similares.

- Mezelador vortex,

- Microcentrifuga de mesa (12.000 - 14,000 RPM).

- Micropipetas y tips estériles con filtro para aerosol o de digpensacitn positva [0,5-10 L, 2-20 pl, 550 pL,
50-200 uL, 200-1000 uL).

- Agua bidestilada estéri|.

- Termostato programable con sistema optico de deteccion de la flucrescencla.
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LEGIONELLA . @ PCR-Alert AmpTiMIX

RTS096-M

busqueda de! ADN.de { egichslia pneumophila

| OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS ]

Los reactivos para la extracclén del ADN de ias muestras a analizar, el control positive de
axtraceion, los reactivas optimizados para a amplificacitn, los reactives de deleccidn (sondas fluorescentes}
y &l contre! posilive de amplificacién no extan incluides en este produclo. Para realizar estas fases analilicas
se aconse)a la utilizacién de |os siguientes productos aceesorias producidas por ELITechGroup 8.p.A

«EXTRAcall» (codigo EXTDOZ), kit de extraccion del ADN de muestras celulares; el kit permite

efectuar 50 extracciones,

«CPE-DNA - Internal Controls {cidige CTREXTS) o «CPE - Internal Controls {codigo CTRCPE),

control positvo de extraccidn de ADN plasmidico para exdracciones del ADN de muestras no

celulares.

«Q - PCR Alert AmpliMASTER» {cidigo RTS000), mezcla de reactivos optimizados, microplacas y

lAminas adhesivas para la amplficacidn raal time; el producta permite efectuar 96 reacciones.

«LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliPROBE» {cédigo RTS096-PY, sondas flucrescentas para

la amplificacién real time; el producto permite efectuar 96 reacciones,

«LEGIONELLA pn. - Pasiive Controls (codigo CTRUSE), control postive de ADN plasmidico; el

producte permite efectuar para 25 sesiones,

[ ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Este producto es para uso exclusive in vitro,
Advertenclas y precauciones genaralas

Manipular y eliminar todas las muestras binldgicas como si pudiesen fransmitir agentes infecciosos.
Evitar e! contasto directo con las muestras biclégicas. Mo producir salpicaduras ni aerosol. El material que
estd en contacto con las muestras bloldgicas debe ser tralado con hipoclerito de sedic al 3% por al mencs
30 minutos o bien tratade en autoclave a 1217 dura nte una hara antes de ser aliminado.

Manipular y eliminar todos los reaclives y todos los materiales utilizados para realizar la prueba
como si fuesen potencialmente infecciosos. Evilar el contacto directo con los reaclivas No produclr
salpicaduras ni aerosol. Los residuos deben ser fralados y eliminados segin normas de seguridad
adecuadas Fl material combushble monouss debs ser incinerado. Los residucs liquidos que cantienen
acidos o bases deben ser neutralizados antes de la efiminacion.

Usar indumentaria da proteccidn y guantes adecuados, protegerse o3 ojos / la cara.

Mo pipetear con la boca ninguna soluzion.

Mo gomer, beber, fumar o aplicarse cosmétcns en el drea de trabajo.

Lavarse bian tas manos después dal manejo de muestras y reactivos.

Eliminar los raacivos subranles y los residuos segin las normas vigenles.

Lesr todas las instrucciones provistas en ef kit antes de realizar ka prusba,

Respetar las instrucciones provistas en el producio durante la ejecution da la prugba.

Respetar la fecha de caducidad del producto.

Litilizar $0lo los reactivos presentes en el producto v los aconsejados por el fabricanta.

Ma intercambiar reactivos que provengan de lotes diferentes.

Na utilizar reactives que provengan de productos de otros fabricantes,

Advertencias y precauciones an los procedimientos de biologia melacular

Loz procedimientos de biglogia molecular, como ta extraccion, la transcripsién inversa, la
amplificacién y la deteccién de dcidos nucleicos, requieren personal instruido para evitar el rigsgo de
resultades Incorrectos, en particular a causa de la degradacion de los Acidos nucleicos de las muestras o de
la contaminacian de las mismas por parte de productos de amplificacisn.

Es necesario disponer de &reas separadas para la exiraccién / preparacién de las reacciores de
amplificacién o para la amplificacién f deleccion de los productos de amplificacion. Nunca introducir un
producto de amplificacion en el drea de extraccién / preparacion de las reacciones de amplificacian,
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Es necesario disponer de batas, guantes e mstrumentos destinados para la extraccion f proparacion
de las reacciones de amplificacién y para la amplificacién / deteccidn de productos de amplificacidn. Nunca
transferir batas, guantes e instrumentos del drea de amplificacion f deteccion de productos de amplificacion
al area de extraccidn / preparacion de las reacciones de amplificacian,

Las muestras deben ser destinadas exclusivamente a esle tipo de andlisis. Las muestras deben ser
manipuladas bajo una campana dé flujo laminar. Las probetas que contengan muestras diferentes nunca
deben ser abiertas al mismo tiempo. Las pipetas utlizadas para manipular las muestras deben ser
destinadas s6lo a este uso. Las pipetas deben ser del tipo de dispensacian positiva o usar tips con filtro para
aerosol. Los tips utilizados deben ser estériles, sin la presencia de ADNasa y ARMasa, sin la presencia da
ADN y ARN.

Los reactivos deben ser manipulados bajo campana de flujo laminar. Los reactivos necesarios para
la amplificacion deben ser preparados de manera tal gque sean utiizados en una sola sesidn. Las pipetas
ublizadas para manipular los reactivos deben ser destinadas s8lo a este uso. Las pipetas deben ser del tipa
de dispensacién pasitva ¢ usar fips con filllo para aerosoles. Los tips ullizados deben ser estériles, sin la
presencla de ADMasa y ARNasa, sin la presencia de ADN y ARN,

Los productos de amplficacién deben ser manlpulades en modo de limitar al maxime su dispersion
en el ambente para evitar contaminaclones. Las pipetas utilizadas para manipular los productos de
amplificacion deben ser destinadas sblo a este usg.

