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: VISTO, el expediente nO 1-47-3110-2762/16-8 del Regislro de la
" ,
: I

A,oministración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica y,

" \

': CONSIDERANDO: \
i , \
" Que por las presentes actuaciones la firma BIOMERIEUX ARGENTINA S.A.

SOi,iCitala modificación del producto diagnóstico de de uso In Vitro detminado
: ' \
: :
HSY1 HSV2 VZV R-gene@ QUANTIFICATION KIT (Ref: 69-004B), autori!Zado por

ce~~ificado N° 008073. \
, , I
!, " Que a fojas 79 consta el informe técnico producido por el Ser¡iciO de

Productos para Diagnóstico que establece que los productos reú~en las
I

c~n9iciones de aptitud requeridas para su autorización. \

1, :: Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen la ley N0

16'.4~3, Y Resolución Ministerial N° 145/98 Y Disposición N° 2674/99. \
, : \
': :,Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas fior los

I, ,
Decretos N° 1490/92 Y por el Decreto N° 101de fecha 16 de diciembre del 2015.

, : \

, ; 1\

Por ello;
, I

•EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE
I

1\

" ; DI S P O N E: \

ARTÍ~JLO 1°.- Autorizase a la firma BIOMERIEUX ARGENTINA S.A. el cambio de
, I

I
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i DISPOSICIÓN N° ~~~:o8
M inisterio de Salud \ ~

Secretaría de Políticas, Regulación e
Institutos
AN.M.~ \

In Vitro denominado HSV1 HSV2 VZV R-gene@ QUANTIFICATION Kr (Ref: 69-

0046) que en lo sucesivo se denominará HSV 1 HSV2 VZV R-gene @ Real Time

\

"~:::i::'::~Oh:::d,:::::~::"~:o:::~::o'~d:t,~'"t:' yV:[~:CUATROrm""
1

I

ARTÍCULO 20.- Acéptense los nuevos proyectos de Rótulos y ¡anUal de

: Instrucciones a fojas 73 a 78; Desglosándose fojas 77 a 78 y i1.9 a 54;

1'lDeSglOSándose fojas 19 a 30 donde deberán constar las mOdi~\icaciones

\,descriptas en el artículo 1° precedente.
I
I 1
ARTICULO 3°.- Practíquese la atestación correspondiente del CertiF¡icado nO

b08073, cuando els mismos se presente acompañado de la fotocopia autenticada
I 1

~e la presente Disposición. \
I •

ARTICULO 4° - Regístrese; gírese a la Dirección de Gestión de Inf9rmación

T~cnica a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas notifí~uese al, ,
1 I

in.teresado y hágasele entrega de la copia autenticada de la presente Disposición

junto con la copia de los proyectos de rótulos, manual de instrJciones.

1If. IiIO¡¡iOliliJiii¡ ,,¡¡_
Subadmlnlstrador Naolo",,!

Á.N.M.A.T.

Cumplido, archívese.-
I
I
I

Expediente nO: 1-47-3110-2762/16-8
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1. Presentación del kit
Herpesvíridm es una familia de virus AON que causan un amplio espectro de infecciones en humanos. La primoinfecci6n, por lo ge~eral, se

limita a las membranas mucosas y la piel. Tras la primoinfección el virus persiste en el huésped mediante el establecimiento de una (nfeceiÓ"
r

latente. En casos de inmunosupresi6n crónica o transitoria, el virus se puede reactivar y generar una infección recurrente. :

Existen ocho Herpesviridae humanos, de los cuales el virus del herpes simple de tipo 1 (HSV-1) y 2 (HSV-2) y el virus del herpes zóster (VZV)
I

son los más comunes en pacientes inmunocompetentes. Las infecciones vinculadas con estos virus, que habitualmente son benignast pueden

evolucionar en formas cHnicas graves como encefalitis, meningitis, retinitis e infecciones neonatales. Estas infecdones graves y habit~almente

infrecuentes no permiten la identificación del virus implicado. :

Durante muchos afias, diversos antivirales han demostrado ser eficaces en el tratamiento de estas enfermedades si se prescriben prbnto y en

las dosis adecuadas. En las infecciones graves es, por tanto, esencial obtener un diagnóstico precoz y rápido de la infección. !
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 ban entre,
11250000 Y 111 000000 casos al año, puede seguir siendo mortal si no se trata. La encefalitis causada por el HSV-2 o el VZV habitualmente

tiene un pronóstico más favorable. La encefalitis neonatal en recién nacidos puede producirse tanto por el HSV-1 como por el HSV12, pero el

HSV-2 es el responsable de los trastornos neurológicos más graves. El V'l)J se ha asociado durante mucho tiempo a la encefalitis en
l

personas,
inmunodeprimidas pero, gracias a las técnicas de detección del geooma vlrico, se ha descubierto cada vez con más frecuencia en i~fecciones

de tipo meningoencefalitis en sujetos inmunocompetentes. I
Aunque los cultivos inmunológicos y las técnicas de detección convencionales son adecuados para las infecciones cutáneas: benignas

causadas por estos virus, no son adecuados para las infecciones graves del sistema nervioso central (SNC) ni para las infecciones qongénitas.

