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BUENOS AIRES 1 4 ABO 2015

VISTO, el expediente n® 1-47-6635/13-0 del Registro de Ia

Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica v,

CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones la firma NIPRO MEDICAL
CORPORATION SUCURSAL ARGENTINA solicita autorizacion para la venta a
laboratorios de anélisis clinicos de los Productos para diagnédstico de uso “in
Vitro” denominados 1) oCheck® DNA Extraction Kit Single Column Preparation
(CAT N°: 515040) vy 2) oCheck® DNA Extr‘action- Kit 8 Columns Preparétion (CAT
NO: 515050) / preparacién de DNA procedente de muestras de origen humano
para su posterior analisis con ensayos de la gama de productos oCheck®:

Que a fs. 588 consta el informe técnico producido por el Servicio de
Productos para Diagndstico que establece que los productos rednen las
condiciones de aptitud requeridas para su autorizacion.

Que la Direccidn Nacional de Productos Médicos ha tﬁmado la
intervencién de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen la Ley
16.463, Resolucion Ministerial N© 145/98 y Disposicién ANMAT N© 2674/99,

Que |la presente se dicta en virtud de las facultades conferi!das por el

Articulo 89 inciso 11) del Decreto N© 1490/92 y 1886/14. |
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Por ello;
EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACION»C%L DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTQOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 10.- Autorizase la venta a laboratorios de analisis clinicos de los
Productos para diagnostico de uso “in Vitro” denominados 1) OChPCk® DNA
Extraction Kit Single Column 'Preparation (CAT NO: 515040) y 2) 0Check® DNA
Extraction Kit 8 Columns Preparation (CAT N°: 515050} / preparacim de DNA

procedente de muestras de origen humano para su posterior analisis con ensayos

de la gama de productos oCheck® que serdn elaborados por Greiner Bio-One

GMBH Maybachstrasse 2 D-72636 Frlckenhausen (ALEMANIA) e lmportados por
NIPRO MEDICAL CORPORATION SUCURSAL ARGENTINA a expenderse en 1)
envases conteniendo: Tampodn L1 (BUF L1: 20ml), Tampén L2 (BUF L2 12m|)
Reactivo L3 (REAG L3: 3mi) Tampon W1 (BUF W1: 30m!) Tampon W2
concentrado (BUF W2 14ml), Tampon E (BUF E: 15ml), Protetnasa K Iloﬂllzada
{Proteinase K: 30mg) Tampon de Proteinasa PKB (Protelnase BUF PKB 1,8ml),

Etiqueta para BUF L4, ARN portador Iloﬂllzado (Carrier RNA: 0,3mg), Columnas

* de centrlfugado (50 plezas), Tubos de Coleccion (5 x 50 plezas) Y 2r) Envases

contemendo : Tampon L.1 {(BUF L1: 20ml), Tampon L2 (BUF L2: 24mI)F,- Reactlvo
L3 (REAG L3: 6ml), Tampé:n W1 (BUF W1: 7Sml), Tampéi'\ W2 concentl"ado (BUF
W2: 50ml), Tampdn E (BUF E: 50m|) Protelnasa K Iloﬂllzada (Protelnase KI
75mg), Tampon de Proteinasa PKB (Protelnase BUF PKB: 3,6ml), Etiqueta para

BUF L4, ARN portador liofilizado (Carner RNA: 0,3 mag), Banda de Colu rnnas (12
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piezas) y, Hojas de Papel (10 piezas); cuya composicion se detalla a fojas 30 y

31 con un periodo de vida Util de 24 (VEINTICUATRO) meses desde la fecha de

elaboracion conservado entre 18 y 25°C .

ARTICULQ 29.- Acépténse los rétulos y manual de instrucciones obrantJes a fojas

|
447 a 452, 461 a 574, 581 a 583, 585 a 587, desglosandose las fojas 4i47 a 448,

461 a 498, 581 y 585 debiendo constar en los mismos que la ifecha de

vencimiento es la declarada por el elaborador impreso en los rotulos de cada

- partida.

ARTICULO 3°,- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 4°0.- LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS,

ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA, se reserva el derecho de reexa
métodos de control,- estabilidad y elaboracién cuando las circunstanc
determinen.

ARTICULO 5°.- Registrese; girese a Direccion de Gestién de Informacié
a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas notifi
interesado y hégasele'entrega de la copia autenticada de la presente D
junto con la copia de los proyectos de rotulos , Manual de Instrucci

certificado correspondiente. Cumplido, archivese.-

Expediente n®: 1-47-6635/13-0.
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Kit para Extracclén de ADN

Preparacién de una/8 Columna/s
Importador; NiproMaedical Corporation Suc. Arg.
- | Direccidn: Juncal 2869, Martinez, Partido de San Isldro, Provincla de Buenos Alras

Directora Técnica:

Autorizado por Ja ANMAT N2 Certificado:...
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1. CONTENIDO DEL EQUIPO

Equlpo de extraccitn
de ADN oCheck™

l/

Nombre

Tampon L1

Tampon L2

Reactivo L3

Tampdn W1

Tampén W2 (concentrado}

Tampén E

. Protelnasa K {liofilizada)

Tamptn de proteinasa PKB

ARN portador (liofilizado)

Columnas de centrifugado

Tubos de coleccion

Banda de columnas

Hoja de papel

Etiqueta para tampotn L4

Descargar instrucciones
para el manual

EPOLEAUO
-3z, Tecag's :- a" 1 n

465

Preparacién con Preparacién con ban
una columna {(n2dae  da de 8 columnas (n.*
catilogo 515 040) de catdlogo 515 050
20 mi 20 ml J
12 mi 24 mt
3ml 6 mt
- L . J
30 mi 75 mi
14 mt 50 mi I
15 ml 50 mi
+
30 mg 75 mg
-
1,8 ml 3.6mi
0.3 mg 0,3mg
50 -
250 -
- 12
t
; 10 |
i
i 1
t
1 1 1

Equipo de extraccion de ADN oCheck® - Manual de nstrucciones

Revlsitn G0 7 Febrero de 2011

— o e

ONZALO GOUK

NIPROMEDICAL CORP.
SUC. ARG.

i Dahicla Croce



2. CONSUMIBLES Y EQUIPO NECESARIOS wims-Tesppgpisati=

2.1 Preparacion con una columna {(n.° de catalogo 515 040)

| Lo

{REFOLIADO: ... i AL

Consumibles N2 de catalogo de Grelner Bio-One  Cantldad (unidades)

Equipo de extracclén de ADN oCheck® -

Preparacién con una columna 515040 50 prep.
Puntas de filtro de microplpeta libres de
desoxirribonucleasa estériles

765 288 95
Puntas de filtro de 0,5-10 pl 774 288 95
Puntas de filtro de 0,5-20 pl 772288 96
Puntas de filtro de 10-100 pl 739288 g6
Puntas de filtro de 10-200 750 288 60

Puntas de filtro de 100-1000

Otros consumibles necesarios

* Microtubos de 1,5 & 2 mi con tapa de seguiidad o tapa roscada para los pasos de lisis
» Etanol p.a. 2 99,8% '
* Guantes de un solo use

Otro equipo necesario

+ Microcentrifuga adecuada para microtubos de 1.56 2 mly 11.000 g

« Vortex

+ Blogue de calentamiento, bafio Maria o Thermemixer adecuado para microtubos de 1,5 ¢ 2 ml para incubacién a 70
y56°C

= Micropipetas de entre 1y 1000 ¢

» Contenedor de desechos

» Reloj de control

Equipo de extracdion de ADN oCheck® - Manual de instrucciones
Revision 00 / Febrero de 2011
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2.2 Preparacion con banda de 8 columnas (n.° de catalogo 515 0_5_0)

o hia N.Sde catalogo de Grelrter Bio-OneJCantidad {unidades

Equipo de extraccidn de ADN oCheck® - A

Preparacién con banda de B columnas 315050 12x 8 prep.
Puntas de filtro de micropipeta libres de desox/rri-
bonucleasa estériles

765 288 96
Puntas de filiro de 0,5-10 pl 774 288 896
Puntas de filtro de 0,5-20 772 288 o6
Puntas de filtro de 10-100 pl 739288 g6
Puntas de filtro de 10-200 pl 750 288 60
Puntas de filtro de 100-1000 pl
Tiras de tubo con 8 tubos PCR sin tapa 673210 125
Tiras de tapa para tiras de tubo con 8 tubos 373270 125
Tubos PCR singulares 67121 500

anrc R Node catalogs oe Grener Bioone IICantidad (pndades

oCheck® VacSet, conjunto de vaclo 863 080 1
oCheck® VacPump, bomba de vacio 863070 1

Ltro ONs D pCesaros

* Microtubos de 1,5 ¢ 2 ml con tapa de seguridad o tapa roscada para fos pasos de lisis
+ Depbsito de tampon desechable, voldmenes: 25 y 100 ml

* Puntas de micropipeta {(para volumen de 1200 ul} para multipipeta de 8 canales |
 Etanol p.a, 2 99,8%
= Guantes de un 50lo uso !

