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BUENOSAIRES 1.4 AGO 2015

VISTO, el expediente nO 1-47-6635/13-0 del Registro de la

Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica y I

CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones la firma NIPRO MEDICAL

CORPORATION SUCURSAL ARGENTINA solicita autorización para la venta a

laboratorios de análisis clínicos de los Productos para diagnóstico de uso "in,
Vitre" denominados 1) oCheck@DNA Extraction Kit Single Column Preparation

(CAT NO: 515040) y 2) oCheck@DNA Extraction. Kit 8 Coiumns Preparation (CAT

N°: 515050) / preparación de DNA procedente de muestras de origen humano

para su posterior análisis con ensayos de la gama de productos oCheck@.

Que a fs. 588 consta el informe técnico producido por el Servicio de

Productos para Diagnóstico que establece que los productos reúnen las

condiciones de aptitud requeridas para su autorización.

Que la Dirección Nacional de Productos Médicos ha tomado la

intervención de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen la Ley

16.463, Resolución Ministerial N° 145/98 Y Disposición ANMAT NO2674/99.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferipas por el

Artículo 8° inciso 11) del Decreto NO1490/92 Y 1886/14.



OISPOSICIOfl N'

i
I
1,

Ministerio de Salud
Secretaria de Polilicas. Regulación

e Institutos
A.NM.A. T

Por ello;

"2015 - Año del Bicentenario del congreso de los Pueblos Libres"

I
6 5 118

r;;:N portador liofilizado (Carrie~ RNA:

I

I

ELADMINISTRADORNACIONALDE LA ADMINISTRACIONNACIONALDE
I

MEDICAMENTOS,ALIMENTOSY TECNOLOGIAMEDICA

DISPONE:

ARTICULO 1°,- Autorizase la venta a laboratorios de análisis elínic95 de los
I

Productos para diagnóstico de uso "in Vitro" denominados 1) oChéck@ DNA

Extractlon Kit Single Column 'Preparation (CAT NO: 515040) y 2)' oCh1eck@'DNA, I
Extraction Kit 8 Columns Preparation (CATN°: 515050) / preparaciór de DNA,
procedente de muestras de origen humano para su posterior análisis coh ensayos

de la gama de productos oCheck@ que serán elaborados por Greinet ~io-one,
I

GMBH Maybachstrasse 2 D-72636 Frickenhausen (ALEMANIA) e importados por
, ,

. . ~ ¡-
NIPRO MEDICAL CORPORATIONSUCURSALARGENTINA a expenderse en 1)

envases conteniendo: Tampón U (BUF Ll: 20ml), Tampón L2 (BUF J2: 12ml),, I '
Reactivo L3 (REAG L3: 3ml), Tampón Wl (BUF Wl: 30ml), Tampón W2

concentrado (BUF W2: l~ml), Tampón E (BUF E: 15ml), Proteinasa K liofilizada
- I

(Proteinase K:30mg), Tampón 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 Colección (5 x 50 piezas) y 2') Envases
, , I -

conte~iendo : Tampón'u (BUF U: 20ml), Tampón L2 (BUF L2: 24ml)l'Rea'~tivo
, ,l

L3 (REAGL3: 6ml), Tampon Wl (BUF Wl: 75ml), Tampón W2 concentrado (BUF

W2: 50ml), Tampón E (BUF E: 50ml), Proteinasa K lioiilizada '(ProJeinase Ki

7~mg), Tampón de Proteinasa PK~ (Proteina~e BUF PK~: 3,6~1), Etidueta parJ
" , 1,

0,3 mg), Banda de Columnas (12



'1
;1

1,

Ministerio de Salud \.
Secretaría de Políticas, Regulación

e Institutos
A. N. M.A. T

"2015 - Año del Bicentenario del congreso de los Pueblos Ubres",

OISPOSlGIÓrJ N" 6 5 1 8

piezas) y, Hojas de Papel (10 piezas); cuya composición se detalla a fojas 30 y

31 con un período de vida útil de 24 (VEINTICUATRO) meses desde IJ fecha de

elaboración conservado entre 18 y 25°C.

ARTICULO 2°,- Acéptense los rótulos y manual de instrucciones obrantes a fojas
, I,

447 a 452, 461 a 574, 581 a 583, 585 a 587, des910sándoselas fojas 4,47a 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 rótulos de cada

, partida.

ARTICULO 30.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 40.- LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICII!MENTOS,

ALIMENTOS Y TECNOLOGIAMEDICA, se reserva el derecho de reexaminar los
I

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

determinen. ¡
ARTICULO 5°.- Regístrese; gírese a Dirección de Gestión de Información Técnica

I
a sus efectos, por. el Departamento de Mesa de Entradas notif1quese al

interesado y hágasele entrega de la copia autenticada de la presente Disposición:

junto con la copia de los proyectos de rótulos, Manual de Instrucci~nesy el~,
certificado correspondiente. Cumplido, archívese.-

Expediente nO: 1-47-6635/13-0.

DISPOSICIÓN N°: 6 5 1 8_vi:
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Tampón L1 20m' 20ml

Tampón L2 12ml 24 mI
I

Reactivo L3 3ml 6ml 1
Tampón W1 30ml 75ml

Tampón W2 (concentrado) 14 mi SO mI I
Tampón E 15ml SO mI

Prolelnasa K (liofilizada) 30rng 75mg 1
Tampón de proleinasa PKB 1,8 mi 3,6 mi

ARN portador (liofilizado) O,3mg 0,3 mg' I
Columnas de centrifugado 50

Tubos de colección 250 1
Banda de columnas 12

Hoja de papel 10

Etiqueta para lampón L4 1

Descargar Instrucciones 1 1
para el manual

CONTENIDO DEL EQUIPO1.
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2. CONSUMIBLES Y EQUIPO NECESARIOS

2.1 Preparación con una columna (n.ode catálogo 515 040)
,
Consumibles N.odo catálogo deGmlner elo-Ooo CantIdad (unidades)

Equipo de extraccIón de AON oCheck--
Preparación con una columna

Puntas de filtro de mlcroplpeta libros de
desoxlrribonucleas8 estériles

Puntas de filtro de 0,5-10 !JI
Puntas de filtro de 0,5-20 ¡JI
Puntas de filtro de 10-100 !JI
Puntas de filtro de 10-200 ¡JI
Puntas de filtro de 100-1000 !JI

Otros consumibles necesarios

515040

765288
774288
772 268
739288
750288

50 prep.

96
96
96
96
60

• Mlcrolubos de 1,5 6 2 mi con tapa de seguridad o tapa roscada para los pasos de lisis
• Etanol p.a.:!: 99,8% .
• Guantes de un solo uso

Otro equipo necesario

• Microcenlrffuga adecuada para microtubos de 1,5 6 2 mi y 11.000 9
• Vortex
• Bloque de calentamIento, bano Maria o Thermomixer adecuado para microtubos de 1,5 6 2 mi para Incubaci6n a 70
ySS.C

• Micropipetas de entre 1 y 1000 ~1
• Contenedor de desechos
• Reloj de control

v
+E"'oo d' "",,,,on,, AON,ChOO<". M"",,, 'o"'u"",,",
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'"Equipo de extracción de AON oCheck--
Proparación con banda de 8 columnas

2.2

Puntas de filtro de mlcroplpeta libres de dcsoxlrri.
bonucloasa cstórilcs

Puntas de filtro de 0,5-10 !JI
Puntas de filtro de 0,5-20 !JI
Puntas de filtro de 11).100 !JI
Puntas de filtro de 10-200 !JI
Puntas de filtro de 100-1000 !JI

765288
774288
772288
739286
750268

96
96
96
96
60

Tiras do tubo con 8 tubos PCR sin tapa
11ras de tapa para tiras de tubo con 8 tubos
Tubos PCR singulares

673210
373 270
671 201

... " : ..
125
125
500

oChec~ VacSet, conjunto de vaclo 863080

oChec~VacPump. bomba de 'lacio 863070.. .. , ". .'
• Microtuoos de 1,5 6 2 mi con tapa de seguridad o tapa roscada para los pasos de lisis
• Depósito de lampón desechable, volúmenes: 25 y 100 mI
• Puntas de micropipeta (para volumen de 1200 ~I) para multipipeta de 8 canales
• Etanol p.a. i!: 99,8%
• Guantes de un solo uso. . . .. .

