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Ministerio de Salud
Secretaria de Políticas, Regulación

e Institutos
A.N. M. A.T

DISPOSICIÚN N°
9 4 2 9

BUENOSAIRES, J 1 I./OV2015

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

Administración Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnología Medica Y,

CONSIDERANDO:

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

autorización para la venta a laboratorios de análisis clínicos del Producto para

diagnóstico de uso "in vitre" denominado 1) Legionella pn Q- PCR Ale~ Kit /

I
prueba cualtiativa de amplificación de ácidos nucleicos para la búsqueda del ADN

I
de Legionella pneumophila (L. pneumophila) en muestras de ADN extra ido de

I
esputo, lavados bronqueoalveolares y aspirados traqueales; y 2) Legionella pn.

I
Positive Contror¡ control positivo de las pruebas cualitativas de amplificación de

1
los ácidos nucleicos para la búsqueda del ADN de Legionella pneumophila.

Que a fojas 132 consta el informe técnico producido por el Servicio de

Productos para Diagnóstico que establece que los productos reúnen las

condiciones de aptitud requeridas para su autorización.
I

Que la Dirección Nacional de Productos Médicos ha tomado la interv~nción

de su competencia.

los

I

los términos que establece la Ley N0
I

Y Disposición ANMAT NO 2674/99.
I

de las facultades conferidas por

I

Que se ha dado cumplimiento a

16.463, Resolución Ministerial N° 145/98

Que la presente se dicta en virtud

~ Decretos NO1490/92, 1886/14 y 1368/15.

t~.
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Por ello;

DISPOSIClúN N° 9 429

1

ELADMINISTRADORNACIONALDE LAADMINISTRACiÓN NACIONALDE

MEDICAMENTOS,ALIMENTOSY TECNOLOGÍAMÉDICA

DI S P O N E:

ARTÍCULO 10.- Autorizase la venta a laboratorios de análisis clínicos del producto

de diagnostico para uso in Vitro denominado 1) Legionella pn Q- PCRAlert Kit /
i

prueba cualtiativa de amplificación de ácidos nucleicos para la búsqueda d~1ADN
I
I

de Legionella pneumophila (L. pneumophila) en muestras de ADN extra ido de

esputo, lavados bronqueoalveolares y aspirados traqueales; y 2) Legionella pn.

Positive Control! control positivo de las pruebas cualitativas de amplificación de

los ácidos nucleicos para la búsqueda del AON de Legionella pneumophila , ~lque
I

será elaborado por ELITechGroup S.p.A. Corso Svi~zera 185, Torino 10149

(ITALIA) e importado terminado por la firma BIOSYSTEMS S.A. en envases

conteniendo: 1) Legionella pn. Q- PCR Aiert AmpliMIX: mezcla de

oligonucleótidos primers (LEGIO. pn. AmpliMIX: 4 x 110~1), Legionella pn. Q- PCR

Alert AmpliPROBE: mezcla de sondas fiuorescentes marcadas (LEGIO. pn.

AmpliPROBE: 4 x 110MI), Q - PCR Alert AmpliMASTER: mezcla de reactivos

optimizados (Q-AmpliMASTER: 4 x 340MI), Microplaca de amplificación

(Amplification Sealing Sheet: 3) .Y lamina adhesiva para amplificación
,

(Amplification microplate: 3), para 96 determinaciones; y 2) solución control

(LEGIO. pn. Positive Control: 2 x 65¡..t1), para 25 determinaciones, con una vida

útil de 1) Legionella pn. Q- PCRAlert AmpliMIX y Legionella pn. Q- PCRAlert, ,
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DISPDSICION N°

9 4 2 9.
AmpIiPROBE: DIECIOCHO (18) MESESdesde la fecha de elaboración, conservado

a -200C; Y Q- PCRAlert AmpliMASTER: DIECIOCHO (18) MESESdesde la fecha,
de elaboración, conservado entre 2 y 8°C; 2) DIECIOCHO (18) MESESdesde la

fecha de elaboración, conservado a -20°C y que la composición se detalla a fojas

84 Y 85.

ARTICULO 2°.- Acéptense los proyectos de rótulos y Manual de Instrucciones a

fojas 19 a 83 (des910sándose fjs. 19 a 24 y 37 a 51) debiendo constar ~n los
I

mismos que la fecha de vencimiento es la declarada por el elaborador impreso en

los rótulos de cada partida. I,
ARTÍCULO3°.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 4°.- LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE MEDICAMENTOS,

ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MEDICA se reserva el derecho de reexaminar los

métodos ae control, estabilidad y elaboración cuando las circunstancias así lo

determinen.

ARTÍCULO 50.- Regístrese, gírese a la Dirección de Gestión de Información

Técnica a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas notifíquese al

interesado y hágase le entrega de la copia autenticada de la presente Disposición,

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

certificado correspondiente. Cumplido, archívese.-

EXPEDIENTEN° 1-47-3110-421/15-5
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DISPOSICIÓN N°:
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IREFI RTS096-P

Revisión 03

MATERIAL PROVlSTO EN EL PRODUCTO

LEGIONELLA pn. Q. PCR Alert AmpliPROBE
, bús ueda del ADN de Le ¡anal/a neuma hila

Co. ooonte Desen Ión Cantidad Co. osición '" uelado
•• o,<Ia Ó•• omi •• ~o,.scent •• Ohgonu<leóti<\<)' ikJo",.oonl.',

lEGIO. pn .••••• pIIPROlIE marcad<l. con FIlM I t.1GB.NFa •• 110~L TRIS 1><>"".TRIS cIorllidraro,
y con VIC I MGe.-NFQ. GlIcerol, TdIO<lX_100

OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Este producto es para uso exolusivo in vllro.

Advertencias y precauciones generales
Manipular y "liminar todas las muestras biológicas como si pudiesen transmitir agentes infecciosos,

Evitar ei contacto directo oon las muestras biológicas. No producir salpicaduras ni aerosol. El material que
"sté en contacto con las muestras biológICas deb" ser tratado con hipoclorito de sodio al 3% por al menos
30 minutos o bien tratado en autoclave a 121'C dura nte una hora antes de ser eliminado.

Manipular y eliminar todos los reactivos y todos los materiales utilizados para realizar la prueba
como si fuesen potendalmente ,nfecciosos. Evtlar el contacto directo COn los reactivos. No produdr
salpicaduras ni aerosol. Los residuos deben ser tratados y "Iiminados segun normas de seguridad
adecuadas El malerial combustible monouso deb" ser incinerado. Los residuos líquidos que contienen
écldos o bas"s deben ser neutralizados ante. de la eliminación,

Los reactivos para la extracción del ADN de las muestras a analizar, el control posilivo de
e><tracción, los reactivos optimizados para la amplificación, los reactivos primees (oligonucleótidos) y el
control positivo de amplificación nO están incluidos en este producto, Para realizar "stas fases anallticas se
aconseja la utilización de los siguientes produclos accesorios producidos por ELlTechGroup S.pA,

«EXTRAcell. (código 8(T002), kit de extracci6n del AON de muestras celuiares: el kit permite
efectuar 50 extracciones.

«CPE_DNA" Internal Control~ (código CTREXTG) O «CPE. Internal Control. (código CTRCPE),
control po.itivo de e><tracción de ADN plasmidico para extracciones del ADN de mu"stras no
celulares.

~Q" PCR Alert AmpllMASTER. (código RT5000), m"zcla de reactivos optimizados, microplacas y
lémlnas adhesivas para la amplificación real time, ,,1producto permite efecluar96 reacciones.

~LEGIONELtA pn. Q _ PCR Alert AmpllMlX. (código RTS096-M), sondas nuorescentes para la
amplificación real time: el produclo permite efectuar 96 reacciones,

«LEGIONELtA pn. _ Posltive Control. (código CTR096). control positivo de ADN plasmldico: el
producto permit" efecluar para 16 sesiones.

I MATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN EL PRODUCTO I
_ Campana de flujo laminar
_ Guantes sin fIO"'O descarta bies de látex Osimilares,
• M"zcladorvortex,
_Microcenlrifuga de mesa (12,000.14.000 RPM),
_ Micropipatas y tips estériles con filtro para aerosol o de dispensaCión positiva (0,5-10 ~L, 2-20 ~L.,5-50 ~L,

50-200 ~L, 200-1000 ~L),
_Agua bidestilada estéril .
• Termostato prl>9ramable con sistema óptico d" detección de la fluorescencia.
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LEGIONELLA pn.
Q - PCR Alert AmpliPROBE

Lieda del ADN deLe ionelfa neumObús

• REAL.TIME,,,,~er7
"'-.€IilD
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USO PREVISTO
El produclo «LEGIONELLA pn. Q _ PCR AJert AmpllPROBE. forma parle de una prueba

cualitativa de amplificación de los ácidos nuclelcos para la bÚS'lueda del ADN de Leglonel/a pneumop"'la
(L pneumopl>l1a) en muestras de AON extraldo de esputo. lavados broncoalveolares (BAL). aspirados
traqueobronqwales (BA).

El producto se utiliza, junto con datos clinicos y otros exámenes de laboratorio, para el diagnóslico y
monitoreo de la infección por L. pneumophila,

PRESENTACION DEL PRODUCTO '1
El producto provee la mezcla de sondas fiuorescentes AmpliPR08E para la amplificadón real lime

en una solUCión de estabilizadora, previamente dosificada en cuatro probetas desechables. Cada
O O probeta contiene 110 ~L de solución, sufocl"n!es para 24 reacciones.

(J] _ @ Le sonda marcada con el ~uoróforo FAM y bloqueada por el grupo MGB-NFQ "S especifica para
O ~~. una región del gen rnip de L. pneumophlla,
CJ) .2l La sonda para el control interno de idoneidad de la muestra, marcada con el nuoróforo ViC y
-< ~ bloqueada por el grupo MGB-NFQ, es especifica para te r"glón promotora y 5" UTR del gen humano de la
CJ) beta globina,
-t ~ '"- El procedlmoento prevé la reaiizaCl6n de una reacción de ampllficaci6n real time en mlcroplaca con
~ .•.> un termostato programable con sistema óptico de detección de la fluorescencia (thermal cycler para real
"'" .•• -j t' IrMNm ~ ,me,

;O<-_. '- ():> ~ La estandarización del sistema ha sido realizada en equipos Applied Biosyslems ABI PRISM de la
rn Z Z ?- sene 1000 .
•• __¡;;m" El producto permite efectuar96 detenninaciones, esténdar y contro",s incluidos,

»1:---.:. .....
•••• ---.... SCHmRTSQ9lIP-"$ 28/06113 R....."ooO-' Pag.1/4
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Atención, consultar las instrucciones de uso.

Fabricante.

Contenido sufiCiente para "N" test

Conforme a los requisitos de la Dlrnct",a Europea 9B\79\CE correspondienle a los
dispos~Íllos médiCOSdiagnósticos in vflro.

Util~r antes del último dla del mes,

Código de lote,

Dispos~ivo médico diagn6stico in vnro,

Limite superior de temperatura.

Número de catálogo.

