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VISTO, el expediente n® 1-47-3110-2762/16-8 del Registro de la

3 i
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica vy,

' CONSIDERANDO: \

Que por las presentes actuaciones la firma BIOMERIEUX ARGENTINA S.A.

.ﬁsoliicita la modificacién del producto diagndstico de de uso In Vitro der\‘ominado
HSVl HSV2 VZV R-gene® QUANTIFICATION KIT (Ref: 69-004B), autorizado por

(%erltificado N© 008073. |
!! :i Que a fojas 79 consta el informe técnico producido por el Serllvicio de
P%oéluctos para Diagndstico que establece que los productos retullllren las
cc%néﬁ;gciones de aptitud requeridas para su autorizacién. li
| :;', Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen la l‘Ley N©
1(5":.4%3, vy Resolucion Ministerial N© 145/98 y Disposicion NC 2674/99,

| Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los
Deicréltos N° 1450/92 y por el Decreto N°© 101de fecha 16 de diciembre del "'2015.

. \
. | , |
ZEL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE%:

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA |

1
.. Porello;

Lo DISPONE:
ARTiCU‘LO 10,- Autorizase a la firma BIOMERIEUX ARGENTINA S.A. el cambiP de

noml:ire';y nueva temperatura de conservacion del producto de diagndstico de

J} A ",I !

UsQ




pisosicion e}, ) §

| Ministerio de Salud

l Secretaria de Politicas, Regulacidn e \
| Institutos

AN M. AT
|

In Vitro denominado HSV1 HSV2 VZV R-gene® QUANTIFICATION KIT (Ref: 69-
004B) que en lo sucesivo se denominard HSV 1 HSV2 VZV R-gene ® Rea! Time |
|

Quantification and Detection Kit con una vida Util de VEINTICUATRO (24) meses

l desde la fecha de elaboracion, conservado entre -15 y -31 °C,

ARTICULO 20.- Acéptense los nuevos proyectos de Rotulos y Manual de

|
"IInstrucciones a fojas 73 a 78; Desglosandose fojas 77 a 78 y 19 a 54;
I

ElDesgloséndose fojas 19 a 30 donde deberdn constar las modi

ficaciones
I . .
descriptas en el articulo 1° precedente.
u

|
EARTICUI.O 39.- Practiquese la atestaciéon correspondiente del Certif{cado no

l ~ .
008073, cuando els mismos se presente acompahnado de la fotocopia au

lenticada
l ,
d|e la presente Disposicion.

ARTICULO 40.- Registrese; girese a la Direcciéon de Gestion de Informacion

Tlle'cnica a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas notiﬁcli;uese al
! |

interesado y hagasele entrega de la copia autenticada de la presente Disposicion
I

junte con la copia de los proyectos de rotulos, manual de instrucciones.
1
Cumplido, archivese.-
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Expediente n°: 1-47-3110-2762/16-8
|
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1. Presentacion del kit

Herpesviridae es una familia de virus ADN que causan un amplio espectro de infecciones en humanos. La primeinfeccidn, por lo general, se
limita a las membranas mucosas y la piel. Tras la primainfeccién el virus persiste en el huésped mediante el establecimiento de una 1Infecci6n
latente. En casos de inmunosupresidn crénica o transitoria, el virus se puede reactivar y generar una infeccién recurrente. t

i
Existen ocho Herpesviridas humanos, de los cuales el virus de! herpes simple de tipo 1 (HSV-1) y 2 (HSV-2) y el virus del herpes zéstT'er {(VZV)
son los mas comunes en pacientes inmunocompetentes. Las infecciones vinculadas con estos virus, que habitualmente son benignasf pueden
evolucionar en formas clinicas graves como encefalitis, meningitis, retinitis e infecciones neonatales. Estas infecclones graves y habnualmenle
infrecuentes no permiten a identificacidén del virus implicado.

Durante muchos afios, diversos antivirales han demostrado ser eficaces en el tratamiento de estas enfermedades si se prescriben pnIanto y en
las dosis adecuadas. En |as infecciones graves es, por tanto, esencial obtener un diagnéstico precoz y rapido de la infeccién. i

De las formas graves de infecciones por HSV-1, HSV-2 o VZV en adultos, la encefalitis provocada por el HSV-1, de la que se c:lan enfre
1/250 000 y 1/1 000 000 casos al afio, puede seguir siendo mortal si no se trata. La encefalitis causada por el HSV-2 o el VZV habltualmente
tiene un prondstico mas favorable. La encefalitis neonatal en recién nacidos puede producirse tanto por el HSV-1 como por el HSV-Z pero el
HSV-2 es ef responsable de los trastornos neurolgicos mas graves, El VZV se ha asociado durante mucho tiempo a la encefalitis eq personas
inmunadeprimidas pero, gracias a las técnicas de deteccién del genoma virico, se ha descubierto cada vez con mas frecuencia en infecciones
de tipo meningoencefalitis en sujelos inmunocompetentes. f

Aungue los cultivos inmunolégicos y las técnicas de deteccidn convencionales son adecuados para las infecciones cutdneas, benignas
causadas por estos virus, no son adecuados para las infecciones graves del sistema nervioso central (SNC) ni para las infecciones congénitas.
El tiempo que se tarda en oblener un resultado y 1a sensibilidad de estas técnicas inmunolégicas no son adecuados. F

El kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® permite la cuantificacién de los virus HSV-1, HSV-2 y VZV por PCR a tiempo real despues de Ia extracabn del
ADN virico. E| kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®, facil de usar y completo, es apto para cualquier laboratorio. TI

Se han validado varios tipos de muestras y sistemas de purificacién de ADN (automaticos y manuales) con el kit. EI ADN extraido se amplifica
y detecta por una PCR a tiempo real en las plataformas disponibles habitualmente. [

Gracias a un programa de amplificacidn general dentro de la gama de productos R-gene®, el andlisis de fas muestras puede Ilevarsgl a cabo de
forma simultanea para los otros virus: BKV con el kit BK Virus R-gene® (ref.: 69-013B), Adenovirus con e! kit Adenovirus R-gene® (ref.; 69-
010B), CMV con el kit CMV R-gene® (ref.: 69-0038), CMV, HHV-6, HHV-7 y HHV-8 con el kit CMV HHV6,7,8 R-gene® (ref.: 69-1008), EBV con
el kit EBV R-gene® (ref.: 63-0028) y Parvovirus B18 con el kit Parvovirus B19 R-gene® (ref.: 68-0198). f

La validacion de un procedimiento de extraccién comin y un programa de amplificacién comun {ver el apartado "Prestacionés") para la
deteccion de los virus HSV-1, HSV-2 y VZV y/o enterovirus permite analizar simultaéneamente todos estos patogenos con un sololl extracto de
LCR. i

Los resultados se validan por medio de diferentes controles facilitados con el kit, entre los que se incluye un control de extraccion. :

2. Interés de la prueba

El kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® se utiliza para detectar y/0 medir la carga viral de HSV-1, HSV-2 y VZV en liquido cefalorraquideo (LCR),
citologias ginecolégicas, muestras ORL (otominolaringolégicas) y oftalmoldgicas, exudados cutaneos y de mucosas y liquido de lavado
broncoalveolar {LBA). {

Este kit no se puede utilizar para screening de donantes.

Combinados con otros métodos de investigacion biol6gicos (diagndstico por medio de imagenes, andlisis bioguimice e inmunclégico, etc.), los
resultados obtenidos con et kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® permiten diagnosticar primoinfecciones o reactivaciones virales, controlar su
desarrollo y, por tanto, mejorar la eficacia de! tratamiento. !

La cuantificacién de los virus HSV-1, HSV-2 y VZV con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® se puede realizar simultdneamente la valoracion de la
carga viral del EBV con el kit EBV R-gene® kit (ref.: 69-002B), la valoracién de la carga viral del Adenovirus con el kit Adenolvirus R-gene®
{ref.: 69-010B), de |a carga viral del CMV, HHV-B, HHV-7 y HHV-8 con el kit CMV HHVE6,7,8 R-gene® (ref.: 69-1008), de la carga viral del BKY
con el kit BK Virus R-gene® (ref.: 69-0138 de la carga viral del CMV con el kit CMV R-gene® (ref.: 69-003B) y de la carga viral del parvovirus
B19 con el kit Parvovirus B19 R-gene® (ref.. 69-0198). Esto se debe a que los protocolos y las técnicas de amplificacidn son idénticas para
todos los virus ADN detectados o cuantificados mediante los kits R-GENE por Real-Time PCR. F

Las premezclas de amplificacion de HSV1, HSV2 y VZV incluidas en el kit HSV1 HSVZ VZV R-gene® (ref.: 69-004B) también est4n disponibles
por separado con la referencia 71-015 HSV1 r-gene® para la amplificacién del HSV-1, con la referencia 71-016 HSV2 r-gene® para la
amplificacion del HSV-2 y con la referencia 74-017 VZV r-gene® para la amplificacion del VZV.
Estos productos se pueden utilizar en combinacién con el kit HSV1 HSV2 VZvV R-gene® (ref.: 69-004B) para completar el nimero de pruebas
que se deben realizar, cuando sea necesario.
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3. Principié ‘de la prueba , , v, " i,

3.1 Tipo de muestra ,
« EI kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® se utiliza para detectar y/o medir la carga viral de los virus HSV-1, HSV-2 y VZV en! liquido
cefalorraquideo (LCR), citologias ginecologicas, muestras ORL y oftalmoldgicas, frotis cutaneos y de mucosas y liquido de!lavado
broncoalveolar {LBA). La carga viral se mide utilizando un estandar de cuantificacion comun para los tres virus incluido en el kit.

+ El estandar de cuantificacion para HSV-1, HSV-2 y VZV es lineal de 500 copias/mL a 107 copias/mL, es decir, de 10 copias/fPCR a
200 000 copias/PCR. Los resultados se expresan en numero de copias/mL de muestra. Los resultados se validan con controles de
extraccién, inhibicion, y controles positivos y negativos que se suministran con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®.

« E1 kit HSV1 HSV2 vZV R-gene® permite el andlisis {Incluidos los controles) de 60 muestras.

3.2 Extraccién de ADN virico
« Los siguientes métodos de extraccién de ADN han sido probados y validados con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® {ref.: 69-0048):

o Instrumento MagNA Pure Compact

NucliSENS® easyMAG®

QlAcube

QlAamp® DNA Blood Mini kit (extraccion manual)
DNA EXTRACTION kit {extraccion manual)

QlAamp?® MinElute® Virus Spin kit (extraccion manual)
DNA/RNA EXTRACTION kit (extraccion manual)

Q00000

« El ADN diana presernte en la muestra y en el control de extraccién + inhibicién (IC2) se extrae utilizando uno de los méttldos de
extraccion validados citados anteriormente. ;

« La técnica usada por el DNA Extraction kit (ref.: 67-000) manual asocia las propiedades selectivas de union de los geles de silice con la
velocidad de microcentrifugacion. Primero se lisan la muestra y el control de extraccién + inhibicién (IC2) con proteasa, en un tampon
elegido para optimizar la capacidad de unién del ADN a fa membrana. La utilizacidn de las columnas de silice permite, tras el
recubrimiento del ADN, lavar eficazmente la muestra para eliminar los agentes contaminantes. Una vez realizada la elucién, gl ADN
purificado obtenido se puede utilizar para la amplificacion. .