• Mictocentrlfuga adecuada para microtubos de 1,5 6 2 mi y 11.000 9
• Vortex
• Bloque de calentamiento, bat'lo Marta o Thermomixer adecuado para microtubos de 1,562 mI para Incubación a 70 y 56.C
• Micropipetas de entre 1 y 1000 ~I
• Multipipeta de 8 canales para grandes volúmenes (entre 50 y 1200 ~I)
• Contenedor de desechos
• Reloj de control
• Gradilla PCR

Revisión 00 I Febrero de 2011
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TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO
@~[ ~ (l~ ü , '

El transporte y el almacenamiento del Equipo de extracción de AON o hec~ se realiza 'l:'
temperatura ambiente. Para más información sobre el almacenamiento de soluciones de traba
preparadas, consulte las secciones 8.1 y 10.1.

3.

4. INSTRUCCIONES DE SEGURIDAD

Los siguientes componentes del Equipo de extracción deAON oChec~ contienen elementos peligrosos.

Utilice guantes '1 gafas de seguridad y siga las Instrucciones de seguridad proporcionadas
en esta sección.

Clorhidrato de
guanidina

Clorhidrato de
guanidina +

isopropanol < 25%

Proteinasa K,
liofilizada

IJ'
m'
11
11'

Nocivo en caso de
ingestión. lnita los

ojos y la piel

Inflamable.
Nocivo en caso de
ingestión. Irrita los

ojos y la piel

Irrita los ojos.
las vfas respiratorias

y la piel.
Posibilidad de

sensibilización por
inhalación

R 22-36/38

R 10-22.36/38

R 36137138-42

87-16-25 l.

S 22.24.26-36/37

• la etiqueta de peligro no es necesaria si la car¡t1dad por frasco es inferior a 125 9 o mi (según 67/5461CEE Art. 25,
19991451CEArt 12 y las normas alemanas GefStoffV ~ 20 (3) YTRGS 200 7.1). Para mas información, consulte las fichas
de datos de seguridad.

Frasos de rlosgo
R10 Inflamable
R22 Nocivo en caso de IngesUón
R 36137/38 Irrita los ojos, las vlss respiratorias y la piel
R 36138 Irrita los ojos y la piel
R 42 Posibilidad de sensibilización por inhalación

Frasos de seguridad
57 Manténgase el recipiente bien cerrado.
516 ConseNar alejado de fuentes de ignición. No fumar
S 22 No respIrar el polvo
S 24 Evltese el contacto con la piel
5 25 Evltese el contacto con los ojos
S 26 En caso de contacto con los ojos, lávese inmediatamente con agua abundante y acuda a un médico
S 36137 Utilizar indumentaria y guantes de protección adecuados

GON ALO OUK
GERE TE GENERAL

NIPRO ED1CALCORP.
S C.ARG.
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La versión actual de las fichas de datos de seguridad de es e
web de Greiner Bio.Qne: www.gbo.comlbiosciencef 10 i
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ELIMINACiÓN DE RESIDUOS
..•,ro:. T(!CnO':lOj~ r'~"':",,,, ~"~"'~" -,

y.

El clorhidrato de guanidina en los tampones L2 y W1 puede formar £5est1~~~ rea SN"-.:S
cuando se mezcla con lejla. No se debe anadir lejla ni soluciones ácidas directamente a los residuos
de preparación de las muestras.

5.

La contaminación de los residuos Ifquidos con material infeccioso de desecho es muy improbabr~
aunque no puede quedar totalmente excluida. Por Jotanto, los residuos liquidas se deben considerar
como infecciosos y. por tanto, manipularse y eliminarse de acuerdo con las normativas de seguridad
tocates. Respete las normativas locales, provinciales y nacionales relativas a la eliminación de residuos.

"
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6. INTRODUCCiÓN

6.1 Usoprevisto 6518'

J

El Equipo de extracción de AON oChec~ (Greiner Bio-One; 0.° de catálogo 515 040 o 0.° de catálogo
515 OSO) es un equipo de diagnóstico in vitre disefiado para la preparación de ADN procedente de
muestras de origen humano para su posterior análisis con ensayos de la gama de productos oChec~ !

El método utilizado para el aislamiento de ácido nucleico en las diversas versiones del Equipo
de extracción de AON oChec~ genera ADN adecuado para su posterior análisis directo con los
siguientes equipos:

Equipo de extracción deAON oChec~ - Preparación con una columna (n.o de catálogo 515 040)
PapllloChec~ (Greieer Bic-One; 0.° de catálogo 465 060)
PapmoChec~ high-risk (Greiner Bio-One: 0.° de catálogo 505 060)
PelvoChec~ CT/NG (Greiner Bio-One; n,o de catálogo 504 002)

Equipo de extracción deAON oCheck* - Preparación con banda de 8 colymnas (n.o de catálogo 515 050)
• PapilloChec~ (Greiner Bio-One; n,o de catálogo 465 060)
• PapilloChec~ high-risk (Greiner Bio-One; n.o de catálogo 505 060)

No se recomienda el uso del Equipo de extracción de AON oCheckfl - Preparación con banda
de S columnas para aislar el AON para su análisis posterior con el ensayo PelvoCheckf> CT/NG
(Greiner Bio-One; n.o de catálogo 504 002) hasta que no haya finalizado la validación.

El Equipo de extracción deAON oChec~está previsto para ser utilizado exclusivamente con ensayos l
de la gama de productos oChec~ (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania) que especifiquen el ,
uso del Equipo de extracción de ADN oChec~ en sus manuales de instrucciones.

El Equipo de extracción de AON oChec~ cumple los requisitos de la directiva sobre productos
sanitarios para diagnóstico in vitro (9SnSfCE) y por tanto presenta la marca de conformidad CE.
El producto está previsto para ser utilizado ÚNICAMENTE por profesionales, como técnicos y
personal médico, formados en técnicas de biologla molecular. 1

I

6.2 Usoindebido

El Equipo de extracción de AON oChec~ NO está previsto para su uso con CarnoCheckCl (Greiner
Bio-One), ParoCheckCl (Greiner-Bio-One) ni ningún otro producto que no forme parte de la gama de
productos oCheckC' .

~r jE"'O''' ".'00'"" AONoChe'k'.M,",oI"'''''"'ooo~
X~evlslón00 I Febrero de 2011
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Para la aplicación posterior de PapilloChecJcCI(Greiner BhrOne: n.o de catálogo 465 060) Y
PapilloChec~ high-risk (Greiner Bio-One; n.o de catálogo 505 060), se ha diseliado y probado el
Equipo de extracción de ADN oChec~ para la extracción de ADN viral y gen6mico humano de
citologías cervicouterinas humanas obtenidas con uno de los sistemas de recogida de muestras
siguientes:

6.3 Muestras

._-_.--
I I:{>,-\
;;~s::'OUAt>V: ...................• ,-.
. '.,~ Tl'c~o''''-'~'.'''''''''','" ..~.'----!-,..:..~~-~

PapilloChecJefl Collection Kit (Greiner Bio-One; n.ode catálogo 465 070)
PreservCytO (Hologic, 8edford, MA. EE. UU.)
Surepath'" (80, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.)
STMTM(Oiagen, Hilden, Alemania)

,
I

Para la aplicación posterior del ensayo PelvoChecl($ CT/NG (Greiner Bio-One; n.ode catálogo 5041
002), se ha validado el Equipo de extracción de AON oChec~ para la extracción de ADN bacteriano
y gen6mico humano de muestras de orina humana obtenidas mediante los siguientes sistemas \
de toma de muestras:

• PelvoCheck$ Collection Kit SAFE (Greiner Bio-One: n.ode catálogo 453 100)
• PelvoChecke Collection Kit STRAW (Greiner 8io-One: n.Ode catálogo 453 101)

El resto de los sistemas de toma de muestras no están validados y no se deben utilizar con el \
Equipo de extracción de AON oChec~ .