CE
W
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LEGIONElLA pn. Q - PCR Alert AmpliPROBE
bús ueda del ADN de Le ionella neumo hila

PROCEDIMIENTO

La adq<J""iOo d. ",,1_ p',",uC1ll perrnrte al com~"""" 'u u~lizac",o pora lo """,llbelÓn y delecciOo ~. >ec<l'O""'" de ácido>
ouele;cos pa,. p,ev •• r ,e!Vi<:"" d. 0"900s1lOO hUfTlilOO'" """,, Esto d.r.cho es Olon¡¡ado ,ólo .1 .1 ~rodLJC!o~rov~!o •• "lillZ' ¡"OIO
000 los ptod"C!<><;ron licencia "PoSO",e C""lror y"Q" PCR Stand."j' ~ ElITechGroup S.pA
p", "",,"lo d. l. adq"",,<lfi no .e OlO,º" O'rl\lÜl1d.,echo ~.noral u olra I,,,,,,,ela de 1;1'"d~••• nt. do •• te derecho espe,ifioo d' u""

BIBlIOGRAF1A

El producto «LEGIONELLA pn, Q - PCR Alert AmpIlPRDB!:J debe utilizarse con los productos
«O _ PCR Alert ArnpliMASTER~ y «LEGIONELLA pn. O - PCR Alert AmpIlMIX~ para obtener la mezcla
de reaCCión.

El AmpllPROBE está listo para Su uso. por lo lento debe utilizarse agregándolo directamente a la
mezcla de reacción.

El procedimiento completo, que prevé la preparación y la realización de una reacción de
amplificación real time en microplaca con un termostato programable con sislema óptico de detección de la
fluorescencia (thermal cycler para real time). se describe de manera detallada en el manual de instrucciones
pa,a el uso que se adjunta al producto «LEGIONELLA pn. O" PCR Aler! AmpIlMIX~.

Las caracteríslicas de las prestaciones y los límites del procedimiento de la prueba completa de
búsqueda y doseje del ADN de L pneuroophi/a se describen de manera detallada en el manual de
instrucciones para el Uso que se adjunta al producto «LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliMlb.

SIGNIFICADO DE LOS SIMBOLOS

M. Koide et al, (1995) Clin InfDis Z1, 199 - 201

IREF[ RTS096-P
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LEGIONELLA pn. Q • PCR Alert AmpliPROBE
bus ueda del ADN de Le iona/la neumo hila

Usar indumentaria de protección y guantes adecuados, protegerse los ojos Ila cara.

No pipetear con la boca ninguna soluci6n.
No comer, beber, fumaro aplicarse cosmélicos en ,,1área de trabajo.

Lavarse bien las manos después del manejo de muestras y reactiv<Js.

Eliminar los reactiv"," sobrantes y los residuos segun las normas vigentes.

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

Respetar las instrucciones provistas en el producto durante la ejecución de la prueba.

Respetar la fecha de caduc1dad del producto.

Utilizar sólo los reactivos presentes en el producto y los aconsejados por el fabricante.

No intercambiar reactIVos que provengan de lotes diferentes.
No utilizar reactivos que provengan de productos de otros tabricantes.

Advertencias 'f precauciones en 105 procedimientos de blologia molecular

Los procedimientos de biologia molecular. como la e)(\racclón. la transcripción inversa, la
amplificacl6n y la detección de áCidos nudeicos, reqUieren personal instruido para ev~ar el riesgo de
resul\<ldos incorrectos, en particular a causa de la degradación de los ácidos nucleicos de las muestras o de
la contaminaCión de las mismas po' parte de productos de amplmcación,

Es necesario dispone, de áreas separadas para la extracción I preparación de las reacciones de
amplificación o para la amplificación I deteoción de los productos de amplificación, Nunca Introducir un
producto de amplificación en el área de extracción I preparación de las reaCCiones de ampüficación,

Es necesario disponer de batas, guantes e instrumentos destinados para la extracción I preparación
de las reacciones de amplifICaCión y para la amplificaCIón I detección de productos de amplificaci6n, Nunca
transferir batas, guantes e instrumentos del área de ampllficaci6n I detección de productos de amplificación
al área de exlracción I preparación de las reaCCiones de amplificación.

Las muestras deben ser destinadas exclusivamente a este tipo de análisls. Las muestras deben ser
manipuladas bajo una campana de flujo laminar. Las probetas que contengan muestras diferentes nunca
deben ser abiertas al mismo tiempo. Las pipetas utilizadas para manipular las muestras deben ser
destinadas sólo a este Uso. Las pipetas deben ser del tipo de dispensación pOSitiva o usartips con filtro para
aerosol. Los tips utilizados deben ser estériies, sin la presencia de ADNasa y ARNasa, sin la presencia de
ADNyARN,

Los reactÍllos deben ser manipulados bajo campana de fiujo laminar Los reactivos necesarios para
la amplificaciÓll deben ser preparados de manera tal que sean utilizados en una sola sesión. Las pipetas
uliílzadas para manipular los reactivos deben ser destinadas sólo a este uso. Las pipetas deben ser del tipo
de dispensación positiva o usa' tips con filtro para aerosoles. Los fips utmzados deben ser este riles, sin la
presencia de ADNasa y ARNasa, sin la presencia de ADN y ARN.

Los productos de amplil'ocaci6n deben ser manipulados en modo de limitar al mbimo su dispersión
en el ambiente para eVitar contaminaCiones. Las pipetas utilizadas para manipular los productos de
amplificación deben Ser destinadas sólo a este Uso.

Advertencias y precauciones especificas para los reactivos

Las probetas que contienen ei AmpliPROBE son desechables y por lo tanto deben u~lizarse s610
una vezen la preparación de la mezcla de reacción.

Para AmpliPROBE se debe tener en cuenta los siguientes consejos de prudencia (S),
S 23-25, No respirar los gasesihumos!vapores!aerosoles. Evitar el contacto con los ojos,

•
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Q - PCR Alert AmpliMASTER
reactivos optimizados para la amplificación real time

MATERIAL PROVISTO EN EL KIT

~RTSOOO
~RTSOOO/2

Q • PCR Alert AmpliMASTER
reactivos o timizados ara la am liticación real time

El produdo en el formal0 complelo (código RTSOOO) permite efectuar 96 determlnacionos,
estándar y controles incluidos,

El produclo en el formato reducido (código RTSOOO/2) permite efectuar 48 determinaciones,
eslAndar y controles incluidos.

Producto formato com lato códloo RTSOOO

Oom onente Descri '" Cantidad Oom o.lción . Eti uetado
TRis b••••, TRIS.10"',"","',
GI"","", e_m de magnoslo,

AmpIIMASTE~ me,"'" de "'","0' ",,'Imlzados 4.3~Dpl DosoXlmOOo""leo'_
""""f.'o •. ROl(,Uraci-N.
gico.II•• o, TaQADN

r><JIlmer••••

Mlcmpfo.o po•• microplacado ,
.mpUfleaelón 96 po<>llo.Qe0.2 mL

Uiminaod"' ••a I~"",,"odbo>lv:!•• fladora ,
po•• omprrfieae,,"

ELlTechGroup

ELlTechGroup S.p.A.
C.so Svizzera, 185
10149 10rlno ITALY

OfIcinas: Tel. +39-011 976 191 Fu +3g.l)11 936 76 11
E. mall: emd.suppor1@elltecltg..lup.Com

sitio WEB: www.ellte<:hgroup.com

CE
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~RTSOOO
~RTSOOO/2

DESCRIPCION DEL PRODUCTO .. 1

Pég.21421l1C15l13

MATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN EL KIT

Los readivos primars (oligonucleótidos), los raad"'05 de detección (sondas lIuorascantas), los ADN
estándar de cantidad conocida y los controles heterodgotas de ADN plasmídico no están incluidos en asta
kit. Para realizar estas fases analillcas se aCOflseja la utilización da los sigUientes kits de accesorios
producidos por ELlTechGroup S,pA.

seria.Q _PCR Alen AmpliMIX., oligonucleótidos primers para la amplificación real fime.

seria.Q _PCR Alan AmpliPROBE., sondas fluorescentes para la amplificaciim real time.
seria.Q _ PCR Standard., ADN plasmídico de cantidad conocida para obtener la curva estándar.

seria .Po.IUve Control •. control haterocígola de ACN plasmidico.

- Campana de flujo laminar.
_ Guantes descartables de látex o similllres.
- Mezcladorvol1ex.
_Microcentrifugll de meSa (12.000 _14.000 RPM).
_ Microplpetas y tips estériles con filtro para aerosol o de desplazamiento positIVa (0,5-10 ~L, 2-20 ~L,
5-50 ~L, 50-200 ~L, 200.1000 ~L).

• Agua bidestilada estéril.
_ Termostato programable con sistema óptico de detección de la fluorescencia (\hermal cycler para real
time).

OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS

Producto formato reducido códl o RTSOCHl/2
Oom o""nte '"~ Descn "o Cantidad Oom oslción '" uatado

TRISbe•• , TRIS_'"'''',
Glic<I",f.elorum do magno,lo,

•••.••pIlMASTER mozclade "'0""'0. "",~ 2.340111.
D...",iml>onudo/l'ido• ~

lrif<>sfalo"ROX,u"",i-N-
glicosJla,a,Taq"DN

I"'llmeraso

Mfcropf.c" PO"" miC'<>pIacado ,
ampllfic.dón 96l"'clllo>do Q,. mL

Uimh••••dho.f"" IOmio>odn•• 1va.olladora ,
po•• ampflfic.cló"
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USO PREVISTO

26105113

I

El producto en el formato completo (código RTSOOO) provee la mezcla de reactivos optimizados
para la amplificación real time AmpliMASTER, an una solución estabilizadora dosifocada an cuatro
probetas y lista pera su uso, tres Mlcroplacas para amplificeción de 96 pocillos y tres Láminas
adhesivas para amplificación.

El producto en el formato reducido (código RTSooOI2) prov"" la mezcla de reactivos optimizados
para la amplificación real time AmpliMASTER, en una solución estabilizadora dosificada en dos probetlls y
lista para su uso, dos Microplacas para amplificación de 96 pocillos y dos Láminas adhesivas para
amplificación.

La mezcla de reactivos provee: el sistema tampón, el cloruro de magnesio y los nudeólidos
trifosfatos, el lIuoróforo de referencia pasivo ROX para la normalización de la fiuorescencia, la enzima
Uracil-N-glucosidasa (UNG) para la inactivaCión de las contaminaciones por productos de amplificación y la
enzima Taq ADN polimerasa de activación térmica (hot Start).

Nota: las Microplacas para amptlflcaclón no deben ser utilizadas con los equipos Applied Biosystems de
la sene 7000, que tienen montado el bloque térmico "FAST".

El producto eQ" PCR Alert AmpliMASTERa forma parte de pruebas cuantitativas de amplif'cación
de los ácidas nucleicos para la b(Jsqueda y el dosaje de un ADN blanco con el método de ampllficaclón
real time en muestras de ADN extra ido o de ADNc obtenido de ARN extraido, El produclo. es un acceso,io
de los productos de la serie .Q _ PCR Alen AmpliMIX., .Q - PCR Alen AmpliPRDBEa, .Q - PCR
Standard. y .Posltive Control., de ELlTechGroup S.pA

El producto Se usa en la prepa,ación de pruebas diagnóslicas basadas en el método de
amplificación real time.

USO PREVISTO
DESCRIPCiÓN DEL PRODUCTO
MATERIAL PROVISTO EN EL KIT
MATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN EL KIT
OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
PROCEDIMIENTO
SIGNIFICADO DE LOS SíMBOLOS

\
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~RTSOOO
~RTSOOOf2

Fabricante.

Contenido suficiente para "N° tes1.

Atención, consultar las instrucciones de uso.

Conforme alas requlsllos de la Directiva Europea 9S\79\CE correspondIente a los
dispos~ivos médICOSdla9nóStiCOSin vi/m

Código de lote,

Dispositivo médico diagnóstico in vitre.

Límites de temperatura.

Número de catálogo.