+ Microcentrifuga adecuada para microtubos de 1,562 mly 11.000 g

= Vortex

+ Bloque da calentamianto, bafio Maria o Thermomixer adecuado para microtubos de 1,5 6 2 mi para Incubacdiéna 70y 56 °C
+ Micropipetas de entre 1 y 1000 pl .
« Multipipeta de B canales para grandes volumenes (entre 50 y 1200 pl) I
« Contenedor de desechos |
+ Reloj de control
+ Gradiita PCR i

Danitla Croce
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3. TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO }:

: ) . , . .
temperatura ambiente. Para mas informacién sobre el almacenamiento de soluciones de trabaj
preparadas, consulte las secciones 8.1y 10.1.

4. INSTRUCCIONES DE SEGURIDAD

Los siguientes componentes de! Equipo de extraccion de ADN oCheck® contienen elementos peligrosos,

Utilice guantes y gafas de seguridad y siga las instrucciones de seguridad proporcionadas
en esta seccion. \

Contenido Simbolo Frases de Frases de Frases da

pefigroso peﬂ; ro riesgo riesgo segurldad

Componente

Nocivo en caso de

Tampén L2 °'°L':‘;i'§i‘:a"° ingestion, Imita los R 22-36/38 ,
9 ojos y la piel ‘|
inflamable !
Clorhldrato de . ) -
Tampon W1 guanidina + Nocivo en casode  R10-22-36/38 §7-1625 |
isopropanol < 25% gojos ¥ a piel |
R Irrita los ojos, '
.;"",: las vias respiratorias |
Protzinasa K, el y la piel. .
Proteinasa K fiofilizada — Posibilidad de R 36/37/38-42 S 22-24-26-36/37
; sensibilizacién por
inhalacion

* La etiqueta de peligre no es necesaria si la cantidad por frasco es inferier a 125 g o ml {(segun G7/548/CEE Ant. 25,
1989/45/CE Art. 12 y las normas alemanas GefStoffv § 20 (3) y TRGS 200 7.1). Para més informacién, consulte las fichas ‘.'
de datos de seguridad. g

Frases de tlesgo

R10 Inflamable

R22 Nocivo en caso de ingestion

R 36/37/38 Irrita los ojos, las vlas respiratorias y la piel

R 36/38 Irrita fos ojos y la piel

R 42 Posibilidad de sensibilizacion por inhalacion

Frasos de seguridad

57 Manténgase el recipiente bien cerrado.

816 Conservar alejado de fuentes de ignicidn, No fumar

522 No raspirar ¢ polvo

S524 Evitese el contacto con la piel

$25 Evitese el contacto con los ojos

526 En ¢aso de contacto con los 0jos, ldvese inmediatarmente con agua abundanie y acuda a un médico
S 36537 Utilizar indumentaria y guantes de proteccién adecuados

La versién actual de fas fichas de datos de seguridad de esfelproducto se puede descargar del sitio
web de Greiner Bio-One: www.gbo.com/bioscience/lioghipy_downlcad

Equipo de extraccion de ADN oCheck® - Manual de instrucciones GONZALO GOUK
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5. ELIMINACION DE RESIDUOS

cuando se mezcla con lejia. No se debe afiadir lejfa ni soluciones &cidas directamente a los residuos
de preparaci¢n de las muestras,

La contaminacién de los residuos liquidos con material infeccioso de desecho es muy improbable
aunque no puede quedar totalmente excluida. Por lo tanto, los residuos liquidos se deben con5|derar
como infecciosos y, por tanto, manipularse y eliminarse de acuerdo con las normativas de segurldad
locales. Respete las normativas locales, provinciales y nacionales relativas a la eliminacién de residuos,

© e e -

9
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6. INTRODUCCION v

6.1 Uso previsto ' 6 5 1 31

El Equipo de extraccitn de ADN oCheck® (Greiner Bio-One; n.° de catalogo 515 040 o n.° de catalogo
515 050) es un equipo de diagnéstico in vitro disefiado para la preparacién de ADN procedente de
muestras de origen humano para su posterior analisis con ensayos de la gama de productos oCheck®,

El método utilizado para el aislamiento de acido nucleico en las diversas versiones del Equipo
de extraccion de ADN oCheck® genera ADN adecuado para su posterior analisis directo con los
siguientes equipos:

Equipo de extraccién de ADN oCheck® - Preparacién con una columpa (n.® de catalogo 515 040)
* PapilloCheck® (Greiner Bie-One; n.? de catélogo 465 060) ’

» PapilloCheck® high-risk {Greiner Bio-One; n.° de catalogo 505 060)

+ PelvoCheck® CT/NG (Greiner Bio-One; n.® de catalogo 504 002)

Equipo de extraccién de ADN oCheck® - Preparacion gop handa de 8 columnas {(n.° de catalego 515 050)
» PapilloCheck® (Greiner Bio-One; n.® de catalogo 465 060)
» PapilioCheck® high-risk {Greiner Bio-One; n.° de catalogo 505 060}

No se recomienda el uso del Equipo de extraccion de ADN oCheck® - Preparacién con banda
de 8 columnas para aislar el ADN para su analisis posterior con el ensayo PelvoCheck® CT/ING
(Greiner Bio-One; n.° de catalogo 504 002) hasta que no haya finalizado la validacién.

El Equipo de extraccién de ADN oCheck® esta previsto para ser utilizado exclusivamente con ensayos
de la gama de productos oCheck® (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania) que especifiquen el
uso del Equipo de extraccion de ADN oCheck® en sus manuales de instrucciones.

El Equipo de extraccién de ADN oCheck® cumple los requisitos dé la directiva sobre productos
sanitarios para diagnéstico in vitro (98/78/CE) y por tanto presenta la marca de conformidad CE.
El producto esta previsto para ser utilizado UNICAMENTE por profesionales, como técnicos y
personal médico, formados en técnicas de biologla molecular.

6.2 Uso indebido

El Equipo de extraccion de ADN oCheck® NO esta previsto para su uso con CarnoCheck® (Greiner
Bio-One), ParoCheck?® (Greiner-Bio-One) ni ningtin otro producto que no forme parte de la gama de
productos oCheck® .

amela Croce
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6.3 Muestras

Para la aplicacion posterior de PapilloCheck® (Greiner Bio-One; n.° de catalogo 465 060} y
PapilloCheck® high-risk {Greiner Bio-One; n.° de catalogo 505 060), se ha disefiado y probado el
Equipo de extraccidon de ADN oCheck® para la extraccién de ADN viral y genémico humano de
citologias cervicouterinas humanas obtenidas con uno de los sistemas de recogida de muestras
siguientes:

PapilloCheck® Collection Kit (Greiner Bio-One; n.° de catalogo 465 070) r61 F I i'-

+ PreservCyt® (Hologic, Bedford, MA, EE. UU.)

Surepath™ (BD, Frankiin Lakes, NJ, EE. UU.) b
STM™ (Qiagen, Hilden, Alemania) \

Para 1a aplicacién posterior del ensayo PelvoCheck® CT/NG (Greiner Bio-One; n.° de catalogo 504‘
002), se ha validado el Equipo de extraccion de ADN oCheck® para la extraccion de ADN bacteriano

y gendémico humano de muestras de orina humana obtenidas mediante los siguientes sistemas

de toma de muestras:

« PelvoCheck® Collection Kit SAFE (Greiner Bio-One; n.° de catalogo 453 100) \
» PelvoCheck® Collection Kit STRAW (Greiner Bio-One; n.° de catalogo 453 101) \

El resto de los sistemas de toma de muestras no estan validados y no se deben utilizar con el
Equipo de extraccién de ADN oCheck® .