Advertencias y precauciones especificas para los componentes

Las probetas que contienen AmplIMIX son desechables y por lo tanto deben utilizarse solo una vez
en la preparacidn de la mezcla de reaccion.

Para AmplIMIX, se debe tenser en cuenta los siguientes consejos de prudencia (5]

5 23-25. No respirar los gasasihumosfvaporesiaerosoles Evitar el contacto con los ojos.

[ MUESTRAS Y CONTROLES ]

Muestras

Esle producto debe ser ulilizade con ADN extralde de las siguientes muaslras biolbgicas: esputs,
lavadas broncoalveolares {BAL), aspirados fraquacbronquiales (BA).

Las muestras de espule, lavado broncoalveolar y de aspirade tragueobronquial destinadas a la
extraccion del ADN deben ser recolectadas segin las indicaciones del laborateric en Solucion fisiologica
estéril, ransportadas a +2°/ +8 C7 y conservadas a +2*/ +8 € por un maximo de tres dias,

No congslar las muestras de esputo, lavade broncsalvealar vy aspirado fraquacbronguial con el fin
de evitar la lisis de las células y 1a pérdida de titulo del ADN bacleriang.

Las instrucciones para el pretratamiento de la muestra clinica y para la exraccion del ADN estan
incluidas en el Manual dz instrucciones de uso del kit « EXTRAcells.

w2USL mier

El ADN extraldo de la muestra de partida no debe contener mucoproteinas y hemoglobina para
evitar fenomenos de inhibicidn y la aparicion de frecuentes resultados no vélldos,

Mo son disponibles datos referidos a evertuales fendmenoes de inhibicién por parte de farmacos
antibléticos, antivirales, quimioterdpicos o inmunosupresores.

Controles de amplificacion

Es absclutamente necesario corvalldar cada una de jas sesiones de amplificacion preparands una
reaccién de contral negative ¥ una reaccitn de control positive.

Pata &l control negativo utilizar agua bidestllada estéril {no provista en el producto} agregindola a ta
reacelon en lugar del ADN extraldo da Ja muestra.

Para el control positivo utilizar el producto «LEGIONELLA pn. - Positive Controls,

Contrgles de calidad

Se aconseja confirmar todo el procedimiento de andlisis de cada una de las sesiones, extraccién y
amplificacion, utiizando una muestra negatva y una muestra pesitiva ya lesladas o del materal de
referencia calibrade,
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Programackén de la
m {A realtizarsa en el dren de amplificocidn / visusfzaciin de loa productas de amplificaddng

Lugenda: M1 - M14: Muesiras a snalizer,
ampbficackhn.

T

l PROCEDIMIENTO I

140 de amplificacn real time

Mlosdehldarlamskh a5 nacesark:

oomo ta b de i6n del equipa, encander ol tharmal cycier para real time,
nru:ender &l cempuindor de conimod, inlciar el software destmade y abrk una sesidn “nbsolsts
quantfication™;
- fomando como miemncia b dox taciin det equip g
L. paeumophin con e “reporter” & “FAM™ y al quend'ler"-'
frorescente);
- tomanda coma referencin bn documentacdn del equipe, programar el “deteclor” para i sonda para
a betn globina con of “reporter” = TVICT y el "quencher” = ‘none” (NFOQ es un quencher no
fuorescente);
- o como ref is bn o tackin del equipo, para cada pocillo en use de Ia micoptace,
pmgremar los “detectyr” (tipo de fuomescencd a medi), e “passive reference” = ROX
{rormaizackn do s Muorescencls medida) v el tipo de resccidn (muestrs, contral negativn de
amphficacidn, control poaitive de amplficacion). Completar &l Plan de trabajo adpnte al fnal da
asia manud da instucciones do uso tronscriblendo estas informacionas o blen impdmir {a
arganizackdn de b microptaca, El Plan de trabsjo deberd seguiss con alentién durents In
transforencia de ta mazchs de reacckdn y de trs muestras a kos pocilios.

Se hustro n continuackin, o modo do ejemple, Gime pueds organtzarse of andlists de 14 muestras,

e "detactor” pam tn sonda para
" {NFQ &5 un quencher no

Q00099 E$9eee
e Yo 2 s O A 2 s A A
}"1);'99_)}<\ J‘} :':]N;J 2} &> )> <> ]
OO EO G LLLL L
ok L L L L XL XL
e XL L L LX)
el XXX LY XXX X
000600668006
N:

ﬁ

Control negative de amplificacidn; CP: Control positivo do

- tomende como referencia I documentackin ded equipo, programar en el thermal cycler los
pardmatros del ciclo Wrmico ¥ un volumen de resccion do 25 pL. Porn equipos Apptied Blosystems
AB| PRISM™ go by zerie 7000 stogh by opcidn “9600 erutation™.

Ciclo térmico de amplificackén
Fase Tempersturas Tlempos

Descontaminacidn 50C" 2 min,
Doanaturpfizncién inkcisl 85C" 10 min,

o5C* 15 sac. -

45 clelos
BOC* 1 min.
BCH mRTSOIEM_es b ] Revision 03 Pag. 5HE
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Praperacidn da s amplificaclén
{A renlizarse en o! dres de extraceién / prepamcin de s reaccién de smpkficacidn)