PROCEDIMIENTO

Q. PCR Alert AmpliMASTER
reactivos o limizados ara la am lificación real lime

lo ildqu",ci6" de •• ,. ptOdUCl<>p.r,,",. '" ocmp",dor ut,liz.rIo P'" lo .~lIr"",ci6" de S8CL>B<ICiasde :leidos "LJCloicos ocn .1 rlll ~.
pm, •••. ".vic,os d. d"gnO,1ico !MJmano "' ,4",. ES1!!déf9r:/1o es ~odo.óIo" el p'Oduet<>• ..,.,;"~~_ •• utilizo ),",10 • productos
COnhce""", "1'0$11••• Coouor o "Q • PCR Stan<!llr<!".~. ELITechGro<p S.pA
F'<I<fl'l<fdlode le oojq"""l6n no so 01"'90 ni"9Clnd.,oeho gene",1 u oti.I""""". do t,po d;f.,'e"'" d•• .,_ de"'cl-o> "fIOolfico "" LOSO.

Utilizar antes del último día del meS.

El k~ ~Q _ PCR AI.rt AmpIlMASTER» debe utilizarse oon los kils de la serie .Q • PCR Alert
AmpliMIX" y.Q _PCR AlertAmpliPROBE. para obtener la mezcla de ",acción,

AmpliMASTER está listo para usar, por lo tanto debe utilizarse directamente en la preparación de la
mezcla de reacción.

El procedimiento completo, que prevé la preparación y la realización de u,", reacción de
ampl,ficadón real time en microplaca con un termostato pr<lgramable COnsistema óptico de detección de la
fiooresoencia (!hermal cycler para real time), se describe de manera detallada en el manual de instrucciones
para el usa que se adjunta a los kils de la serie «Q o PCR Atert AmpIIMIX.,

Las caracteristlcas de ~s prestaciones y las Iím""s del procedimiento de la prueba completa de
búsqueda y dosaje de ADN blanca se describen de mar>era detalleda en el manual de instrucciones para el
uso adjunta a los kils de la serie «Q o PCR A1ert AmpIlMIX •.

SIGNIFICADO DE LOS SIMBOLOS
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=5113SCH mRTSDOO_o,

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

(;'~' ""'"",}.".. ...-Y:",. ,\.
"f Q ¡ Cf~íl.
'~' ",. ', \'-.2)1! ,J

/
Q • PCR Ale .AmpIlMAST-ER

reactivos o limizados ara la am lificación real lime

Este kit es para uso exclusivo /" vitro.
Advertencias y precauciones generales

Manipular y etlminar todas las muestras biológicas como si pudiesen transmitir agentes infecciosos.
Evitar el contacto directo can las muestras biológicas. No producir salpicaduras ni aerosol. El material que
está en contacto con las muestras biológicas debe ser tratado can hlpaclorilo de sodio al 3% por al menos
30 minutos o bien tratado en autoclave a 121C. durante una hora antes de ser eliminado.

Manipular y eliminar todos los reactiVaS y todas los materiales utilizados para realizar la prueba
coma si fuesen potencialmente Infecciosos. Evitar el contacto directo con tos reactivos, No producir
salpicaduras ni aerosol. Los residuos deben ser tratados y eliminados según normas de seguridad
adecuadas. El material de uso único combustible debe ser InCinerado. Los residuos liquidos que contienen
ácidos Obases deben ser neutralizados antes de la eliminación.

Usar indumentaria de protección y guantes adecuados. protegerse los ajos Ila cara.
Na pipetear con la boca ninguna solUCión.
No comer. beber. fumar o aplicarse cosméticos en el área de trabajo.
Lavarse bien las manos después del manejo de muestras y reactivos.
Eliminar los reacl"'os sobrantes y los residuos según las nOrmaSvigentes.
Leer todas las Instrucciones provtstas en el kit antes de realizar la prueba,
Respetar las Instrucciones provistas en el kit durante ta ejecución de la prueba.
Respetar la fecha de caducidad del kit.
Utilizar sólo los reactivos presentes en el kit y los aconsejados porel fabricante.
No intercambiar reactivos que provel19an de lotes diferentes.
No utilizar reactivos que provel19an de kits de otros fabricantes

Advertencias y precauciones en los procedImientos d. blologla molsculsr
Los procedimientos de biologla molecular, como la extracción, la trascripción inversa. la

amplificación y la revelación de ácidos nucleicos. requieren de personal instruida para evitar el riesgo de
resultados Incorrectos, en particular a causa de la degradación de los écidos nucleicos de tas muestras o de
"' contaminación de las mismas por parts de productos de amplificación,

Es necesario disponer de áreas separadas para la extracciónl preparación de las reacciones ds
amplificación o para la amplifIcación I detección de los productos ds amplifICación Nunca introducir un
producto de amplificación en si érea ds extracción! preparación de las reacciones de amplificación.

Es necesario disponer de batas, guantes e instrumentos destinados para la extracciónl preparación
da las reaCC,OneSde amplifICación y para la amplificación I detección da productos de amplificación Nunca
transferir batas, guantes e instrumentos del érea de amplificación! detección de productos de amplificación
al área de extracción! preparación de "'s reacciones de amplificación,

Las muestras deben Ser destinadas exclusivamente a este tipo ds análisis, Las muestras deben ser
manipuladas baja una campana de flujo laminar. Les probetas que contengan muestras diferentes nunca
deben ser abiertas al mismo tiempo. Las pipetas utilizadas para manipular las muestras deben ser
destinadas sólo a este uso, Las pipetas deben ser del tipo de dasp~zamianto posllivo a usar tlps con finro
para aerosol. Los tips utilizados deben ser sstériles, sin la presencia de ADNasa y ARNasa, sin la presencia
deADN yARN.

Los reactivas seben ser manipulados baja campana de flujo laminar, Los reactivos necesarios para
la amplificación deben ser preparadOS de manera tal que sean utilizados en una sala sesKln. Las pipetas
utilizadas para manipular los reactivos deben Ser destinadas sólo a este uso, Las pipetas deben ser del tipo
de desplazamlsnto positivo O usartlps con Mro para aerosates. Los tips utilizados deben ser estériles. sin la
presencia de ADNasa y ARNasa, sin la presencia de AON y ARN.

Los productos de amplificación deben ser manipulados an modo de limitar al máximo su dispersión
en el ambiente para eVitar contaminaciones. Las pipetas utiliZadas para manipular los productos de
amplificaCión deben ser destinadas sólo a este uso,

Advertencias y precauciones espectflCllS para los componentes.

Con la AmpllMASTER se deben ter>eren cuenta las siguientes precauciones (5):

S 23-25. No respirar los gases/humasivaporeslaerosoles. Evitar el contacto con los ojos.
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OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS

MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO

MATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN EL PRODUCTO

Com onente Descrl ", Cantidad Com oslción Eli uetado
Plá5mido. TRIS ba ••• ,

liGIO. pn.' P""W •••••COnlrol ~n d. pló.rrOdo ~.$5~ TRts clom",ato, EDTA, -
ARN 10101d. levadura

- Campana de fiujo laminar.
_Guantes sin polvO}descartables de látex o similares.
- Microcentrífuga de mesa (12.000 - 14.000 RPM).
_Microp,pelas y tipa estériles con hltro para aerosol o de dispensaci6n positiva (0,5-10 l'L, 2.20 l'L, 5-50 l'L.
50-200 l'L).

- Agua bidestilada estéril.
_ Termostato programable (lhermal. cycler).t-20

'C

ELlTechGroup

CE

LEGIONELLA pn. - Positive Control
mip
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USO PREVISTO
PRESENTACiÓN DEL PRODUCTO
MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO
MATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN EL PRODUCTO
OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
PROCEDIMIENTO
BIBllOGRAFfA
SIGN1RCADO DE lOS SIMBOlOS
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Los ¡eactívos para la amplilicaclón y la detecc'On del ADN ampl~lcado no están incluidos en este
producto. Para realizar estas fases analíticas se aconseja la u~l;zaci6n de los siguientes productos
accesorios producidos por EUTecl1Group S.p.A.:

«Q _ PeR Alert AmpIIMASTER» (c6d'llo RTSOoo). mezcla de reactivos optimizados, microplacas y
láminas adhesivas para la amplificación real time; el producto perm~e efectuar 96 reacciones.
«LEGIONElLA pn. a _PCR Alert AmpliMIX» (código RTS096-M), o~gonucleótldos primers para la
amplll1caci6n real time; el produclo permite efectuar 96 reacciones.
.lEGIONELLA pn. a • PCR Alert AmpIiPROBE. (código RTS095-P), sondas fluorescentes para
la amplificación real lime; el produclo perm~e e/ectuar 96 reacciones.

I USO PREVISTO
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
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Este produ<:to es para uso exclusivo In v/lro.

Advertencias y precauciones generales
Manipular y eliminar todas las muestras biológicas como si pudiesen transmitir agentes infecCIOSOs.

Evitar el contacto dlrecfo con las muestras biol6gteas. No producir salpicaduras n; aerosol. El material que
está en contacl0 con las muestras biclógicas debe ser tratado con hípoclorito de sodio al 3% por al meno.
30 minutos O bien tratado en autoclave a 121C'durante una hora antes de Ser eliminado.

Manipular y eliminar todos los reactivos y todos los materiales usados para realizar la prueba como
si luesen agente. infecciosos. Evitar el contacto directo DOn los reacfivos. No producir salpicaduras ni
aerosol. Los residuos deben ser tratado. y eliminados según normaS de seguridad adecuadas. El maferial
combustible mOOOUSOdebe ser incinerado. Los residuos líquidos que contienen ácidos o bases deben ser
neutralizados antes de la eliminación.

Piig.1/42Ml5l\3

Ef producto provee el Poslllve Control. una solución estable de plásmldo que contiene la secuencia
de interés. doslllcada en dos probetas y listas para su uso. Cada probeta DOntiene 65 ~L de solución.
sufiCiente para 12 sesiones.

El plásmido contiene la región amplificada del gen mip de L. pneufmJpllHa. La detección del ADN
blaoco de la reacción de amplificaci6n confirma su capacidad de identilicar la presencia del ADN de
L. pneumopl!l1a.

El producto permite efectuar 25 reacciones de amplificación util;zando 5 l'L por reacci6n.

El produclo "lEGIONElLA pn •• Positiva Control. se utiliza como conlrol positivo en las pruebas
cualitativas de amplilicación de los ácidos nUde;cos para la búsqueda del ADN de leg/one/la
pneumoph/la (L. pneumoplliJa) con los productos .Q - PCR A1ert AmpIlMASTER., «LEGIONELLA pn. Q
_PeR A1ert AmpliMIX. y .lEGIONELLA pn. Q _PCR A1ert AmpliPROBE. de ELlTechGroup S.p.A.

PRESENTACION DEL PRODUCTO
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AtenCión, consuilar las instrucciones de uso.

Fabricante.

Contenido suficiente para "N" test.

Conforme a los requisitos de la Directiva Europea 98\79ICE correspondiente a los
dispositivos médicos diagnósticos in vilro.

Dispositivo médico diagnóstico in vilro.

Código de lote.

Limite superior de temperatura.

Número de catálogo.

LEGIONELLA pn •• Posilive Control
mip

CE
W
L!:i
l1li

SIGNIFICADO DE LOS SIMBOLOS

Ulillzar antes del úlilmo dla del mes.