3.3 Amplificacion y deteccion a tiempo real
» La amplificacién se realiza mediante el uso de la tecnologia de sondas de hidrélisis TagMan de la nucleasa 5 (patentes n.® 5210015,
5487972). La mezcla de amplificacién lista para usar incluye cebadores, dNTP, tampén de amplificacion, polimerasa Taq, sondas
especificas para los virus HSV-1, HSV-2 y VZV y los cebadores y la sonda especificos para el control interno (IC2), que deben someterse
también a todo el procedimiento de extraccidn (antes de |a lisis).

Las siguientes plataformas de PCR a tiempo real se han probado y validado con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® (ref.: 69-004B):
o LightCycler 1.0, LightCycler 2.0 y LightCycler 480 (System 11}
o Sistemas AppliedBiosystems 7000, 7500, 7500 Fast, 7500 Fast Dx, 7800, StepOne, ViiA™ 7 Real-Time PCR (con bloque
para placas de 96 pocillos y placas de pocillos Fast 86) :
SmartCycler 2.0
Rotor-Gene |
Mx3005P o Versant kPCR Molecular System AD !
o Sistema Dx Real-Time y sistema CFX96 '
I

» Las muestras extraidas se amplifican y detectan al mismo tiempo. i

—  El fragmento amplificado para el HSV-1 se encuentra en el gen US7. Tamafio del fragmento amplificado: 142 pares de bases.

— El fragmento amplificado para el HSV-2 se encuentra en el gen US2. Tamafio del fragmento amplificado: 177 pares de bases.

— Elfragmento amplificado para el VZV se encuentra en et gen gp19. Tamafo del fragmento amplificado: 114 pares de bases.l
Estandar de 4 puntos (QS1, QS2, QS3, QS4) que comprende entre 2000 y 2 ¢opias/ul de ADN estandar que incluye entre 20 000 y
20 copias de cada plasmido por PCR, utilizado para generar una curva estandar a partir de la cual se cuantifican las muestras
analizadas. Cada punto del estandar de cuantificacidn contiene tres pladsmidos especificos de cada virus.
Ei punto @S3 contiene 20 copias/uL de ADN estandar correspondiente a 200 copias de cada plasmido por amplificacion. Q83 permite
medir la carga viral de los tres virus mediante una curva estandar externa que se ha creado anteriormente con los 4| puntos
proporcionados. De este modo, los cuatro puntos no tienen que crearse cada vez que se realice una nueva operacidn (siempre y|cuando
se cumplan las condiciones descritas en el apartado “Estandar de cuantificacidén QS3”). También sirve de control positivo para la
deteccion cualitativa det HSV-1, el HSV-2 y el VZV.

El control de sensibilidad (SC) contiene tres plasmidos especificos para cada virus. La concentracidn es de 0,5 copias/ul de ADN
estandar que se corresponde a 5 copias/PCR. Este control (SC) se utiliza para comprobar el funcionamiento del kit con el iempo.

« Ademas, se incluye un control de extraccion + inhibicién (IC2) en el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®, ref.: 69-004B para comprobar,
comenzando por la fase de lisis, que cada prueba se ha extraido correctamente y no contiene inhibidores.

c o0

ATENCION: Los datos de funcionamiento proporcionados han sido validados y estan garantizados si el kit se
utiliza con las técnicas de extraccién y los instrumentos de amplificacion recomendados en la ficha
técnica (ver el apartado “Prestaciones”).

Para seguir la evolucion de |a carga viral de un paciente prueba tras prueba, es necesario que los
andlisis sucesivos de las muestras se realicen siguiendo exactamente el mismo protoc iy
mismas combinaciones de instrumentos de extracciénfamplificacion, 'Bra'_ ﬁlgé’a Eéb

Directofa Técnica
bioMerigux f
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4. Composicion del kit y condiciones de conservacién

Ficha lécnica: 1 ficha técnica facilitada en ef kif 0 que se puede descargar desde www.biomerigux.com/Aechlib

4.1 DNA EXTRACTION KIT
Numero de extracciones: 50

A Columna QlAGMPT MM rrss st ssas s resssesseesessescsseensssisssisssns
B Tubos derecogida (2 ML) ..o.vrvimirerrrsiireoiiinnessss s st srrrans s st
CF  TAMPON AL oo et e et et sr e s res e sreseen e et b s s sb bbb e e e e reee
D** Tampon AWT (Concentrado) ... s e
E  Tampén AW2 (CONCENTAdO) ....ccceiiiinicirrniiere s srrrersras srns s e e e s sere e ba s
F  oTampln AE  .ooooeicrririresnsiisisssas i s ene b ress s e ass s e s eea s sasa s s sanm e e
G*™* Proteasa QIAGENT ... et eseeeee et eseaeaseaeses s rsaseses st sssaseses st sessrresaeserereinese
H  Diluyente de 1a proteasad. ...t snsn s s s

. "y ***: consulte “Peligros y normas de seguridad™.

descongelacién sucesivas,

67-000

5x10
2x50
12 mL
19 mL
13 mL
12 mL
24 mg

4.2 Kit de detgccién y cuantificacién HSV1 HSV2 VZV R- e® £9-0048
+ Numero de pruebas: 180 (60/virys)

W0 Agua para la extraccion {grado de PCR).....ccccconmermmmnnccnnncvcnmemcininnms e 2 X 1,8 ML
IC2 Control interno 2 e teten et eraer e s sraan st s earanereben w11 mL
RO Agua para la amplificacién (grado de PCRY......ccocvcrmernvvimssnnnssmsssnneeee 1 X 300 WL
Qs1 Estéhdar de cuantificacién 1 HSV1+HSV2+VZV (2 000 copias/ulL) e 1 % 300 pL
QS2 Estandar de cuantificacién 2 HSVA+HSV2+VZV (200 copiasfpL).....ccumininiininn 1x 300 4L
(153 Estandar de cuantificacion 3 HSV1+HSV2+VZV (20 copias/ul) 1x300 4L
QS4 Estandar de cuantificacién 4 HSV1+HSV2+4VZV (2 coplas/l) ..., 1x300pL
SC Control de sensibilidad HSV1+HSVZ+VZV (0,5 copias/pl).......coiiiimnnninienes 1x300 pL
R1  Premezcla de amplificacion de HSV-1 € 1C2.. .o evrcrrncreceis s 2 X 450 L
R2 Premezcla de amplificacion de HSV-2 e IC2.....co e 2x450 pL

12 Premezcla de amplificacion de VZV e IC2

2 x 450 pL

Este kit se puede conservar anles y después de su apertura en un lugar seco a una temperatura de +2 °C/+8 °C hasta la fecha de
caducidad indicada en el envase, salvo la proteasa QIAGEN, que se mantiene estable durante 6 meses a temper
cuando estid liofilizada. Tras la reconstitucidn, debe conservarse en alicuotas a -15 °C/-31 °C para evitar la

atura ambiente
congelacion y

« Tras recibirlo, el kit {ref. 63-0048) debe conservarse, antes y después de abrirlo por primera vez, a -15 *C/-31 °C en !un lugar oscuro

hasta la fecha de caducidad.

|
« Antes y después de abrir el kit (ref. 69-004B) por primera vez, los estandares de cuantificacion (Q51,Q052,Q053, QS4), el controt de
sensibilidad(SC), el control intemo 2 (IC2) y el reactivo(W0)deben conservarse a -15 *C/-31 *C en la sala de [extraccién. Las
premezclas (R1, R2, F.1) y el reactivo (R0}eben conservarse a -15 °C/-31 °C en la sala reservada para la preparacién clie la premezcla.

5. Materiales y reactivos necesarios
5.1 Parala extraccié as muestras

5.1.1 Con el DNA EXTRACTION KIT (ref.: 67-000):
+ Etanol de 96-100%
» Centrifuga de mesa (6000 g - 12 000 g}
o Agitador tipo vértex
» Tubos de polipropileno para microcentrifugacion (1,5 mlL., 2 mL)
« Bafio maria (+56 *C)
» Micropipetas y puntas con filtro
« Guantes desechables

5.1.2 Con otros métodos de extraccion validados:
+ Siga las instrucciones del fabricante.

P
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5.2

1 kit i6n cuantitati 9-004B

. Mlcrop:pela (P20) y puntas con filtro estériles de 20 pL.

« Termocicladores sistema LightCydler 1.0, LightCycler 2.0, LightCycler 480 (System 11}, ABI 7000, AB} 7500, ABI 7500 Fast, ABI 7500 Fast
Dx, AB! 7900, StepOne System, ViiA™ 7 Real-Time PCR {con blogue para placas de 96 pocilis o placas de pocillos. Fast 96), sistema
Rotor-Gene, SmartCycler 2.0, Mx3005P, Versant kPCR Molecular System AD, sistema Dx Real-Time y sistema CFX96.

+ Centrifuga de carrusel LC para LightCycler, microcentrifuga de mesa {7000 ¢), centrifuga de placas para Applied Biosystems, Mx3005P o
Versant KPCR Molecular System AD. :

+ Guantes desechables. !
« Capilares, tubos o placas apropiados para cada instrumento de amplificacion en tiempo real validado con el kit HSV1 H5V2 VZV R—gene‘.
s Bloque frio adecuado para cada instrumento de amplificacién a tiempo real validado con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®. |
« Lampara UV. [
+ Estacion de trabajo o pantalla de plexiglas para la distribucién de muestras y premezclas. !

|
» Kit para crear archivos de compensacion de color: Colour Compensation r-gene® (ref.. 71-103) para la interpretacién de los resu!lados
obtenidos con LightCycler 2.0.

6.

Reconstitucion de los reactivos

Este paso hace referencia al uso del kit de extraccién de muestras: DNA EXTRACTION KIT (ref 67- 000)

6.1

6.2

6.3

6.4

Preparaclén de soluciones concentradas de proteasa
Afada 1,2 mL de diluyente de fa proteasa (H) a los 24 mg de proteasa liofilizada (G).

« Consérvela en alicuotas a -15 °C/-31 °C (evite la congelacién y descongelacién repetidas).

Preparacién de tampén Al {C
+ Consérvelo a +2 °C/+8 °C. l
« Mezcle bien el tampén AL (C) antes de su uso.
« No conserve la proteasa mezclada con el tampén AL (C).
« Para disolver cualquier precipitado que aparezca en el tampén AL (C), caliéntelo a +70 °C.

Preparacién del tampon AW1 (D)

» Consérvelo a +2 °C/+8 °C.

» El tamp6n AW (D} se suministra como concentrado. Antes de utilizarlo por primera vez, afiada 25 mL de etanol (96-100%} a 19 mL de
tampén concentrado. !
Preparacién del tampdn AW2 {E}

¢ Consérvelo a +2 *CH8 °C.

» El tamp6n AW2 (E) se suministra como concentrade. Antes de utilizarlo por primera vez, afiada 30 mL de etano! (96-100%) a 13 mlL de

7.2

P e —

tampén cancentrado. |
Peligros y normas de seguridad S ‘7

+ Este kil esta disefiado exclusivamente para uso /n vitro.El kit lo debe manejar personal cualificado de acuerdo con las buenas practicas
de laberatorio y las instrucciones de maniputacién para biologla molecular, I
» Leatodas las instrucciones antes de usar el kit. |

Peligr. no de sequrida nerales

Lleve un equipo de proteccidn, es decir: guantes desechables, bata, gafas de proteccion y mascarilla.

Evite cualquier contacto entre los reactivos y |a piel. Lave inmediatamente con abundante agua en caso de contacto. !