>

Neta: Si no se utilize toda Is mezds de il var el voh rest

Asttes de Iniciar In sesidn es necesario;
xt y o ek las p con las muest

ubtemrmdhrﬂodwﬂeﬂdoymn{emﬂasmhhb
mymmmmmnwnmmmwmbmmmum

ol contanido de cada una es suflch para prep fugar tas p

dumrllesmmdosmobtmrn!wnimﬁoenaltmdoymmemﬂnmhhb

- extrner y descongetar un rv.':rnemde probetas de AmMplIPROBE Igual o) de las probetas de

a anafirar, Centifugar las probetas pern

AmplIMIx Centrih aa p 5 se2g para obt en ef fondo of contenido y
rnmﬂemflasen hieb
- un da probatas de AmplIMASTER igusi ol de lns probatas de AmpiMIX. Escridrie

ton linta Indeleble "LEGID. pn.” ¥ la fecha en ka atiqueta da las probetns. Centrifugar as probetas
duranta 5 segundos para obtener en e fondo el contenido ¥ mantenertas an hio;
- axtriver y descongetar ta probeta de Posttive Control, Centrifugsr la probota durante 5 segundos
para obienar en ol fondo el contenido y mantanerta en hielo;
- sl fusrs neceserio, cortar In Micropises do amplHicackin pars seporer I party que tarf utibada
en I3 aesidn, prestende atencidn de manejarda con guonies sin polvo ¥ de no daltar los pocilios.
Transfarr 100 gL de AmplIMLY en ba probeta de AMpliIMASTER. Mazciar bien pipeteanda trea veces
volumen de 100 pL en ka mix.
Trensfedr 160 plL de AmpliPROBE en s probetn do AmpiiMASTER. Mezcior bion pipetennde troa
veces el volumen de 100 pL en la mix.

Meozctar durants 5 segundos con el vortax a bala velockind, evitendo produch espuma.
Centrugar tas prot durants S segumdes pam obtsner en of forddo el contenido,

Transtesdr, kndolos cuidad te en el fondo, 20 pL de In mezcin do macckin Atl obienkda on
fos poclot do B Micropt de amptificacién como fus establecido prevismente en o Plan da
trabajo.

to en lgar 2 -20C* por

un mAximo da un mes en ta probeta "LEGIO, pn.”. Congelar y destongelsr tn mozca de roaccion SOLO
UNA VEZ,

10,

ECH mRTI0NEM s

Transterir, depasitindol it nte en ka mezcky do reaceidn, 5 gl de ADN extrakdo de la
primern musstra en ol jente pocic de tn Microplaca de smpilficackdn como fus
exiablockio prviaments en el Flan de trabajo, proceder de igual manern con ks damés ADN
extraidos,

Transterk, depoaiiindolos cuddadosamenis en b mezcia de reaccin, 5 L de Agua bidestllada estérl]
{na provisis on &l producto) en =i poclic de B Microplaca de smpiificacién do conlrol amgativo de
AMPRICACKHN tom fue estabieckio previsments en el Plan de trabajo.

Transfers, deposuncob: alidadosamants on B3 mezda de raaccidn, § Pl de Poshthes Control en &l

pocilo dients de 1a Micropl de amplificacidn coma fus establaciis previaments &n el
Plan da trabale.
Selar culdad ter ta Microplaca de amplificacién con ta Limina sdhesiva de ampificacién,

Trenster ta Microplaca de ampitificackén en ¢ tharmat cydier para real tims ubicndo en o Sres de
smplificacian / deteccitn 0o los procuctos da ampi) &n @ Iniciar el cicle dmmico de empificacidn,

Py 616



* 3 SWILBAS0E

o]l

opblapqd
o]? .

v'§ SWalsASOIg

b239=

3

U_\
o0, fi

2P Pl NN
¥DOINJ3{ ¥vyOLD

YI3N

LEGIONELLA pn; Q “RCR Alért AmpliMiX

LN

RTS096-M

blsgueda del ADN de. Legione!fé preumophila

Anilisis cualitativo de los resultados

Las valores regisirados de 1a flusrescencia emitida por fa sonda especifica para L. preumophila
{fluorescencia FAM) y por la sonda aspecifica para 'a bata glebina (fluorescencia VIC) en ias reacciones de
amplificacién deben ser analizados can &l software del squipo.

Antes da realizar el analisis es nacesario:
- tamande como referencia la documentacifin del eguipo, programar manualmente el intervalo de
calculo del Nivel de fluorescencia da fonde (Baseline) desde el cicle 6 al cicle 15%;

“Nota: En ¢! caso de una muesira positiva de alio titulo de {. pneumophita, la flugrescencia FAM de la
sonda especifica para L. pneumophila puede comenzar a crecer antes del 15° ciclo. En este caso el
intervals de calcule de la "baseline” debe ser adaptado desde 2l ciclo 6 al ciclo an 2! cual la flucrescencia
FAM comienza a crecer.

- tomands como referencia la documentacién del equipe, programar manualmente &l Umbral
{Threshald} para la flucrescencia FAM a 0,2;
- tomande como referencia la documentacién del equipo, programar manualments el Umbral
{Threshald} para la fluorescencia ¥IC & 0,1,

Los valores de fluarescencia emitidos por la sonda especifica para L. preumophila en 1a reaccion de
amplificacion del Pasitive Control y el valor Umbrat de fluorescencia son utlizados para convalidar la
amplificacion y la deteccidn como se describe en la tabla siguiente;

LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliMIX
busqueda del ADN de Legioneffa pneumophila
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Ciclo umbrai del Positiva Control

L, preumophiia (FAM) Resultado de |a prueba

Amplificacian / Deteccion

Determinado POSITIVO CORRECTA

Si el resultadn de la reaccibn de amplificacikin del Positive Control ez No determinada
{Undetermined), no ha sido detectada la presencia de ADN blanca. Se han verificade problemas en la fase
de amplificacién o en la de deteccion (volimenes de mezcla de reacciones incorrectos, degradacién de la
sonda, degradacion del control positive, dispensacidn incomecta del control postivo, programacion
incorrecta de la posicitn del control positvo, programacién incorrecta del ciclo térmico) gue pueden
provocar resullados Incomectos. La sesin no &5 vélida y se debe repetir a partir de la fase de amplificacion.