M. Koide et al. (1995) e/in IntDis Z1' 199 - 201

BIBLlOGRAFIA

L. adq""",'ón do .,10 prodocloperm•• al oo__ r ",t"oOOpa" la omplificaciónde se"",,"; •• d. ác<lo,n"cleleoscon.1 fin<lo
proveer.e",,,",,,,dedlagnó,ticohumanoin vitro. Esl. doroeoo•• "'0'!lado5óIo,; .1prodocto,uminlStr_.e LJI,izajuotoSpc<tduelo,
_ fio.l"I<l.poralaamplITtcaci6n, paraladetecci6ndeELITechG"'"pS.pA
Pa,.....r",d. laadqul.lc,oono.o olorganingúndorocroganeraluotro¡".ncla d. 'J:<t drr.",ntodee,1oderechoespecfficod. "'o.

El Posltlve Control está fisto para su uso, por lo tanto debe utilizarse agregándole 5 ~L
directamente a la mezcla de reacctÓn.

Ei procedimiento completo, que prevé la preparación y la realizaCiÓn de una reacción de
amplificación con un termostato programable (thermal - cycler), se describe de manera detallada en el
manual de instrucciones de uso adjunto al producto "LEGIONELLA pn. Q. PCR Aler! AmpIIMIX •.

Las caracterlsücas de las prestaciones y los limites del procedimiento de la prueba complefa para la
busqueda del ADN de L. pneumophila se deSCriben de manera detallada en el manual de instrucciones para
el uso que se adjunta al producto "LEGIONELLA pn. Q - PeR Alert AmpIIMIX •.

Nola: El Positive Control puede ser congelado y descongetado hasta doce veces.
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PROCEDIMIENTO

El producto "LEGIONELLA pn. " Posltive Control. debe ser utilizado con los productos
••Q - PCR Alar! AmpIlMASTER", "LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpIlMIX. y "LEGIONELLA pn. Q "
PeR Aler! AmpllPROBE' •.

t;~~~~\
~'~m;~ú: , -I--'-E-G-'O-N-E-'-'-'-P-"-.-.-P-o-,-'-,;-,-,-C-O-"-'-'0-'--~r- m;p
U> <3 Usar indumentaria de protección y guantes adecuados, protegerse los ojos o la cara_~ º- No pipetear con la boca ninguna solución.. * No comer, beber, fumar Oap~carse cosméticos en el área de trabajo.

Lavarse bien las manOSdespués del marJejo de muestras y reactivos.
Eliminar los reactivos sobrantes y los residuos según las normas vigentes.
Leer todas las ínslrucciones provistas en el kit antes de realizar la prueba.
Respetar las instrucciones provistas en el producto durante la ejecución de la prueba.
Respetar la fecha de caducidad del producto.
Utilizar 5ólo los reaClivos presentes en el producto y los aconsejados por el fabricante.
No intercambiar reactivos que provengan de lotes diferentes.
No utilizar reactivos que provengan de productos de otros fabricantes.

Advertenolas y precauciones en los procedimientos de biología molecular

Los procedimientos de blolog1a molecular, como la extracción. la transcripción Inversa, la
ampl~icaci6n y la elelección de áddos nucleicos, requieren personal instruido para evitar el riesgo da
resultados incorrectos, en particular a causa de la degradación de los ácidos nudeicos de las muestras Ode
la contaminación de las mismas por parte de productos de amplificación.

Es necesarIO disponer de áreas separadas para la extracción I preparación de las reacciones de
amplificación o para la amplificación I detocción de los productos de amplificadón. Nunca introducir un
producto de ampl~lcaci6n en el área de extracción I preparadón de las reacciones de amp~ficación.

Es necesario disponer de batas, guanfes e Instrumentas destinados para la extracción I preparadón
de las reacciones de amplificación y para la amplificación I detección de productos de amplificadón. Nunca
transterir batas, guantes e instrumentos del área ele ampl~ioadón I deteedón de productos de ampiificación
ai área de extracción I preparaoión de las reacdones de am~lficadón,

Las muestras deben ser destinadas exclusivamente a este tipo de análisis. Las muestras deben ser
manipuladas bajo una campana de tlujo laminar, Las probetas que contengan muestras d~erentes nunca
deben ser abiertas al mismo tiempo. Las pipetas utilizadas para manipular las muestras deben ser
destinadas sólo a este uso. Las pipetas deben ser del tipo de dispensación positiva o usar tips con fiitro para
aerosol. Los tlPS utilizados deben se, esténles, sin la presencia de ADNasa y ARNasa, sin la presenda de
ADNyARN.

Los reactivos deben ser manipulados bajo campana de flujo laminar. Los reactivos necesarios para
la amplificaCión deben ser preparados de manera tal que sean utilizados en una sola sesión. Las pipetas
utilizadas para manipular los reaclivos deben ser destinadas sólo a este uso. Las pipetas deben ser del tipo
de dispensación positiva o usar tips con fillro para aerosoles. Los tips utiiizados deben ser estériles, sin la
presencia de ADNasa y ARNasa. sin la presencia de ADN y ARN.

Los productos de amplificación deben se, manipulados en modo de limitar al máximo su dispersión
en el ambiente para evitar contaminaciones. Las pipetas utilizadas para manipular los productos de
amplificación deben ser destinadas sólo a este uso.

Advertencias y preoauolones espacilloas para los oomponentes

Las probetas que conllenen el Posltl"" Control deben ser congeladas y desoongeladas por un
máximo de doce veces. Otros ciclos de congelación I descongelación podrlan causar una pérdida de título.

Con el Positlve Control se deben tener en cuenta los siguientes consejos de prudencia (5):
S 23-25. No respirar los gaseslhumos/Vaporeslaerosoles_ Evitar el contacto con los ojos.



El prooodimlento prevé la realiUlción de una reaCCIÓnde amplifICaCión real Ume en micro placa COn
un tarmostato programable con sistema óptico de detección de la fluorescencia (thermal cycler para real
time),

En cada pocillo se efectúa una reacción de amplificación especifica para una reglón del gen mlp de
L. pneumopMa y para una reglón del gen humano de la beta globina (control Intemo de Inhibición)
uUiizanoo el ADN eldraldo de las muestras en eMlmen. Una sonda especifica para L. pMumophlla marcada
con el fiuOfÓforo FAM se activa cuando hlbrlda con el producto especlflco de la reacción de amplificación
para L. pneumophi/a. Otra sonda especifica para el gen humano de la beta gk'lbina marcada con el
fluofÓforo VIC Se activa ruando hlbrlda con el producto de la reacción de amplificación para el gen humano
de la beta globina, La emiSión de la fluorescencia aumenla al aumentar los productos especificos de la
reacción de amplificación y es medida y registrada por el equipo. La elaboración de k'ls datos permite
determinar la presencia del ADN de L. pneumopMa en la muestra de partida

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

IREFI RTS096-M

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

LEGIONEI.LA pn. Q • PCR Alert AmpliMIX
bús ueda del ADN de Le ionella neumo hila

E:LlTechGroup

ELlTechGroup S.p.A.
C.so Svlzzera, 185
lG149 Torlno ITALY

OfIcinas: Tel. ~3~11 976191 Fax ~39-o119367611
E.mai!: emd.support@el~echgroup.com

dio WEB: W'WW.• lltechgroup.com

LEGIONELLA pn.
Q - PCRAlert AmpliMIX

búsqueda del ADN de Lf'gionella pneumophila
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PRESENT ACION DEL PRODUCTO

El producto provee la mezcla de 0ligonucle6tídos primers AmpllMIX para la amplmcación real lime
en una soluc06n de estabiliZadora, previamente dosificada en cualro probetas desechables. Cada
probeta contiene 11O~L de soluci6n, suficientes para 24 reacciones

Los oligonucl&ótidos primers para L. Pneumophfla san especificos para una reg;ón del gen mlp da
L. pneumophila.

Los oligonudeótldos prlmars para al control interno de Idoneidad da la muestra son especlflcos para
la región promotor y 5' UTR dalll"n humano de la beta globlna.

El producto permite efeotuar 96 determinaciones, controles positivos y negativos Incluidos.

MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO

eom onente Descrl Ión Cantidad eom oslcl6n '" uetado

0'=1. deol;g,,",ucleoMos OigonucleóMo"
LEGIO. po. AmpllMIX

P"""'''
•• 110pL TRIS b••• , TRIS doro;,j,oro, -

Glice~. T"too){.100

USO PREVISTO
I MATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN El. PRODUCTO I

El producto "LEGIONELLA pn. Q _PCR Alert AmpIIMIX. forma parte de una prueba cualllativa de
amplificaCión de los ácidos nudeicos para la búsqueda del AON de lag/onalla pneumophíla
(L. pnaumophil~) en muestras de AON extra ido de esputo, avados bmncoalveolares (BAL), aspirados
traqueobmnquiales (BAj.

El producto sa ubliza. junto con datos cllnicos y otms examanes de laboratorio. para el d~gn6stico y
monltoreo de la infección por L. pnaumophils.

Pág, 2116RevISIÓn 0321\105113

• Campana de f1ujclaminar.
_Guantes sin polvo descarlables de látex o similares.
- Mezclador vortex.
- Microcentrffuga de mesa (12,000.14,000 RPM).
- Mlcroplpelas y tlPSestériles can filtro para aemsol o da dispensaci6n positiva (0.5-10 ~L. 2-20 ~L, 5.50 IJL,
50-200 ~L, 200-1000 ~L),

- Agua bldestilada estéril.
- Termostato programable Ccn sistema ópUco de detección de la fiuorescencla.

Plig.1/1628105113SCI-l mRTS096M_e.
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LEGIONEl.LA pn. Q • PCR Alert AmpliMIX
bús ueda del ADN de Le ionefla neuma hila

SCHmRTS!I96M~e<

MUESTRAS Y CONTROLES

Sustancias interferenles
El AON extra Ido de la muestra de partida no debe contener mucoproteinas y hemoglobina para

evitar fenómenos de inhibici6n y la aparición de frecuentes resultados no válidos.
No son disponibles datos referidos a eventuales fenómenos de inhibición por parte de fármacos

antibióticos, anlivirales, quimioterápicos o inmunosupresores.

Controles de amplificación
Es absolutamente necesaria convalidar cada una de las sesiones de ampliflCación preparando una

reacción de oontrol negativo y una reacción de <:antrolpositivo.
Para el control negativo utilizar agua bldestilada estéril (no provista en el producto) agregándola a la

reacción en lugar del ADN extraldo da la muestra.
Para el control pos;tr.o utilizar el prodUcto cLEGtONELLA pn •• Positivo Control •.

Controles de calidad
Se aconseja conformar todo el procedimiento de análisis de cada una de las sesiones, extracci6n y

ampiificación, utilizando una muestra negativa y una muestra positiva ya testadas o del mateflal de
referencia calibrado,

Es necesario disponer de batas, guantes e mstrurnentos destinados para la extracción I preparación
de las reacciones de amplifooac,6n y para la amplificación I detección de productos de amplificación. Nunca
\ransferir batas, guantes e instrumentos del área de amplifICación' detección de productos de amplificación
al área de extracción I preparación de las reacciones de amplificación.

las muestras deben ser destinad"." exclusivamente a este ¡i¡JOde análisis. La. muest,as deben ser
manipuladas bajo una campana de flujo laminar. Las probetas que contengan muestras diferentes nunca
deben ser abiertas al m;smo tiempo. Las pipetas utilizadas para manipular las muestras deben ser
destinadas sólo a este uso. Las pipetas deben ser del tipo de dispensadón positilla o usar tips con filtro para
aerosol. Los tips utilizados deben ser estériles, sin la presencia de ADNasa y ARNasa, sin la presencia de
ADNyARN.