6.4 Principio basico de purificacién del ADN

El Equipo de extraccion de ADN oCheck® se ha disefiado para realizar la purificacion de ADN viral,
bacteriano y gendmico humano a partir de muestras de origen humano. Las muestras se lisan de
manera rapida y eficiente afiadiendo proteinasa K y tampoén L1. El tampén de lisis y el etanol crean
tas condiciones adecuadas para la unién de los acidos nucleicos a la membrana de silice de las
columnas. El ARN portador mejora la union y la recuperacién de ADN viral, bacteriano y genomico
en bajas concentraciones. Los contaminantes (inhibidores potenciales de PCR) como las sales, los
metabolitos y los componentes celulares macromoleculares solubles se eliminan durante el lavado
con tampones etandlicos. Finalmente, se eluye el ADN viral, bacteriano y gendmico humano puro
a baja fuerza idnica en un tamp6n de elucién ligeramente alcalino. Una vez purificado el ADN, se
obtiene una solucidn adecuada para €l andlisis directo con los ensayos de la gama de productos
oCheck® . '
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7.11 Instrucciones generales

Las siguientes instrucciones se basan en la experiencia de laboratorio con la implantacién de las
técnicas de vanguardia actualmente utilizadas en biologla molecular y pretenden garantizar la
maxima seguridad para los métodos basados en PCR. Se deben tomar las precauciones que se
estim]_an razonables cuando se usa el Equipo de extraccién de ADN oCheck® junto con el andlisis
posterior del ADN purificado con ensayos de ia gama de productos oCheck® .

En general, los procesos de biologia molecular tales como la deteccién, amplificacion y extraccion de ADN
deben ser realizados por personal con la fomacién adecuada. Ademdas, es preciso contar con una secuencia
de trabajo clara y bien estructurada que impida la obtencién de resultados erdneos como consecuencia de
la degradacién o contaminacién de los productos de amplificacion del acide nucleico en las muestras. Para
garantizar dicha secuencia es necesario separar las zonas dedicadas a la extraccion y a la amplificacion.

No introduzca nunca un producto de amplificacién en una zona destinada exclusivamente a la
extraccion. Ambas zonas deben estar provistas de equipos, consumibles, batas de laboratorio y
guantes diferentes. No transfiera nunca batas, guantes ni equipo de la zona dedicada a la extraccion
a la zona dedicada a la amplificacion,

7.2 Separacion de las salas

La figura 1 muestra un ejemplo de cdmo se puede dividir un laboratorio en tres secciones diferentes. Una
seccion se utiliza para la extraccién de ADN, otra se dedica a la preparacién y generacion de las reacciones
PCR y la dltima se dedica a la hibridacién y al andlisis. Cada sala se debe utilizar exclusivamente para la
aplicacion o técnica indicada a fin de impedir fa contaminacién de las muestras. El uso de diferentes colores
puede ayudar a evitar un intercambio accidental de equipo y consumibles entre las zonas.

No se deben intercambiar equipos ni consumibles entre las diferentes salas o espacios del taboratoric.
Por tanto, es obligatoria la duplicacién de equipos y consumibles.

Sala1 Sala 2 Sala 3

L/ |/

:

Flgura 1: Separacién de salas en la secuencia de trabajo de oCh
Sala 1: Extraccién de ADN, Sala 2: Preparacién de la reaccidn P

NIPRO MEDICAL CORP.,
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El procedimiento completo de extraccién del ADN con el Equipo de extractiomdeamn, tiea® o
realizarse en la sala 1, dedicada a la extraccion de ADN. Al salir de esta sala es necesario cambiarsg
de bata. En la secuencia de trabajo de oCheck® la extracciéon de ADN es el proceso mas susceptible
de contaminacion y, por tanto, resulta esencial cumplir estrictamente las instrucciones que figuran
en este documento. Asimismo, para evitar la contaminacion se deben seguir las directrice esﬁﬁtas
en la seccion 7.3.1. i 8

En la sala 2 la mezcla de reaccién para PCR se prepara y divide en una superficie limpia. La adicion
del ADN extraido en la sala 1 debe realizarse en otro espacio de la sala 2. Después de salir de esta
habitacion es necesario cambiarse la bata.

En la tercera sala del laboratorio se llevan a cabo los pasos de lavado y de reaccion de hibridacion. .

£n la sala 3 se instala también el CheckScanner™ junto con el software CheckReport™ para realizar |
el analisis final de los ensayos de la gama de productos oCheck® .

7.3 Advertencias y precauciones

7.3.1  Prevencién de la contaminacion

+ Deben usarse batas de laboratorio durante todos los procedimientos, utilizando una bata ]
diferente para cada sala del laboratorio. ]

+ Se deben utilizar guantes para cada paso del analisis y estos se deben cambiar en cada nuevo
paso.

» Limpleza del laboratorio: el lugar de trabajo se debe descontaminar con un limpiador adecuado
antes y después de trabajar.

» Microtubos: notoque nunca la parte interior de la tapa del microtubo. Para evitar la contaminacion
cruzada, abra solamente un tubo cada vez. Para evitar la contaminacion use microtubos con
tapa de seguridad o tapa roscada para los pasos de lisis.

+ Sedeben utilizar puntas de filtro de micropipeta adecuadas (estériles, libres de desoximbonucleasa,
ribonucleasa y ADN humano). Es preciso cambiar siempre las puntas de pipeta tras una transferencia
de liquido.,

—

7.3.2 Precauciones generales 1

+ Cuando reciba el Equipo de extracciéon de ADN oCheck® compruebe que los componentes no
estén dafiados. Si uno de los componentes estuviera dafiado {por ejemplo, frascos de tampon),
pongase en contacto con su distribuidor local de Greiner Bio-One. No utilice los componentes
dafiados del equipo ya que podria obtener unos resuitados deficientes.

+ No utilice reactivos caducados.

»  No utilice e! Equipo de extraccion de ADN oCheck® una vez superada la fecha de caducidad.

» No mezcle reactivos procedentes de lotes diferentes.

« Use Gnicamente los reactivos y el equipo proporcionados con el equipo de extraccion y aquellos
recomendados por el fabricante,

+ Es necesario realizar comprobaciones y calibraciones regulares de Jas micropipetas, del bafio
Maria y del bloque de calentamiento.

- El pipeteado de pequefias cantidades de liquido en el intervalo de microlitros resulta dificultoso.
Por lo tanto, realice el pipeteado con las micropipetas con la mayor precision posible.

- Todos los pasos que conlleven centrifugado deberfan realizarse a temperatura ambiente (18-25 °C).

+ Los reactivos no utilizados y los residuos deben eljmi
directrices regionales y nacionales.

Equipo de exireccién de ADN oCheck® - Manual de instrucclones
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7.3.3 Seguridad en el trabajo

» Este equipo esta destinadoe Unicamente al diagnostico in vitro y debe ser utilizado exclusiva
por personal formado en las practicas de laboratorio para el diagnéstico in vitro, ‘.

* No pipetee nunca las soluciones utilizando la boca. 6 5 1 . R

* No coma, beba, fume ni aplique productos cosméticos en las zonas de trabajo. -

+ Extreme la precaucion al manipular las muestras biolégicas gue contengan matenal de origen
humano potencialmente infeccioso, Para minimizar el riesgo de infeccidn con material potencialmente
infeccioso se recomienda trabajar en una cabina de flujo laminar hasta que se lisen las muestras.
Manipule y elimine todas las muestras biolégicas como si pudieran transmitir agentes infecciosos.
Evite el contacto directo con las muestras bioldgicas vy evite salpicar o pulverizar.

» Lavese las manos de forma exhaustiva después de manipular muestras y reactivos.

» Lleve siempre una bata de laboratorio, guantes y gafas de seguridad cuando trabaje con muestras

humanas. La versién actual de las fichas de datos de seguridad para este producto se puede
descargar del sitio web de Greiner Bio-One: www.gbo.com/bioscience/biochips_download

2fiela Croce
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8. PREPARACION CON UNA COLUMNA (n.

8.1  Preparacion de soluciones de trabajo y condiciones de almacenamiento

Todos los componentes del equi
quipo se deben almacenar a temperatura ambie
> nte (18-26 °
permaneceran estables durante dos afios a partir de la fecha de su fabricacién ( rzs*j oy
. »~] 2
(Y k -

]

Antes de comenzar con el protocolo d [ i
el igui
frles de e Equipo de extraccion de ADN oCheck® prepare las siguientes

1. 3:Iu:‘;;5r; de proteinasa K: a'ntes de utilizar el equipo por primera vez, afiada 1,36 ml de tampén
almp A e ?asa (PlfB) para disolver la proteinasa K liofilizada. Divida la solucién en alicuotas y
acenela a -20 °C durante como méximo 6 meses. No vuelva a congelana.

2. ;Ta?p:n W2: Afiada 56lml de etanol (p.a. 2 99,8%) al concentrado de tampén W2, Marque
a ef: a actual en la etiqueta de! frasco. El tampén W2 permanece estable a temperatura
ambiente (18-25 °C) durante como maximo un afio.

3. Tampdn L4: transfiera el tampdn L2 al reactivo L3 en su totalidad y mezcle bien. Adhiera al
frasco la etiqueta L4 proporcionada con el equipo. Marque la fecha actual en la etiqueta del
frasco. El tamp6n L4 resultante permanece estable durante como maximo un afio a temperatura

ambiente (18-25 °C).