Los valores de fluorescencia emilidos por |a sonda especifica para L. preumophila en 1a reaccidn de
amplificacion del Control negativo y el valor Umbral de fluorescencia se utilizan pama convalidar la
amplificacién v la detecsidn como se describe en la siguiente tabla;

Ciclo umbral del Control nagative

L. prieumaphits [FAM) Resultado da la prusba

Amplificacién [ Deteccion

Ho determinado NEGATIVO CORRECTA

Si el resultado de |a reaccion de amplficacién del Control negativo es distinto de No determinado
{Undetermined), ha sido detectada la presencia de ADN blanco. Se han verificado problemas en la fase de
amplificacion (contaminacian) que pueden causar resultados incorrecios y falsos positves, La sesion no es
véllda y se debe repetir a partir de la fase de amplificacian,

SCH MRTSO96M _es 2BAISHS Ravisitn 03 Pag. 7116

Los valores de fluorescencia emitidos por 125 sondas en las reaccionss de amplificacdn de cada
musestra y 2l valor Umbral de fluorescencia se ulilizan para detectar la presencia de ADN blanco y para
convalidar la amplificacion y la deteccion a fravés de la determinacion del Ciclo umbral (Ct, el ciclo en ¢l
cual se alcanzd et valor Umbral de flugrescancia).

Este producto tiene capacidad para deteclar una cantidad minima de aproximadamente 10 copias
da ADN de L preurnophita por reaccidn de amplificacion, correspondientes a sproximadaments 10
genamas Equivalentes por reaccidn (limite de deteceion del producto, ver apartado sobre las Caracteristicas
de las prestaciones en la pagina 11).

Cuando este producto se utiliza para s identificacién de L. preumgphia, los resultados
correspondientes a cada una de tas muestras se ufilizan come se describe en la siguiente tabla:

Ciclo umbral de fa muestra Idoneidad de la | Resultado de Ja ADN de
L. pneumophila [FAM} | beta globina (VIC) muestra pruaha L. pneumophila
Ct>350 no idénec villde -
No determinado ne va
No determinado
-~ . NO
B Ct<35 wéneo vilido, negativo DETECTADO
No deta @ o idéneo® vilido, positive | PRESENTE
Determinado

Ct<35 idénec vilido, positive PRESENTE

Si ¢l resultado de la reaccitn de amplificacion de una muestra ¢s No detarminado para ¢l ADM da
L. preumophila ¥ Gt » 35 o No determinado para el ADN del gen humano de la beta globina, no ha side
posible detectar de manera eficiente el ADN del gen humang de Ia beta globina, En este ¢aso, 38 han
verificado problemas durants la fase de amplficacian (amplificacion no eficiente o nula) o durante la fase de
extraccion [pérdida de ADN, presencia de inhibidores, ADN de la muesira degradada o muestra de partida
con un ndmero de célufas insuficiente) gue pueden provocar resultados incomectos y falsos negativos. La
muegstra no o5 apta, la prusba ne 85 valida y debe repetirse a partir de la extraccidn de una nueva muestra.

5i &l resullado de la reaccion de amplificacidn de una muestra #s Mo determinado para el ADH da
L. preumophiia y Gt £ 35 para el ADN dal gen humano de la beta globing, el ADN de L presmophila no ha
sido detectado en el ADN extraido de la muestra, pera ne g8 puede exdulr que asté prasente con un titule
inferior al limite de detacclén del producto (ver apartado sobre las Caracteristicas de las prestaciones on la
pagina 11). En este caso el resultado seria un false nagatvo.

Los resultados obtenidos con esta prueba deben ser interpretados considerande todos los dates
clinices y ofros examenes de labaralerin corespondianies al pacients,

*Nota: Cuando en la reaccion de amplificacion correspondients a una muestra ha sido delectada la
presencla de ADN de L. pneumophifa, la amplificacion del gen humano de la beta globina puede dar coma
fesultads un Ct » 35 0 No determinado. En efecto, la reaccién de amplificacidn de baja eficiencia del gen
humano de la beta glabina puede ser anulada por competicién de la reaction de amplificacion de alta
eficiencia de L. pneumophifa. En este caso, la muestra as idénea v al resultado pesilive de la prusba es
vélido,
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El limite de detaccidn, cuando se utiliza un método particutar de extraccion y referido a una unidad
de medida espacifica, puede calcularse a partir del limite de deteccidn del produsts segim esta formula:

Ve x 10 gEq
Limite de deteccion (gEq f extraceion) = ————
Va X Ee

Ee es la eficiencia de la extraceion, por eemplo con el producta «EXTRAcell» gl pardmetro Ee es
igual a 1,0 {eficiencia equivalentes a aproximadamente 100%)
Va 85 el volumen total del produclo de axiraccién, por ejemplo con el producte sEXTRAcell» &l
pardmetrs Ve es igual a 100 pL.
¥a es &l volumen del products de exraceidn usade en la reaccién de amplificacion: con este

producto el parametro Va es igual a 5 pl.
Cuando se utilizan los kits de extraccion de ELITechGroup S.p.A. al limite a5

LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliMIX _
busqgueda del ADN de Legionelia pneumophila RTS096-M

Kit de extracelén

Férmula simplificada

«EXTRAcelf»

LImite de deteccién = 200 gEr / extracclén

)

5CH mRTS0S6M _as

28513 Fevisdn 03
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| LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO ]

Utilizar con esle producty sélo el ADN extraids de las siguientes muestras humanas: esputo,
tavados broncoalveclares (BAL}, aspirados traquecbronquiales {BA).

Mo ufilizar con ests products ADN extraido conlaminado con mucoproteinas y hemoglobina:
mucoprateinas y hemoglobina inhiben la reaccién de amplificacion de los acidos nucleicos y pueden causar
resultados no vélidos.

Na son dispenibles datos referidos a eventuales fendmenos de inhibicidn por parle de farmacos
antibibticos, antivirales, quimioterapicos & inmunosupresores.,

Los resultados obtenidos con este products dependen de la correcta recoleceidn, transporte,
conservacicn y preparacidn de las muesiras;, para evitar resultados errdneos es necesario lener una
parlicular atencidn a estas fases y seguir atentamente las instrucciones provistas con los productos para la
extraccion de los acidos nucleicos.

La metodologia de amplificacion real fime de los Acides nucleicos utilizada en este producto, debide
a su aftta sensibridad analltica, eskd sujeta a cantaminacidn por parte de muestras clinicas positivas para L.
preumophila, de los controles positivos y de los mismos productos de la reaccion de amplificacdn. Las
contaminacionas llevan a resulados falsos positives. Las modalidades de realizacién del producto son
capaces de reducir las contaminacicnes; sin embargo, estes fenomenos pueden evitarse sdlo con una
buena prdclica de las técnicas de laboratorio ¥ siquiendo atentamente las instrucciones provistas en este
manual.