Los reactivos deben ser manipulados bajo campana de flUJOlaminar. Los reactivos necesarios para
la amplificación deben ser preparados de manera tal que sean utilizados en una sola sesiOO. Las pipetas
utilizadas para manipular los reactivos deben ser destinadas sólo a este uso. Las pipetas deben Ser dsltipo
de dispensaci6n positl\la O usar tips con fiKro para aerosoles. Los tips utilizados deben ser estériles, sin la
presencia de ADNasa y ARNasa, sin la presencia de ADN y ARN.

Los productos de amplificación deben ser manipulados en modo de limitar al máximo su dispersión
en el ambiente para evitar contaminaciones. Las pi¡letas utilizadas para manipular 105 productos de
amplificaci6n deben ser destinadas s610a este uso.

Advertencias y precauciones especificas para. 10$componentes

Las probetas que contienen AmpllMIX son desechables y por lo tenjo deben utilizarse sólo una vez
en la preparación de la mezcla de reacci6n.

Para AmplIMIX se debe tener en cuenta los siguientes consejos de prudencia (S).
S 23_25. No respirar los gaseslhulOOslvaporeslaerosoles Evitar el contacto con los ojos.

Muestras
Este produclo debe ser ulilizado con ADN extraldo de las siguientes muestras biológicas; esputo,

lavados bronooalveolares (BAL), aspirados traqueobronquiales (BA).
Las muestras de esputo, lavado bronooalveoiar y de aspirado traqueobronquial destinadas a la

extracción del ADN deben ser recolectadas según las indicaciones del laboratorio en Solución flsiológica
estéril, transportadas a +2°1+8 C' y conservadas a +2'1 +8 C' por un máximo de tres dias.

No congelar las muestras de esputo, lavado broncoalveolar y aspirado traqueobronquial COnel fln
de evitar la lisis de las células y la pérdida de mulo del ADN bacleriano.

Las instrucciones para el prelratamlento de la muestra c1inica y para la extracción del ADN están
incluidas en el Manual de Instrucciones de uso del kit .EXTRAcell •.
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Este producto es para uso exclusivo In vltro.

Advertencias y precauciones generales

Manipular y eliminar todas las muestras biológicas como si pudiesen transmitir agentes infecciosos.
Evitar el <:antacto directo con las muestras biológicas. No producir salpicaduras ni aerosol. El material que
está en oontacto con las muestras biológicas debe ser tratado con hipoclorito de sodio al 3% por al menos
30 minutos o bien tratado en autoclave a 121'C dura nte una hora antes de ser eliminado,

Manipular y eliminar todos los reactivos y todos los materiales utilizados para realizar la prueba
como si fuesen potencialmente infecciosos. Evitar el oontacto directo oon los reactivos No producir
salpicaduras ni aerosol. Los residuos deben ser tratados y eliminados según nonnas de seguridad
adecuadas El material combusllble monouso debe Ser incinerado. Los residuos liquidas que contienen
ácidos o bases deben ser neutralizados antes de la eliminaci6n.

Usar indumenlaria de protección y guantes adecuados, protegerse los ojos Ila cara.
No pipetear con la boca ninguna solución.
No comer, beber, fumar Oaplicarse cosmé~cos en el área de trabajo,
Lavarse bien las manos después del manejo de muestras y reactillos.
Eliminar los reactl\los sobranles y ios residuos según las normas vigentes.
Leer todas las instrucciones provistas en el kit antes de f9allzar la prueba,
Respelar las instrucciones provistas en el producto durante la ejecución de la prueba.
Respetar la fecha de caducidad del producto.
UUlizarsólo los reactivos presentes en el producto y los aconsejados por el fabricante.
No intercambiar reactivos que provengan de lotes diferentes.
No utilizar reactivos que provengan de produclos de otros fabricantes,

Advertencias y precauciones en loe procedimientos de biologia molecular

Los procedimientos de biología molecular, como la extracción, la transcripción inversa, la
amplificacl6n y la detección de ácidos nucleicos, requieren personal instruido para evitar el riesgo de
resultados Incorrectos, en particular a causa de la degradacl6n de los ácidos nucleicos de las muestras o de
la contaminación de las mismas por parte de productos de amplificación,

Es necesario disponer de áreas separadas para la extracci6n I preparación de las reacciones de
amplificacl6n o para la amplificaci6n 1 detección de los productos de amplificación. Nunca introducir un
producto de amplificación en el área de extracci6n 1preparación de las reacciones de amplificaci6n.

Los reactivos para la extracción del ADN de las muestras a analizar, el oontrol positillo de
extracción, los reactivos optimizados para la amplificaci6n, los reactivos de detección (sondas fiuorescentes)
y el control positivo de amplificación no están incluidos en este producto. Para realizar estas fases analíticas
se aconseja la utilización de los siguientes productos acaesorias producidos por ELlTechGroup S,p.A ..

.EXTRAeell. (código EXTD02), kit de extracción del ADN de muestras celulares: el kit pennite
efectuar 50 extracciones.

cCPE.DNA _Internal Control. (código CTREXTG) o cCPE _ Internal Control. (código CTRCPE),
control positivo de extracción de AON plasm¡dico para extracciones del AON de mueslras no
celulares.

ca - PCR Alert AmpliMASTER. (código RTSOOO),mezcla de reactr.os optimizados, microplacas y
láminas adhesivas para la amplificación real time; el producto pennite efectuar 96 reacciones.

cLEGIONELLA pn. a _ PCR Alert AmpIIPROBE. (código RTS096-P), sondas fiuorescentes para
la amplificación real time; el produclo permite efectuar96 reaCCOlnes.

cLEGIONELLA pn. - Positivo Control. (código CTR096), control posrtivo de ADN plasmídlco; el
producto permite efectuar para 25 sesiones.
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P1lIp••• cl6n de la ampllfkac:l6n
lA re~liull5e en el ilrea de eI\lllcá6n I p<epanH;l6nde la ,eao;i6n de 1I~ICIICi6n)

Antes de iniciar111sesl6n es necesello:
- extrMI y ~l3f las ~s con bls ITI\Ie$b1Is11III1llllirn,.Cftntrtlugar las probela'!l PfIrJ1
obre...". en cllondo el contenido Y mam.-ms .., hielo;
• extraer Y descongelar las probetas de AmpIlMIXneceslIrm,. PII!11111oe:l6r1tenIenóo prMefllo ~
el ccnlllnldo de l;;IIda••••11'" sufldenlll PIU'!'Pf'!IPflrar2. reK:clone •. Centrlfugar los probetas
dumnlll 5 r;egundos pera obtener'" contenkkl en el fondo '/ menlenertas en hielo;
- e>;tnJef y desc:ongeIar "" n(:rnero de probellls de AmpUPROBE \gulI111.1de 1M protlllla!l de
AmplIMIX.Cen!rlfu¡¡llrliI!IprobelllS eI,,",n!e 5 Rgundo! ~"" oblener en el ronda el contenldo Y
fT\lInlenerla,en hielo;
- e-.:lr1lerun nónwmldll ~las de AmptlMASTERIgual et de le, probela'5 de AmpIiM1X.Esalbk
con tinta Indeleble -U:GIO. pn: '/ IDfDdllllln IIIetlquetlI dlll3!l probeta,. ~ 1M~
d\nnla 5 &egundo:lpera otIIene. en el fonda el eonlmldo y ITIlInlltrMtrl!lsen hlolo;
- flXlmerYdescorogetar la probelll de PosltM Control, Cen~ la probelll dllf3fl1o5 ~
Pll'll obtlll'lll'en IIlIondo el o;omenldoy lTIlI~nerta en hI&Io:
- sll\lelll neoesarlo. wrtlI. la Mlctoplaca do IImpltflellel6n para HP3f1lI'la pmtfl qJfI SftflIuta!md3
en la aesltln, ~ etcnd6n de manejaf\ll con IJUlIntcsaln polvoy ele no dalVr los pocIIDs.

1. Transflllr 100 lA eleAmpllMIXen la probeta eleAmpllMASTER.Mezclar bien ~ t=v=el
~men ele 100 ~ll1lla nD..

2. Transfe<lr 100 lA de AmpllPR08E en la prvbetlI ele AmpllMASTER. Mezclar bien plpetoendo troa
veces el voUnen ele 100 ¡.rt.en la mil.

3. Mezcl3rdUI'M1ft5 $egIIrIdoscon el vortex e blt)llvelocidad. evlIanlla produdrespumll.
4. CenlrIluger IDaprobetas dutBn!l'l5 Sl'lgIIIldo!lpam obtener en el fondo el contenklo.
5. Translerlr. deposItlI'IlloI culdadosomenle en e1/ondo, 20 lA de la mezdll ele~ eslllblllr*l:l en

las podios dc la Mlcroplar:ll de ImpllflcKl6n como fue establecido pmvlamenle en el Plln di
trebeJo .

Note: SI no MllIliIiuttoda la mezda de~, ClOf>$ClIYlIl"el volumen restanto en kIglIloscuro 11-2OC"POI
un rTW:lmodc un mes en la probelll LEGIO. ¡m.". Congelar y descongelar la rnezcIa de ~ SÓl.O
UN" VEZ.
6. Transferir, depoallinc:lolol culdlIdoIIImente en la mezclll ele re!lCCl6n,5 lA dc I.DN ulno.ldo de la

prtnera muestra en el correpondienta pocillo de la MkropllCll de Dmpllflclc:l6n como filo
eslltbIoddo pmv\¡Imenla en el Plsn de trabflJo. proceder do 19uol mtlnero con los dam6s ADN
elltraklos .

7. Tlansferlr, deposlIAno:IoIosculd4dosamenlo I1lIa mezda do rI3Cd6n, 5 lA de AIlUI bldestll ••••••ut6111
(no proYIstaen el producto) en ,,1 pocAo dc la M1CfOpl.c:edi .mpllflcacl6n dc control nDg:IlMldc
1Impv.lCllCl6ncornolue estabIeddo prevlamenle en ,,1Plan di b1Ib.Jo.

8. Tl1Insferlr.depoaltbndolos ctJIdadosarnente MI la """lda de M!lCCl6n.5 lA de PosltlYtoControl en el
podio COfIe!Ipondíenlode la Mlcropllc:e di .mpllnCllC:16ncomo IU!!lISI3bIllcIóoPMVia_ 1m,,1
Plan da tmb3/o.

9. Sehr culdlldol:llrnMla la Mk:ropla"l di Imp\lIIcacl6n con la Umlrllldllellva di .mpl1f\c:lc:l6n.
10. Tlansferir la MlcfOl)lXIl di .mpllllc3clOn en ellhft"""l cycMrpIIm mal timll ublcndo en el 6rell de

emplific;ad6nI dctoccl6n ele los productos da llrJll)IIIclIdó e 1nk:lD11I1clc:to\é<TnIQgcIeIIrnpIfIcecl6n.