4 Solucion de ARN portador: afiada 900 pl de tampén L1 para disolver el ARN portador
liofilizado. Dispense el ARN portador disuelto en alicuotas, por ejemplo alicuotas de 35 pi, para
realizar 12 extracciones. Almacene la solucién de ARN portador disuelto a -20 °C. No vuelva
a congelario. Las ampollas usadas se deben desechar una vez descongeladas. .

Durante el almacenamiento, especialmente a temperaturas bajas, es posible que se formen
precipitados blancos en los tampones L1, L2 o L4. Dichos precipitados se pueden disolver con

tacilidad si se incuba el frasco a 50-70 °C antes de utilizarto.

gla Croce
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8.2 Preparacion de muestras

8.2.1 Preparacién de muestras para PapilloCheck® y PapilloCheck® hig

Las muestras de citologlas cervicouterinas humanas que se tomen con

« PapilloCheck® Collection Kit (Greiner Bio-One; n.° de catalogo 465 070)

« Medio de toma de muestras PreservCyt® (Hologic, Bedford, MA, EE. UU.)
se pueden procesar directamente.

Las muestras de citologias cervicouterinas humanas que se tomen con

« Medio de toma de muestras Surepath™ (BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.) se deben lavar antes
de usarlas: centrifugue 250 pl de la muestra durante § minutos a 11.000 g y resuspenda el
pellet en 250 pl de agua destilada.

Las muestras de citologlas cervicouterinas humanas que se tomen con
+  Medio de toma de muestras STM™ {Qiagen, Hilden, Alemania} deben diluirse en agua destilada:
100 ul de muestra + 150 pl de agua destilada

En general, si la muestra de Ja citologla cervicouterina estd muy concentrada y ya agregada, es necesario
dituir y homogeneizar la muestra antes de comenzar el proceso de extraceion.

Las muesiras de citologlas cervicouterinas que estén muy diluidas y no presenten células visibles deben
concentrarse a fin de obtener un mayor volumen de células para la extraccion. Centrifugue hasta 1000 ul de '
la muestra durante 5 minutos a 11,000 g y resuspenda el pellet en 250 pl de agua destilada, i

Este paso de concantracién solo se puede aplicar a las muestras de citologlas cendcouterinas tomadas mediante
PapiltoCheck® Collection Kit, &! medio de toma de muestras PreservCyt® o el medio de toma de muestras
Surepath™. Si se usd el medio de toma de muestras STM™ | no es posible concentrar mediante centrifugado.

&
1]
0

= Pipetee 250 ul de la solucién de la muestra en un microtubo de 1,5 6 2 ml. Para evitar la
contaminacién, use microtubos con tapa de seguridad o tapa roscada para los pasos de lisis.
Se recomienda validar el procedimiento completo de aislamiento del ADN en cada ciclo de
extraccion de ADN utilizando un control de muestra negativo.

8.2.2 Preparacién de muestras para PelvoCheck® CT/NG

Las muestras de orina humana que se tomen con:

+ PelvoCheck® Collection Kit SAFE (Greiner Bio-One; n.? de catalogo 453 100)

+  PelvoCheck® Collection Kit STRAW (Greiner Big-One; n.° de catalogo 453 101)
se pueden procesar directamente.

= Pipetee 250 pl de la muestra de orina en un microtubo de 1,5 6 2 ml. Se recomienda utilizar
microtubos con tapa de seguridad o tapa roscada para los pasos de lisis. Para validar [a extraccion
de ADN se deberia utilizar un control de muestra negativo en cada ciclo de extraccion.

Farthacéuticn
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8.3 Protocolo estandar

8.3.1 Preparacion

: 3

= Prepare las muestras segun las instrucciones del capitulo 8.2.

= Caliente los bloques de calentamiento o los bafios Maria a 56 °C y a 70 °C, respectivamente.

= Antes de la elucion, incube el tampén E de elucién a 70 °C.

= Aseglrese de que las soluciones de trabajo se hayan preparado segun las instrucciones del
capltulo 8.1,

8.3.2 Perelisis

= Afiada 80 pl de tampén L1.

= Afiada 2,4 pl de ia solucién de ARN portador preparada.

= Afiada 20 pl de 1a solucién de proteinasa K .

= Cierre la tapa y mezcle brevemente con un Vortex de impulso.

« [ncube a 56 °C durante al menos 30 minutos. Agite las muestras en una Thermomixer a spo
rpm. Si usa un bloque de calentamiento o un bafio Marla, mezcle las muestras con Vortex de
vez en cuando durante el periodo de incubacion.

Si esta procesando varias muestras, la proteinasa K, el tampén L1 y el ARN portador se deberfan |
premezclar inmediatamente antes del uso. No mantenga mezciados nunca el tampén L1 y la proteinasa -
K durante mas de 10—15 minutos antes de afadifos a la muestra. La proteinasa K tiene tendencia a la
attolisis en ¢ tampén L1 en ausencia de un sustrato,

8.3.3 Lisis

= Centrifugue brevemente el microtubo para eliminar las gotas del interior de 1a tapa.
= Afiada 250 p| de tampdn L4.

= Cierre la tapa y mezcle brevemente con un Vortex de impulso durante 10 segundos.
= |ncube a 70 °C durante 15 minutos.

~
65
Compruebe que la centrifuga esté ajustada a temperatura ambiente (18-25 °C). 5 , 8

Cierrs blen la tapa de los microtubos para evitar una apertura accidental.”

8.3.4 Ajuste de las condiciones de unién del ADN
- Centrifugue brevemente el microtubo para eliminar las gotas del interior de la tapa.
= Afada 300 pl de etano! (p.a. =z 99,8 %) a la muestra.

= Cierrre latapa inmediatamente y mezcle brevemente conun Vo
= Centrifugue brevemente el microtubo para eliminar las gg

h impulso durante 15 segundos.
terior de la tapa.
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8.3.5 Unién del ADN
Para evitar la contaminacién: cambie los guantes antes de iniciar este paso.

= Para cada muestra coloque una columna en un tubo de coleccion.

= Pipetee con cuidado 450 ul de los lisados en [a columna y centrifugue a 11.000 q.{gurahte
1 minuto a temperatura ambiente. No deseche el resto del lisado. ‘

= Deseche el tubo de coleccién con el flyjo.

Para evitar la contaminacidn: cambie los guantes antes de'iniciar este paso.

= Prepare nuevos tubos de coleccién y coloque las columnas en nuevos tubos de coleccion.
= Pipetee el resto de los 450 ul de lisado en la columna.
= Centrifugue a 11.000 g durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Para evitar la contaminacién: cambie los guantes antes de iniciar este paso.

= Deseche el tubo de coteccidn con el flujo y cologue las columnas en nuevos tubos de coleccion.

8.3.6 Lavado de las columnas

~ Aplique 500 pl de tampén W1 en la columna.
« Centrifugue a 11.000 g durante 1 minuto a temperatura ambiente.

= Deseche el tubo de coleccidn con el flujo y coloque la columna en un nuevo tubo de coleccion.

=  Aplique 600 pl de tampoén W2 en la columna.
= Centrifugue a 11.000 g durante 1 minuto a temperatura ambiente.

= Deseche eltubo de coleccién con el flujo y coloque la columna en un nuevo tubo de coleccion.

8.3.7 Secado de las columnas l

= Centrifugue a 11.000 g durante 1 minuto para secar la membrana totalmente. \

I

Este paso es necesario para eliminar los rastros de etanol. El etanol presente en el tampén W2 inhibe las,
reacciones enzimaticas y debe ser completamente eliminado antes de la elucidn del ADN. .

GONZALO GOUK
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8.3.8 Elucidon del ADN

Use el tampén E precalentado (70 °C).

Para evitar una pérdida de temperatura durante los pasos de pipeteado se recomienda llenar los microtubos
de 1,5 4 2 mi con un maximo de 1,300 ui de tampdn E (sulicients para n = 12 muestras).

L »
Para evitar la contaminacién: cambie los guantes antes de iniciar este paso. 4 1 ﬂl
-

Coloque la columna en un microtubo de 1,5 ml limpio.

Aplique 100 pl de tampdn E precalentado (70 °C) en el centro de la membrana de la columna,

L
T
= Cierre la tapa e incube a temperatura ambiente durante 1 minuto.
= Centrifugue a 11.000 g durante 1 minuto. '

Para obtener resultados dptimos con el ADN aislado en las aplicaciones posteriores se recomienda realizar
ta elucién con el tampén E suministrado. Conserve el ADN extraldo a -20 °C.

Para realizar mas andlisis con los ensayos de la gama de productos oCheck® consulte los manuales de
instrucciones correspondientes (PapilloCheck®, PapilloCheck® high-risk y PelvoChock® CT/NG).