Este producto requiere personal instrudo para Iz manipulacidén de muestras biclogicas capaces de
transmitir infeccicnes y de preparados guimices dasificados como peligrosos, para gvitar accidentes con
consecuencias potencialmente graves para el usuaria u otras personas.

Este produclo requlere indumentaria y areas de itrabajo adecuadas para la manipulacidn de
muestras bicldgicas capaces de transmitir infecciones y de preparados quimicos clasficados coma
peligrosos, para evitar accidentes oon consecuencias polencialmente graves para el usuario u ofras
personas.

Este producto requiere personal instruide para los procedimientos de biclogia molecular, como la
extraccion, la amplificacion y la deteccion de dcidos nucleicos para evitar resultados incorrectos.

Este producto requiere dreas separadas para la extraccién / preparacion de las reacciones de
amplfficacién y para la amplificacion / delecotn de los productos de amplficacién para evitar resultados
falsos pasitivos.

Este producto requiere e uso de Indumentaria de trabajo e Instrumentss destinados a la extraccion f
preparacian de las reacciones de amplificackdn y para la amplificacion / revelacidn de los productos de
amplificacion para evitar resultados falsos positives.

Un resultado negativo obtenido con este producto indica que el ADN de L. prieumoghita no ha sido
detectado an el ADN extralde de 1a muestra, pere no se puade excluir que el ADN de L ppeumophita asté
presente con un titulo inferior al limite de deteccién del produclo {ver apariado sobre las Caracteristicas de
las prestacicnes en la pagina 11}, en este caso al resultado soria un falso negative.

Como para cualquier otro dispostivo de diagnostico, |os resultados oblenidos con este producto
deben sar Intarpretados consuderande todos ks datos clinicos y otros examenes de laboratuno
cerrespoendientes al paciente,

Come para cualquisr otro dispasitive de diagnéstico, existe un riesgo tatente de obiener resulados
no vilides, falsos positivos y falsos negativos con este producta. Dicho riesgo latente no puade ser
elminado ni reducido totalments. Ests riesgo latente an situaciones particularas, como 0§ diagndsticos de
urgencia, puede contribuir & decisiones incomectas con consecuancias potencialmenie graves para &
pacienta.
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| CARACTERISTICAS DE LAS PRESTACIONES |

Sansibilldad analitica; limite de deteccion

La sensibilidad analitcs de esta prueba permite identificar la presencia de aproximadaments 10
meléculas de ADN blanco en las 5 yl de ADN extraido agregadas a la reaccion de amplificacion,

La sensibilidad analltica de la prusba, como |Imila de deteccidn, ha sido testada utilzando uh ADN
plasmidico gue contiene e! producto de amplificacién cuya concenbtracidn inicial ha side medida
espectrofotométricaments. El ADN plasmidica ha slde diluida con un titulo de 10 copias § 5 L en ADN
gendmice humano con un titulo de 500 ng / 5§ pb. Dicha muastra fue ullizada en 50 repeticiones para
realizar fa amplificacién con los productos ELMechGroup S.p A, {ver apartado sobre los productos
accesonos).

Las resultados finales se resumen an la siguisnte tabla.

Muestras N positivas | negativas

10 copias ADN plasmidico + 500 ng de ADN gendmico humano S50 50 0

Sensibilidad analitica: reproducibilidad con panel para proficiency test

La sensibilidad analitica de la prueba, como reproducibilidad de los resullados en comparacitn con
fos resultados obtenidos con olras melodologias v en distinlos laboratorios, ha sido verificada con dos
panelas para proficlency test.

La primera prueba ha sido efecivada utilizando como material de raferencia calibrado un panel de
diluciones de {. preumophifa serogrupg 1 en PBS o en BAL dentro de la concentracian lindle (QCMD 2004
Legionefta pneumaophila pilot proficency panel, Qnosties Ltd, Reino Unido}). Cada muestra del panel fus
utilizada para realizar todo el procadimiento de andlisis, extraceidn y amplificacion, con los producios
ELTechGroup S.p.A.

Los resultados se presentan en la siguiente labla.

Pruebas con QCMD 2004 L. prreumaophila pilot proficency panel
Muestra Valor declarado ¢fie f ml Rasuitado esperado Resultado obienida
LPD4-01 na negativo {no lograde}
LPOd4-02 nia negativo negalivo
LP04-03 1,8x102 posilivo positive
LP04-D4 1,8x105 posilive posilivo
LP0O4-05 1.8x101 positivo posilivo
LPO4-06 nfa negalivo nagative
LP0O4-07 18101 pogitiva regativg
LP04-08 1,803 positivo positivo
LP04-09 nfa negativo negativo
LPQ4-10 1.8x105 posiivo positiva

La muestra LPOSB-07 ha dado un resultado negative discordante confirmado cuando la
amplificacién fue repetida. La discrepancia entre ¢l resultade obtenido con los productos ELITechGroup
5.p.A. y el esperado puede explicarse considerando gue la cantidad de muestra era de 0.5 ml (equivalente a
8 cfu) ¥ que sélo /20 del producte de exraccin ha side utilizado en la reaccion da amplificacian
(equivalente a 0,45 cfu}. Por Iz tanto, la muesira estaba por debaje dal limite de detacciSn de la prueba, en
un ambitc en el cual se tiene una baja probabilldad de obtener resultados positivos. Ademas, esta muestra
ha sido ideniificada de manera incorrecta en el 84,2% de los casos durante sl QCMD 2004 Legionella
pneumophila pilot proficency programme (datos de QCMD, Reino Unidal.
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La segunda prueba ha sido efectuada ulilizande como material de referencia calibrado un panel de
diluciones de L. preumaphita serogrupe 1 {sq1, ATCC 33152) y seragrupo 6 {sgb, NCTC 11287} en solucian
fisiolégica dendre de 1a concentracidn limite {QCMD 2005 Legionella preumophila pilot proficiency panel,
Gnostics Ltd, Reino Unida). El panel contania también diluciones de L micdadei (NCTC 11371). Cada
muasira del pane! fue ullizada para realizar lodo el procedimiento de analisis, extraccion y amplificacién,
con las productos ELITechGroup S.p A,