•
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~

PI'O\lrem3c16n de 1"1"160 d" Impllllcacl6n mIl time
(Amll!lz.B<5<len ,,14re1ld" empIíl'lcod6n/vlsuellzacl6n de los productos de nmplilIcod6n)

Antos de Inlcl:ula 1111516n115_lirio:
• tomando como w.ol'Ol'lC:lala docum!Inl3d6n del~. encenóIIr IIllhe<mIIlcycMfpllt1lre31line,
IIncender el compt:lD6or d" control. 1nk:Iarel soIIwam destinado y libA' unll SIllI6n "Db$oII.rm
q""",trlcatlon":
. lomlIndo como I'flfDrllndllllldocum!Int!tcl6ndel eql/~. programar el "dtrtector""p8fll1o -.de plIl11
L ptIftl1DOphfllIcon el "repotter" e "FAM"y lit "quencher" • "none" (NFQ es un quencher no
rJuoreso!11!11);
- tomand<lCOlTlCIl'flfllft!nclola document!tcl6n del equ1¡lo.PfOIImlTlllrotI"detector"PllfIII:!sonda PlII11
ID betll globlnll con lit "<eplJl1er"• "VIC" Y el "quencl'ler" • "~" (NFQ es un quenche< no
Iluor'esoenle):
- lOmBndocomo f1l!e<encbla doalrnenlllcl6n del equipa, pllm (;ad••POdio 1mt$) dll la fTIIc<opIaaI.
prggrall'\llf las "detactor" (tipo de ~ 11 roed•.). el "paulllll IIIfemlCll" • "ROX"
(nom'IlIlzM:l6ndll la lbDroscendlI medldll) Y el tipo de ruocl6n (1T1U'<lSlIII.control ~lMl de
lImph(oc:aci6n,(:On!rOIpositivo de ll"'4JliraclOn~ CclmpIew ,,1 Plan d" trebaJo adpnltl el rmlll de
"slll lTllloue1de lnstruc:clDnes do uso \nIr1$Cñb1endo•• lIIs InIormllclones o bIIIn lrrrp<mIrID
organlZllcl6n dll la rnIcroplac:e. El Ptan de 1r*.b3/o deben! seguirM con et$>d6n <lunm!ll la
\r1Insleroncillde IDlTMlZClade l'flIICd6nYde las rTIl/lI$\nIs11las pocillos.

se luslm 11continullclOn.ll modo do eJemplo, cómo pUl'IÓlIOrgIInll:lll'1l"e111M1lsIsd" 14 muestr1Is,

PROCEDIMIENTO

llgoend3: M1"Ml": l.luestrllS e enellzar; CN: Control r>eVlltivode lIrnplflcllcl6n:CP: ConlroIpositivo ele
lImptflcacl6n.

" tomendo como leI'lIIIIncQ III cloamIItnlllcl6n del ~, prograIMf lII'I ,,1 lItem1eI cyder los
pammetn>s del clc:tol6nnlco Yun ~men de 1II!lCCl6ndo 2511l. Pllm oqulpos Appl;Dod81osylrt!ln15
ASI PRISt.4ntde l:Iseria 7000 elDglrlaopd6n"'96oo emula/Ion".

Ciclo tfmllco de.m t1ncacl6n
Tll'Tlperaturu

~
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Análisis cualitativo d. los resultados

Los valores registrados de la fiuorescencia emillda por la sonda especifica para L. pneumophila
(fluorescencia FAM) y por la sonda especifica para la beta globina (fluorescencia VIC) en las ,eacciones de
amplmcaci6n deben ser analizados con el software del equir><>.

Antes de realizar el análisis es necesario:
- tomando como referencie la documentación del equipo, programar manualmente el inteIValo de
cálculo del Nivel de fluorescencia de fondo IBasellne) desde el ciclo 6 al ciclo 15*:

•Nota: En el caso de una muestra positiva de ailo titulo de L pneumophj¡a, la fiuorescencia FAM de la
sonda especifica para L pneumophila puede comenzar a crecer antes del 15° ciclo, En este caso el
intervalo de cálculo de la "baseline" debe ser adaptadD desde el ciclo 6 al ciclo en el cual la fiuorescencia
FAM comienza a crecer,

- tomando como referencia la documentación del equipo, programar manualmente el Umbral
(Threshold) para la fluorescencia FAM a 0,2;
- tomando como referencia la documentación del equipo, programar manualmente el Umbral
(Threshold) para la fluorescencia VIC a 0,1,

Los valores de fiuorescencia emitidos por la sonda espedf"", para L pneumophila en la reacciÓn de
amplificación del Poslllve Control y el valor Umbrat de fluorescencia son u~lizados para convalidar la
amplificación y la detección como se describe en la tabla slgu;ente:

Ciclo ~,:~ra¡ ~~..':o~~i~~~\ontrol Ruultado de la prueha Amplificación I DetecciónL neuma hila FAM

Determinado POSITIVO CORRECTA

Los valores de fluorescencia emitidos por las sondas en las reacciones da amplificación de cada
muestra y el valor Umbral de ftuorescencia se utilizan para detectar la presencia de ADN blanco y para
convalidar la amplificación y la detección a través de la determinación del CI~lo umbral (CI. el ciclo en el
cual se alcanzó elvalor Umbral de ftuorescencia),

Este producto tiene capacidad para deteetar una cantidad minlma de aproximadamente 10 copias
de ADN de L pneumophila por reacción de amplificación, correspondientes a aproximadamente 10
genomas Equillalentes por reacción (límite de detección del producto, ver apartado sobre las Caracteristicas
de las prestaciones en la página 11).

Cuando este produoto se utiliza para la identificación de L. pneumophfla, los resultados
correspondientes a cada una de las muestras se utilizan como se des oribe en la siguiente fabla:

Ciclo umbral de la mueslra Idoneidad de la Resultado de la ADN de
L neuma hjla FAM ,," lobina V" muestra prueba L. pneumophila

C1>350 no idóneo no válido .
No determinado

No determinado

Ct:S;35 idóneo válido, negativo ,O
DETECTADO

Ct>350 idóneo" rilido, positivo PRESENTENo det.rmlnado
Det<!rminado

Ct:S;35 idóneo rilido, positivo PRESENTE
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Si el resultado de la reacción de ampiificación de una muastra es No determinado para el ADN de
L. pneumopllila y Ct > 35 o No determinado para ei ADN del gen humano de la beta globina, no ha sido
p<Jsible detectar de manera eficiente el ADN del gen humano de la beta globlna. En este caso, se han
vertficado problemas durante la tase de amplificación (amplifocación no eficiente o nula) o durante la fase de
extracción (pérdida de AON, presencia da inhib;dores, AON de la muestra degradada o muestra de partida
con un número de células insufiCiente) que pueden provocar resultados incorrectos y falsos ""gatillos. La
muestra no es apta, la prueba no es válida y debe repetirse a partir de la extracción de una nueva muestra.

Si el resultado de la reacción de amplificación de una muestra es No determinado para el AON de
L pneumophila y Ct:s 35 para el AON del gen humano de "' beta globina. el ADN de L. pneumophíla no ha
sido deteetado en el AON ex!raido de la muestra, pero no se puede excluir que esté presente con Un título
inferior al limite de detección del producto (ver apartado sobre ",s Características de las prestaCiones en la
página 11). En este caso el resultado seria un fafso negatIVo.

Los resultados obtenidos con esta prueba deben ser interpretados considerando todos los datos
cHnicos y otros exámenes de laboratorio correspondientes al paCiente,

'Nota, Cuando en la reacción de amplifocación correspondiente a una muest,a ha sido detectada la
presencia de ADN de L. pn""mophlla, la amplificación del gen humano de la beta globina puede dar como
resultado Un et > 35 o No determinado. En erecto, la reacción de amplificaCión de baja eficienc;a del gen
humano de la beta globina puede ser anulada por competición de la reacción de amplificación de alta
eficiencia de L. pneumophila. En este caso. la muestra es idónea y el resultado positivo de la prue!>a es
válido.

Pág. 7/162M15113

Ciclo umbral del CO~I~~I.~,9ativo Resultado de la prueba Amplificación I DetecciónL. pneumo hila FAM

No d.termlnado NEGATIVO CORRECTA

SI el resultado de la reacción de amplificación del Positivo Control es No determinado
(Undetermlned), no ha sido detectada la presencia de ADN blanco. Se han verificado problemas an la fase
de amplificación o en la de detección (volúmenes de mezcla de reacciones incorrectos, degradación de la
sonda, degradación del control positivo, dispensación incorrecta del control POSitivO, programación
incorrecta de la posiCIÓn del control POS~IVO,programación incorrecla del ciclo térmico) que pueden
provocar resurtados Incorrectos, La sesión nO es válida y Se debe repetir a partir de la fasa de amplificación.

Los valores de fiuorescenc"" emitidos por la sonda espadf"", para L pneumophila en la reacción <le
amplificación del Control negativo y el valor Umbral de fiuorescencia se utilizan para convalidar la
amplificación y la deteCCión COmose describe en la siguiante tabla:

Si el resultado de la reaceión de amplificación del Control negativo es distinto de No determinado
(Undelermined), ha sido detectada la presencia de ADN blanco. Se han verificado problemas en la fase de
amplificación (contaminación) que pueden causar resurtados incorrectos y falsos p<JsitlVos.La sesión no es
véllda y se debe repehr a partir de la fase de amplificación,
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LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Utilizar con esle producto s610 el ADN axlraldo de las siguientes muestras humanas: esputo,
lavados broocoalveolares (BAL), aspirados traqueobronquiales (BA).

No utilizar con esta producto ADN exlraido contaminado 0011 mucoproleinas y hemoglobina:
mucoprotelnas y hemoglobina inhiben la reaccion de amplificación de los ácidos nucleicos y pueden causar
resultados no válidos.

No son disponibles datos referidos a eventuales fenómenos de inhibición por parte de fánnacos
antibi61icos, antivirales, quimioterápicos o lnmunosupresores.

Los resuftados obtenidos con este producto dependen de la correcta recolección, transporte.
oonservación y preparación de las muestras; para evilar resullados erróneos es necesario tener una
particular atención a estas lases y seguir atentamente las instrucciones provistas con los productos para la
extracción de los ácidos nucleicos.

La metodologia de amplificación ,eallime de los ácidos nucleicos utilizada en esle producto, debido
a sU a~a senSibilidad a1"l2111102.está sujeta a contamlnacl6n por parte de muestras c1inicas positivas para L.
pneumophila, de los controles posilivos y de los mismos productos de la reacCión de amplificaCIÓn. Las
contaminaciones llevan a resultados falsos positivos. Las modalidades de reaUzacion del producto son
capaces de reducir las contaminaciones; sin embargo, eslos fenómenos pueden evitarse sólo con una
buena práctica de las técnicas de laboratorio y sigUiendo atentamente las instrucciones provistas en esle
manual.
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Limite de detección (gEq 1exttaceión) =

CálculO da los límites de detección

El limite de detecci6n, cuando se utiliza un método particular de e>dracción y referido a una unidad
de medida especifica, puede calcularse a partir dellímile de detección del pro<lucto segun asta fórmula:

Vexl0gEq

Ee es la eficiencia de la extracción, por ejemplo con el produclo ~EXTRAcell~ el parámetro Ee eS
igual a 1,0 (eficiencia eqUivalentes a aproximadamente 100%)

Ve es el volumen total del producto de extracción, por ejemplc con el produclo .EXTRAcell» el
parámetro Ve es igual a 100 fJL

Va es el volumen del produclo de extracción usado en la reacción de amplificación: con este
producto el parámetro Va es igual a 5 fJL.

Cuando se utilizan los kits de extracción de ELlTechGroup S,p.A, el limite es:

en
-"""'----..:t

Este producto requrere personat instruido para la manipulación de muestras biológicas capaces de
transmitir infecciones y de preparados quimicos clasificados como peligrosos, para evllar aCCidentes con
consecuencias potenCialmente graves para el usuario u otras personas.

Este producto requiere indumentaria y áreas de trabajo adecuadas para la manipulaci6n de
muestras biológicas capaces de transmitir infecciones y de preparados quimlCOs clasificados como
peligrosos, para evitar accidentes con consecuenc~s potenc",lmente graves para el usuario u otras
personas.