Principio básico de purificación del ADN6.4 \
I

El Equipo de extracción de AON oChec!(C'se ha diseliado para realizar la purificación de AON viral,
bacteriano y genómico humano a partir de muestras de origen humano. Las muestras se lisan de
manera rápida y eficiente aliadiendo proteinasa K y tampón L1. El tampón de lisis y el etanol crean
las condiciones adecuadas para la unión de los ácidos nucleicos a la membrana de silice de las
columnas. El ARN portador mejora la unión y la recuperación de ADN viral, bacteriano y genómico
en bajas concentraciones. Los contaminantes (inhibidores potenciales de PCR) como las sales, los
metabolitos y los componentes celulares macrornoleculares solubles se eliminan durante el lavado
con tampones etanólicos. Finalmente, se eluye el AON viral, bacteriano y genómico humano puro
a baja fuerza iónica en un tampón de elución ligeramente alcalino. Una vez purificado el AON, se
obtiene una solución adecuada para el análisis directo con los ensayos de la gama de productos
oChec~ .

V E"lpo do"",,,,,," doAONoC_. M,"",I" 1""""",,,,,
Remi6n 00 I Febrero de 2011
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7.
7.1,

~+~
REFOLIAOO: __ .•
DIl'K.T.cnoliI"~

INSTRUCCIONES PARA LA SECUENCIA DE TRA o e
<1 ~

Instrucciones generales 1
Las siguientes instrucciones se basan en la experiencia de laboratorio con la implantación de las
técnícas de vanguardia actualmente utilizadas en biologla molecular y pretenden garantizar la
máxima seguridad para los métodos basados en peR. Se deben tomar las precauciones que se
estimen razonables cuando se usa el Equipo de extracción de ADN oChec~ junto con el análisis
posterior del AON purificado con ensayos de la gama de productos oChec~ .

En general, los procesos de biologla molecular tales como la detección, amplificación y extracción de ADN
deben ser realizados por personal con la formación adecuada. Además, es preciso contar con una secuencia
de trabajo clara y bien estructurada que impida la obtención de resu~ados erróneos como consecuencia de
la degradación o contaminación de los productos de amplifICación del ácido nudeico en las muestras. Para
garantizar dicha secuencia es necesario separar las zonas dedicadas a la extracción y a la amplificación.

No introduzca nunca un producto de amplificación en una zona destinada exclusivamente a la
extracción. 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 extracción
a la zona dedicada a la amplificación.

7.2 Separaciónde las salas

La figura 1 muestra un ejemplo de cómo se puede dividir un laboratorio en tres secciones diferentes. Una
sección se utiliza para la extracción de ADN, otra se dedica a la preparación y generación de las reacciones
PCR y la ú~ima se dedica a la hibridación y al análisis. Cada sala se debe utilizar exclusivamente para la
aplicación o técnica indicada a fin de impedir la contaminación de las muestras. El uso de diferentes colores
puede ayudar a evitar un intercambio accidental de equipo y consumibles entre las zonas.

\

\

I No se deben intercambiar equipos ni consumibles entre las diferentes salas o espacios del laboratorio.
Por tanto. es obligatoria la duplicación de equipos y consumibles.

L---- ----'

Equipo de extracción de AON OChe~. Manual de instruCCiones
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FIgura 1: Separación de salas en la secuencia de trabajo de oCh
Sala 1: Extracción de AON. Sala 2: Preparación de la reacción P y
limpia; espacio separado para la adición de AON plantilla; Sala 3 Hib



REFOUA . ~":\ ~
. . . DI . t 00 •••__ ••__ ..•. ~

El procedimiento completo de extracción del ADN con el Equipo de extracc b ••....'"
realizarse en la sala 1, dedicada a la extracción deAON.AI salirde esta sala es necesario cambia ~ ~ c.~
de bata. En la secuencia de trabajo de oChecl(Ella extracción de AON es el proceso más susceptible 'A
de contaminación y, por tanto, resulta esencial cumplir estrictamente las instrucciones que figuran
en este documento. Asimismo, para evitar la contaminación se deben seguir las directricec::C1es"E'tita¡ 8
en la sección 7.3.1. V '" . .
En la sala 21a mezcla de reacción para PCR se prepara y divide en una superficie limpia. La adición
del ADN extra Ido en la sala 1 debe realizarse en otro espacio de la sala 2. Después de salir de esta
habitación es necesario cambiarse la bata.

En la tercera sala del laboratorio se llevan a cabo los pasos de lavado y de reacción de hibridación.
En la sala 3 se instala también el CheckScanner™ junto con el software CheckReport™ para realizar
el análisis final de los ensayos de la gama de productos oChecl(C' .

7.3 Advertencias y precauciones

7.3.1 Prevención de la contaminación

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 análisis y estos se deben cambiar en cada nuevo
paso.

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

Mlcrotubos: no toque nunca la parte interior de la tapa del microtubo. Para evitar la contaminación
cruzada. abra solamente un tubo cada vez. Para evitar la contaminación use microtubos con
tapa de seguridad o tapa roscada para los pasos de lisis.

Se deben utilizar puntas de filtro de mlcroplpeta adecuadas (estériles, libres de desoxinibonudeasa,
ribonucleasa y AON humano). Es preciso cambiar siempre las puntas de pipeta tras una transferencia
de Ifquido.

\
\

7.3.2 Precauciones generales
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Cuando reciba el Equipo de extracción de AON oChec\(l' compruebe que los componentes no
estén daf'ados. Si uno de los componentes estuviera daf'lado (por ejemplo, frascos de tampón).
póngase en contacto con su distribuidor local de Greiner Bio-One. No utilice los componentes
dañados del equipo ya que podrla obtener unos resultados deficientes.

• No utilice reactivos caducados.

No utilice el Equipo de extracción de AON oChec~ una vez superada la fecha de caducidad.

• No mezcle reactivos procedentes de lotes diferentes.

Use únicamente los reactivos y el equipo proporcionados con el equipo de extracción y aquellos
recomendados por el fabricante.

Es necesario realizar comprobaciones y calibraciones regulares de las micropipetas, del bano
Maria y del bloque de calentamiento.
El pipeteado de pequelias cantidades de liquido en el intervalo de microlitros resulta dificultoso.
Por lo tanto, realice el pipeteado con las micropipetas con la mayor precisión posible.

Todos los pasos que conlleven centrtfugado deberlan realizarse a temperatura ambiente (18-25 "C).

Los reactivos no utilizados y los residuos deben el' i e e acuerdo con las correspondientes
directrices regionales y nacionales.



7.3.3 Seguridad en el trabajo

Este equipo está destinado únicamente al diagnóstico in vitro y debe ser utilizado exclusiva frr9.
por personal formado en las prácticas de laboratorio para el diagnóstico in vitro. \

No pipetee nunca las soluciones utilizando la boca. 6 5 J' P
• No coma, beba, fume ni aplique productos cosméticos en las zonas de trabajo.

• Extreme la precaución al manipular las ,muestras biológicas que contengan material de origen
humano potencialmente infeccioso. Para minimizar el riesgo de infección con material potencialmente
infeccioso se recomienda trabajar en una cabina de flujo laminar hasta que se Iisen las muestras.
Manipule y elimine todas las muestras biológicas como si pudieran transmitir agentes infecciosos.
Evite el contacto directo con las muestras biológicas y evite salpicar o pulverizar.

• Lávese 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 versión 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

Equipo de extracción deAON oCheck'" - Manual de instrucciones
Revisión 001 Febrero de 2011
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8. PREPARACiÓN CON UNA COLUMNA (n.oDd;; T~••i.'.~ii'"

8.1 Preparación de soluciones de trabajo y condiciones de almacenamiento

Todos los componentes del equipo se deben almacenar a temperatura ambiente (18.25 OC) Y
permanecerán estables durante dos años a partir de la fecha de su fabricación. fj~~l',:!

.. '"'"Antes de comenzar con el protocolo del Equipo de extracción deAON oChec~prepare las siguientes
soluciones:

1. Solución de proteinasa K: antes de utilizar el equipo por primera vez, añada 1,35 mi de tampón
de protelnasa (PK8) para disolver la proteinasa K liofilizada. Divida la solución en aHcuotas y
almacénela a -20 oC durante como máximo 6 meses. No vuelva a congelarta.