GONZALO GOUK
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9. GUIA DE INSTALACION Y TRABAJO PARA
oCheck®VACSET Y oCheck® VACPUMP

El sistema de vaclo oCheck® se ha disefiado para realizar la purificacién manual rapida en pa,rf;tjeill;:;:‘J )
de 4cidos nucleicos con el Equipo de extraccion de ADN oCheck® - Preparacion con bandakde‘ 85
columnas. Este sistema permite realizar rapidamente la purificacion simultanea de acidos nucleicqs"
dejgran calidad. Gracias al uso del vacio se eliminan los prolongados pasos de centrifugado y
de?antaciOn. Los Equipos de extraccidon de ADN oCheck® estédn basados en la tecnologla de
ultrlaﬁltrado y ofrecen una farma rapida y comoda de purificar acidos nucleicos.

4

Cuiando use el Equipo de extraccidn de ADN oCheck® - Preparacién con banda de 8 columnas con
vaclo, se recomienda utilizar oCheck® VacSet (n.° de catélogo 863 080) y oCheck® VacPump (n.° de
catalogo 863 070} .

9.1 Contenido

1.
9.1.1 oCheck® VacSet

'R 'R R

N

Soporte de banda de ¢columnas Gradilla de microtubos Bandas de columnas clegas (12)

=N

Tapa del sistema de vaclo

Separadores

Contenedores de desechos

Regulador de vatio

Fig-ura 2: Contenido de oCheck® VacSet o

arfiela Croce
Farmacéutca
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9.1.2 oCheck® VacPump [Direc. Tecnelogia Medice

=

<

3
N

oCheck® VacPump. )

U Mangds de

4. Lot

conexién ..

o
R

.

T, -_"‘" ' B
3 Silenciador

Flgura 3: Contenido de oCheck® VacPump )

icla Croce
rmacéutica
P.20070
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9.2 Montaje de oCheck® VacSet

= Coloque la base del sistema de vacio sobre una superficie firme. El sistema de vagio debe
prepararse tal como se muestra en la figura 4 a+b. g ' 8

Soporte de banda
de columnas '
con bandas de

cotumnas |

Soporte da banda de
* columnas con bandaz
de columnas

Tapa del sistema
de vacio

Tapa del sfstema
de vacio

Contenedor de Gradilla de
desechos micretubes
Gradilla de

Base del sisterna microtubos

g de vacio % Separador
T Separador Round
- % well Block

Base del
slstena de
vacio

Vétwula de sistema
de vacio

Flgura 4: a} Preparacidn para €l lavado y la unldn del ADN  b) Preparacién para fa elucidn del ADN

9.2.1 Preparacion para el lavado y la unién del ADN

ey

¥

Para los procedimientos de lavado y unién del ADN (pasos del protocolo 10.3.5 - 10.3.7), prepare
el sistema de vacio tal como se muestra en [a figura 4a.

Cologue uno de los dos contenedores de desechos* en ef interior de la base de) sistema de vac Fo.
Cierre la base del sistema de vacio con la tapa del sistema de vacio. |

Coloque el soporte de banda de columnas en la junta de goma de |a tapa de! sistema de vaci;o.
Inserte la cantidad necesaria de bandas de columnas en el soporte de banda de columnas.

Aseglrese de que las bandas de columnas estén insertadas correctamente y de que las bandas
de columnas queden fijadas fiimemente al soporte de banda de columnas (se escucharé un'clic’).
Si se procesan menos de 48 muestras simultdneamente, solamente se debe insertar la cantidad
necesaria de bandas de columnas en el soporte y el resto de las posiciones se deben rellenar en
¢l soporte de banda de columnas con la cantidad adecuada de bandas de columnas ciegas.

i1

Asegurese de que las bandas de columnas y lag bandas de columnas clegas ajusten correctamente
en el soporte de banda de columnas antes de aplicar ! :
* No lave el contenedor de desechos enel Iavava]illaf,.,}

GONZALO GOUK
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vaclo tal como se muestra en la figura 4b. %

HE ™ ¢ )
= Retire ¢! saporte de banda de columnas junto con las bandas de columnas y coléguelds j' a‘
sobre una hoja de papel limpia (suministrada con el equipo).

= Retire |la tapa del sistema de vacio y extraiga el contenedor de desechos usado.

= |nserte separadores “Round Well Block” y encima la "gradilla de microtubos” por los
laterales estrechos de la base del sistema de vacio (figura 4b),

w  Coloque la gradifla de microtubos sobre los separadores,

= Coloque la cantidad adecuada de tubos PCR etiquetados cada segunda fila de la gradilla de
microtubos empezando por la fila n.° 2 de la gradilla de microtubos. '

w  Cierre el sistema de vacio y coloque las bandas de columnas encima. Compruebe que caéa
banda de columnas esté situada directamente sobre un tubo PCR para recolectar el ADN eluido

{figura 4c¢). Vuelva a comprobar que todas las bandas de celumnas y las bandas de colum nas
clegas sigan estando correctamente encajadas en el soporte de banda de columnas.

Figura 4¢: Cada banda de columnas debe estar situada directamente sobre un tubo PCR de Ia banda PCR.

GONZALC GOUK

Egulpo de extraceion de ADN pCheck® - Manusal de Instrucclones
Revision 00 / Febrero de 2011

L o .- - - —— - - o — e =




REFOLIADO: 19

Direc. Tacnsionls Medics

9.3 Montaje de oCheck® VacPump

Coloque oCheck® VacPump sobre una superficie firme. Se debe montar oCheck® VacPump
como se muestra en la figura 5a. Para conectar oCheck® VacPump al sistema de vacio, use la

manga mas larga de las dos mangas de conexién incluidas. Corte la manga de conexion 5

corta en dos partes {aproximadamente de 5 y 4 cm). Use la manga de conexién de 6§ cm p ra 1 8
conectar oCheck VacPump con el regulador de vacio. Fije el silenciador en el extremo opuesto

de 0Check® VacPump en la salida mediante {a manga de conexién de 4 cm, :

Rueda de ajuste

Flgura 5: a) Montaje de oCheck® VacPump b} Regulador de vaclo i

9.4 Preparacion del sistema de vacio \

Aseglrese de que la tapa del sistema de vacio, el soporte de banda de columnas y las bandas
de columnas estén colocadas correctamente. Cierre la valvula del sistema de vacio (figura 5a).
Arranque la bomba de vacio. Ajuste el vaclo segln el protocolo del equipo mediante el regulador
de vacio (figura 5b). Abra la rueda de ajuste hasta alcanzar el nivel de vacio necesario.

9.5 Aplicacién del vacio

Cargue las muestras en las bandas de columnas individuales, Abra la valvula del sistema de vacio
y, en caso necesario, presione las bandas de columnas brevemente hasta que empiece el flujo.

9.6 Ventilacion del sistema de vacio

Cuando las muestras hayan pasado por el filtro de las bandag fle/cdlumnas, cierre la valvula del
sistema de vacio y detenga la bomba de vacio. Espere gngs, undos hasta que el soporte
de banda de columnas con las bandas de columnas se|pfteda extrder con facilidad.

24 !
ALO GOUK
Equipo de exiraccion de ADN oCheck® - Manual de instruccianes GERENTE GENERAL ! Dapieta Croce
>R°"H°n 00/ Febrero de 2011 NIPRO MEDICAL CORP. macéutica



10. PREPARACION CON BANDA DE 8 COL
(n.° de catalogo 515 050)

10.1 Preparacion de soluciones de trabajo y condiciones de almacenami

Todos los componentes del equipo se deben conservar a temperatura ambiente (18-25 “C) ? 8
permanecerin estables durante dos afios a partir de la fecha de su fabricacion.

Antes de comenzar con el protocolo del Equipo de extraccién de ADN oCheck®, prepare las
siguientes soluciones:

1. Solucién de proteinasa K: antes de utilizar el equipo por primera vez, afiada 3,35 ml de tampon
de proteinasa (PKB) para disolver la proteinasa K liofilizada. Divida la solucion en alicuotas y
almacénela a -20 °C durante como maximo 6 meses. No vuelva a congelarla.

2. Tampén W2: Afiada 200 ml de etanol (p.a. 2 99,8 %) al concentrado de tamp6n W2 . Marqye
la fecha actual en la etiqueta del frasco. El tampdn W2 permanece estable a temperatura
ambiente (18-25 °C} durante como maximo un afo.

3. Tampén L4: transfiera el tampén L2 al reactivo L3 en su totalidad y mezcle bien. Adhiera al
frasco la etiqueta L4 proporcionada en el equipo. Marque la fecha actual en la etiqueta del frasco
El tamp6n L4 resultante permanece estable durante como maximo un afio a temperatura
ambiente (18-25 °C).