Las muestras se deben preparar en un espacio de seguridad biolégica. :

No pipetee nunca con la boca. |

No fume, coma ni beba en zonas que sean solamente de trabajo. !

Los reactivos sin usar deberan tratarse como residuos quimicos peligrosos y desecharse como corresponde. Deseche loslreactwos

usados, asi como cualquier otra material desechable contaminado, sigulendo los procedimientos para productos |nfecuosos 0

potencialmente infecciosos.

Es responsabilidad de cada taboratorio manipular los residuos y efluentes producidos segin su naturaleza y grade de pelngrosndad asi

como fratartos y desecharlos (0 encargar que se traten o desechen) de acuerdo con las normativas aplicables.

« Eltampén AW?2 y el disolvente de la proteasa contiene azida de sodio, que puede reaccionar con tuberias de plomo o cabre para
formar azidas de metal explosivas. Si se desecha cualquier Hquido que contenga azida de sodio por el sistema de tuberlas, deberé
dejarse correr agua por et desagile para evitar que se acumule.

Peligros y normas de seguridad para biologia molecular I
+ Para los procedimientos de amplificacién se necesitan técnicas muy desarrolladas para evitar et riesgo de contaminacién de las
muestras i
Las fases de preparacion de reactivos, preparacién de muestras y amplificacién deben desarrollarse en zonas de trabajo
separadas. Los movimientos en el laboratorio deben ir en una direccién solamente: de la zona de preparacién de reactwos ala
zona de amplificacién. Asigne un juego de batas de {aboratoric y pipetas a cada 2ona. No introduzca nunca un, ' producto
amplificado en las zonas de preparacién de reactivos o0 muestras. i
Las pipetas empleadas para manfpular las muestras se deben reservar para este fin solamente. Estas pipetas deben ser plpetas de
desplazamiento positivo o pipetas equipadas con puntas con filtro. Todas las puntas deben estar esterilizadas.
- . Las pipetas empleadas para preparar y distribuir los reactivos se deben reservar también para este fin sofamente. Los reaclwos
requeridos para la amplificacién deben alicuotarse para que se usen en un (nico experimento.
Los tubos con distintas muestras y distintas premezctas de amplificacién no se deben abrir nunca aQ.f BeRa,,
Las muestras usadas se deben reservar exclusivamente para este analisis. Dl’rg

—
m—
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No utilice los reactivos después de la fecha de caducidad indicada en las etiquetas.

No mezcle reactivos de diferentes lotes o kits de otros fabricantes.

Los reactivos deberdn descongelarse completamente a temperatura ambiente antes de iniciar a prueba.
Se recomienda usar un bloque frio {(+2 °C/+8 °C) para manipular los reactivos y las muestras.

21091E -

las plataformas de amplificacion y los sistemas de centrifugacidn respetando las recomendaciones del fabricante.

Para obfener informacitn mas detallada, consulte la ficha de datos de seguridad de! producto, que puede descargar en
www.biomerieux.com/techlib,

7.3 Peligros y ngrmas de sequridad para determinados reactivos
« Tampdn AL {C) y tampdén AW1 (D) del kit ref.: 67-000
Las sales caotropicas no son compatibles con los agentes desinfectantes que contienen lgjia.

* Tampén AL (C)
Palabra de advertencia: ATENCION:

Indicaciones de peligro
H315: Provoca irritacion cutanea.

H317: Puede provocar una reaccion alérgica en |a piel.
H319: Provoca irritacidén ocular grave.

Normas de precaucion

P280: Llevar guar{teslprendaslgafasfméscara de proteccién.
P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos.
lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.

P302+P352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua y jabén abundantes.

« Tampoén AW1 {D}
Palabra de advertencia; ATENCION:

Indicaciones de peligro

H302/H332: Nocivo por inhalacion y por ingestion.
H315: Provoca irritacién cuténea.

H319: Provoca irritacion ocutar grave.

Normas de precaucion

P280: Llevar guantes/prendas/gafas/imascara de proteccion. '

P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS QJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos
lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.
P302+P352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua y jabon abundantes.

]
+ Proteasa {G) del kit ref.: 67-000
Palabra de advertencia: PELIGRO

Indicaciones de peligro

it

H315: Provoca irritacion cutanea.

H334: Puede provocar sintomas de alergia o asma o dificultades respiratorias en caso de inhalacion.
I

Normas de precaucion

P261: Evitar respirar el polvo/el humofel gas/la nieblaflos vapores/el aerosal.

Efectie siempre las tareas de mantenimiento preventivo en las estaciones de trabajo, los dispositivos para la extraccién a

es — 2015/10

D

utomalizada,

Quitar las

Quitar las

P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS QJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las

lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.
P342+ P311: En caso de sintomas respiratorios: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico.

Evite cualquier contacte entre los reactivos y la piel. Lave inmediatamente con abundante agua en caso de contacto. Use guantes al
manipular los reactivos.
Para obtener mas informacion, consulte la hoja de datos de seguridad de materiales.
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8. Controles y estandares de cuantificacién

530 nm = el canal de lectura “FAM™" o "Green’u otro,dependiendo de la plataforma de PCR a tiempo real. Para simpliticar fa
solo se utiliza e término "530 nm”.

560 nm = el canal de lectura "VIC™" “Hex™" i ofro, segun las plataformas de PCR a tiempo real. Para simpiificar las fnsrruccr'onps, sofo se
utiliza el teérmino “560 nm”. ‘

CT = Crossing Threshold para la mayoria de las plataformas de PCR a tiempo real o CP (Crossing Point} para la gama de instrumentos
LightCycler. Para simplificar las instrucciones, solo se utiliza el término "CT".

ATENCION: respete el orden con el que se afiaden las muestras y los controles. (Ver el apartado “Preparacion de la amplificacién®).

8.1 Estandares de cuantificacién internos (@81, Q52, Q53, QS4)

» Es necesario el uso de la gama de estandares de cuantificacion internos para la cuantificacion de muestras.
+ Los estandares de cuantificacion se usan para generar una curva estandar a partir de la cual se calcula la carga viral. ‘
» Cada punto del estandar de cuantificacion contiene tres plasmidos especificos de cada virus. }
» La gama de estandares de cuantificacion va desde fas 2000 copias/L (Q51) hasta las 2 copias/pl (QS4).
« Los estindares de cuantificacion deben designarse como "esténdar”, y sus valores deben introducirse cuando las muestras se
registran en el software para el andlisis de los resultados.
« Lectura de sefial a 530 nm.
R Estandar de cuaptificacién (QS3) }
« El estandar de cuantificacién QS permite importar la curva estandar creada en la primera operacién. |
s La importacion de la curva estandar por medio del Q83 solo es posible si se usan kits HSV1 HSV2 VZV R- gene® con el mismo nimero
de lote. El periodo que transcurra entre la operacién que define la curva estandar con los cuatro estandares de cuantificacion y la
operacién en la que se use la curva estandar importada no debe superar los 3 meses.
« Los sistemas Applied Biosystems 7000, 7500, 7500 Fast, 7500 Fast Dx, 7900, StepOne, ViiA™ 7 Real-Time PCR, el s:stema Dx Real-
Time, el sistema CFX 96 Real-Time, Mx3005P y Versant kPCR Molecular System AD no permiten importar la curva estandar
s Lectura de sefial a 530 nm. ‘

Nota: en caso de tratarse de una deteccion cualitativa dnicamente, Q83 sirve como conlrol positivo para verificar el correcto desarroﬂo de ia
fase de amplificacion.

8.3 Control de sensibilidad (SC)

» Ei control de sensibilidad (SC) permite validar el funcionamiento del ensayo a lo largo del tiempo.

« El control de sensibilidad {SC) contiene tres plasmidos especificos para cada virus.

« El control de sensibilidad se amplifica con la premezcla de amplificacion (R1, RZ o « ) de acuerdo con el virus buscado en el
experimento.

Analizado de manera sistemética, el control de sensibilidad (SC) equivale a una muestra ligeramente positiva. Por ello, ocasionalmente
podria dar un resultado negativo. !

« | ectura de sefial a 530 nm. ‘

8.4 Controles de extraccién + inhibicién !
8.4.1 Control de extraccion + inhibicion de muestras (IC2sample) |

« Este control consiste en un control interno (IC2) que se agrega a las muestras de los pacientes, se extrae y amplifica para verificar la
eficacia de la extraccién y detectar la presencia de posibles inhibidores. ‘

» Lectura de sefial a 560 nm.

2 Control de extraccién + inhibicién de referencia {IC2W0}

» Este controf consiste en un control interno (1C2) que se agrega al control de extraccion negative (W0), se extrae y amphﬁca al mismo
tiempo que las muestras de pacientes para obtener una referencia (IC2W0). Debe compararse con los resultados del control de
extraccién + inhibicidén de las muestras del paciente (IC2sample). ,

« Lectura de sefal a 560 nm. !

= Los valores de CT (Crossing Threshold) de estos dos controles IC2W0 e IC2sample a 560 nm se pueden comparar para evaluar [a
eficacia de la extraccion y detectar la presencia de posibles inhibidores. |

I
8.5  Controles neqgatives
8.5.1 Control negativo de extraccién + amplificacion (IC2W0}) |
« Este es exactamente el mismo tubo que el que se describe en el apartado “Control de extraccion + inhibicién de refefencia” . Sin
embargo, cuando se analiza a 530 nm, este contrel hace patente la ausencia de contaminacion durante la extraccion y amﬁliﬁcacién.
s Lectura de sefial a 530 nm, ‘
8.52 Control negativo de amplificacién (R0) ‘
+ El control de negativo de amplificacién consiste en el reactivo (R0} amplificado en la mezcla de reaccion de amplificacion (R1, R2 o R3)
segun el virus deseado.
» Este control hace patente la ausencia de contaminacién durante la amplificacién. |
« El uso de este control es opcional.

= Los valores de CT (Crossing Threshold) de estos dos controles R0 e IC2W0 a 530 nm se pueden comparar para identificar la fase
del experimento en la que ha ocurrido la posible contaminacion.

(DNY 28,967,514
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9. Obtencidn, transporte y preparacion de las muestras L
Las muestras deben recogerse siguiendo las instrucciones del laboratorio. T

9.1 TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS !
» Las muestras se deben transportar segun las normativas locales aplicables para el transporte de muestras biologicas po'ltencialmente
infecciosas.
« El laboratorio debe transportar y tratar fas muestras en el menor iempo posible (preferiblemente, en 24 horas).

|
9.2 RECOGIDA DE MUESTRAS I

9.2.1. Muestras de LCR
» El LCR se obliene siguiendo las condiciones habituales de punciones lumbares. 1

» Si se envian al laboratorio muestras de LCR congeladas en hielo seco, deben conservarse a -15 °C/-31 *C o preferiblemente a
-78 °C/-82 °C. '

10. Protocolo de extraccién de muestras _

ATENCION: Antes de comenzar el procedimiento de extraccion, asegurese de que las muestras descongeladas y los re:activos
IC2 y W0 se han mezclado bien.

101  DNA EXTRACTION KIT (ref.: 67-000 + IC24W0)}
* Equilibre las muestras IC2 y W0 hasta alcanzar una temperatura de +18 °C/+25 °C.
» Equilibre el tampén AE (F} hasta alcanzar una temperatura de +18 °C/+25 °C. ]
« Asegurese de que el tampon AW1 (D), el tampén AW2 (E) y la solucion concentrada de proteasa han sido reconstituidos de acuerdo
con ias instrucciones de 1a secciéon "Reconstitucién de los reactivos”. |
» Para disolver cualquier precipitado que aparezca en el tampon AL (C), caliéntelo a +70 °C. \

| En |a sala reservada para la extraccién de muestras ] ]
i
|
3

+ Todos los pasos del centrifugado deberan desarrollarse a temperatura ambiente.