2. Tampón W2: Afiada 56 mi de etanol (p.a. ~ 99,8%) al concentrado de tampón W2. Marque
la fecha actual en la etiqueta del frasco. El tampón W2 permanece estable a temperatura
ambiente (18~25OC) durante como máximo un aflo.

3. Tampón L4: transfiera el tampón L2 al reactivo L3 en su totalidad y mezc,le b;en. ;dhirad a:
frasco la etiqueta L4 proporcionada con el equipo. Marque la fecha actua en a e lque a e
frasco. El tampón l4 resultante permanece estable durante como máximo un año a temperatura

ambiente (18-25 'C).

. rt d r' afiada 900 l.d de tampón L1 para disolver el ARN portador
4. SolUCión de, ARN po a o .ortador disuelto en aHcuotas, por ejemplo allcuotas de 35 ~l, para

liofilizado. Dlspens.eel ARN p I I .ón de ARN portador disuelto a ~20oC. No vuelva
r r 12 extracciones. Almacene a so UCI

~e~~~~ela'lo.Las ampollas usadas se deben desechar una vez descongeladas.

. '1 ni a temperaturas bajas. es posible que se formen
Durante el almacenamiento, especia m~1 ~2 o L4 Dichos precipitados se pueden disolver con
precipitados blancos en los tampones. .,,
facilidad si se incuba el frasco a 50-70 oC antes de utilizarlo.

Equipode e:drattiOn de ADN oC~ - Manual de instrucclones
',) Revisión 00 I Febrero de 2011

15

J

\

\



8.2 Preparación de muestras

8.2.1 Preparación de muestras para PapilloCheck" y PapilloCheck" hi

Las muestras de citologlas cervicouterinas humanas que se tomen con
PapilloChecJ«<' Collection Kit (Greiner 8io-One; n.o de catálogo 465 070)
Medio de toma de muestras PreservCy~ (Hologic, Bedford, MA, EE. UU.)

se pueden procesar directamente.

REFot.lA»._~~._. -1
~I ' lledlcl
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6 5 1~1
Las muestras de citologlas 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 J.l1 de la muestra durante 5 minutos a 11.000 9 Y resuspenda el
pellel en 250 J.l1 de agua destilada.

Las muestras de citologlas cervicouterinas humanas que se tomen con
Medio de toma de muestras STMTM (Oiagen, Hilden, Alemania) deben diluirse en agua destilada:
100 J.IIde muestra + 150 J.IIde agua destilada I

En general, si la muestra de la cito logra cervicouterina está muy concentrada y ya agregada. es necesario
diluir y homogeneizar la muestra antes de comenzar el proceso de extracción.

Las muestras de cilologlas cervicouterinas que estén muy diluidas y no presenten células visibles deben
concentrarse a fin de obtener un mayor volumen de células para la extracción. Centrifugue hasta 1000 ~I de
la muestra durante 5 minutos a 11.000 9 Y resuspenda el pellel en 250 ¡JIde agua destilada. ¡
Este paso da concentración solo se puede aplicar a lasmuestras de citologras cervlcoulerinas tomadas mediante
PapilloCheck4' Collaction Kit, el medio de toma de muestras ProservCyt" o el medio de toma de muestras
Surepathnt. Si se usó el medio de toma de muestras STM1M , no es posible concentrar mediante centrifugado.

••. Pipetee 250 J.II de la solución de la muestra en un microtubo de 1,5 ó 2 mi. Para evitar la
contaminación, 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
extracción de AON utilizando un control de muestra negativo.

8.2.2 Preparación de muestras para PelvoCheck" CTING

Las muestras de orina humana que se tomen con:
PelvoChec~ Collection Kit SAFE (Greiner Bio-One; n.o de catálogo 453100)
PelvoChec~ Col1ection Kit STRAW (Greiner Bio-One; n.Ode catálogo 453 101)

se pueden procesar directamente.

I
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•• Pipetee 250 J.IIde la muestra de orina en un microtubo de 1,5 ó 2 m!. Se recomienda utilizar
microtubos con tapa de seguridad o tapa roscada para los pasos de lisis. Para validar la extracción
de AON se deberla utilizar un control de muestra negativo en cada ciclo de extracción.
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Protocolo estándar

8.3.1 Preparación 8' ...•.
••. Compruebe que la centrifuga esté ajustada a temperatura ambiente (18.25 OC). 5 1 8
- Prepare las muestras según las instrucciones del capítulo 8.2.

•••. Caliente los bloques de calentamiento o los ballos Maria a 56 oc y a 70 oC, respectivamente.
••• Antes de la elución, incube el tampón E de elució" a 70 oC.

•• Asegúrese de que las soluciones de trabajo se hayan preparado según las instrucciones del
capitulo 8.1.

8.3

8.3.2 Prellsls

- Añada 80 ~I de tampón L1.
••• Afiada 2,4 IJI de la solución de ARN portador preparada.

••. AFIada 20 !JI de la solución de protelnasa K .

••• Cierre la tapa y mezcle brevemente con un Vortex de impulso.
_ Incube a 56 oC durante al menos 30 minutos. Agite las muestras en una Thermomixer a 650

rpm. Si usa un bloque de calentamiento o un batío Maria. mezcle las muestras con Vortex de
vez en cuando durante el periodo de incubación.

ISi está procesando varias muestras, la protelnasa K, el tampón L1 Y el ARN portador se deberlan ¡
premezdar inmediatamente antes del uso. No mantenga mezclados nunca el tampón L1 Y la protalnasa '
K durante más de 10-15 minutos anles de anadinos a la muestra. La protolnasa K tiene tendencia a la
aulolisis en 01tampón L1 en ausencia de un sustrato.

8.3.3 Lisis

•. Centrifugue brevemente el microtubo para eliminar las gotas del interior de la tapa.

- Añada 250 ~I de tampón L4 .
.• Cierre la tapa y mezcle brevemente con un Vortex de impulso durante 10 segundos.

=- Incube a 70 oC durante 15 minutos.I C;e"" bien la tapa de lo, mi,rol,bo, pO'a evilO' ,na apert,,, aeddental.

8.3.4 Ajuste de las condiciones de unión del ADN

,
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,. Centrifugue brevemente el microtubo para eliminar las gotas del interior de la tapa.

.• Afiada 300 ~I de etanol (p.a. <!:. 99,8 %) a la muestra.

_ Cieme la tapa inmediatamente y mezcle brevemente con un Vo

'. Centrifugue brevemente el microtubo para eliminar las g as

V
{
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Para evitar la contaminación: cambie los guantes antes de'lnlclar este paso.

8.3.5 Unión del AON

Para evitar la contaminación: cambie los guantes antes de Iniciar este paso.

•• Para cada muestra coloque una columna en un tubo de colección.
•• Pipetee con cuidado 450 ~I de los Iisados en la columna y centrifugue a 11.000 ~'furahte

1 minuto a temperatura ambiente. No deseche el resto dellisado. <

••• Deseche el tubo de colección con el flujo.

I
••. Prepare nuevos tubos de colección y coloque las columnas en nuevos tubos de coleccI6('l.

- Pipetee el resto de los 450 ~I de IIsado en la columna .
•• Centrifugue a 11.000 9 durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Para evitar la contaminación: cambie los guantes antes de Iniciar este paso.

•• Deseche el tubo de colección con el flujo y coloque las columnas en nuevos tubos de colección.

8.3.6 Lavado de las columnas

- Aplique 500 ¡JIde tampón W1 en la columna.
- Centrifugue a 11.000 9 durante 1 minuto a temperatura ambiente.
•.•. Deseche el tubo de colección con el flujo y coloque la columna en un nuevo tubo de colección.

'. Aplique 600 ¡JIde tampón W2 en la columna. 1
- Centrifugue a 11.000 9 durante 1 minuto a temperatura ambiente.
_ Deseche el tubo de colección con el flujo y coloque la columna en un nuevo tubo de colección.