Este producto requiere personal instruido para los procedimientos de biología molecular, como la
extracción. la ampliflCaci6n y la detección de ácidos nucleicos para evitar resultados incorrectos,

Este producto requiere ~reas separadas para la extracción I preparación de las reacciones de
amplfficaci6n y para la amplificación 1 deteCCión de los productos de amplificación para evitar resuRados
falsos positivos.

Este producto requiera eí uso de Ir.dumentaria de trabaJo e Instrumentos destinados a la extracción I
preparación de las reacciones de amplificac",n y para la ampl~icación I revelación de los productos de
ampl~icación para evitar resuttados falsos positivos.

Un resultado negativo obtenido con este producto indOcaque el ADN de L. pneumophila no ha sido
detectado en el ADN extraído de la mues\fa, pero no se puede excluir que el ADN de L. pneumophlla esté
presenle con un tllulo inlerior al limite de detección del producto (ver apartedo sobre las Caracterlsticas de
las prestaciones en la página 11); en esle caso el resullado seria un falso negativo.

Como para cualquier otro dlsposrtivo de diagnóstico, los resultados obtenidos con este pl'Qducto
deben ser Interpretados cons>derar.do todos los datos Clln;cos y otros exámenes de laboratorio
correspondientes al paciente,

Como para cualquier otro dispositiVO de dlagnóstico, existe un riesgo latenle de obtener resultados
no válidos, falsos positivos y falsos negativos con este producl0. Dicho riesgo latente no puade ser
eliminado ni reducido totalmente, Este riesgo latente en situaciones particulares, como los diagnóslicos de
urgencia, puede contribuir a decisiones incorrectas con consecuencias potencialmente graves para el
paciente.

Pág. 101162a105I13Pág.9116R""isÓl1 0328105113SCH mRTS096M_",
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Resuitado obtenido

negativo
negativo
positivo
negativo I posllivo
positivo
negalivo
POSitivO
negativo
negativo I posttivo
posttivo
negativo
negativo

RovI.iIln03

Reaullado esperado
negativo
negativo
posllrvo
posllivo
posllivo
negativo
posttivo
posttivo
positivo
posttivo
negativo
positivo

Muestra

LP056.{)1
LP056'{)2
LP056'{)3
LP05B.{)4
LP05B-05
LP05B.{)6
LP05B-07
LP05B-08
LP05B-09
LP05B-lO
LP05B-11
LP05B.12

LEGIONELLA pn. Q • PCR Alert AmpliMIX
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La muestra LP05B-04 ha dado un resultado negalivo discordante, pero una vez repelido se
manifesID positivo.

La muestra LP05B-09 ha dado un resultado negativo discordante, pero Una vez repelido se
manlfesID positivo.

Las mueslras LP05B-08 y LP05B-12 han dado un resultado negativo discordante, confirmado
cuando la amplificación fue repetida La discrepancia entre los resultados obtenidos con los productos
EUTechGroup S.pA y los esperados puede explicarse considerando que la cantidad de muestra era de 0,5
mi (equivalente a 9 elu) y que sóio 1120 del producto de extracción ha sido lSlilízado en la reacción de
amplificación (equivalente a 0,45 elu), Por lo tanto, la muestra estaba por debalo del IImtte de detección de
la prueba, en un ámbito en el cual se tiene una baja probabilidad de obtener resultados poslllvos. Adem~s,
estas muestras han sKlo identificadas da manera incorrecta en el 87,8% de los casos durante el QCMD
2005 Legionelía pneumophlla pilol study (datos de QCMD, Reino Unido).

Senslbllidad diagnóstica: eficiencia de delección en dlsllnlos genollpos I subtipos

La sensibilidad de diagnóstico de la prueba. como eficiencia de delección en distintos genotipos I
sublipos, ha sido evaluada por comparación de secuencias con bases de datos de secuencias
nudeolídlcas.

El análisis de alinee miento de las reglones elegidas para ia hibridación de los ollgonude6lidos
primers del AmpliMIX y de la sonda fiuorescente AmpliPROBE con las secuencias disponibles en la base
de datos del gen mlp de L. pneumophila ha demostrado su conservación y la ausencia de mulaciones
significativas.

La sensibilidad de dlagn6stico de la prueba, como eficiencia de detección en distintos genotipos I
subtipos, ha sido evaluada reallzendo ei en~lisls de mue5lras positivas para L. pneumophiia sgl y pare
L. pneumophHa sg6.

Le sensibilidad diagnóstica de la prueba se evaluó utilizando como material de referencia muestras
certificadas post\iVas para el ADN de L. pneumophlia '91, ATCC 33152, y de L. pneumophila sg6, NCTC
1'287, (QCMD 2005 Legionella pneumophlla pilol proficlency penel, Qnostlcs LId, Reino Unido), Cada
muestra fue utilizada para realizar todo el procedimiento de anáiísls, extracción y amplificaci6n. con los
productos ELlTechGroup S.pA Los ",sullados se presentan en la siguiente tabla correspondiente al
apartado "Sensibilidad aMlílice: reproducibliidad con panel para proficiency test".

La segunda prueba ha sido efectuada utilizando como malerial de referencia calibrado un panel de
diluciones de L. pneumophHa serogrupo 1 (sgl. ATCC 33152) y serogrupo 6 (sg6, NCTC 11287) en solución
fisiológica denlro de ia concentración limite (OCMD 2005 Leglooella pneumophila pllot proficiency panel,
OnosUcs LId, Reino Unido), El panel contenla también diluciones de L mjc(Jadei (NCTC 11371). Cada
mueslra del panel fue utilizada para realizar lodo el procedimiento de anál"ls, extracción y ampllfooación,
con los productos ELlTechGroup S.pA

Los resultados se presenlan en la siguiente tabla,

Pruebas con QCMD 2005 L. pneumophlla pllot proflcency panel
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Resultado ob~njdo

(no logrado)
negativo
posiUvo
posiUvo
poslllVO
negativo
negativo
positivo
negativo
positivo
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Resultado esperado
negativo
negativo
posllivo
poslllvo
poslllvo
negativo
positivo
positivo
negativo
POS~IVO

,

26105113

Muestra

LP04.{)1
LP04-02
LP04.{)3

LP04-04
LP04-05
LP04-06
LP04-07
LPQ4-08
LPQ4-09

LPQ4-'O

CARACTERlsTICAS DE LAS PRESTACIONES
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SenSIbilidad analítica; límite de det&cclón

La sensibilidad analíttca da esta prueba permite identificar la presencia de aproximadamente 10
moléculas de ADN blanco en las 51lL de ADN extraido agregadas a la reacción de amplificación.

La sensibilidad anallllca da la prueba, como IImila de detección, ha sido testada util<zando un AON
plasmídico que contiene el producto de amplificación cuya concentración inicial ha sido medida
espectrofotométricamenle. El AON plasmldico ha sido diluido con un título de 10 copias' 5 IlL en ADN
gellÓm;co humano oon un titulo de 500 n9 I 5 IlL. Dicha muestra fue utilizada en 50 repeticiones para
realizar la amplificación con los productos ELlTechGroup S.p,A. (ver apartado sobre los productos
accesorOos).

Los resultados finales se resumen en la siguiente tabla.

La mue5lra LP05B.{)7 ha dado un resultado negativo discordante confilll1ado cuando la
amplificación tue repelida. La d"crepancia entre el resultado obtenido con los productos ELlTechGroup
S.p.A. y el esperado puede explicarse considerando que la cantidad de muestra era de 0,5 mi (equivalente a
9 <:fu) y que sólo 1120 del producto de extracción ha sido utilizado en la reacción da amplificación
(eqUivalente a 0,45 c/u). Por lo tanto, la muestra e.taba por debajo del limite de deteCCión de la prueba, en
un ámbito en el cual Se tiene una baja probabilidad de obteoor resultados positivos. Además, esta muestra
ha sido identificada de maOOra Incorrecta en el 84.2% de los caSOS durante el QCMD 2004 Legionella
pneumophíla pllot proficency programme (datos de QCMD, Reino Unido).

Sensibilidad analítica: reproduclbllldad con panel para proflclencytest

La sensibilidad analltica de la prueba, como reproducibllidad de los resultados en comparación con
los resuttados obtenidos con olras metodologías y en dlstinlos laboratorios, ha sido verificada con dos
paneles para proficiency le5l.

La primera prueba ha sido efectuada utilizando como malerial de referencia calibrado un panel de
diluciones de L pneumophíla serogrupo 1 en PBS o en BAL dentro de la concentración límite (OCMD 2004
Le910nella pneumophlla pllot proficency panel. Onosti". Ud, Reino Unido). Cada muestra del panel fue
utilizada para realizar todo el procedimienlo de an~lisls, e"tracción y amplificación, COn los productos
ELlTechGroup S.p.A.

Los resultados se presentan en la siguiente labia.

Pruebas con QCMD 2004 lo pneumophíJll pllol profleency panel
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Una muestra dio con los productos ELlTechGroup S.p,A. un resuKado positiVO discordante. Esla
muestra ha sido testada de nuevo y ha dado nuevamente un resuKado positivo. La muestra ha sido
evaluada a nivel cuantitativo y demostraron un lTlUlo inferior a 10 gEq / reacción, que está por debajo del
limite de delección del producto y del sistema de amplificación nested utilizado para testar las muestras.
Con tltulos bajOSlas muestras pueden producir resu~ados POSitIVOSen forma casual.

Una muestra dio un resultado no válido.

Especificidad dlagnóstlca: mlHlslras negativas

La especifocidad diagilÓsl,C3 de la prueba, como confirmación da muestras cllnicas negativas, ha
sido verif,cada efectuando el análisis de algunas muestras celulares negatwas para el AON de
L pneumophHa, resultaooo equivalente al 98,2%.

La especificidad dlagn6s~ca ha sido evaluada utilizando como material de referencia mueslras
clinicas de BAL y BA negativas para el ADN de L. pneumophila (testadas con un método de amplificación
nested), Cada muestra del panel fue utilizada p.a.rarealizar todo el procedimiento de análisis. extracción y
amplificadón, con los prlXluctos ELlTechGroup S.p.A. Los resultados se presentan en la siguiente tabla.
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Sensibilidad diagnóstica: muestras positivas

La sensibilidad de diagnóstico de la prueba, comO confirmación de muestras clínicas positivas, ha
sido evaluada realizando el análisis de algunas muestras clínicas posftiv"s para el ADN de L pneumophila.

•

La sensibilidad diagnós~ca ha sido evaluada utilizando como material de referencia el ADN extraido
de 5 mues Iras de expectoración, 3 muestras de BA y 2 muestras de BAL, positivas para el ADN de
L. pneumophl/a (testadas con un método de amplificaci6n nested O con un método de amplificación real
time) Cada muestra fue utilizada para realizar la amphflcaci6n con los productos ELITechGroup S.pA Los

~- resultados se presentan en la siguiente tabla

Muestras N positivas negativas<Ns Eldracciones pos~lvas para el ADN de L. pneumophlla 9 B 1,
Una muestra de BAL ha dado un resuKado negativo discordante COnlos produclos ELlTechGroup

.....::t:S.pA Esta mueslra ha Sido teslada nuevamente con el método de amplificación nested y ha dado un
"resultado negativo, Las discrepancias pueden explicarse por un título del ADN de
L. pneumophlla inferior al limite de detección de las dos pruebas, que prlXlucíria resultados positivos de

c;:I)rnanera casual.

Especificidad analítica: marcadol'll$ polf!ncialmente lnterferen1e5

La especificidad analítica de la prueba. corno ausencia de reactividad cruzada con otros marcadores
potenCialmente interferentes, ha sido evaluada confrontando las secuencias COn bases de datos
nucleotídicas.