Los resultades se presentan &n la shgulente tabla,

Pruebas con QCMD 2005 L. pneumophifa pllot proficency panel
Muestra Valor declarado &fu / ml Resultade esperado Resuitado obtenido
LPO5B-01 L. p. negativo negativo negativa
LPOSE-0Z L. m. 1,8x10% negativo negative
LPO58-03 L. p. 5g6 1.8x103 positivo positiva
LPO5B-04 L. p. sl 1,8x104 positivo negativo { pasitive
LPOSB-05 L. p. 506 1,8x108 positiva pasitiva
LP)5B-06 L. m.1,8x105 negativo negalive
LPOSE-0F L. p. sg1 1.8x10% positivo positivg
LP05B-08 L. p.sg1 1,807 positiva negative
LP05B-09 L. p. 596 1.8x101 positiva negativo f positive
LPD5B-10 L. p.sgl 1.8x10% positiva pasilive
LPDSB-11 L. p. negative negativa negativo
LFOSB-12 L. p. sg1 1.8x100 positivo negativo

La muestra LPOSB-04 ha dado un resullado negativo discordante, perc una vez repetido se
manifestd positive.

La muesira LFOSB-09 ha dado un resullado hegative discordante, pere una vez repetide se
manifestd positivo.

Las muesiras LPOSB-08 y LPOSB-12 han dado un resuftade negative discordante, confirmada
cuando la amplificacion fue repetida La discrepancia entre los resultados obtenidos con los productos
ELMechGroup S.p.A y los esperados puede explicarse conslderandn que la cantidad de muestrs era de 0,5
ml (eguivalenta a 9 cfu) ¥ que sdlo 1720 del producte de extraccion ha side utilizado en la reaccion de
amplificacion {equivalente a 0,45 cfu). Por lo tanto, la muestra eslaba por debajo del limite de deleccidn de
la prueba, en un ambito en #l cusl se tiene una baja probabilidad de obtener resultados positlvos. Ademas,
estas muestras han sido identificadas de manera incorrecta en el 87.8% de los casos durante el QCMD
2005 Legianella pravmaphila pilot study (datos de QCMD, Reino Unido}.

Sansibilidad diagndstica: eficiencia de dateccitn en distintos genotipos | subtipos

La sensibilidad de diagnéstico de la prueba, como eficiencia de deteccion en distintes genotipos /
sublipos, ha sido evaluada por comparacién de secuencias con bases de datos de secusncias
nuclectidicas.

El analisis de afineamiente de las regiones elegidas para la hibridacion de los aoligonucledlidos
primers del AmpliMLX y de la sonda fluorescente AmpliPROBE con las secuencias disponibles en la base
de datos del gen mip de L. prieumophita ha demostrade su conservaciin y la ausencia de mutaciones
significativas.

La sensibilidad de diagnéstice de la prusba, como eficiencia de deteccidn en distinlos genctipos /
subtipos, ha sido evaluada realizando el andlisis de muestras positivas para L. pneumophila sg1 y para
L. pneumophila 3g6.

La sensibilidad diagndstica de la prueba se evalud utilizando como material de referencia muestras
certficadas posiivas para el ADN de L. preumophifa sg1, ATCC 33152, ¥ de L. preumophila sgb, NCTC
11287, (QCMD 2005 Legionella pneumophila pilot proficiency panel, Qnostics Lid, Reine Unide). Cada
muestra fue utilizada para realizar todo 2l procedimiento de andlisis, extraccidn y amplificacién, con los
productes ELITechGroup S.p.A. Los resultados se presentan en la siguiente tabla comespondiente al
apartado "Sensibilidad analitica: repraducibfidad con panel para proficiency test”.
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Sansibilldad diagndstica: muestras positivas

La sensibilidad de diagnéstico de la prueba, como confirmacion de muestras dinicas positivas, ha
sido evaluada realizando el analisis de algunas muestras clinicas positivas para el ADN de L. preumaophila.

La sensibilidad diagndstica ha sido evaluada utilizando come material de referencia el ADN extraido
de 5 musstras de expectoracion, 3 muesiras de BA y 2 muesiras de BAL, positivas para el ADN de
L. prieurnophita (testadas con un método de amplificacién nesled © con un métedo de amplificacicn real
time) Cada muestra fue utlizada para realizar Ja amplficacian con los praductos ELITechGroup S.p.A. Los
resultados se presentan en la siguiente tabla

LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliMiX
blusqueda del ADN de Legionefta pneumophifa

RTS026-M

Especificidad diagnéstica: muestras negativas

La especificidad diagndslca de la prusba, como canflirmacian da muestras clinicas nagativas, ha
sido verificada efectuands el andlisis de algunas muestras celulares negativas para el ADN de
L. preumaphifa, resultando equivalente al 98,2%.

La especificidad diagndsltica ha sido evaluada ublizando como malerial de referencia muestras
clinicas de BAL y BA negativas para el ADN de L. prevmophida (lesladas con un métode de amplificacion
nested}. Cada muestra del panel fue utilizada para realizar fodo el procedimiento de andlisis, extraccion y
amplificacién, con los productos ELITechGroup S.p.A. Los resultados se presentan en la siguiente tabla.

Muestras

positivas ~

nagativas

Exdracciones positivas parz el ADN de £, preumophila

g

8

1

Muestras

positivas

3

58

1

56

Células negativas para el ADN de L. pneumaph};a

Una muestra de BAL ha dado un resultade negative discordante ¢on los productes ELITechGroup
S.p.A. Esta muesira ha side testada nuevamente ceon el método de amplificacién nested y ha dado un
resultade negativo.  Las  discrepancias  pueden explicarse por un  tituls del ADN  de
L. preumophita inferior al limite de deteccién de las dos pruebas, que produciria resultados positivos de

mmanera casual,

Especificidad analitica: marcadores potencialmente interfarentes

La especificidad analitica de la prueba, como ausencia de reactividad ¢ruzada con otros marcadores
potancialmente interferentes, ha sldo evaluada confrontando las secusncias con bases de datos
nucleotidicas.