8.3.7 Secado de las columnas

.• Centrifugue a 11.000 g durante 1 minuto para secar la membrana totalmente.
f

11 Este paso es necesario para eliminar los rastros de etanol. El etanol presente en el tampón W2 Inhibe las I

L_",_a_CC<_'o_n_e_,_en_,_;m_'_I_;ca_'_'_d_e_b_e_,_e,_co_m_p_'e_la_m_e_nl_e_e_lim_'n_ed_o_a_n_le_'_d_e_la_e_'_UC_IO_n_d_e_' A_D_N_" .;...!
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Para evítar una pérdida de temperatura durante los pasos de pipeteado se recomienda llenar tos microtubos
de 1,5 6 2 mi con un máximo de 1.300 ~I detamp6n E (suficiente para n = 12 muestras).

8.3.8 Elución del AON

Use el tampón E precalentado (70 OC).

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

;
I

It'il',J .• ~
- Coloque la columna en un microtubo de 1.5 mi limpio. 1
,.. Aplique 100 !JI de tampón E precalentado (70 oC) en el centro de la membrana de la columna.

- Cierre la tapa e incube a temperatura ambiente durante 1 minuto .

•. Centrifugue a 11.000 9 durante 1 minuto.

11

I
r-----------------------------------4¡'
Para obtener resultados óptimos con el ADN aislado en las aplicaciones posteriores se recomienda realizar 1
la alución con el tampón E suministrado. Conserve el ADN extra Ido a -20 oC.
Para realizar más análisis con los ensayos de la gama de productos oCheck- consulte los manuales de I
Instrucciones correspondientes (PapilloCheck-, PapilloCheeltC' high-risk y PelvoChec~ CT/NG).

,
____ JI
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9. GUiA DE INSTALACiÓN Y TRABAJO PARA ~.

oChec~VACSET Y oChec~VACPUMP ¡.;

El sistema de vaclo oChec~ se ha disefíado para realizar la purificación manual rápida en P8181E7,',Q?) •
de ácidos nucleicos con el Equipo de extracción de ADN oChec~ - Preparación con banda de. 8, í f~
col,~mnas. Este sistema permite realizar rápidamente la purificación simultánea de ácidos nucl~ic~~'" U
deigran calidad. Gracias al uso del vaclo se eliminan los prolongados pasos de centrifugado y
decantación. Los Equipos de extracción de AON oChec~ están basados en la tecnologla de
ult~afiltrado y ofrecen una forma rápida y cómoda de purificar ácidos nucleicos.

! I
Cu"andouse el Equipo de extracción de ADN oChec~ - Preparación con banda de 8 columnas con,
vaclo, se recomienda utilizar oChec~VacSet (n.o de catálogo 863 080) Y oChec~VacPump (n.o de
catálogo 863 070) .

I
9.~ Contenido
I

9.1.1 oCheck"VacSe!

Soporte de banda de columnas GradiDa de mlcrotuboS Bandas de columnas CIegas (12)

Contenedollltl de desechos

Tapa del sIstema de vaclo

Base del sistema de vaclo

Regulador de vaclo

Figura 2: Contenido de oCheck" YacSel

r1: Equipo de e:dracclOn de AON oChecK5. Manual de Instrucciones
Re~isj6n 00 I Febfero de 2011
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9.1.2 oCheck" VacPump

- oChecK- VacPump. i 8

FIgura 3: Contenido de oCheck" VacPump

I
21
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9.2 Montaje de oChee~ VaeSet

,. Coloque la base del sistema de vacio sobre una superficie firme. El sistema de y~IO debe
prepararse tal como se muestra en la figura 4 a+b. O 5 IJ 8

Soporte de banda de
columnas con bandas
de columnas

I
Soporte de banda
de columnas
con bandas de
columnas

11

Base del
sistema de
vaclo

Gradma de
mlcrotubos

Tapa del sistema
de vaclo

Gradma de
microlubos
Separador

separador Roond
wefl Block

Tapa del sIstema
de Yacio

Vétvulade sistema
de voclo

Contenedor de
desechos

Base del sistema
de vaclo

Figura 4: a) Preparación para el lavado y la unIón del ADN b) Preparación para ta alución del ADN

9.2.1 Preparación para el lavado y la unión del AON ,

- Para los procedimientos de lavado y unión delAON (pasos del protocolo 10.3.5 -1 0.3.7), prepjre
el sistema de yacio tal como se muestra en la figura 4a. I

•• Coloque uno de los dos contenedores de desechos* en el interior de la base del sistema de vac o.
I

•• Cierre la base del sistema de vacio con la tapa del sistema de.vacío. I

- Coloque el soporte de banda de columnas en la junta de goma de la tapa del sistema de vacio.,
•• Inserte la cantidad necesaria de bandas de columnas en el soporte de banda de columnas.
- Asegúrese de que las bandas de columnas estén insertadas correctamente y de que las bandas

de columnas queden fijadas firmemente al soporte de banda de columnas (se escuchará un 'c!ic').
Si se procesan menos de 48 muestras simultáneamente. solamente se debe insertar la cantidad
necesaria de bandas de columnas 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.

I
22
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Asegúrese de que las bandas de columnas y las bandas de columnas cIegas ajusten correctamente
en el soporto do banda do columnas antes de aplicar el
• No lave el contenedor do desechos en ellavavajilias.tI

•
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9.2.2 Preparación para la elución del ADN ~.. "J/j
Para los pasos de elució" del AON (paso 10.3.8 del protocolo), se debe modificar el SiS~.lI~e/
vacio tal como se muestra en la figura 4b. 1
•• Retire el soporte de banda de columnas junto con las bandas de columnas y COI~U~~'S ~, ~,

sobre una hoja de papel limpia (suministrada con el equipo). I
- Retire la tapa del sistema de vaclo y extraiga el contenedor de desechos usado.
- Inserte separadores "Round Well Block" y encima la "gradilla de mlcrotubos" por los

laterales estrechos de la base del sistema de vacío (figura 4b). ¡
•• Coloque la gradilla de mlcrotubos sobre los separadores.
••• Coloque la cantidad adecuada de tubos PCR etiquetados cada segunda fila de la gradilla de

mlcrotubos empezando por la fila n.o2 de la gradilla de mlcrotubos. ¡
•• Cierre el sistema de yacio y coloque las bandas de columnas encima. Compruebe que cada

banda de columnas esté situada directamente sobre un tubo PCR para recolectar elAON elui60
(figura 4c). Vuelva a comprobar que todas las bandas de columnas y las bandas de column~s
ciegas sigan estando correctamente encajadas en el soporte de banda de columnas.

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

~
J~fEquipo de extracción de AON oChecKS. Manual de Instrucdones
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1 B

Montaje de oCheck"'VacPump

Coloque oChec~ VacPump sobre una superficie firme. Se debe montar oCheck'fl VacPump
como se muestra en la figura 5a. Para conectar oChec~ VacPump al sistema de vaclo, use la
manga más larga de las dos mangas de conexión incluidas. Corte la manga de conexión ni'f'~5'
corta en dos partes (aproximadamente de 5 y 4 cm). Use la manga de conexión de 5 cm para
conectar oCheck VacPump con el regulador de vacío. Fije el silenciador en el extremo opuesto
de oChec~ VacPump en la salida mediante la manga de conexión de 4 cm,

9.3

Rueda de ajuste

b) Regulador de vaclo

¡ ;.

... J

-,- - ~

: ,,,, •..
: \
I••

,
••

Figura 5: a) Montaje de oChe~ VacPump

Preparación del sistema de vacio9.4 ,
I

Asegúrese de que la tapa del sistema de yacio, el soporte de banda de columnas y las bandas
de columnas estén colocadas correctamente. Cierre la válvula del sistema de vacio (figura 5t1).
Arranque la bomba de vacío. Ajuste el vaclo según el protocolo del equipo mediante el regulad,or
de vaclo (figura 5b). Abra la rueda de ajuste hasta alcanzar el nivel de vacio necesario.

9.5 Aplicación del vacio

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

24
• Da iela Croce I
1-..M;~~~~~~~ar

Cuando las muestras hayan pasado por el filtro de las ban a e e lumnas, cierre la válvula c;lel
sistema de vacío y detenga la bomba de vacio. Espere n s 3 undos hasta que el soporte
de banda de columnas con las bandas de columnas se p e r er con facilidad.