El anáUsis de alineamiento de las regiones elegidas para la hibridaci6n de los ollgonucle6tidos
primers del AmpliMIX y de las sondas fluorescentes AmpllPROBE con las secuencias disponibles en la
base de datos de organismos distintos de L pnaumophila, entre los cuales se encuentran las las de los
geno mas completos de Ch!amydophi/a pneumonme y Mycoplasma pneumoníae, ha demostrado su
especificidad y la ausencia de homologías significativas.

La especifK:idad analitica de la prueba, como ausencia de reactividad cruzada con otros marcadores
potencialmente interferentes. ha sido verificada realizando el análisis de muestras certificadas positivas para
Legíonella mIMade!. ChlamyrJoph!!a pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae.

La especifK:idad analitica de la prueba fue evaluada utilizando corno material de referencia muestras
certificadas positivas de alto mulo para el ADN de Chlamydophila pneumonjae, cepa CM-l. ATCC VR.1360
(Vireell SL, España), para el DNA de Mycop/asma pneumoniae, cepa FH, ATCC 15531, (Vircall SL,
España) y para el ADN de Legíonella mlMadei. cepa NCTC 11371 (Onostisc Lid, Rei"" Unido). Estos
microorganismos provocan infecciones respiratorias y Se encuentran con frecuencia en las mismas
muestras clínicas. Cada muestra fue utilizada para realizar todo el procedimiento de análisis. extracción y
amplificación, con los productos ELlTechGroup S.pA. Los resultados se presentan en la siguiente labia.

Robustez: .fecto de la matriz

La robustez de la prueba. como efecto de la malriz que conduce a resuKados negativos falsos, fue
verifocada realizando el análisIS de un parlal de extracciones da muestras clínicas con resuKados positIVOS
para elADN de L. pnaumophHa de titulo cercano al limite de detección,

El efecto de la matriz lue evaluado utilizando como material de referenda a muestras de ADN
extraído de BAL y BA negativos para el ADN de L pnaumophlla, lestados con un método de amplificacl6n
nested y positivizados con el ADN plasmldico diluido con un IItulo de 30 coplas I 5 ~L (3 veces el limite de
detecci6n). Estas muestras fueron utilizadas para realizar la amplificación con los productos ELITechGroup
S.p.A. Los resullados se presentan en la siguiente tabla.

Nota: Los datos y los resullados completos de las pruebas realizadas para evaluar las caracteristicas de las
prestaciones del produclo están señaladas en la Sección 7 del Fasciculo Técnico del Producto
"LEGIONELLA pn. Q • PCR Alert AmpliMIX. y "LEGIONELLA pn. Q _ PCR Alert AmpliPROBE",
FTf' RTS096.
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Causas osi bies SolucIones
Error '"

"

preparación ",
"

mezcla " Controlar los volúmenes de reactivos dispensados durante
reacción, " re araelón de la mezcla de reacción.

Dispensar cuidadosamente 1" reacciones '" "microplaca siguiendo el plan de trabajo.
Error en la dispensación de la mócroplaca. Controlar •• volúmenes " mezcla " reacción

dispensados.
Controlar el volumen de control slllvo dls nsado.

Degradación de la soooa. Utilizar una nueva alícuota de sonda.

Degradación del control positivo Utilizar una nueVa alTcuota da control positivo.

Controlar la posición de las reacciones del control positivo
Error en la programación del equipo. programada en el equipo.

Controlarel ciclo térmico ro ramado en el ui o.

~ RTS096"M

Contenido suficiente para "N"lest

Conforme a los requisitos de la Directiva Europea 98\79\CE correspornlienta a los
dispositivos médicos diagnóstioos in vitro,

Atención, consultar las inst",cciones de uso.

DispositiVOmédico diagnóstico in viifo.

:w: Utiliza, antes del útlJmo dla del mes,

SIGNIFICADO DE LOS SIMBO LOS '"

t Llm~e superior de temperatura.

••• Fabricante,

IREFI Número de catálogo.

ILorl Código de lote.

CE
W
Lb.
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IPROBLEMAS Y SOLUCIONES

LEGIONELLA po. Q. PCR Alert AmpliMIX
bús ueda del ADN de L ¡ana/la neumo hila

ADN blanco detectado en la reaceión de Control negativo

Causas oslblas Soluciones
Evitar esparcir el contenido "- '" probetas '" .,muestras

Error en la dispensación de la microplaca. Cambia' siempre el tip entre una muestra y la otra.
Dispensar cuidadosamente muestras, control negativo y
control positivo "" " microplace siguiendo " plan '"traba'

Error durante la programación del equipo. Cont~l:'ala I~~~C~~ de muest:~'I,,::ntrol negativo ,
control altIVO ro ramada en el e ul o,

Mlcroplace mal cerrada. Ce""r con cuidado la microplaca.

Contaminación del agua bidestilada este,il. Utilizar una nUeva alícuota de agua estéril.

Contaminación del mix de amplificación. Utilizar una nuevaalicuota del mi><de IImpl~icaci6n.

Contaminación ",1 ••• "- extracción , Limpiar superticles inst",men!os detergentespreparación ", '" reacciones ", , eoo

,m lificeción. acuosos, lavar batas, sust~ulr probetas y tlPSen uso.

AON blanco no detectado en la reacción de Positive Control

•

",,"

Presencia de fluorescencia de fondo elevada en las reacciones
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}> PROYECTO DE ROTULO EXTERNO

:~ Bio~Y5tem5

PROYECTOS DE ROTULO

Av. Dorrego 673
1414 M Buenos Aires

Tel.: 54-11-4854-7775
Fax: 54-11-4857-0884

e-mail: info@biosystems.com.ar

942

1 - Nombre del producto:

}> LEGIONELLA po. Q - PCR Alerl kit (RTS096)
}- LEGIONELLA po. - 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- BueDos Aires
Argentina

3 _Leyenda "Autorizado por el MS y AS": AUTORIZADO POR ANMAT Certificado N°:

4 - Número de lote o partida:

5 - Fecha de Vencimiento:

6 _ Constitución: - LEGIONELLA po. Q - PCR Alert kit, compuesto por:
LEGIONELLA po. Q - PCR Alert AmpliMIX RTS096M
LEGIONELLA po. Q - PCR Alert AmpliPROBE RTS096P
Q - PCR Alert AmpliMASTER RTSOOO

_LEGIONELLA pn. - Positive Control
7. Unidades métricas:

8 - Leyenda "Uso in vitro"

9 - Finalidad o uso al que está destinado: "Ver Instrucciones de Uso"

1O-Precauciones: "Ver Instrucciones de Uso"

11- Condiciones de conservación, almacenamiento y transporte:

I ~., le/ Ara ole(IV o~~
iosystems S.A.

Dr~.srLVINA ZANELA
..DIRECTORA TECNICA

MN 14 .21
j31DSYSTEM.5 S A

mailto:info@biosystems.com.ar


LEGIONELLA pllu 0- PCR Alert kit
LEGIONELLA "11.0 - PCR Aten Amp1iMIX

" ROTULO EXTERNO

IREFI RTS096-M

LEGIONELLA pO.
Q • PCR Alert AmpliMIX

ILOTI C0813CE ~ 2015/02 t-20
'
C

CE ~ Lt. ~6

ICONTIILEG'O. P".. A.mpIlMIX 14x 110 IJlI S 2)..25

I

Importado por:
BloSystems S.A
Domicilio: Av. Dorrego 673
Tel. 54-011-4854-7775
Directora Técnica: Farm. Silvina zanela
USO PROFESIONAL EXCLUSIVO
AUTORIZADO POR ANMAT Certificado N°:

" ROTULOS INTERNOS
Tubo O.Sml

~ffi!!l RTSQ:!S.fI\ ---~.

lUiolo pn.Ampll1lUX ¡14),110~,1 S 23.15 I

!:::'l (E ¡Nol t'20"c

Dra. SllVINA ZANELA
DIRECTORA lEeNlCA

MN 1•• 421
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ELlTechGroup

ElITechGroup S.p.A.
C.so Svizzera, 185

10149 Torino ITALY
Offices: Tel. +39-011976191 Fax +39-011 9367611

E. mail: emd.support@elitechgroup.com
WEB site: www.elltechgroup.com
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LEGIONELLA pn. Q_- PCRAlert kit
Ret. RTS096

Composto da:
Composed by:
Composé par:
Compuesto por:
Composta por:
Komponierl von:

LEGIONELLA pn. Q - PCR Alert AmpliMIX RTS096M
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"2015 - Año del Bicentenario del Congreso de los Pueblos Libres"

Ministerio de Salud
Secretaria de Políticas, Regulación

e Institutos
A.N. M. A.T

CERTIFICADODEAUTORIZACIÓNDEVENTADE

PRODUCTOSPARADIAGNOSTICODEUSOIN VITRO

Expediente na 1-47-3110-421/15-5

Se autoriza a la firma BIOSYSTEMS S.A. a importar y comercializar el producto

para diagnóstico de uso in vitro denominado 1) Legionella pn Q- PCRAlert Kit /

prueba cualtiativa de amplificación de ácidos nucleicos para la búsqueda del,AON

de LegioneJla pneumophila (L. pneumophila) en muestras de ADN extra ido de

esputo, lavados bronqueoalveoJares y aspirados traqueales; y 2) Legi~nellJpn.
I,

Positive Controlj control positivo de las pruebas cualitativas de amplificación de

los ácidos nucleicos para la búsqueda del ADN de Legionella pneumophila. En

envases conteniendo: 1) Legionella pn. Q- PCR Alert AmpliMIX: mezcla de

oligonucleótidos primers (LEGIO. pn. AmpliMIX: 4 x 110~1), Legionella pn. Q-

PCRAlert AmpliPROBE: mezcla de sondas fluorescentes marcadas (LEGIO. pn.

AmpiiPROBE: 4 x 110~1), Q - PCR Alert AmpliMASTER: mezcla de reactivos

optimizados (Q-AmpliMASTER: 4 x 340~1), Microplaca de amplificación

(Amplification Sealing Sheet: 3) y lamina adhesiva para amplificación

(Amplification microplate: 3), para 96 determinaciones; y 2) solución control

(LEGIO. pn. Positive Control: 2 x 65~1), para 25 determinaciones. Vida útil: 1)
I

Legionella pn. Q- PCRAlert AmpliMIX y Legionella pn. Q- PCRAlert AmpliPRIDBE:
I

DIECIOCHO (18) MESESdesde la fecha de elaboración, conservado a -200C; y

Q- PCR Alert AmpliMASTER: DIECIOCHO (18) MESES desde la fecha de

elaboración, conservado entre 2 y 8°C; 2) DIECIOCHO (18) MESESdesde la

fecha de elaboración, conservado a -200e. Se le asigna la categoría: venta a



Laboratorios de análisis clínicos por hallarse en las condiciones establecidas en la

Ley NO 16.463 Y Resolución Ministerial NO 145/98. Lugar de elaboración:

ELITechGroup S.p.A. Corso Svizzera 185, Torino 10149 (ITALIA). En las

etiquetas de los envases, anuncios y prospectos deberá constar PRODUCTO PARA

DIAGNOSTICO USO IN VITRO AUTORIZADO PORLA ADMINISTRACIÓNNACIONAL

DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA. Certificado nO

0.0 ..8.3.2..8.
ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE MEDICAMENTOS,ALIMENTOS Y TECNOLOGIA

MEDICA

Buenos Aires, ,1 1 AJOV2015
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