El analisis da alineamiento de las regiones elegidas para la hibridacion de los oligonuclestidos
primers del AmpliMIX v de Jas sondas flucrascentes AmpliPROBE con las secuencias disponibles en 1a
base de datos de organismos distintos de L. prieumophila, entre los cuales se encuentran las las de ks
gencomas completos de Chiamydophifa pneumoniae y Mycoplasma pneumoniae, ha demostrado su
gspecificidad y la ausencia de hemologias significativas.

La especificidad analitica de a prueba, como ausencia de reactividad cruzada con olros marcadores
potencialmente interferentes, ha side vetificada realizando el analisis de muestras ¢erlificadas positivas para
Legionella micdaded, Chiamydophita pneumoniag e Mycoplasma preumoniae.

La especificidad analitica de |a prueba fue evaluada utilizando como material de referencia muestras
certificadas positivas de alto titulo para el ADN de Chiamydophila pneumoniae, cepa CM-1, ATCC VR-1360
{Vircell SL, Espaiia), para el DNA de Mycop! pheumontae, cepa FH, ATCC 15531, (Vircell SL.,
Espafa) y para el ADN de {egionefla micdadei, cepa NCTC 11371 (Qnostisc Lid, Reino Unido). Estos
microarganismos provocan infecciones respiratorias ¥ $e encuentran con frecuencia en las mismas
muestras clinicas. Cada muestra fue wtilizada para realizar 1odo ef procedimienio de andlisls, extraccién y
amplificaciin, con los praductos ELITechGroup S.p.A. Los resultados se presentan en la siguiente tabla.

Una muestra dio con los productas ELITechGroup S.p.A. unh resultado positive discordante. Esta
muestra ha sido testada de nueve y ha dade nuevamente un resultado positive. La muestra ha side
evaluada a nivel cuantitativo y demostraron un thuls infetior a 10 gEq / reaccion, que esta por debajo del
limite de deteccion del producto y del sistema de amplificacion nested utilizado para testar las muestras.
Cun titulos bajos las muesiras pueden producir resultados pasitvos en forma casusl,

Una muestra dic un resultade no valido.

Rohustez: efectos de la matriz

La robustez de la prueba, comeo efacto de la matriz que conduce a resultados negalivos falsos, fue
verificada realzando sl analisis de un panel de extracciones da muesiras clinicas con resullados positvos
para et ADN de L. pnsumophifa de titule cercane al limite de deteccion,

El efacto de la matriz fue evaluado utfizands como material de referencia a muestras de ADN
exiraicta de BAL y BA negallvos para el ADN de L. pnsumophis, testados con un métade de amplificasion
nested y positivizados con el ADN plasmidico diluido con un {itule de 30 copias £ 5 pL (3 veces el limite de
deteccidn). Estas muesiras fueron utitizadas para realizar la amplificacién con los productos ELITechGroup
5.p.A. Los resullados se presentan en la siguiente tabla,

Mumstras - N~ positivas negativas

Extracciones positivizadas para el ADN de L. preumophiiz 50 50 0

Neta: Los dates y los resultados completos de las pruebas realizadas para evaluar las caracteristicas de las
prastaciones del groducte estdn sefaladas en la Seccion 7 del Fasciculo Técnice del Producto
"LEGIONELLA pn. O - PCR Alert AmpliMIX™ y "LEGIONELLA pn. G - FCR Alert AmpiPROBE",
FTP RTS09E.

gl
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M. Koide et al. {1895) Clin inf Dis 21. 189 - 201

Muestras N posltivas negativas
Chlamydophila pneumoniae 1 o] 1
Mycoplasma preumoniae 1 o 1
Legionefia micdadei 1 1} i
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| PROBLEMAS Y SOLUCIONES ]

ADN blanco no detectado en la reaccién de Positive Control

LCausas posibles

Errar en |a preparacidon de la mezcla de
reaccion.

Controiar los volimenes de reactivos dispensados durante
la preparacion de la mezcla de réacciin.

Error en la dispensacidn de la microplaca.

Dispensar cuidadosamente las reacciones en la
microplaca siguiendo el plan de trabajo.

Contralar  bs  volimenss de mezcla de
dispensados.

Caontralar el volumen de contral posflive dispensada.

reaccién

Begradacién de la sorda.

Utilizar una nueva alicuota de sonda,

Degradacitn del cantrol positiva

Utilizar una nueva allcusta da control positivo.

Error an la programacion del equipo.

Controlar la posicidn de las reacclones del contral positivo
programada en el equipo.
Controlar el ciclo ¥ermico programade en el equipo.

ADN blanco detectado en Ja reaccion de Con

trol negativo

&l T

Causas p

185

Error en |a dispensacion de la microplaca.

Evitar esparcir el contenido de las probetas de las
muestras

Cambiar siempre el tip entre una muestra y la otra.
Dispansar cuidadosamente muestras, contro! negative v
contrel positive en la microplaca sigulends el plan de
trabajo.

Errar durante la programacion del equipo.

Cantralar la pesicion de muestras, control negafivo y
control pusitivo programada en el equipa.

Microplaca mal cerrada,

GCermar con cuidadeo la microplaca.

Contaminacion del agua bidestilada estéril.

WHilizar ura nueva alicuota de agua esténi.

Contaminacién del mix de amplificacion,

Utilizar una nueva alicuata del mix de amplificacion.

g
0

S
ff'f’
3.
o

g

1

L NA

drea de extraccion /
las  reacciones  de

Contaminacion  del
preparacién  de
amplificacien.