9.6 Ventilación del sistema de vacio
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10. PREPARACiÓN CON BANDA DE 8 COL
(n.o de catálogo 515 050)

>~. &/~.
. .J.."d$

10.1 Preparación de soluciones de trabajo y condiciones de almacenamlto

Todos los componentes del equipo se deben conservar a temperatura ambiente (18-25 c!)~ i 8
permanecerán estables durante dos años a partir de la fecha de su fabricación. 1
Antes de comenzar con el protocolo del Equipo de extracción de AON oChec~, prepare las
siguientes soluciones: . 1
1. Solución de protelnasa K: antes de utilizar el equipo por primera vez, afiada 3,35 mi detamp n

de proteinasa (PKB) para disolver la proteinasa K liofilizada. Divida la solución en alícuotaJ y
almacénela a -20 'C durante como máximo 6 meses. No vuelva a congelarta. I

2. Tampón W2: Aliada 200 mi de etanol (p.a. ~ 99,8 %) al concentrado de tampón W2 . Marque
la fecha actual en la etiqueta del frasco. El tampón W2 permanece estable a temperatu~a
ambiente (18-25 OC)durante como máximo un año. I

3. Tampón L4: transfiera el tampón 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 frasdo.
El tampón L4 resultante permanece estable durante como máximo un año a temperatura
ambiente (18-25 'C). I

4. Solución deARN portador: añada 900 ~I de tampón L1 para disolver elARN portador liofilizado.
Dispense el ARN portador disuelto en allcuotas, por ejemplo alícuotas de 50 IJI, para realizar n6
extracciones. Conserve la solución de ARN portador disuelto a -20 oC. No vuelva a congelarlo.
Las ampollas usadas se deben desechar una vez descongeladas. I

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

(IVl~qUiPOde extrl!lcciOOde AON oCheck". Manual de instrucciones
.J<evisiOn 00 I Febrero de 2011
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10.2 Preparación de muestras

10.2.1 Preparación de muestras para PapilloCheck$y PapilloCheck$ high.ri

Las muestras de citologlas cervicouterinas humanas que se tomen con
PapilloChec~ Collection Kit (Greiner Bio-Qne; n.o de catálogo 465 070)
Medio de toma de muestras PreservCytfl (Hologic, Bedford, MA, EE. VV.) 1

se pueden procesar directamente. 1
Las muestras de cilologlas cervicouterinas humanas que se lomen con '61'S, 1 t\,
• Medio de toma de muestras Surepath™ (8D, FrankJin Lakes, NJ, EE. VV.) se deben lavar antes,

de usartas: centrifugue 250 ¡JI de la muestra durante 5 minutos a 11.000 9 Y resuspenda lel
pellel en 250 J.IIde agua destilada.

Las muestras de citologras cervicouterinas humanas que se tomen con
• Medio de toma de muestras STMTM (alagen, Hilden, Alemania) deben diluirse en agua destilada:

100 IJI de muestra + 150 ¡JI de agua destilada. I
En general, sí la muestra de la citologla cervicouterina está muy concentrada y ya agregada, es necesario '1

diluir y homogeneizar la muestra antes de comenzar el proceso de extracción.

las muestras 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 extracción. Centrifugue hasta 1000 ¡JIde
la muestra durante 5 minutos a 11.000 9 Y resuspenda el pellet en 250 !JI de agua destilada.

Este paso de concentración solo se puede aplicar a las muestras de cltologlas cervicouterinas tomadas
con Papi110CheckC Collection Kit. el medio de toma de muestras PreservCy~ o el medio de toma de
muestras Surepath™. Si se usó el medio da toma de muestras STMIV, no es posible concentrar mediante
centrifugado.

I
,. Pipetee 250 !JI de la solución de la muestra en un microtubo de 1,5 ó 2 mI. Para evitar la

contaminación, use microtubos con tapa de seguridad o tapa roscada para los pasos de lisis. i
I

Se recomienda validar el procedimiento completo de aislamiento delAON en cada ciclo de extracción
de AON mediante un control de muestra negativo. I

V
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10.3 Protocolo estándar

6 5!1 8
10.3.1 Preparación

- Compruebe que la centrifuga esté ajustada a temperatura ambiente (18-25 OC).

•• Prepare las muestras según las instrucciones del capitulo 10.2.
••• Caliente los bloques de calentamiento o los banas MarIa a 56 oc y a 70 oC, respectivamente. ¡
••• Antes de la elución, incube el tampón E de eluclón a 70 oC.
•• Asegúrese de que las soluciones de trabajo se hayan preparado según las instrucciones del

capitulo10.1.

10.3.2 Prelisis

- Anada80pldetampónL1.
.•• Anada 2,4 J.l1de la solución de ARN portador preparada.

•. Añada 20 !JI de la solución de protelnasa K .

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

I Si esta procesando varias muestras, la proternasa K, el tampón L1 Y el ARN portador se deberlan
premezclar inmediatamente antes del uso. No mezcle nunca el tampón L1 Y la protelnasa K más de
10-15 minutos antes de al'ladirlos a la muestra. La protelnasa K tiene tendencia a la autolisis en tampón
L1 en ausencia de un sustrato.

- Incube a 56 oC durante al menos 30 minutos. Agite las muestras en una Thermomixer a 650
rpm. Si usa un bloque de calentamiento o un baño Maria, mezcle las muestras con Vortex de
vez en cuando durante el periodo de incubación.

10.3.3 Lisis

••. Centrifugue brevemente el microtubo para eliminar las gotas del interior de la tapa.

- Afiada 250 !JI de tampón L4 .

.• Cierre la tapa y mezcle brevemente con un Vortex de impulso durante 10 segundos .

.• Incube a 70 oC durante 15 minutos.

.• Cierre bien la tapa de los microtubos para impedir una apertura accidental.

10.3.4 Ajuste de las condiciones de unión del ADN

27

ortex de impulso durante

• Centrifugue brevemente el microtubo para eliminar las gotas del interior de la tapa.

- Añada 300 !JI de etanol (p.a. <!: 99.8 %) a la muestra.

• Cierre la tapa inmediatamente y mezcle brevemente
15 segundos.

Centrifugue brevemente el microtubo para eliminar las ot s el n rior de la tapa.J-
fu; EqUIpo de extlllcoOfl de ADN oCheek" - Manual de Inslrucoones
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10.3.5 Unión del ADN ¡.;
•• Prepare el sistema de vacio oCheclé' de acuerdo con la figura 6 (para una descripci6

detallada consulte el capitulo 9).

6 5 1 G
Soporte de banda de
COlumnas con bandas
de columnas

Tapa del sIStema
de vaclo

Contenedor de
desechos

Base del sIstema
de vaclo

Válvula de sistema
de vaclo

FIgura 6: Preparación para el lavado y la unión de' ADN

I
:. Coloque uno de los dos contenedores de desechos. en el interior de la base del sistema de vacio:
.• Cierre la base del sistema de vacío con la tapa del sistema de vacío. t
- Coloque el soporte de banda de columnas en la junta de goma de la tapa del sistema de vaclo~,
,. Inserte la cantidad necesaria de bandas de columnas en el soporte de banda de columnasi

Asegúrese 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 escuchará un 'cHe').S~
se procesan menos de 48 muestras simultáneamente, solamente se debe insertar la cantidad
necesaria de bandas de columnas 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.

I Asegurese de que las bandas de columnas y las bandas de columnas ciegas ajusten correctamente en
el soporte de banda de columnas antes de aplicar el 'lacio .
• No la..••e el contenedor de desechos usado en ellava ..••ajillas.

I
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- Pipetee 900 •.•1de los Iisados en Jos pocillos de las bandas de columnas con a o e no
humedecer los bordes de los pocillos (figura 7). 'r/" ~

" oz. '

Figura 7; Pipetee ellisado en los pocillos de las bandas de columnas

- Ajuste el vaclo a -200 mbar con el regulador de vaclo (figura 8a).
•• Aplique lentamente el vacío abriendo la válvula del sistema de vacío hasta que todos I s

Iisados pasen por las columnas (figura ab). ,

VélVllla de sIstema de vaclo

FIgura 8; al Regulador de vaclo b) Válvula del sistema de yacio

.• Detenga el vacío inmediatamente después de que todo ellfquido haya pasado por las columnas
(aproximadamente 30 segundos) cerrando la válvula del sistema de vacío para evitar~la
formación de espuma .