El tiempo que se tarda en obtener un resultado y la sensibilidad de estas técnicas inmunológicas no son adecuados. !
I

El kit HSV1 HSV2 VZV R-gene~ permite la cuantificación de los virus HSV-1, HSV-2 y VZV por PCR a tiempo real después de la extracción del

ADN vlrico. El kit HSV1 HSV2 VZV R-genee, fácil de usar y completo, es apto para cualquier laboratorio. I
I

Se han validado varios tipos de muestras y sistemas de purificación de ADN (automáticos y manuales) con el kit. El ADN extraído Se amplifica

y detecta por una PCR a tiempo real en las plataformas disponibles habitualmente. j
Gracias a un programa de amplificación general dentro de la gama de productos R-genee, el análisis de las muestras puede lIevarsé a cabo de

forma simultánea para los otros virus: BKV con el kit 8K Virus R-gene* (ref.: 69-0138), Adenovirus con el kit Adenovfrus R-gen~e (ref.: 69-

010B), CMV con el kit CMV R-gene~ (rel,: 69-003B), CMV, HHV-G, HHV-7 y HHV-8 con el kit CMV HHV6,7,8 R-gene~ (rer.: 69-1008), EBV con

el kit EBV R-gene~ (rel,: 69-002B) y Parvovirus B19 con el kit Parvovirus B19 R-gene~ (rel,: 69-019B), I
La validación de un procedimiento de extracción común y un programa de amplificación común (ver el apartado "Prestaciones") para la

;
detección de los virus HSV-1, HSV-2 y V'l)J y/o enterovlrus permite analizar simultáneamente todos estos patógenos con un solol extracto de

I
LCR, r

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

Interés de la prueba r
El kit HSV1 HSV2 Vz:,¡ R-gene~ se utiliza para detectar y/o medir la car9a viral de HSV-1, HSV-2 y Vz:,¡ en liquido cefalorraqiJldeo (LCR),

citologias ginecológicas, muestras ORL (otorrinolaringoIOgicas) y oftalmológicas, exudados cutflneos y de mucosas y lIQUid.b de lavado

broncoalveolar (LBA), ¡
Este kit no se puede utilizar para screening de donantes, ¡
Combinados con otros métodos de investigación biológicos (diagnóstico por medio de imágenes, análisis bioQulmico e inmunológico, etc.), los
resultados obtenidos con el kit HSV1 HSV2 VZV R-genef) permiten diagnosticar primolnfecciones o reactivaciones virales) controlar su

desarrollo y, por tanto, mejorar la eficacia del tratamiento. ¡
La cuantificación de los virus HSV-1, HSV-2 y VZV con el kit HSV1 HSV2 VZV R-geneCl se puede realizar simultáneamente la valoración de la

I
carga viral del E8V con el kit EBV R-genee kit (ref.: 69.0028), la valoración de la carga viral del Adenovirus con el kit Adeno,"irus R-gene~

(rer.: 69-010B), de la car9a viral del CMV, HHV-6, HHV-7 Y HHV-8 con el kit CMV HHV6,7,8 R-gene~ (rel,: 69-100B), de la car9~ viral del BKV

con el kit BK Virus R-genee (ref.: 69-0138 de la carga viral del CMV con el kit CMV R-genef) (ref.: 69-003B) y de la carga viral ,del parvovirus

819 con el kit Parvovlrus 819 R-genetll (ref.: 69-0198). Esto se debe a que los protocolos y las técnicas de amplificación son ~idénticas para

todos los virus AON detectados o cuantificados mediante los kits R-GENE por Real-Time PCR. :

Las premezclas de amplificación de HSV1, HSV2 y VZV incluidas en el kit HSV1 HSV2 V'l)J R-genee (ref.: 69.0048) también están disponibles

por separado con la referencia 71-015 HSV1 r-genee para la amplificación del HSV-1, con la referencia 71-016 HSV2 rJgenetll para la

amplificación del HSV-2 y con la referencia 71-017 VZV r-genee para la amplificación del VZV. i
Estos productos se pueden utilizar en combinación con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene* (ref.: 69-004B) para completar el número de pruebas

que se deben realizar, cuando sea necesario.