10.1.1 Lisis |
« Preparar e identificar (en la tapa) el mismo nimero de tubos de microcentrifugado de 1,5 mL que el nimero de mueslras que se vayan
a analizar. Afiada UN tubo para la extraccitn de la mezcla de WO + 1IC2,

« Caliente al bafio maria hasta los +56 °C.

¢ Pipetee 200 pl de tampdn AL (C) en el fondo de cada tubo de microcentrifugacién de 1.5 mi. previamente identificado.

+ Afiada 20 uL de proteasa.

« Afdada 10 pl de control interno (IC2).

» Afiada 200 pL de WO en el tubo identificado para |a mezcla de WO+IC2.

« Afiada 200 L de muestra en los tubos identificados para |as muestras. Puede afiadir PBS a la muestra si el volumen de la muestra es
inferior a 200 pL. En este caso, el resultado obtenide solo serd cualitativo. 1

« Mezcle la muestra agitando durante 15 segundos. Para garantizar Ia eficacia de la lisis, es esencial que la muestra se mezcle bien
hasta alcanzar una solucién homogénea. '
e Incube a +56 *C durante 10 minutos. '

« La lisis estd completa tras 10 minutos de incubacién. Una incubacién méas prolongada no afecta al rendimiento o a la calidad del ADN
extraido. Los posibles agentes infecciosos podrian desactivarse al incubar las muestras a +85 °C durante 15 minutos tras Ia fase de
lisis. No obstante, una incubacion prolongada a esta temperatura puede degradar el ADN.

» Centrifugue brevemente los tubos para eliminar cualquier gota del interior de las tapas.

+ Afiada 200 pL de etano! de 96-100% a cada tubo y mezcle agitando durante 15 segundos.

« Centrifugue brevemente los tubos para eliminar cualquier gota del interior de las tapas.

« Aplique cuidadosamente cada muestra a una columna QiAamp® en un tubo de 2 mL sin mojar el borde.

« Cierre cada columna para evitar la contaminacidn ¢ruzada entre muestras y centrifugue a 6000 g durante 1 minuto. Si la solucion no ha
traspasado por completo la membrana, centrifugue de nuevo hasta que la columna quede vacla. |

» Coloque las columnas en un tubo limpio de 2 mL y deseche los tubos que contienen filtrados. |{

10.1.3 Lavado
s Abra con cuidado las columnas y afiada 500 pL de tampdn AW1 (D). Cierre las columnas y centrifugue a 6000 g durante 1 mmuto
« Coloque las columnas en un tubo limpio de 2 mL y deseche los tubos que contienen filtrados. |
» Abra con cuidado las columnas y afiada 500 L de tampon AW2 (E).
« Cierre las columnas y centrifugue a maxima velocidad (12 000 g) durante 3 minutos.
» Coloque las columnas en un tubo limplo de 2 mL (no suministrada) y deseche los tubos que contienen filtrados.
« Centrifugue durante 1 minuto a méxima velocidad. Esle paso elimina cualquier residuo del tampén AW2 (E) en las columnas durante la

deceleracion de la centrifugadora o cuando las columnas se retiran del rotor.

+ Coloque cada columna en un tubo limpio e identificado de 1.5 mb. (no suministrado) y deseche los tubos que contienen filtrados.

10.1.4 Elucién
+ Abra con cuidado las columnas y afiada 50 pL de tampdn AE (F).
» Cierre las columnas e incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
+ Centrifugue a 6000 g durante 1 minuto.
« E{ ADN extraido se encuentra en el eluido.
El ADN extraido pemanece estable durante un afo si se conserva a -15 "C/-31 °C.

10.1.2 Carga de la columna i
{
|
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10.2 INSTRUMENTOS DE EXTRACCION y KITS VALIDADOS CON HSV{ HSV2 VZV R-gene®

Estos instrumentos de extraccién deben someterse a un mantenimiento periddico por parte de personal cualificado respetando
recomendaciones del fabricante. i

Muestra de la Tipo de muestra Volumen de
instrumentos Kit prueba Protocclo 2 elucién
Muestras de LCR, i
QIAamp® DNA Blood LBA, oftalmolbgicas,
Mini Kit ginecoldgicas, ORLy
cutdneas
QlAamp®™MinElute®
Virus Spin Kit* LCR
g Muestras de LCR,
QiAamp® DNA Blood e LBA, c;t;!g!molo%iaal.& |
07 K ginecoldgicas,
Mini Kit 2 s ¥ Blood and body !
QlAcube o fluid spin protocol S0 L.
— v '
QlAamp ™MinElute® + LCR 3
Virus Spin Kit* £ |
]
2 !
E .
MagMNA Pure Compact o '
MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation = LCR Tomlqrgs_‘:’&gsma 50 pL.
Kit § g— i
[=)
™~ i
. NucliSENS® . :
NucliSENS® easyMAG®* easyMAG® Reagents* LCR Generic 50 pL.
i

*  Para utilizar los kils HSV1, HSV2, VZV R-gene® y Enterovirus R-gene® simultaneamente, aflada 10 pL de 1IC1 + 10 pL de IC2 a la
muastra. :

1. _I?Qtocold-dg_d_egepcién y-cuant_iﬁ_cacién Real-Time PCR

Nota: para simplificar las instrucciones, el dispositivo que confiene la mezcla de reaccidn para amplificacién se denominaré “tubo ",

i
ATENCION: Para seguir la evolucién de la carga viral de un paciente prueba tras prueba, es necesario que los anallsis
sucesivos de las muestras se realicen siguiendo exactamente el mismo protocolo y con las mismas

Para determinar los reactives y el nimero de tubos de amplificacién necesarios para el expenmenlo
- Compruebe si el experimento requiere la creacion de una curva esténdar {ver el apartado "Estandar de cuantificacién (Q§ 1.
- Defina los parametros viricos deseados.

Planificacion:
I tubo por muestra y por virus buscado. |
104 tubos por cada curva estdndar de HSV-1 yfo HSV-2 ylo VZV importada o creada.
1 tubo para el Q33 como control positivo en caso de una deteccion cualitativa. I
1 tubo para el control de sensibilidad {SC) de cada virus buscado. !
4 tubo para el control de extraccién + inhibicién de referencia también utilizade come control negativo de extracc:én +
amplificacién (IC2WO0).

- Cuando se use UNG, consulte los protocolos y programas dascritos en la ficha técnica del producto {ref. 65-001). ’

- Para los instrumentos de amplificacién del sistema Dx Real-Time y del sistema CFX 96 Real-Time, ulilice placas transparentes
(ref.: HSP9601) con tapones Opticos (ref.; TCS0803).

- Para el instumento de amplificacién LightCycler 480 System I, ulilice placas blancas LightCycler 480 Muldweﬂ Plata 96
{ref.: 04729692001).

|

9/23
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11.1 PROGRAMAI
Independientemente de fa plataforma de PCR a tiempo real que se use, introduzca el siguiente programa de amplificacion:

21091E - és —2015/10

\ (S

Atencion:con Mx3005P ¢ Versant kPCR Molecular system AD, ajuste la duracién de la fase de desnaturalizacion a 20 seglundos.

#5-" ﬁ'\.rarsant KBCR.

,MolecuiarSystern @# CF-XIQG f" Ty
L Ty X

Fases . . }] . Dliracié;ﬁ “Temperatira
v o o AD ]

Desnatura 10s i
lizacién 20s 9% °C - - - - - - -
Amplificacion para Mx3006P 45 |
FAM —
Hibridacion 40s 60 °C 530 | 530-560 Cy3 FAM-VIC  [Green-Yellow FAM-HEX ‘ FAM-HEX
Al final de la hibridacién |

B |
I ATENCION: Para detectar simultaneamente los virus HSV-1, HSV-2, VZV ylo enterovirus, utilice el programa de
amplificacién descrito en la ficha técnica del kit Enterovirus R-gene® {ref.: 69-0058). \

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

Nota 2: En LightCycler 1.0 y 2.0, ajuste el pardmetro “seek temperature” a 60 °C al programar.

Nota 3: En Ligl_]htCycler 2.0, es INDISPENSABLE utilizar un archive de compensacién de color para interpretar los resultados.
Comprobar que este archivo siga siendo valido (consultar la correspondiente ficha técnica) y se ha creado y registrado en
el software de gestién LightCycler 2.0 utilizando el reactivo R-gene®Colour Compensation (ref.; 71-103). ‘

Nota 4: En Lig'htCycler 480, existen dos sistemas dpticos: solo "System II" es compatible con el kit HSV1 HSV2 vZV ‘
R-gene®. El System |l incluye una compensacion de color automatica en su software.

Nota 5: En los instrumentos Applied Biosystems, seleccione "none” en “passive reference” . |

Nota 6: En Rotor-Gene, calibre la sefal haciendo clic en “gain oplimisation” .

Nota?:  En Mx3005P o Versant kPCR Molecular System AD, seleccione “none” en “Reference Dye” .

Las hofas de ayuda en ia programacion y el andlisis se pueden descargar, por lipo de instrumento, en www.biomerieux.com/techlib.
11.2 PREPARACION DE LA AMPLIFICACION

| | En la sala reservada para la amplificacion ‘

Antes de cada uso:,
- Los reactives deberan descongelarse completamente a temperatura ambiente antes de iniciar la prueba. 1
- Mezcle cada reactivo (agitando durante 2 segundos o con sucesivos pipeteos) y luego centrifuguelos brevemente,

- Asegurese de que el blogue enfriador se ha descontaminado mediante ia exposicién a |uz ultravioleta durante 30 minutos. l
- Asegurese de que el bloque enfriador se ha refrigerado previamente a +2 °C/+8 °C.

Restablezca las premezclas de amplificacion (R1, R2, R3), los estandares de cuantificacion (QS) y el control de

ATENCION: Para Svitar todo lo posible la contaminacién, cierre los tubos cuando se haya completado la distribucién.
sensibilidad (8C) a -15 °C/-31 °C inmediatamente después de su uso. l

+ Homogeneizar con éhidado la premezcla de amplificacion con la pipeta (volumen a 15 pL) para distribuir el mismo volumen en todos ios
tubos.
s Distribuya 15 uL de premezcla de ampiificacion en los tubos de amplificacién,

ATENCION: respete el orden en el que se afaden las muestras/reactivos.

o ARada 10 pL de cada muestra extraida en el tubo 1 que contiene ia premezcla de amplificacion correspondiente al virus buscada.
o Aitada 10 pL del control de sensibilidad (SC) en el tubo correspondiente (ver el apartado “Controles™).
o Afiada 10 pL a cada estandar (de Q54 a QS1) por cada tubo que caontenga la premezcla de amplificacion correspondiente al virus
buscado (ver el apartade “Controles”).
o Aftada 10 L de la mezcia de IC2+W0 extraida en el tubo correspondiente. Este tubo es el control IC2W0 (ver el apartado
“Controles” ).
s Centrifugue los tubos con el instrumento correspondiente antes de transferirlos al termociclador.