.• Apague la bomba de vacío y libere el vacfo.

_~J
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SOml

28,5ml

64 mi

23ml

46 mi

17,5ml

32ml

12ml

16ml

6.5 mI

10.3.6 Lavado de bandas de columnas

!, ,
,/

.1 @'
P I .. t . d I l' d 8 . ~R.N~C' Iara os srgUlenes pasos se recornlen a e uso de a pipeta e canales y los depósitos de
(para los volúmenes de tampón necesarios cuando se usan depósitos de tampón, consulte la ta'?1fii!>r
Si usa depósitos de tampón. prepare la cantidad adecuada de soluciones tampón. tW'I

Tabla 1: Cantidad necesaria de soluciones tampón para n = x muestras

• Antes de usar por primera vez, at\ada 200 mi de etanol (consulte también el capitulo 10.1 l.

,. Afiada 600 J.l1de tampón W1 a cada pocillo de las bandas de columnas (figura 9 a+b).

,
, .

Figura 9: al Pipetee tampón W1 desde el depósito de lampón, b)Adiclóndetampórl W1 a los pocillos de las bandas de corumj' s.

.• Ajuste el vacio a -200 mbar con el regulador de vacío.

•••. Aplique lentamente el vacio abriendo la válvula del sistema de vacio hasta que todos los
Iisados pasen por las columnas (figura 8). l

,.. Detenga el vacio inmediatamente cerrando la válvula del sistema de vacío después de q e
todo el líquido haya pasado por las columnas (aproximadamente 30 segundos) para evita~la
formación de espuma .

•• Aflada 900 ~I de tampón W2 a cada pocillo de las bandas de columnas .

.• Ajuste el vacío a -200 mbar con el regulador de vacío.

• Aplique el vaclo hasta que el tampón haya pasado parlas columnas (aproximadamente 30 segundos) .
•'. Detenga el vacio inmediatamente cerrando la válvula del sistema de vacio después de que todo el liquido

haya pasado por las columnas (aproximadamente 30 segundos) para evitar la formación de espuma .

.• Aflada 900 J.l1de tampón W2 a cada pocillo de las bandas de columnas.

.• Ajuste el vacio a -200 mbar con el regulador de vacío.

V
.. Aplique el vacio hastaquetodoel tampón haya pasado por las columnas (aproximadamente 30 segundos).

_ Detenga el vaclo inmediatamente cerrando la válvula del sistema de vacio después de que todo ellfquio I .
haya pasado por las columnas (aproximadamente 30 segund ~tar la formación de espuma. ¡

• Apague la bomba de vacío y libere el vacío.

, O II{ Equipo de extraCCIón deADN oChecJt4". Manual de inslruccJoncs lO K I I ~¡ Revisión00 I Febferode 2011 GENERAL
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10.3.7 Secado de bandas de columnas í'
~MEQ.

••. Tras el paso de lavado final, detenga el vaclo y ventile el sistema de vacío (sección 9.6). RetD le
soporte de banda de columnas junto con las bandas de columnas. Retire la tapa del sistenlld
vacío y extraiga el contenedor de desechos usado y sustitúyalo por el no usado (limpio), 1

•••• Inserte la tapa del sistema de vaclo junto con el soporte de banda de columnas y las bandas de
columnas en la base del sistema de vaclo. Asegúrese de que el sistema de vacio esté bien cerrado
y de que todas las bandas de columnas o las bandas de columnas ciegas ajusten correctamente.

•• Aplique el máximo vaclo (al menos -400 - -600 mbar de diferencia de presión) durante 10
minutos para secar la membrana totalmente.

•• Apague la bomba de vacio y libere el vado.

D Este paso es necesario para eliminar los rastros de etanol. El etanol presente en el tampón W2 Inhibe las
reacciones enzlmáticas y debe ser totalmente eliminado antes de la aluci6n del AON.'--- ---J

10.3.8 Elución del ADN

Para los siguientes pasos de elución, se debe modificar el sistema de vacío según lo indicado en
la figura 10.

Soporte de banda de
columnas con bandas
de columnas

Tapa del sistema de vado

Gradma de
mlcrotubos

Gr8dma de mIcrotubos
separador

Separador Round
Well Block

Base del sIstema
de vaelo

Figura 10: Preparación para la eluclón del ADN
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..•• Retire el soporte de banda de columnas junto con las bandas de columnas y col6quelos
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 mlcrotubos sobre los separadores,
.• Coloque la cantidad adecuada de tubos PCR etiquetados cada segunda fila de la gradilla d~

mlcrotubos empezando por la fila n,o2 de la gradilla de mlcrotubos.
_ Cierre el sistema de vacío y coloque las bandas de columnas encima. Compruebe que cadé

banda de columnas esté situada directamente sobre un.u PCR para recolectar el AON
eluido (figura 11). Vuelva a comprobar que todas las ba Cla columnas y las bandas d~
columnas ciegas sigan estando fijadas correctamente e e rte de banda de columnas~

I 1
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Figura 11: Cada banda de columnas debe estar situada directamente sobre un tubo PCR de la banda peRo

••. Pipetee 100 1.11 de tampón E precalentado (70 OC)directamente en la membrana de cada banda
de columnas utilizando una micropipeta manoeana!. Se deben utilizar puntas nuevas paré
cada muestra. 1

- Incube durante 5 minutos a temperatura ambiente.
- Aplique lentamente el vaclo hasta un máximo de -400 mbar abriendo la válvula del sistema de vacío.
oo¡. Detenga rápidamente el vaclo cerrando la válvula del sistema de vacío inmediatamente despuéj

de que todo el liquido haya pasado por las columnas para evitar la fonnación de espuma.!. Apague la bomba de vacio y libere el vacio.
••. Cierre los tubos PCR etiquetados para almacenarlos.

IPara obtener resultados óptimos con el AON aislado en las aplicadones posteriores se recomienda realizar
la eJuclOncon el tampón E suministrado. Conserve el ADN exlraldo a .20 OC,
Para realizar más análisis con los ensayos de la gama de productos oCheck-, consulte los manuales
de Instrucciones correspondientes (PapllloChac~ y PapllloChec~ high-rlsk).

~,
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• La muestra no se ha mezclado y homogeneizado totalmente con el tamp6h
L1 Y la prolelnasa K la mezcla se debe mezclar enérgicamente en un Vortex
Inmediatamente después de at'ladirse el tampón L1. I

• Número de células insuficiente en la muestra .
• Disminución de la actividad de la proteinasa K: divida la solución en al1cuotas y

consérvela a -20 oC durante como máximo 6 meses. No vuelva a congelar1a. I
• Prepare los tampones l4 y W2 Y las soluciones de ARN portador y protelnasa K

segun se indica en la sección 8.10 la 10.1. Meda elanol a los IIsados antes de
cargarlos en las columnas. 1

• Precalienle ellamp6n E a 70 'C anles de realizar la eluclón. Aplique el tampOn E
directamente en el centro de la membrana de sllice. I

• La eficiencia de la eluclón desciende notablemente si la eluclón se realiza con
tampones a un pH < 7,0. Use tampones de eluclón ligeramente alcalinos, como él
tampón E (pH 8,5). 1

• La mue,tra no ,e ha mezda<lo y homogeneizado tolalmenle con el tamol
L1 Y la proteinasa K. la mezcla se debe mezdar enérgicamente en un Vortéx
inmediatamente después de anadirse el tampOn L1. t

• Disminución de la actividad de la protainasa K: divida la solución en allcuotas
consérvela a -20 oC durante como máximo 6 meses. No vuelva a congelarla .