4. Solucidon de ARN portador: afiada 900 pl de tampén L1 para disolver el ARN portador liofi lizado.
Dispense el ARN portador disuelto en alicuotas, por ejemplo alicuotas de 50 yl, para realizar 16
extracciones. Conserve la solucién de ARN portador disuelo a -20 °C. No vuelva a congelario.
Las ampollas usadas se deben desechar una vez descongeladas.

Durante el almacenamiento, especialmente a temperaturas bajas, es posible que se formén
precipitados blancos en los tampones L1, L2 o L4, Dichos precipitados se pueden disolver con
facilidad si se incuba el frasco a 50-70 °C antes de utilizarlo.

Equipo de extraceion de ADN oCheck?® - Manual de insirucclones
evision 00 / Febrero de 2011
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10.2 Preparacion de muestras Hrec: Tocnologls Wedica

10.2.1 Preparacion de muestras para PapilloCheck® y PapilloCheck® high-ri

Las muestras de citologlas cervicouterinas humanas que se tomen con

= PapilloCheck® Collection Kit (Greiner Bio-Cne; n.° de catalogo 465 070)

= Medio de toma de muestras PreservCyt® (Hologic, Bedford, MA, EE. UU.)
se pueden procesar directamente.

i
65 ¢
+ Medio de toma de muestras Surepath™ (BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.) se deben lavar antes

de usartas: centrifugue 250 pl de la muestra durante § minutos a 11.000 g y resuspenda el
pellet en 250 pl de agua destilada.

Las muestras de citologias cervicouterinas humanas que se tomen con

Las muestras de citologlas cervicouterinas humanas que se tomen con
« Medio de toma de muestras STM™ (Qiagen, Hilden, Alemania) deben diluirse en agua destilada:
100 pl de muestra + 150 pl de agua destilada.

En general, si la muestra de Ia citologla cervicouterina estad muy concentrada y ya agregada, es necesario |
diluir y homogeneizar la muestra antes de comenzar el proceso de extraecion.

Las muestras de citologias cervicouterinas que estén muy diluldas y no presenten células visibles deben
concentrarse a fin de obtener un mayor volumen de células para fa extraccion, Centrifugue hasta 1000 pl de
la muestra durante 5 minutos a 11.000 g ¥ resuspenda el pellet en 250 pl de agua destilada,

Este paso de concentracidn solo se puede aplicar a las muestras de ciiologlas cervicouterinas tomadas
con PapilloCheck® Collection Kit, el medic de toma de muestras PreservCyt® ¢ el medio de toma de
muestras Surepath™. Si se usé el medio de toma de muestras STM™, no es posible concentrar mediante
centrifugado.

= Pipetee 250 pl de la solucién de la muestra en un microtubo de 1,5 ¢ 2 ml. Para evitar fa

contaminacién, use microtubos con tapa de seguridad o tapa roscada para los pasos de lisis.
Se recomienda validar el procedimiento completo de aislamiento del ADN en cada ciclo de extraccion
de ADN mediante un control de muestra negativo.

iela Croce
‘maceutica
.P.:20070
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10.3 Protocolo estandar

Para usar el Equipo de extraccion de ADN oCheck® - Preparaci6n con banda de 8 colum
vacio se necesita un sistema de vacio adecuado. El equipo necesario asl como las instrucciones de

instalacién y trabajo se describen en el capitulo 9. 6 5 1 8
I
10.3.1 Preparacién
= Compruebe que la centrifuga esté ajustada a temperatura ambiente {18-25 °C).
=~ Prepare las muestras segln las instrucciones del capitulo 10.2.
w  Caliente los blogques de calentamiento o los baflos Marla a 56 °C y a 70 °C, respectivamente.
= Antes de la elucién, incube el tampén E de elucién a 70 °C,
= Asegurese de que las soluciones de trabajo se hayan preparado segun las instrucciones del
capitulo 10.1,
10.3.2 Prelisis
= Afiada 80 pl de tampdn L1,
= Afiada 2,4 yl de la solucién de ARN portador preparada.
= Afiada 20 i de la solucion de proteinasa K .
= Cierre la tapa y mezcle brevemente con un Vortex de impulso.
Si esta procesando varias muestras, la protelnasa K, el tampén L1 y et ARN portador se deberlan
premezclar inmediataments antes del uso. No mezcle nunca ¢! tampén L1 y la proteinpasa K mas de
10-15 minutos antes de afadirtos a la muestra. La proteinasa K tiene tendencia a la autolisis en tampén
L1 &n ausencia de un sustrato.
= Incube a §6 °C durante al menos 30 minutos. Agite las muestras en una Thermomixer a 650
rpm. Si usa un bloque de calentamiento © un bafio Maria, mezcle las muestras con Vortex de
vez en cuando durante el periodo de incubacion.
10.3.3 Lisis
= Centrifugue brevemente e! microtubo para eliminar las gotas de! interior de la tapa. '
= Afiada 250 pl de tampén L4. '
= Cierre la tapa y mezcle brevemente con un Vortex de impulso durante 10 segundos.
= [ncube a 70 °C durante 15 minutos.
« Cierre bien la tapa de los microtubos para impedir una apertura accidental. i

Wt

REFOLIADO:...c .o csrecom s
Oirec. Tecnolegla Medica

10.3.4 Ajuste de las condiciones de unién del ADN

§

Centrifugue brevemente el microtubo para eliminar las gotas del interior de la tapa.
Aftada 300 |1 de etanol (p.a. 2 99,8 %) a la muestra,

Cierre la tapa inmediatamente vy mezcle brevemente con
15 segundos,

Centrifugue brevemente el microtubo para eliminar las got

ortex de impulso durante

s delAnferior de 1a tapa.
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10.3.5 Unién del ADN

= Prepare el sistema de vacio oCheck® de acuerdo con la figura 6 (para una descripcid

detallada consulte el capitulo 9).

REFOLIADO:

Soponte de banda de
columnas con bandas
de columnas

Tapa del sisterna
de vaclo

Contenedor de
desechos

Base del sistema
de vaclo

Vihula de sistema
de vaclo

Figura 6: Praparacion para el lavado y la unidn del ADN

iy

65

1

Cologue uno de los dos contenedores de desechos® en el interior de la base del sistema de vacio;
Cierre 1a base del sistema de vacio con la tapa del sistema de vacio.
Coloque el soporte de banda de columnas en la junta de goma de la tapa de! sistema de vacio:
Inserte la cantidad necesaria de bandas de columnas en ¢l soporte de banda de columnas,

Asegurese de que las bandas de columnas estén insertadas correctamente y de que las bandas
de columnas estén bien fijadas al soporte de banda de columnas (se escuchara un 'clic’). Si
se procesan menos de 48 muestras simultdneamente, solamente se debe insertar la cantidad
necesaria de bandas de cofumnas en el soporte y el resto de las posiciones se deben rellenar en
el soporte de banda de columnas con la cantidad adecuada de bandas de columnas ciegas.

AsegUrese de que las bandas de columnas y las bandas de columnas clegas ajusten correctamente en
¢l soporte de banda de columnas antes de aplicar €l vaclo.

* No lave el contenedor de desechos usado en el lavavajillas.

Equipo de extraccidn de ADN oCheck® - Manual de instrucciones
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Figura T: Pipetee el lisado en los pocillos de las bardas de columnas

= Ajuste el vaclo a -200 mbar con el regulador de vacio (figura 8a).
= Aplique lentamente el vacio abriendo la valvula del sistema de vacio hasta que todos l0s

lisados pasen por las columnas (figura 8b).

vatvula de sistema de vacio

Figura 8: a) Regulador de vacio

b} Valvula def sistema de vacio

Detenga el vacio inmediatamente después de que todo el liquido haya pasado por las columnas
{aproximadamente 30 segundos) cerrando la vélvula del sistema de vacio para evitar'la

formacion de espuma.

Apague la bomba de vacio y libere el vacio.

——
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10.3.6 Lavado de bandas de columnas

Para los siguientes pasos se recomienda el uso de la pipeta de 8 canales y los depésitos de
{para los volumenes de tampén necesarios cuando se usan depdsitos de tampén, consulte la ta
Si usa depositos de tampoén, prepare la cantidad adecuada de soluciones tampon.

REFOLLADO: (15]0
Direc. Tecnologls Medics

NiGmero de
muastras que
s extraeran

Tampdén W1 i7.5ml

Tampén WZ2* 16 ml 32ml 48 mi 64 mi BO ml 96 m|

Tabla 1: Cantidad necesaria de soluciones tampdn para n = x muestras
* Antes de usar por primera vez, alada 200 ml de etanol {consutte también el capltulo 10.1).

-

Afiada 600 ul de tamp6n W1 a cada pocillo de las bandas de columnas (figura 9 a+b).