Limpiar supetficies y instrumentos con  detergentes
acuosos, lavar batas, sustiuir probetas v tips en uso,

1 "

Presencia de flu de fondo

en las reaccicnes

Soluciones

Causas nosibles

Error en la programacién de a2 "basefine”.

v S SNILSA
LZv'y

YOINO31 wHO

V?EIN‘UZ:NI

5

Programar el Intervalo de calcule de “baseline” en una
zona de cicles en la cual 1a flucrescengia de fondo ya se
encuenira astabilizada {controlar  los ragistros
"component”) ¥ que la fluarescencia de la sefial no haya
comenzado a cracer lodavia, por ejempic del ciclo 9 al

ciclo 15.
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[ SIGNIFICADQ DE LOS SIMBOLOS -

3

MNimero de catdlogo.

Limite superior de temperalura.

=< [

l_
Q
-

Codigo de lote.

Utllizar antes det ¢iima dia del mes.

Dispositvo médicn diagnéstico in vitro.

digpositives médicos diagnosticos in vitro,

Contenido suficiente para "N” test.

Atencidn, consullar las instrucciones de uso.

Fabricante.

EP <AafEw

Conforme a Ios requisitos de la Directiva Europea S8WWHCE comespondients a los

La adguwisicin de este producto permite al comprador su ullizackin para la amplificacin ¥ detsccidn de secoenclas de doidos

m virg, Ecle o by

edle &l o

nuclaleos para provesr sarviclos de d

s

con las productos con licencia "Positve Conlrol™ ¥ "0 - PCR Standard” de ELITachGroup S.p A
Por madle de la adquisicion no s& oterga ningun derecho general y ora lleanci de tpa diferente de asla deracho sspacifico de yso,
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'k B, s Av. Dorrego 673
1414 - Buenos Aires
» Dil YStemS Tel.: 54-11-4854-7775
Fax: 54-11-4857-0884
e-mail: info@biosystems.com.ar S M,

PROYECTOS DE ROTULO

» PROYECTO DE ROTULO EXTERNO

1 - Nombre del proclucto:‘

» LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert kit (RTS096)
» LEGIONELLA pn. - Positive Control (CTR096)

2 - Nombre del establecimiento elaborador:

ELITechGroup S.p.A, C.so Svizzera, 185, 10149 Torino- Italia
2a - Nombre del establecimiento importador:

Biosystems S.A.

Av, Dorrego 673

CKB1414- Buenos Aires
Argentina

3 - Leyenda “Autorizado por el MS y AS”; AUTORIZADO POR ANMAT Certificado N°:
4 - Niimero de lote o partida:

5 - Fecha de Yencimiento:

6 - Constitucién: - LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert Kit, compuesto por:
LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliMIX RTS096M :
LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliPROBE RTS096P |
Q - PCR Alert AmpliMASTER RTS000
- LEGIONELLA pn. - Positive Control |
7 - Unidades métricas: :

8 - Leyenda “Uso in vitro” '

9 - Finalidad o uso al que esta destinado: “Ver Instrucciones de Uso”
10-Precauciones: “Ver Instrucciones de Uso™

11- Condiciones de conservacién, almacenamiento y transporte:
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Q- PCR Alert AmpliMASTER

» ROTULO EXTERNO

I REAL-TIME

e

Q - PCR Alert AmpliMASTER
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LEGIONELLA pn. - Positive Control

» ROTULO EXTERNO

CTRO%6
LEGIONELLA pn. -
Positive Control
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LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert kit
Ref. RTS096
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LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliMIX RTS096M !
LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliPROBE RTS096P

Q - PCR Alert AmpliMASTER RTS000
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA DE
PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO
Expediente n® 1-47-3110-421/15-5
Se autoriza a la firma BIOSYSTEMS S.A. a importar y comercializar el Procjucto

para diagndstico de uso in vitro denominado 1) Legionella pn Q- PCR Alert Kit /
prueba cualtiativa de amplificacién de acidos nucleicos para la busqueda deI‘jADN
de Legionella pneumophila (L. pneumophila) en muestras de ADN extraidp de
esputo, lavados bronqueoalveolares y aspirados traqueales; y 2) L»zagic;*anellaF pn
Positive Control/ control positivo de las pruebas cualitativas de ampliﬂcacic')!n de
los acidos nucleicos para la blsqueda del ADN de Legionella pneumophila. En
envases conteniendo: 1} Legicnella pn. Q- PCR Alert AmpliMIX: mezcla de
oligonucleétidos primers (LEGIO. pn. AmpliMIX: 4 x 110ul), Legionelia pn. Q-
PCR Alert AmpliPROBE: mezcla de sondas fluorescentes marcadas (LEGIO. pn.
AmpliPROBE: 4 x 110ul), Q - PCR Alert AmpliMASTER: mezcla de reactivos
optimizados (Q-AmpliIMASTER: 4 x 340ul), Microplaca de amplificacion
(Amplification Sealing Sheet: 3) y lamina adhesiva para amplificacion
(Amplification microplate: 3), para 96 determinaciones; y 2) solucién control
(LEGIO. pn. Positive Control: 2 x 65ul), para 25 determinaciones. Vida util: 1)
Legionella pn. Q- PCR Alert AmpliMIX y Legionella pn. Q- PCR Alert AmpliPR(ﬁBE:
DIECIOCHO (18) MESES desde la fecha de elaboracidn, conservado a -20°C; vy
Q- PCR Alert AmpliMASTER: DIECIOCHO (18) MESES desde la fecha de
elaboracién, conservado entre 2 y 8°¢C; 2) DIECIOCHO (18) MESES desde la

fecha de elaboracion, conservado a -20°C. Se le asigna la categoria: venta a

"



Laboratorios de analisis clinicos por hallarse en las condiciones establecidas en la
Ley NC 16.463 y Resolucién Ministerial N® 145/98. Lugar de elaboracién:
ELITechGroup S.p.A. Corso Svizzera 185, Torino 10149 (ITALIA). En las
etiquetas de los envases, anuncios y prospectos debera constar PRODUCTO PARA
DIAGNOSTICO USO IN VITRO AUTORIZADO POR LA ADMINISTRACIONNACIONAL
DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA. Certificado no°
00.8328

ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA
MEDICA

X

Buenos Aires,

11 Nov 2015
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