• Prepare los tampones L4 y "W2Y las soluciones de ARN portador y proteinasa
segun se indJca en la sección 6.10 la 10.1. Anada etanol a los lisados antes de
cargarlos en las columnas. I

• A,egO,",e de centri,""a, al meno, durante 1 minutoa 11.0009 a finde ellmlJ
todo el tampOn"W2 etanólico antes de eluir el AON. Si, por cualquier motivo, el nivel
del tampón W2 ha alcanzado la salida de la columna antes de secarse, repita el
centrifugado. I

• No refrigere el tampón W2 antes de usarlo. Si está frio, no eliminaré la sal de forme
eficiente. Ueve el tampón"W2 a temperatura ambiente antes de usarlo. 1

• No eloya el AON con el tampón TE. El EDTA puede inhibir las reacciones
enzlmátlcas. Vuelva a purificar el ADN y eluyalo con el tampOn E. 1

• Si la proporción A2601280 del eluado es inferior a 1,6, repita el procedimiento ~e
purificación: aneda al eluado 1 volumen de tampOn L4 més 1 volumen de etan91
(96--100%). Cargue la mezcla en una columna de centrifugado y proceda a realizar
el paso de unión del ADN (sección 6.3.5 o 10.3.5) del protocolo estandar. I

•

11. SOLUCiÓN DE PROBLEMAS

I

"

.1 :
Equipo de exlracdOn de AON oCh~. Manual de instrucdones
Revisión 00 { Febrero de 2011

GON ALO GOUK
GER NTE GENERAL

NIPRO MEO/CAL COAp
SUC.ARG, .

•
¡

,

.,
¡
1



REFOtlAIX>._~4
Olree:. TecnGl 11••••

12. ASISTENCIA TÉCNICA Y". I~

• •~.:hI."
Greiner Bio-One cuenta con un departamento de servicio técnico compuesto por cientlficos e n
amplia experiencia tanto práctica como teórica en biologfa molecular y en los productos oChec~1
Si tiene cualquier duda o problema con [os productos oChec~, no dude en ponerse en contaclo cJn

su distribuidor local de Greiner 8io-One. 6 5 1 ~

13. CARACTERíSTICAS DE RENDIMIENTO j
El Equipo de extracción de ADN oChec~ es un accesorio de diagnóstico in vitro para los ensayos e
la gama de productos oChec~ . Se ha comprobado el rendimiento analitico y especifico del Equipo ~e
extracción de AON oChec~ junio con el ensayo relevante. Consulte los manuales de instrucciones &e
los productos oChec~correspondjentes para una descripción detallada del rendimiento [PapilloChec~
(Greiner Bio-One; n,o de catálogo 465 060), Papil1oChec~ high-risk (Greiner Bio-One; n,o de catálogo
505060) Y PelvoCheck" CT/NG (Greiner 8io-One: n.' de catálogo 504 002)1.

~. r
''j¿'• Equipo de extracciOn de AON oChec~ - Manual de inslNcdones
, Revisl6n OO/Febrero de 2011
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5. UNiÓN DEL ADN

- Preparar columnas

- 450 !JI de lisedo

- 1mlnuloa11.000g
- 450 !JIde lisedo
- 1 minuto a 11.0009

6. LAVADO DE LAS COLUMNAS

- 500 !JI de tampón W1
- 1mlnutoa11.000g

- 600 1.11de lampón VV2

- 1 minuto a 11.000 9

7. SECADO DE LAS COLUMNAS

,. Centrifugar 1 minutos 11.0009

Sala 1

1-

o

o

o

l?
~

@
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8. ELUCIÓN DEL ADN

• 100 !JI de lampón E (precalenlado a 70 oC)
•• 1 minuto a temperatura ambiente (16-25 .C)

•• 1 minuto a 11.000 9

o





5. UNiÓN DEL ADN

,. Pipetear 900 !JI de Iisado en las bandas de columnas

- Aplicar vado: .200 mbar"

- Evitar la lennación de espuma.

6. LAVADO DE BANDAS DE COLUMNAS

• 1'" lavado: 600 !JI de tampón W1

- 2' lavado: 900 !JI de lampón W2

- 3"lavado: 900 !JIde tampón W2

Para cada paso de lavado:
- 3().60 segundos

- -200 mbar'
•• Evitar la formación de espuma.

7. SECADO DE BANDAS DE COLUMNAS

••. 10 minutos a -600 mbar"

(p

~

@
í]'
@
@
@
11
@

., t'

f\UliL.Ll (\,,~':
F.L/lil",,"uliL .1

ser necesario aumentar el tiempo

,
'30NZALO GOUK
GERENTE GENERAL

N1PRC ,JlEO'CI'L CO?P

ucelOn de la presión atmosférica: según la viscosidad de la
filtrado o el vacro (por ejemplo de -200 a -400 mbar).

••. 100 IJIde lampón E (precalenlado a 70.C)

- 5 minutos a temperatura ambiente (18-25 .C)

- Aplicar vatio: -400 mbar'
••. Evitar la formación de espuma.

8. ELUCIÓN DEL ADN
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CERTIFICADODEAUTORIZACIONDEVENTA

DE PRODUCTOSPARADIAGNOSTICODE USO IN VITRO

"2015 - Año del Bicentenario del congreso de los Pueblos Libres"

6
Ministerio de Salud

Secretaría de Palfticill, Regulación
e ¡ns/Í/u/os
A.N.M.A.T

I,
j

Expediente nO:1-47-6635/13-0.

Se autoriza a la firma NIPRO MEDICAL CORPORATIONSUCURSALARGENTINAa

importar y comercializar los Productos para Diagnóstico de uso "in vitro"

denominados 1) oCheck@DNA Extraction Kit Single Column Preparation (CAT N0:
I

. 515040) Y 2) oCheck@DNA Extraction Kit 8 Coiumns Preparation (CAT N°:
, ~ , I

515050) / preparación de DNA procedente de muéstras de origen humano para su

posterior análisis con ensayos de la gama de productos oCheck@, en 1) Envases
I

conteniendo: Tampón L1 (BUF L1: 20ml), Tampón L2 (BUF L2: 12ml), Reactivo L3
I

(REAGL3: 3ml), Tampón W1 (BUFW1: 30ml), Tampón W2 concentrado (BUFW2:
I

14ml), Tampón E (BUF E: 15ml), Proteinasa K liofilizada (Proteinase K:30mg),

Tampón de Proteinasa PKB (Proteinase BUF PKB: 1,8ml), Etiqueta paralBUF L4,

ARN portador liofilizado (Carrier RNA: 0,3mg), Columnas de centrifu4ado (50

piezas), Tubos de Colección (5 x 50 piezas) y 2) Envases conteniendo :~Tampón

L1 (BUF L1: 20ml), Tampón L2 (BUF L2: 24ml), Reactivo L3 (REAG L3: 6ml),
I

Tampón W1 (BUF W1: 75ml), TampónW2 concentrado (BUF W2: 50ml),¡TampÓn

E (BUF E: 50ml), Proteinasa K liofilizada (Proteinase K: 75mg), Tampón de
I

Proteinasa PKB (Proteinase BUF PKB: 3,6ml), Etiqueta para BUF L4, ARN portador
I

liofilizado (Carrier RNA: 0,3 mg), Banda de Columnas (12 piezas) y, Hojas de

Papel (10 piezas).Se le asigna la categoría: Venta a laboratorios de Análisis

clínicos por hallarse

v~
comprendido en las condiciones

1

establecidas en la Ley



16.463, Y Resolución M.S. y A.S. N° 145/98. Lugar de elaboración: Greiner Bio-

One GMBH Maybachstrasse 2 D-72636 Frickenhausen (ALEMANIA). Periodo de

vida útil: 24 (VEINTICUATRO) meses desde la fecha de elaboración conservado

entre 18 Y 25°C. En las etiquetas de los envases, anuncios y Manual de

instrucciones deberá constar PRODUCTOPARADIAGNOSTICO DE USO "IN VITRO"

USO PROFESIONAL EXCLUSIVO AUTORIZADO POR LA ADMINISTRACION

NACIONAL DE MWI~MEN~OS, ALIMENTOSy TECNOLOGIAMEDICA.

Certificado nO: U U 82 9 8
ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA

MÉDICA.

Buenos Aires, n " ASO 201~ng.ROGELiO LOPEZ
Áomlnj&tt~Oor Nacional

A.N./d.A.T.
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