11.3  EJECUCION DEL PROGRAMA HSV1 HSV2 VZV R-gene®

« Ejecute el programa de amplificacion que se describe en el apartado “Programa”.
« Defina las muestras y los controles.
» Para la cuantificacion de HSV-1, HSV-2 yio VZV, introduzca los siguientes valores para el estandar de cuantificacién (copias/mL):

> 3

L

e ey
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Cuantificacidn
Extraccion de 200 pl

Efuekdn en 50 pt

{coplas/mL)

Qs1 500 000
QS2 50 000
Qs3 5000
QsS4 500

DA D
12./Analigis de los resultados o
Las hojas de ayuda en la programacion y el andlisis se pueden descargar, por tipo de instrumento, enwww.biomerieux.com/ftechlib. L
Nota: 530 nm = ef canal de leclura "FAM" o “Green’u olro,dependiendo de la plataforma de PCR a liempo real. Para simplificar las

instrucciones, solo se uliliza el término 530 nm",

560 nm = el canal de lectura “VIC", "Hex" u ofro, segun la plataforma de PCR a tiempo real, Para simplificar las instrucciones, solo se
utitiza el término “560 nm".

ANATISIS DE.LOS.RESULTADOS'CON LIGHTCYCLERG 0 Rl
+ Use el método Fit Points en el modo Arithmelic en 2 puntos de valoracion.
» Desplace la linea de umbral {roja) de modo que atraviese tedas las curvas de fluorescencia de las muestras en su parte lineal, por
encima del ruido de fondo.
NOTA; Siuna linea recta no cruza todas las curvas en la parte lineal al mismo tiempo, repita 1a operacién tantas veces como sea

necesario para conseguir un CP para cada muestra.
» Para cada muestra positiva se catcula un Crossing Point {CP) a 530 nm.

« Para cuantificar las muestras, utilice et método “Second Derivative maximum® en el mode Arithmetic.
« La concentracién calcutada para HSV-1, HSV-2 o VZV aparece en la columna Calculated (Copies/mL).

(122 ANALISIS DE LOS RESULTADOS CON LIGHTCYCLER 2.0 .

« El andlisis de ta diana viral se debe realizar en e modo Absolute Quantification a 530 nm.
« El control de extraccién + inhibicién se debe analizar en el medo Absclute Quantification a 560 nm tras activar (pestafia Golour
Compensation) el archive de compensacién de celor (Colour Compensation r-gene®, ref.: 71-103).

« Apligue primero el método Fit Points para la interpretacion cualitativa (identificacién de muestras positivas).

« Desplace la linea de umbral {roja) de modo que atraviese todas las curvas de fluorescencla de las muestras en su parte lineal, por

encima del ruido de fondo.

NOTA: Siuna linea recta no cruza todas las curvas en la pare lineal al mismo tiempo, repita la operacion tantas veces como sea
necesario para conseguir un CP para cada muestra.

« Para cada muestra positiva se calcula un Crossing Point (CP) a 530 nm.

« Después, para cuanlificar las muestras, seleccione el modo Automated F” max (segundo métedo derivative).
« La concentracién calculada para HSV-1, HSV-2 o V2V aparece en la columna Conc {Copias/mL).

« Los controles de extraccién + inhibicién se analizan comparando e! valor de CP calculado para cada control de extraccion + inhibicion
{IC2sample)con el valor de CP def control de extraccién + inhibicidn de referencia (IC2W0) a 560 nm.

[12.3@WANALISISDE LOS'RESULTADOS 'CON LIGHTCYCLER'480°(Syatem H)E% A< . ot™ Ly F Tl -0 a7 o ‘ |
« Active la compensacién automatica FAM — HEX en el LC480 (System 1I).
« La diana viral se analiza en el mode Absolute Quantification a 530 nm (FAM).
« El control de extraccién + inhibicién se analiza en el modo Absalute Quantification con 560 nm (HEX).
» Para cada muestra positiva se calcula un Crossing Point (CP) a §30 nm,

« Los controles de extraccion + inhibicidn se analizan al comparar el valor CP calculado para cada control de extraccién + inhtbicién
{(1C2sample) con el valor CP del control de extraccién + inhibicién de referencia (IC2W0} a 560 nm (HEX).

|12.4- - ANALISIS DE LOS RESULTADOS CON SMARTCYCLER 2.0 ! |

s La diana viral se analiza en el modo FAM a 530 nm.

« El control de extraccién + inhibicién se analiza en ef mode Cy3 a 560 nm,

« Para cada muestra positiva, se calcuta un Crossing Threshold (CT) a 530 nm (FAM Ct).

« La concentracién calculada para HSV-1, HSV-2 o VZV aparece en la columna FAM Std/Res Green.

« Los controles de extraccién + inhibicidén se analizan comparando el valor de CT calculado para cada control de extraccidn + inhibicion
{IC2sampte) cen el valor de CT del control de extraccion + inhibicidn de referencia (IC2W0) a 560 nm (Cy3 Ct).
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O SIRE SUNADOS CONVASERE LIS UE TE WS

« Compruebe que none estd seleccionado en el campo Passive reference, ya que las premezclas R1, R2 y R3 del kllHSV1 HSV2
VZVR-gene® no contienen flusrocromo de referencia pasiva.

+ Las muestras se analizan de la misma forma tras seleccionar el detector FAM R-gene en el campo Detector/target.

¢ Ajuste la linea de umbral manualmente hasta situarla en una posicion en la que atraviese cada curva de amplificacion en su parte
lineal. El objetivo de este paso es identificar muestras positivas para las que se calcula el CT. Las muestras negativas se def nen como

Undetermined en ta columna CT, |

» Los controles de extraccion + inhibicién (IC2sample e IC2W0) se analizan de la misma forma tras seleccionar el detector VIC R-gene
en el campo Detectorftarget.

» Para cuantificar las muestras, regrese al modo lingal. ‘l

» La concentracién calculada para HSV-1, HSV-2 o VZV aparece en el informe editado e impreso al final de cada experimento.

» Los controles de extraccidon + inhibicién se analizan comparando el valor de CT calculade para cada control de extraccié;n + inhibicion
(IC2sample) con el valor de CT del control de extraccién + inhibicion de referencia (IC2W0) a 560 nm. [

e La diana viral se analiza en el modo Cycling A Green a 530 nm. [
+ El control de extraccion + inhibicion se analiza en el modo Cycling A Yellow a 560 nm, , |

e La linea de umbral debe ajustarse en el modo Linear Scale tras seleccionar Dynamic tubes y Slope Correct™. |
e La concentracion calculada para cada muestra aparece en la columna Calc Conc (copies/ml) en la ventana Quant. Results
Cycling A Green. |

¢ Los controles de extraccién + inhibicion se analizan comparando el valor de CT calculado para cada control de extrac{:ién + inhibicidn
(IC2sample) con el valor de CT del control de extraccion + inhibicion de referencia (IC2W0) a 560 nm. |

* Consulte el manual de usuario del termociclador.

« Compruebe que se ha seleccionado none en el campo de reference dye, ya que las premezclas del kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® no
contienen fluorocromo de referencia pasiva. ‘

« La diana viral se analiza al inhabilitar el botén Hex.

« El control de extraccion + inhibicion se analiza al inhabilitar el botdén Fam.

« La linea umbral se debe ajustar al modo Linear scale.

« La concentracién caleulada para MSV-1, HSV-2 o VZV aparece en la columna Quantity (copias) en la ventana Quént de la tabla
resumen.

« Los controles de extraccion + inhibicién se anafizan comparando el valor de CT calculado para cada control de extraccion + inhibicién
{IC2sample) con el valor de CT del control de extraccion + inhibicién de referencia (IC2ZW0) a 560 nm.

« Ladiana viral se analiza dejando marcado el botén FAM en la pestafia GUANTITATION,

e  5ies necesario, ajuste manualmente la linea de umbral a una posicién que atraviese cada curva de amplificacicn al ﬁna| de la fase
exponencial. El objetivo de este paso es identificar muestras positivas para las que se calcula el CT. Las muestras negativas se
definen como N/A en la columna CT. Para cada muestra positiva, la concentracién calculada aparece en |a coIUmna STARTING
QUANTITY (SQ) en las pestafias QUANTITATION y QUANTITATION DATA.

. Los controles de extraccidn + inhibicién (IC2sample e IC2W0) se analizan de fa misma forma tras seleccionar el detectpr HEX.

13. Validacion e interpretacion de los resultados -~ © ]
13.1  VALIDACION DE LA PRUEBA I
ATENCION: El experimento solo es valido si se cumplen todas las condiciones que se especifican a continuacién. |

Sino es asi, el experimento completo (incluidas todas las muestras, controles y estandares) debera repetirse.

Nota: CT = Crossing Threshold para la mayoria de las plataformas de PCR a tiempo real o CP (Crossing Point) pézra la gama de
instrumentos LightCycler. Para simplificar las instrucciones, solo se utiliza el término “CT".
I

1* CONDICION: IC2WO0 no debera dar ninguna sefial detectable (CT) a 530 nm. |
2* CONDICION: IC2W0 debe ofrecer una sefial {CT) menor o igual a 32 ciclos a 560 nm. '
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32 CONDICION: - In
deben estar comprendides entre los valores que figuran en la siguiente tabla.
- Interpretagién cualitativa: el valor de CT para el QS3, que sirve como control positivo, debe encontrarse entre los
ciclos a 530 nm.
| _ DETECCION CUANTITATIVA . S " DETECCION CUALITATIVA®:
e i A Sy -
L ' : Tengencle/eficacia requeridas. 1 :
. /Instrumentos CTQS3 [Tg curva estandarse analiza | La curva esténdar se crea parala | | crass
|.._para cada exparimento. ._posterior importacién e oo
LightCycler 1.0 -4,339 < Tendencia < -3,103
LightCyclor 2.0/ LightCycler 480 1,7 < Eficacia < 2,1
-0,322 < Tendencia < -0,230
SmartCycler 2.0 -
-4,339 < Tendencia* <-3,103 31-35
31-35 — '
Rotor-Gene ciclos 0,7 < Eficacla < 1,1 ciclos
Applied Biosystemns -4,339 < Tendencia <-3,103
Mx3005P o Versant kPCR Molecular _ .
System AD 0,7 < Eficacia < 1,1 No aplicahle
stema Dx Real-Time y sisterna 0.7 < Eficacia < 1.1
~X96 ' !
]

* En ef SmartCycler, ia tendencia del CT de /a linea de regresion = f(Log {concentracién)} se obtiene haciendo clic con el botén derecho del

raton en el gréfico y seleccionando "Transpose X and Y axes”.

=>Si se cumplen todas estas condiciones, 10s resultados obtenidos con las muestras son validos.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

13.2

s Cada resultado de una muestra debera analizarse de forma individual.
« Semuestra un valor de CT para cada muestra positiva.

Si no se puede caleular el valor de CT, se considera que la muestra es negativa, esta inhibida y/o se ha extraido mal.