Figura 9: a) Pipetee tampdn W1 desde el depdsito de lampdn.  b)Adicidn de tampén W1 alos pocillos de las bandas de columnas.

§

I O |

[ I O
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Ajuste el vacio a -200 mbar con el regulador de vacio.

Aplique lentamente el vacio abriendo la valvula del sistema de vacio hasta que todos los
lisados pasen por las columnas (figura 8).

Detenga el vacio inmediatamente cerrando la valvuta del sistema de vacio después de que
todo el liquido haya pasado por las columnas (aproximadamente 30 segundos) para evitar: la
formacién de espuma.

ARada 900 1l de tampén W2 a cada pocillo de las bandas de columnas.
Ajuste el vacio a -200 mbar con el regulador de vacio.
Aplique el vacio hasta que el tampdn haya pasado por las columnas (aproximadamente 30 segundo?).

Detenga el vacio inmediatamente cemrando la vélvula del sistema de vacio después de que todo el liquido
haya pasado por las columnas (aproximadamente 30 sequndos) para evilar la formacién de espuma.

ARada 900 ul de tampon W2 a cada pocillo de las bandas de columnas.
Ajuste el vacio a -200 mbar con el regulador de vacio.
Aplique el vacio hasta que todo el tampén haya pasado por las columnas (aproximadamente 30 segundos).

Detenga el vacio inmediatamente cerrando la valvula del sistema de vacio despues de que todo ¢l liquido
haya pasado por las columnas (aproximadamente 30 segund itar la formacion de espuma.

Apague la bomba de vacio y libere el vacio.

R




10.3.7 Secado de bandas de columnas %
L4

10.3.8 Elucién del ADN

Para los siguientes pasos de elucién, se debe modificar el sistema de vacio segun lo indicado en
la figura 10. '

ReFouADo:. S

Tras el paso de lavado final, detenga el vacio y ventile el sistema de vacio (seccidén 9.6). Retj
soporte de banda de columnas junto con las bandas de columnas. Retire la tapa del sisteniddg
vacio y extraiga el contenedor de desechos usado y sustitiyato por el no usado (limpio).

inserte la tapa del sistema de vacio junto con el soporte de banda de columnas y las bandas de
columnas en la base del sistema de vacio. Asegurese de que el sistema de vacio esté bien cerado
y de que todas las bandas de columnas o las handas de columnas ciegas ajusten correctamenté.
Aplique el maximo vaclo (al menos ~400 - ~600 mhar de diferencia de presion} durante 10
minutos para secar la membrana totalmente,

Apague la bomba de vacio y libere el vacio.

Este paso as necesario para eliminar los rastros de atanol. €l etancl presente en el tampdn W2 inhibe las .
reacclones enzimdticas y debe ser totalmente eliminade antes de la slucion del ADN,

Soporte de banda de
columnas con bandas
de columnas

Tapa del sistema de vaclo

Gradilla de
microtubos
Gradilla de microtubos

% Separador
\B % Separador Round
Well Black
Base del sistema . IT

= de vaclo l

Flgura 10: Preparacién para la elucion del ADN
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Retire el soporte de banda de columnas junto con las bandas de columnas y coléquelo$
sobre una hoja de papel limpia (suministrada con el equipo).

Retire la tapa del sistema de vacio y extraiga el contenedor de desechos usado.

inserte separadores “Round Well Block” y encima la "gradilla de microtubos™ en los
laterales estrechos de la base del sistema de vaclo {figura 10}).

Coloque la gradilla de microtubos sobre los separadores.

Coloque la cantidad adecuada de tubos PCR etiquetados cada segunda fila de la gradilla de
microtubos empezando por la fila n.? 2 de [a gradilla de microtubos.

Cierre ¢! sistema de vacio y coloque las bandas de columnas encima. Compruebe que cadd
banda de columnas esté situada directamente sobre un fupp. PCR para recolectar el ADN

eluido (figura 11). Vueiva a comprobar que todas las bapda columnas y las bandas dg.-
columnas ciegas sigan estando fijadas correctamente et € rte de banda de columnas.'i

Damela Croce
\Farmacéutica

SUC, ARG, M.P.i200%0 T

ONZALG GOUK
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Figura 11: Cada banda de columnas debe estar situada directamente sobre un tubo PCR de la banda PCR.

= Pipetee 100 yl de tampén E precalentado (70 °C) directamente en la membrana de cada band?
de columnas utilizando una micropipeta monocanal. Se deben utilizar puntas nuevas para
cada muestra.

w  [ncube durante 5 minutos a temperatura ambiente.
= Aplique lentamente el vacio hasta un méximo de -400 mbar abriendo la valvula del sistema de vacio,

= Detenga rapidamente el vacio cerrande la valvula del sistema de vacio inmediatamente despué
de que todo el liquido haya pasado por las columnas para evitar la formacion de espuma.

=  Apague l[a bomba de vacio y libere el vacio.
= Cierre los tubos PCR etiquetados para almacenarlos.

Para obtener resultados optimos con el ADN sislado en las aplicaciones posteriores se recomienda realizar
la elucién con el tampén E suministrado, Conserve el ADN extraldo a -20 °C.

Para realizar mas analisis con los ensayos de la gama de productos oCheck®, consulte los manuales
de instrucciones comespondientes {PapilloCheck® y PapilioCheck® high-risk).

= !

Danjela Croce
nacéulicn
M.P.:ao070
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REFOLIADO: L(q'b

Direc. Tecnsisgis Medica

11. SOLUCION DE PROBLEMAS

Problema y causa Comentarios y sugerencias

LA CANTIDAD DE ADN
OBTENIDA ES NULA O
INSUFICIENTE

Lisls incompleta *La muestra no se ha mezclado y homogeneizado totalmente con el tampéh
L1 y la proteinasa K. La mezcla se debe mezclar enérgicamente en un Vortex
inmediatamente después de afiadirse &l tampon L1,

« Numero de células insuficiente en la muestra,

« Disminucién de la actividad de la proteinasa K divida la solucion en allcuctas ¥
consérvela a -20 °C durante como méaximo & meses. No vuelva a congelaria. I

Reactivos no aplicados * Prepare los tampones L4 y W2 v las soluciones de ARN portador y proteinasa K
correctamente segin se indica en la seccién 8.1 0 la 10.1, Afiada etanol a los lisados antes de
cargarlos en las columnas,

S L Il * Precaliente e tampén E a 70 *C antes de realizar la elucidn. Aplique &l tampon E

desde la columna directamente en el centro de la membrana de sliice.

» La eficiencia de la elucién desciende notablemente si la elucién se realiza con
tampones a un pH < 7,0, Use tampones de elucion ligeramente alcalinos, como &)
tampén E (pH 8,5).

COLUMNAS OBTURADAS

Lisis incompleta «La muestra no se ha mezclado y homogenelzado totalmente con el tampo'ﬂ
L1 y la proteinasa K. La mezcla se debe mezclar enérgicamenta en un Vortex
inmediatamente después de afiadirse el tampbn L1.

+ Disminucién de la actividad de la proteinasa K: divida la solucidn en allcuotas |y
consérvela a -20 °C durante como méximo 6 meses. No vuelva a congelarla.

Reactlvos no aplicados * Prepare los tampones L4 y W2 y las soluciones de ARN portador y proteinasa K
cormectamente segun se indica en la seccién 8.1 o la 10.1. Afada etanol a los lisados antes de
cargaros en las columnas. l
RENDIMIENTO DEFICIENTE
DEL ADN EN REACCIONES
ENZIMATICAS
Contaminacidn cruzada » Aseqgiirese de centrifugar al menos durante 1 minuto a 11.000 g a fin de eliminar
de etanol o sal todo el tampon W2 etandlico antes de eluir el ADN, Si, por cualquier motivo, el ailvél
del tampén W2 ha alcanzado la salida de la columna antes de secarse, repita !
centrifugado.

» No refrigere el tampoén W2 antes de usarlo. Si estd frio, no eliminara la sal de forma
eficiente. Lleve el tampdn W2 a temperatura ambiente antes de usario,

Contaminacion del ADN * No eluya el ADN con el tampén TE. El EDTA puede inhibir las reacciones

LU ENIELEERLUT AL LIEE  enzimaticas, Vuelva a purificar el ADN y allyalo con €l tampén E.

- Si Ia proporcidn A260/280 del eluade es inferior a 1,6, repita ef procedimiento de
purificacién; ahada al eluado 1 volumen de tampén L4 més 1 volumen de etandl
{96-100%). Cargue la mezcla en una columna de centrifugado y preceda a realizar
el paso de unidn del ADN (seccién 8.3.5 o 10.3.5) del protocolo estandar,

GONZALO GOUK Danjiela Croce

GERENTE GENERAL
, I NIPRO MEDICAL CORP. 1.P.:20070
SUC.ARG.
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12. ASISTENCIA TECNICA

amplia experiencia tanto practica como tetrica en biologia molecular y en los productos oCheck®
Si tiene cualquier duda o problema con los productos oCheck®, no dude en ponerse en contacto can
su distribuidor local de Greiner Big-One.

13. CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

El Equipo de extraccién de ADN oCheck® es un accesorio de diagnéstico in vitro para los ensayos de
1a gama de productos oCheck® . Se ha comprobado el rendimiento analitico y especifico del Equipo de
extraccion de ADN oCheck?® junto con el ensayo relevante. Consulte los manuales de instrucciones de
los productos oCheck® correspondientes para una descripcién detallada del rendimiento [PapilloChecI@
(Greiner Bio-One; n.° de catdlogo 465 060), PapilloCheck® high-risk (Greiner Bio-One; n.° de catélog';o
505 060) y PelvoCheck® CT/NG (Greiner Bio-One; n.® de catalogo 504 002)].

GONZALO GOUK i
GERENTE GENERAL M.P.:20070

Equlpo de extraccidn de ADN oCheck® - Manual de instnuceiones
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14. PROTOCOLOS BREVES

14.1 Protocolo breve para la preparaciéon con una columna
(n.° de catalogo 515 040)

Extraccién del ADN mediante el Equipo de extraccién de ADN oCheck® con -~

prei'paracitSn con una columna (Greiner Bic-One; n.° de catalogo 515 040) @ )

1. PREPARACION

Comprobar que la ceatrifuga esté a temperatura ambiente (18-25 *C)
* Preparar las sotuciones de trabajo segin el capitulo 8.1

Calentar los blogues de calentamiento o los bafios Marla a 56y 70 *C

Precalentar el tampén E de elucidén a 70 *C

Preparar las muestras segun las instrucciones del capliulo 8.2

Pipetear 250 pl de muestra en un microtubo de 1,56 2 ml

A

PRELISIS

80 pl de tampoén L1

2,4 l de solucidn de ARN portador
20 pl de solucién de proteinasa K
Agitar brevemente en &l Vortex

56 *C durante al menos 30 minutos
Centrifugar brevemente

N I I B A

. LISIS

250 pl de tampdn L4

Agitar brevemente en el Vortex
70 *C durante 15 minutos
Centnifugar brevements

P
R
0
T
0
C
0
L
0

4.AJUSTE DE LAS CONDICIONES DE UNION DEL ADN

= 300 pl de etanol
= Agitar brevemente en el Vortex
m  Centrifugar brevemente

NIPRQMEDICAL CORP.
SUC. ARG.

m<m>3xw
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. UNION DEL ADN

Preparar columnas
450 pl de lisado
1 minuto & 11.000 g
450 yl de lisado
1 minuto a 11.000 g

o

11

LAVADO DE LLAS COLUMNAS

500 pl de tampén W1
1minvtoa 11,000 g
600 pl de tampon W2
1 minuto a 11.000 g

SECADO DE LAS COLUNMNAS

Centrifugar 1 minute a 11.000 g

@ro®eaoav

§F1

. ELUCION DEL ADN

100 pl de tamp6n E (precalentado a 70 *C)
1 minute a temperatura ambiente (18-25 *C)
1 minutoa 11.000 g

< ey @




LeigndotAn b
14.2 Protocolo breve para la preparacion con ban
' de 8 columnas (n.° de catalogo 515 050)

Preparacion con banda de 8 columnas (Greiner Bic-One; n.? de catalogo 515 050}

1. PREPARACION

Comprobar que la centrifuga esté a temperatura ambiente (18-25 *C)
Preparar {as soluciones de trabajo segin el capitulo 10.1

Calentar fos bloques de calentamiento o los bafios Marlaa 56y 70 *C
Precalentar el tampén E de elucién a 70 *C

Preparar las muestras segun las Instrucciones del capltulo 10.2
Pipetear 250 pl de muestra en un microtubode 1,562 ml

N

. PRELISIS

80 ub de tampén L1

2.4 yl de solucidén de ARN portador
20 11 de solucidn de proteinasa K
Agitar brevemente en el Vortex

56 *C durante al menos 30 minutes
Centrifugar brevemente

LI 2 I B I 1

. LISIS

250 pl de tampdn L4

Agitar brevemente en el Vortex
70 *C durante 15 minutos
Centrifugar brevemente

P
R
O
T
O
C
O
L
O

4. AJUSTE DE LAS CONDICIONES DE UNION DELADN

300 pl de etano)
Agitar brevemente en el Vortex
Centrifugar brevemente

I agiela Croce

m<mA>3xW
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5. UNION DEL ADN

= Pipetear 900 pl de lisado en las bandas de columnas
Aplicar vaclo: -200 mbar*
Evitar la formacién de espuma.

6. LAVADO DE BANDAS DE COLUMNAS

= 1% lavado: 600 pl de tampdn W
w2 [avado: 900 pl de tampdn W2
L

3* lavado: 800 pl de tampon W2

Para cada pasc de lavado:

= 30-60 segundos

= _200 mbar

w  Evitar {a formacion de espuma.

7. SECADO DE BANDAS DE COLUMNAS

= 10 minutos a 600 mbar* [.B ‘ﬂj

LA AN

8. ELUCION DEL ADN

100 pl de tampén E (precalentado a 70 °C) ot
5 minutos a temperatura ambiente (18-25 *C)
Aplicar vaclo: -400 mbar*

Evitar la formacitén de espuma. | : o T T
{
0 té._'—“‘J\a

(NI A |

"

Oro@oalcav

w < weay @

/‘ uccion de la presidn atmosférica: segun Ja viscosidad de la njue pyedd ser necesaric aumentar el tiempo
filtrado o el vacio (por ejemplo de -200 a -400 mbar}.
o ]
. . !
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA
DE PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO 1
Expediente n®:1-47-6635/13-0
Se autoriza a la firma NIPRO MEDICAL CORPORATION SUCURSAL ARGENTINA a
importar y comercializar los Productos para Diagndstico de uso “in vitro”
denominados 1) oCheck® DNA Extraction Kit Single Column Preparation‘ (CAT NoO:
.515040) vy 2) oCheck® DNA Extraction Kit 8 ‘Columns Preparation (CAT NO:
515050) / preparacién de DNA procedente de mueéstras de or?gen humar:o para su
posterior analisis con ensayos de la gama de productos oCheck®, en lj Envases
éonteniendo: Tampén L1 (BUF L1: 20ml), Tampon L2 (BUF L2: 12ml), Relactivo L3,
(REAG L3: 3ml}, Tampdn W1 (BUF W1: 30ml), Tampoén W2 concentrado {BUF W2:
14ml), Tampén E (BUF E: 15ml), Proteinasa K liofilizada (Proteinase K:30mg),
Tampdn de Proteinasa PKB (Proteinase BUF PKB: 1,8ml), Etiqueta para BUF L4,
ARN portador liofilizado (Carrier RNA: 0,3mg), Columnas de centrifugado (50
piezas), Tubos de Coleccién (5 x 50 piezas) y 2) Envases conteniendo : Tampén
L1 (BUF L1: 20ml), Tampdn L2 {BUF L2: 24ml), Reactivo L3 (REAG L3: eml),
Tampén W1 (BUF W1: 75ml), Tampén W2 concentrado (BUF W2: 50mi), Tampdn
E (BUF E: 50ml), Proteinasa K liofilizada (Proteinase K: 75mg), Tampdn de
Proteinasa PKB (Proteinase BUF PKB: 3,6ml), Etiqueta para BUF L4, ARN portador
liofilizado {Carrier RNA: 0,3 mg), Banda de Columnas (12 piezas) y, Hojas de
Papel (10 piezas).Se le asigna la categoria: Venta a laboratorios de Andélisis

clinicos por hallarse comprendido en las condiciones establecidas en la Ley

P 1



16.463, y Resolucion M.S. y A.S. N° 145/98. Lugar de elaboracién: Greiner Bio-
One GMBH Maybachstrasse 2 D-72636 Frickenhausen (ALEMANIA). Periodo de
vida atil: 24 (VEINTICUATRO) meses desde la fecha de elaboracién conservado
entre 18-y 250C. En las etiquetas de los envases, anuncios y Manual de
instrucciones debera constar PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO DE USO “IN VITRQO”
USO PROFESIONAL EXCLUSIVO AUTORIZADO POR LA ADMINISTRACION
NACIONAL DE MEdIﬁMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA.

8498

ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA

Certificado no°:

MEDICA.

Buenos Aires ﬁ
‘B 4 AGO 201 ng. ROGELIC LOPEZ
Administragar ~acional Firma y sello
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