Control (’Ie,extrhcclén CT [IC2sample]s CT {IC2W0] + 3ciclos CT [iC2sample]>-CT [IC2W0] + 3ciclos
+ Inhibiclén . i . ‘ st
(ICZsa@h) Muestra NO INHIBIDA y correctamente extraida Muestra INHIBIDA y/o mal extraida
B _ . }
£ ‘Muestra CT caiculado CT no calculado CT calculado CT no calculado

Interpretacion
cuantitativa de HSV-1,

Patogeno detectado
Cuantificacion validada

Patdgeno no detectado

Patgeno detectada
Rehacer cuantificacién

Resultado no véulido

HSV-2, VZV
Interpretacion
cualitativa de HSV-1, Patdgeno detectado Patdgeno no detectado Patégeno detectado Resultado no vélido
HSV-2, VZV
ATENCION: En caso de muestra negativa: o -
-_— Curvas de ampli!icaﬂ:iﬁg___ i

NOTAS IMPORTANTES:
Para la interpretacion de los resultados, se aconseja expresar el resultado de la cuantificacién en

logaritmo base 10 {logio).
En el caso del seguimiento de un paciente, dos resultados de cuantificacion se consideran significativamente diferentes si los

Si la pendiente de la curva genera una caida en la fluorescencia final (2 50%})
comparada con la fluorescencia final de [C2WO (ver la figura contigua), es
posible una leve inhibicién. Sugerimos volver a extraer y analizar la muestra.

expresados en logse (copias/mL de muestra) difieren en al menos 0.5 logie.

Esta interpretacion solo se aplica si los dos resultados de cuantificacién se obtuvieron mediante el mismo métedo d rapGhn & Mg

instrumento de PCR a tiempo real. TR n

Es imprescindible comparar los resultados obtenidos con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® con otros resultados de pruebameﬁamaambiﬂlﬁei%%\
g

para definir el estado viral de cada paciente.

APQDERADO
DNI 28.167.514
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14. Guia de Problemas / Soluciones ) S
144  AUSENCIA DE SENAL DE FLUORESCENCIA EN MUESTRAS POSITIVAS O CUANTIFICACION SUBESTIMADA

_CAUSAS POSIBLES —

La premezcla de amplificacién se ha
descongelado demasiadas veces.

La premezcla de amplificacién ha permanecido a
temperatura ambiente demasiado tiempo ¢ se ha

descongelado a una temperatura demasiado alta.

Problema con las condiclones de transporte y
almacenamiento de muestras en el laboratorio.

Desviacién de las condiciones de almacenaje y
caducidad del kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®
(ref.; 69-004 B).

« Siga las instrucciones del apartado “Composicidn del kit y condiciones de
conservacion”. Las premezclas no deben descongelarse mas de 7 veces.

+ Compruebe que las premezclas de amplificacién, los estandares de cuantificacion y
el control de sensibilidad volvieron a -15 *C/-31 °C inmediatamente después de su
uso.

Compruebe que las premezctas de amplificacion, los estandares de cuantificacién y
el contro! de sensibilidad se descongelaron a temperatura ambiente.

Use un bloque frio cuando prepare y distribuya las premezclas.

1
Véase el apartado 9 en el que se definen las condiciones Optimas {temperatura,
tiempo) para el transporte y almacenamiento.

Siga las instrucciones del apartado 4. El kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® (ref.. 69-004)
debe conservarse a -15 °C/-31 °C, protegido de la luz.

Problema durante la fase de extraccidn.

Compruebe que las muestras se hayan mezclado bien antes de realizar 1a extraccién.
Si se realiza la extraccién de forma manual con el DNA EXTRACTION KIT
(ref.: 67-000}, respete el numero de lavados y el tiempo de incubacion indicados en el
apartado 10.1.
Compruebe los materiales y protocolos que se han utilizado para extraer las
muestras.
El funcionamiento del kit solo esta validado para las extracciones que se déscriben
en €l apartado 10.

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

Error en la distribucién de reactivos y muestras.

Error de programacion.

Problema durante la fase de amplificacién.

Compruebe la calibracién de las pipetas.
Compruebe que se hayan utilizado los volimenes correctos.

Mezcle bien los reactivos y muestras antes de distribuidos en los tubos de
amplificacién,

1
Revise todos los parametros de programacion introducidos (canal de deteccion,
modo, nimero de ciclos, temperatura y tiempo).

Revise todas las fases relativas a la introduccion de las muestras.
Compruebe las concentraciones almacenadas de los estandares de cuantificacion.

!
Compruebe el rendimiento térmico del instrumento segin las recomendaciones del
fabricante.
Efectle siempre las tareas de mantenimiento preventivo del instrumento de PCR a
tiempo real segun las recomendaciones del fabricante.

Compruebe que los tubos estén cerrados y el anillo de fijacion del carrusel Rotor-
Gene® esté correctamente blogueado.

Error en el andlisis de tos resultados.

Error en la interpretacion de los resultados.

Compruebse el ajuste de la linea de umbral.

En el caso de un analisis basado en una curva estandar importada, compruebe que
la curva importada es valida.

1
Compruebe que se han cumplidc TODAS las condiciones de interpretacion i(ver el
apartado 13).
Con Applied Biosystems: compruebe que none esté seleccionado en el campo
passive reference.
Con LightCycler® 2.0: asegirese de que ios resultados obtenidos se corrigieron
utilizando un archive de compensacion de color valido previamente creado utilizando
el kit {ref. 71-103).
Compare e! resultado del control de extraccién + inhibicion (IC2sample) para la
muestra considerada sospechosa con el resultado del control de extraccion +
inhibicion de referencia (IC2W0) (ver el apartado 13.2). Diluir la muestra extraida, si
es necesario.

14123
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14.2 AUSENCIA DE SENAL DE FLUORESCENCIA EN MUESTRAS NEGATIVAS O CUANTIFICACION SOBRESTIMADA

MESKSFPH TBLESHRG AL By Ao o i 57 'SOLUCIONES © © - N
+ Siga las recomendaciones del apartado 7. TR

« Descontamine los bloques frios mediante una luz ultravioleta.

« Respete todas las recomendaclones del fabricante para la descontaminacién de
los dispositivos para la extraccién automalizada.

Las muestras, el kit y el material desechable solo deben ser manipulados por
personal cualificado.

Use el reactive RO incluido en el kit de forma paralela a las muestras extraldas
para identificar la fase en la que se produjo la contaminacién.

Contaminacién durante el experimento.

Compruebe la calibracién de las pipetas.
Compruebe que se hayan utilizado los volumenes correctos.

Mezcle bien los reactivos y muestras antes de distribuirios en los tubos de
amplificacion.

Error en la distribucién de reactivos y muestras.

Revise todos los pardmetros de programacion introducidos (canal de deteccién,
modo, nimerc de ciclos, temperatura y tiempo).

Revise todas las fases relativas a la introduccién de las muestras.
Compruebe las concentraciones almacenadas de los estandares de cuantificacion.

Error de programacién.

L 3

Compruebe el ajuste de la linea de ruido de fondo.

En el caso de un analisis basado en una curva estandar importada, compruebe que
la curva importada es valida.

Error en el andlisis de los resultados.

-

Compruebe que se han cumplido TODAS las condiciones de interpretacion (ver el
apartado 13}

Con Applied Biosystems: compruebe que none esté selecclonado en el campo
passive reference.

. . Con LightCycler® 2.0: asegurese de que los resultados obtenidos se corrigieron
Error en la interpretacién de los resultados. utilizando un archivo de compensacién de color valido previamente creado
utilizando el Kit {ref. 71-103).

Compare el resultado del contral de extraccién + inhibicién (IC2sample) para la
muestra considerada sospechosa con el resultado del control de extraccién +
inhibicion de referencia (IC2W0) {ver el apartado 13.2). Diluir la muestra extraida, si
es nacesario.

14.3 LAS MUESTRAS PARECEN TODAS INHIBIDAS

CAUSAS POSIBLES | SOLUCIONES

s Compruebe que las muestras se hayan mezclado blen antes de realizar la
extraccién.

s Si se realiza la extraccién de forma manual con el DNA Extraction Kit de R-
gene®ref.. 67-000), respete el numero de lavados y el tiempo de incubacion
indicado en la seccion “DNA Extraction Kit",

Problema durante |a fase de extraccion. « Compruebe los materiales y protocolos que se han utilizado para extraer las
muestras.

« El funcionamiento del kil solo esta validado para las extracciones descritas dn et
apartado "Protocoto de extraccién de muestras”.

« Efactie siempre las tareas de mantenimiento preventive de los dispositives para
extraccion automatizada conforme a las recomendaciones del fabricante. 1

« Asegurese de que todas las muestras analizadas incluyen el mismo lote de[ICZ
que el IC2WO0. :
+ Cada proceso de extraccién debe tener su propic IC2WO. |

El 1C2W0 no proviene del mismo proceso de
extraccion.
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l ATENCION: los datos de funcionamiento proporcionados estan validados y garantizados utilizando las combinaciones de
técnicas de extraccién y unidades de amplificacién recomendadas en la ficha técnica.

15.1 REPRODUCIBILIDAD INTRAANALITICA E INTERANALITICA DEL KIT HSV1 HSV2 VZV R-gene®

15.1.1 Reproducibilidad intraanalitica
La reproducibilidad intraanalitica del kit HSV1 HSV2 VZV CT medio | Pe8viacién | Coeficients da
R-gene® se analizé en un estudio realizado en diferentes esténdar | Variatin (%)
muestras de cultives de células positivos para HSV-1, HSV-2 o Concentrackén 1500 cp/mL 351 0.405 1.15%
VZV. El experimento se repitio 8 veces en el LightCycler 2.0 | deHsv-1en la 15 000 cpimL 31,58 0,189 | 0.60%
gt_efgsrg)s de la extraccion manual con el DNA Extraction Kit (ref.: muestra 150 000 cpimt 2768 0,008 0.35%
La tabla muestra los CT obtenidos como media para cada | concentracion 10 000 cpimL. 324 0921 0.37%
muestra. deHSV-2en Ia 100 000 cp/imt. 29.03 0,076 0,26 %

t
En funcién del nimerc de copias virales en la muestra, el uestr 000 0C0 cp/mlL 25,52 0.2 0.78 %
coeficiente de variacién oscil entre 0,35% ¥y 1,15% para H8V-1, 150 000 cp/ml 32.9 0,206 0,63 %
entre 0,26% y 0,78% para HSV-2 y entre 0,33% y 0,70% para | Concentracién -
VZV. Estos coeficientes de variacion muestran una buena | *meaen!? | 300000 /L 2.3 0188 0.70%
reproducibilidad intraanalitica del kit para los virus HSV1, HSV2 50 000 000 cp/mL 22,54 0.075 0,35 %
y VZV. i
. . . . Desviacien | Coeficiente de |

El mismo experimento se realizd con el parametro viral HSV-1 CTmedlo | “oersndar | variacion (%)
mediante la {écnica de extraccidn automatica MagNaPure : -
Compact. Concentracién de 1500 cpimL 3492 0.56% 163 %
La tabla muestra los CT obtenidos como media para cada RSV onla 15 000 cpimt. .84 0.2 084%
muestra. 150 000 cpimi 27,82 0,187 071 %
En funcidn del nimero de copias virales en la muestra, el
coeficiente de variacion oscilé entre 0,71% y 1,63%. Este
coeficiente de variacion muestra una buena reproducibifidad
intra-analitica del kit.

15.1.2 Reproducibilidad inter-analitica
l.a reproducibilidad inter-analitica del kit HSV1 HSV2 VZV :
R-gene® se analizé en un estudio realizade en diferentes CT medio | De8VIacion | Coeficiente de
muestras de cultivos de células positivos de HSV-1, HSV-2 o estandar | variacidn (%)
VZV. El experimento se repitio 7 veces en €l LightCycler 2.0 6n d 1500 cpimL 34,48 0,69 2,00 %
después de la extraccion manual con el DNA Extraction Kit | ““ffarticiod® Moo o Py -
(ref.: 67-000). muestra 150 000 cp/mL 27,31 042 1152 %
La tabla muestra los CT obtenidos como media para cada : : - -
muestra. Cor't_:gact;a:rlzg de 10 000 cp/mL 317 1,11 3,50 %

muestra 100 000 cpimL 28,2 11 3’90 %

En funcién del nimero de copias virales de la muestra, el

coeficiente de variacion oscilé entre 1,49% y 2% para HSV-1, entre 3,5% vy 3,9% para HSV-2. Estos coeficientes de vanacmn

muestran una buena reproducibilidad inter-analitica del kit,

15.2 SENSIBILIDAD ANALITICA DEL KIT HSV1 HSV2Z VZV R-gene®

La sensibilidad analitica del kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®, o el limite de deteccién, se evalué con diversas diluciones de

uestras

extraidas de paneles de QCMD de HSV-1 y VZV y de cultivos celulares de la cepa G de HSV-2 (ATCC® VR-734™). La extraccién de la
muestra se realizé con el DNA Extraction Kit (ref.: 67-000). Estas muestras contenian entre 10 y 1200 copias/mL de HSV-1, eﬁtre 10y
400 copias/mL de HSV-2 y entre 20 y 1 600 copias/mL de VZV. Cada serie de diluciones se amplifict en ABI 7500 Fast. E expérimento

se repitié 20 veces.

Sensibllidad ante HSY1 de HSV1 HSV2 VZV R-Gene Senslbitilad ante HSV:2 de HEV1 HSV2 VZV R-Gene Sensibilkiad ante VZV de HSVT HSV2 VZV R-Gene
P , ey ity e . Lo; e g Ty
o ' non a5 4
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tog (coplasimLy log {coplusimL} o log fcoplasmb)
Las curvas anteriores indican un 95% de probabilidad de detectar una muestra que contenga 280 copias/mL de [HSV-1

(11 copias/PCR), 70 copias/mL de HSV-2 (3 copias/PCR} y 250 copias/mL de VZV (10 copias/PCR).
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15.3

La especificidad del reconocimiento de los cebadores y las sondas selecclonadas para el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® se determindiy
del andlisis de secuencia (de virus, bacterias y patégenos humanos) encontrados en los bancos. También se comprobd mediante™g

o]

tiempo real de cultivos celulares de los siguientes vinus:
- Herpesvirus humano: HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, CMV, HHV-§, HHV-7, HHV-§;
- Poliomavirus: plasmidos que contienen el genoma total de JCV y BKV:
- Adenovirus 5, 8;

- Enterovirus, poliovirus $1, ecovirus S.

o8 7
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No se observé reactividad cruzada entre las premezclas para la deteccion de los virus HSV-1, HSV-2 y VZV, asi como tampoco s¢ observo
amplificacién o hibridacién virica con ofros patégenos. .

15.4 ESTUDIO DE 20 MUESTRAS DE PANELES DE QCMD EN 2014
Durante las campafias de pruebas de! HSV y el VZV propuestas por QCMD en 2014, se analizaron mediante el método ciego 10 muestras para el
panel de HSV {tipo 1 y 2} y 10 muestras para el pane! de VZV, con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®.
Se extrajeron 10 JL de cada muestra con el extractor NucliSENS® easyMAG® que se amplificé con el ABt 7500 Fast (Appiied Biosystems) con las

premezclas de amplificacién especificas correspondientes a las dianas virales para cada panel.
=El 95% (19/20)de las muestras analizadas en todos los paneles concordaban con los resultados esperados.

P e HSV CMD

|

En el panet de HSV, 8 de las 10 muestras eran positivas para HSV: 5 muestras eran HSV-1 positivas y 3 HSV-2 positivas. |

Las tres muestras "Béasicas" HSV-1 positlvas se detectaron con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®.
Las dos muestras "Basicas” HSV-2 positivas se detectaron con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®,
Las dos muestras "Educativas” HSV-1 positivas que contenian cargas virales de 213 y 341 copias/mi. se detectar&n con el kit

HSVIHSV2 VZV R-gene®.

- e -
: Deteccién de '
Composicién del panel de QCMD y resultados esperados '“Hss‘ale;%\;?v%n J
R-gene® 69-0048
Concentracion de la T
Codigodel | COTENAO | Tipode | Estado de Matiz muestra Log coplasimL | Deltalog
panel muastra mueastra la muestra muastra Copias/ Log copias/mL
mL copias/imL
Frecuente g
HSVDNA | HSV-1 Core ments ™ | 5408 373 4,04 0.3%
14-01 {Maclintyre) detectado ‘
HSVDNA HSV , : :
14-02 negativa Core Negallva TM | Negativa | Negativa Negativa NIA
HSVDNA | HSV-1 :
14-03 (9511906} Core Detectado |  TM 1.135 3.06 3.40 0,34
HSVDNA HMSV-1 .
14-04 (95]1 906) Educational Detectado ™ 213 2.33 2,48 0,15
HSV-1 Frecuente i
HSVDNA | (esit908) |  Core mente ™ | 12704 | 411 4,39 0,28
detectado .
Frecuente 3
HSVDNA | hsvea Ms) | Core mente ™ 1.982 3.30 2,12 1,18
detectado i
HSVDNA HSV-2 . ‘
1407 | (09.015681) | EQucational | Detectado | TM 275 244 Negativa N,qs\
Frecuente
Moaos . | ooreesny | Cere mente ™ | 5028 3,70 2,51 - .1:9
detectado
HSVDNA H8V-1 |
14.09 (Macintyre) Educational | Detectado ™ KLY 2,53 2,53 O.CtIO
HSVDSA 144 VZv Core Negativa ™ Negatlva | Negaliva Negativa Nh:!\
l

f

La muestra "Educativa” HSV-2 positiva gue contenla una carga viral de 275 copias/mL no se detecté con el kit HSV1 HSV2 VZV
\

R-gene®.

Las dos muestras "Basicas" negativas, que inclulan una muesira positiva en VZV identificada con la premezcla de VZV (R3), no se
detectd con las premezclas HSV1 (R1) y HSV2 {R2) en el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®. i
La ausencia de reactividad cruzada entre VZV y HSV1 o HSVZ muestra la especificidad de las sondas y los ¢ebaddres de HSV
seleccionados para el kit.
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Panel de VZV de QCMD
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; clon gl vz
Concentracién de Ia g
Cédigo del °°2::|’;"’° Tipode | Estadode “gz‘g‘ muestra Log coptagimL
panel muestra muestra la muestra muestra Copias/ Log
mL copias/mL
Fracuente-
VZV%TM 4- (éﬁ\;) Core mente ™ 1.849 3,27 3,64 0,37
detectado {
Frecuente !
vevoIate- (63“{12324) Core mente ™ 2.183 3,34 3,66 0532
detectado F
VZVDNA14- VZV N i
03 (63/1444) Educational | Detectado ™ 292 2,47 2,86 0,;40
VZV%':AM' HSY Core Negativa ™ Negativa | Negativa Negativa Neéativa
Frecuente- ‘
VEVONAT- (;’,zax) Core mente ™ 520 2,72 2,94 0,19
detectado :
R Infrecuent i
VZV%EIM 4 (;J[IZBX) Educational emente ™ 95 1,88 2,03 0.05
detectado X
VZVDNA14- vZv . . . . ot
07 negaliva Cors Negativa ™ Negativa | Negativa Negativa Negatwa
Frecuente |
VZVDRATS: (gﬁx) Core mente ™ 2,864 3,46 3,88 0,42
detectado {
Frecuente i
VZV%';AM' ((\DIZKX) Core mente ™ 8.279 3,82 4,39 0,47
detectado !
T
VZVDNA14-10 ("E’;—;‘r’u Educational | Detectado | TM 118 2,07 2,26 0.19

15.5 ESTUDIOS CLI

En el pane!l de VZV, 8 de las 10 muestras eran positivas en VZV. Todas las muestras se detectaron con el kit HSV1 H5V2 V&V R-gene®,
Las cinco muestras "Basicas” VZV positivas se detectaron con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®.

Las tres muestras "Bésicas” negativas, incluida una muestra HSV1 positiva, no se detectaron con la premezcla de VZV (R3) en el kit
HSV1 HSV2 VZV R-gene®.

Las tres muestras "Educativas” VZV positivas que contenian cargas virales entre 95 y 292 copias/mL se detectaron ocm el kit HSV1
HSVZ VZV R-gene®. I

Estos resultados muestran la sensibilidad y !a especificidad de la premezcla VZV (R3) en el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® para la
deteccién del parametro VZV. {

: I

EALIZADOS CON EL KIT HSV1 HSV, R-gene® ]

1- Estudio clinico retrospectivo a partir de 131 muestras de sangre recogidas en el Departamento de Virologia del Hospital de
St Vincent de Paul {Paris, Francia).

Se analizaron 131 muestras (75 de LCR y 56 genitales) anteriormente caracterizadas mediante la técnica de Iaboratono rutinaria
{PCR consensus, Rozenberg et al., JCM Nov 1991) para las muestras de LCR; y la técnica de PCR a iempo real cualitativa para las muestras
genitales y el VZV con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® en el ABI 7500, después de la extraccion mediante &l DNA Extraction Kit (ref.: 67-000).

Los resultados cualitativos son los que se presentan en la siguiente tabla:

Analisis de los resultados sequn el virus:
- Se detectarcon 24 de 24 muestras de HSV-1 con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®

- Se detectaron 33 de 35 muestras de HSV-2 con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®.
- Se detectaron 20 de 26 muestras de VZV con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®.

Referencia
+ -
HSV1 H5V?2 + 75 2
(.
VZV R-gene R 9 45

Apalisis de los resultados discordantes:

De los 11 resuftados discordantes, 7 correspondian a muestras que se identificaron como positivas débiles (> 40 ciclos) con la técnica

de PCR de referencia. Asimismo, las muestras positivas llevaban conservadas varias semanas y se volvieron a descongelar antes de

analizarlas con el kit HSV1 HSVZ2 VZV R-gene®. Esto podria explicar las diferencias observadas. No fue posible [realizar pruebas

adicionalés utilizando las dos técnicas debido a la falta de material (muestras).
ién:

Conclusién: .
El primer andlisis cualitativo muestra una concordancia del 91,6% entre las dos técnicas de PCR a tiempo real.

18123
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2. Estudio clinico retrospectivo a partir de 105 muestras en el Departamento de Virologia del Hospital de UmVe
Estrasburgo (Francia).

Sa analizaron 105 muestras (25 de LCR, 8 muestras ORL y oftalmolégicas, 22 LBA, 23 muestras ginecolégicas y 27 frotls culaneos 0
de mucosas) anteriormente caracterizadas mediante ia técnica de laboratorio rutinaria (consenso de herpes mediante PCR tradicional e -
identificacién del herpes, bioMérieux France) con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® simultdneamente en el LightCycler 2.0 y Rotor-Gene
después de la extraccién mediante el DNA Extraction Kit (ref.: 67-000).

Los resultadas discordantes se volvieron a analizar simultaneamente mediante las dos tecnicas (cuando habia daspombie un volumen
suficiente de muestra).

Los resultados cualitativos que se presentan en la siguiente tabla concuerdan con los resultados cbtenidos con las plataformas de PCR

a tiempo real (LightCycler 2.0 y Rotor-Gene).

Referencia |

: - I

HSV1 HSV2 + 64 1 ;
VZV R-gene® . 4 16 :

E! primer analisis cualitativo muestra una concordancia del 95,2 % entre las dos técnicas de PCR a tiempo real.

Analisis de los resultados segtin el tipo de muestra:

. Resultado positivo | Resultado negativo
Tipo de muestra esperapdo esperadg
Citologias ginecoldgicas 18/20" 313
Frotis cutaneos y de mucosas 26/26 1M1
Muestras ORL y oftalmolégicas 6/6 212
LCR 3/3 21/22**

LBA y otros liquidos 1113 9/

Analisis de los resultados discordantes:

*  Las dos muestras ginecoldgicas corresponden a muestras positivas débiles del cultivo celular. Esas muestras llevaban
conservadas tres meses a -20 °C antes de analizarlas con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®, ‘

*  Se detectd una muestra adicional de LCR como positiva con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®. \

“* | a5 dos muestras discordantes corresponden a una muestra positiva débil que posteriormente se confirmd negativa por diferentes
técnicas y una muestra positiva que se confirmd positiva mediante las dos técnicas.

Andlisis de los resultados segun el virus:

_ Se detectaron 37 de 37 muestras de HSV-1 con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®,

- Se detectaron 12 de 12 muestras de HSV-2 con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®.

- Se detectaron 0 de 4 muestras de herpes simple {sin tipo) con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®. |
- Se delectaron 16 de 16 muestras de VZV con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene®. I

Conclusion:

Tras una evaluacidn de los resultados discordantes, el segundo analisis cualitativo muestra una concordancia del 97% -entre las dos
técnicas de PCR a tiempo real. Los dos resultados discordantes no se pudieron resolver debido a la falta de material {muestras)
necesario para repetir la prueba.

La técnica HSV1 HSV2 VZV R-gene® permite fa cuantificacion viral del HSV-1, HSV-2 y VZV. Esta caracteristica adicional de
diagnastico no se puede obtener con la técnica de PCR rutinaria.

3. Estudio retrospectivo de muestras de LCR para la validacién del programa de herpes simple y enterovirus

Este estudio se llevé a cabo con 29 muestras del Laboratorio de Virologia del Hospital Universitario Clermont Ferrand (Francia).

Ei estudio se realizé a fin de validar el programa de amplificacion Enterovirus de R-gene® para detectar simultdneamente 1a posible presencia
de virus HSV-1, HSV-2 y VZV y/o enterovirus con una sola muestra de liguide cefalorraquideo (LCR} de pacientes ingresades en el hespital
©on una posible encefalitis © meningitis.

29 muestras se caracterizaron con el kit Consensus Generic de herpes (ref.: 67-090). |
- 1 muestra de LCR HSV-1 positiva.
- 2 diluciones de una cepa de HSV-1 obtenida de una muestra genital valorada a 105,86 TCID50/mL.
- 1 muestra ginecoldgica HSV-1 positiva.
- 2 muestras de LCR HSV-2 positivas. ‘
. 2 diluciones de una cepa de HSV-2 obtenida de una vesicula cutanea valorada a 104,8 TCIDS0/mL. ‘
1 muestra ginecolégica HSV-2 positiva. {
8 muestras de LCR VZV positivas. ’
- 2 diluciones de una cepa de VZV obtenida de una vesicula cutédnea valorada a 104,98 TCID50/mL.
- 10 muestras de LCR HSV-1, HSV-2 y VZV negativas.
Cada muestra se extrajo con el uso de controles internos de ARN (IC1) y ADN (IC2) mediante el DNA/RNA Extraction kit manuar o el kit
QlAamp® MinElute® Virus Spin.
Cada e:tracto se amplifict posteriormente usando Roter-Gene con los programas de amplificacion Enterovirus R-gene® y HSV1 HSV2, VZV
R-gene®. |
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Andlisis cualitativo:
Ce las 29 muestras analizadas:

- E 100%‘I(19!19) de las muestras caracterizadas como positivas resultaron ser positivas y fueron concordantes ¢on los dos
programas de amplificacién.

El 100%,(9/9) de las muestras caracterizadas como negativas resultaron ser negativas y fueron concordantes con los dos
programas de amplificacion (1 de las 10 muestras negativas demostrd estar inhibida con la PCR Enterovirus R-gene®),

21091E —es —2015/10

S

t

i Programa de amphficacion
[ Enterovinus R-gene®

| + -

i Programa de amplificacion |+ 19

} HSV1, HSV2, VZV Rgene® [ _ 0

Andlisis cuantitativo:
Se realizé un an;élisis cuantitativo en las 19 muestras positivas.

Programa de amplificacién
- (3 ®
Matriz Concentraclén HSV1 HSV2 VZV R-gene Enterovirus R-gene Delta Log..
Resultados Log. {(copias/mL) Resultados Log.. 1
L ) ' {coplas/mL)
HSV1 LCR agrupado 3,90TCIDS0/mL 3.38 3,32 0,06
H5W1 LCR agfupado 0,39TCIDS0/mL 2,49 2,25 0,24
HSV1 LCR NIA 2.80 2,90 0|00
Muestra |
HSV1 ginecolbgica N/A 7.20 7.30 -01,10
HSV2 | LCR agrupado 63TCIDS0/mL 2,86 2,75 0l11
HSV2 LCR agrupado 6,30TCIDS0/mL 1,63 1,80 -Q117
HSV2 LCR N/A 3,50 3,60 -0,010
HSV2 LCR N/A 1,00 060 - 0,40
Muestra L
HSv2 ginecoldgica N/A, 5,71 567 0.(|J4
VZV LCR agnipado 7,.90TCID50/mL 4,40 4,38 0.02
vZv LCR agrupado 0,79TCID50/mL 3,15 3,67 -0,62
VZV LCR N/A 5.80 5,70 0.10
VIV LCR N/A 4,10 4,00 0.10
VZV LCR' N/A 7,00 5,80 20
747 LCR' N/A 6,50 6,30 0,20
vZVv LCR! N/A 6,90 6,70 0,20
VZVv LCR]| N/A 4,00 4,20 -0,20
VZV LCR: N/A 6,50 6,30 0,20
VZVv LCR| NIA 4,40 4,20 0,20
|
Conclusién; ‘

Ef andlisis cuanlilat%rvo de los resultados obtenidos con los programas de amplificacién Enterovirus R-gene® y HSV1, HSV2, VZV R-gene®
muestran una excelente correlacion: los logaritmos delta entre las dos técnicas est4n comprendidos entre 0 y 0,52 log.

Consecuentemente, se valida el uso del programa de amplificacién Enterovirus R-gene® para la deteccién y la cuantificacion de los virus
HSV-1, HSV-2 y VZIV.

20/23
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17. Productos anexos

e ——c

S -

» Colour Compensation r-gene®  ref.: 71-103
» CELL Control r-geng® ref.: 71-106
e HSV1 r-gene® ref.: 74-015
* HSV2 r-gene® ref.; 71-016
* VZVr-gene® ref.: 71-017
— |
18. Tabla de simbolos - c e e . .
Simbolo Significado

NOmero de catalogo

Producto sanitario para diagnéstico in
vifro

Fabricante

Limite de temperatura

Fecha de caducidad

Cadigo de lote

Consulte las instrucciones de uso

< ||~k F

Contenido suficiente para <n>
ensayos

Ny

/
\

\
);/.

Conservar protegido de la luz

Ié.

Fecha de fabricacion
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Categorias de tipos de maodificacién:

N/A

Correccion
Cambio técnico
Administrativo
Nota:

No aplicable (primera publicacién)

Correccion de anomallas en la documentacién

Se afiade, revisa y/o elimina informacion relacionada con el producto

tmplantacién de camblos que no son de caracter técnico y que el usuario puede observar

Las modificaciones de poca importancia en ia lipografia, la gramética y el formato no se
inciuyen en el histdrico ds revisionss.

Fecha de
lanzamiento

Namero de

. Resumen de cambios
pieza

Tipo de cambic
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Creacidn del histérico de revisiones

Contenido del kit, peligros y normas de seguridad,
tabla de simbolos
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Presentacién de! kit Principio del test/Peligros vy
normas de seguridad/Controles y estandares de
cuantificacién

BibliografiaProductos anexos

Administrativo

Temperatura de conservacion

Principio de! test/Composicién del kit y condiciones
de conservacidn

Materiales y reactivos necesarios/Reconstitucién de
los reactivos/Prestaciones/MNalidacidn e interpretacion
de los resultados/Andlisis de los resultados/Protocolo
de deteccibn y de cuantificacidn en tiempo
real/Protocolo de extraccion de muestras
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Cambio técnico

s

BIOMERIEUX, &l logo azul, ARGENE, R-GENE, EASYMAG y NUCLISENS son marcas utilizadas, depositadas yfo registradas
pertenecientes a bioMérieux o a una de sus filiales, o a una de sus sociedades.

QlAamp, HotStarTag y Omnisaript son marcas comerciales registradas propiedad de QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania con licencla para
bioMérieux. Los componentes de QIAGEN agqui contenidos fos ha desarrollado y fabricado QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania.
Cualquier otro nombre o marca registrada pertenece a su propietario correspondiente.

La marca y nombre comercial de ATCC y todos los nameros de catalogo de ATCC son marcas comerciales de American Type Culture
Collection.
La compra de este producto otorga al comprador los derechos contemplados en determinadas patentes de Roche para utilizar el produicto
exdusivamente con el objetivo de prestar servicios de diagndstico in vitro humano. bioMérieux no concede, por el presente documento, derechos
de patente generales u otras licencias de cualquier tipo aparte de este derecho de uso derivado de la compra.
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REFERENCIAS DEL PRODUCTO

NOMBRE DEL PRODUCTO

HSV 1 HSV2 VZV R-gene®

PROYECTO DE ROTULOS

ROTULO EXTERNO

ARGENE @

HSV1 HSV2 VZV R-gene® C€

Trairssa de ditecton of do quantficakon er: Teps Réel/ Real e Otiecton avd Quarmicaton it
Kit [0r dden [e sk brivd Hacttreis undde Coankiinenng F Fgdpo da deteddidn y ousntficaciin a Thenpo Real
11 8 ovasiona o« uamriicadons in Red! wmm&m quarficacto em Tempo Real /13t For detertion och kvastnienng | reand

Res! ime-detshderigs-0g brantficatiogai f srEngs-op kil

Eﬁ?ﬂ&%ﬁ?ﬁﬂm-waa*msmlwpomimmmnkvamhxad

69-004B /180

td 2015-10-30 LOT| 0123456789 8
[+

[ 2xt8mL woi234s678 [ 1x300L Q521234567

1ximL (c21224567 [EEEY 1x300pL Qs31234867 [T 2x460pL R112345678
GI1 1x200p. RO12345678 XY 4 x 300 L Q541234567 2% 460 L. R212245678
G331 1 x300 1L Q511234867 1x300pL 5C12345678  [E] 2x450pL R312346676

.._}:,_, 46°C
210NE e romme
31°C www.hlomerieux.comftechlib €283 - Marcy FElgis - Prance

T

(01)03673021234557(17)161020{10)0123466789

Sobrerdtulo

Crigen de elaboracién: bioMérieux S.A, Marcy PEtoile Francia
importado por: bioMérieux Argentina S.A.

Domicilio Arias 3751 - Capital Federal

Director Técnico: Rosana Labat

USO Profesional Exclusivo.

Autorizado por ANMAT CERT N°: 8073.

DrD.—Rosans Labat
irectora Técnica
bloMériayx Argentina § 4.
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