2.
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los mélddos de

3.1 Tipo de muestra
• El kit HSV1 HSV2 VZV R-geneilll se utiliza para detectar y/o medir la carga viral de los virus HSV-1, HSV-2 y VZV en! liquido

cefalorraquldeo (LCR), citologías ginecológicas, muestras ORL y oftalmológicas, frotis cutáneos y de mucosas y líquido de; lavado
broncoalveolar (LBA). La ~rga viral se mide utilizando un está~dar de cuantifica~ión común para I~S tres virus inc~uidO en el kit: I

• El estándar de cuantificación para HSV-1, HSV-2 y VZV es hneal de 500 coplas/mL a 107 coplas/mL, es deCir, de 10 copras(PCR a
200000 copias/PeRo Los resultados se expresan en número de copias/mL de muestra. Los resultados se validan con controles de
extracción, inhibición, y controles positivos y negativos que se suministran con el kit HSV1 HSV2 VZV R-geneilll.

• El kit HSV1 HSV2 VZV R-gene~ permite el análisis (incluidos los controles) de 60 muestras.

3.2 Extracción de AON virico
• Los siguientes métodos de extracción de ADN han sido probados y validados con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene~ (ref.: 69-0048):

o Instrumento MagNA Pure Compact
o NucliS6NSilll easyMAGilll
o OIAcube
o OIAampilllDNA Blood Mini kit (extracción manual)
o DNA E~TRACTIONkit (extracción manual)
o QIAamp~MinEluteilll Virus Spin kit (extracción manual)
o DNAlRNA EXTRACTJONkit (extracción manual)

• El ADN diana presente en la muestra y en el control de extracción + inhibición (IC2) se extrae utilizando uno de
extracción validados citados anteriormente.

• La técnica usada por el DNA Extraction kit (ref.: 67-000) manual asocia las propiedades selectivas de unión de los geles de sílice con la
velocidad de microcentrifugación. Primero se lisan la muestra y el control de extracción + inhibición (IC2) con proteasa, en un tampón
elegido para optimizar la capacidad de unión del ADN a la membrana. La utilización de las columnas de sflice permite,: tras el
recubrimiento del ADN, lavar eficazmente la muestra para eliminar los agentes contaminantes. Una vez realizada la elución, jel ADN
purificado obtenido se puede utilizar para la amplificación.

3.3 Amplificación y detección a tiempo real
• La amplificación se realiza mediante el uso de la tecnología de sondas de hidrólisis TaqMan de la nucleasa 5' (patentes n.o 5210015,

5487972). La mezcla de amplificación lista para usar incluye cebadores, dNTP, tampón de amplificación, polimerasa Taq, sondas
específicas para los virus HSV-1, HSV-2 y VZV y los cebadores y la sonda especfficos para el control interno (IC2), que deben someterse
también a todo el procedimiento de extracción (antes de la lisis).

• Las siguientes plataformas de PCR a tiempo real se han probado y validado con el kit HSV1 HSV2 VZV R-geneiWl(ref.: 69-0048):
o LightCycler 1.0, LightCycler 2.0 y LighlCycler 480 (System 11)
o Sistemas AppliedBiosystems 7000, 7500, 7500 Fast, 7500 Fast Dx, 7900, StepOne, ViiA™ 7 Real-Time PCR (con bloque

para placas de 96 pocillos y placas de pocillos Fast 96)
o SmartCycler 2.0
o Rotor-Gene
o Mx3005P o Versant kPCR Molecular System AD
o Sistema Dx Real-Time y sistema CFX96

• Las muestras extraídas se amplifican y detectan al mismo tiempo.
El fragmento amplificado para el HSV-l se encuentra en el gen US7. Tamafío del fragmento amplificado: 142 pares de bases.

- El fragmento amplificado para el HSV-2 se encuentra en el gen US2. Tamano del fragmento amplificado: 177 pares de base~.
_ El fragmento amplificado para el VZV se encuentra en el gen gp19. Tamaño del fragmento amplificado: 114 pares de bases.¡

• Estándar de 4 puntos (Q51, Q52, Q53, Q54) que comprende entre 2000 y 2 copias/I.lL de ADN estándar que incluye entre 20000 Y
20 copias de cada plásmido por PCR, utilizado para generar una curva estándar a partir de la cual se cuantifican las rriuestras
analizadas. Cada punto del estándar de cuantificación contiene tres plásmidos específicos de cada virus. 1

• El punto Q53 contiene 20 copias/I.lL de ADN estándar correspondiente a 200 copias de cada plásmido por amplificación. Q53 permite
medir la carga viral de los tres virus mediante una curva estándar 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 operación (siempre y cuando
se cumplan las condiciones descritas en el apartado UEstándarde cuantificación 083"). También sirve de control positivo para la
detección cualitativa del HSV-1, el HSV-2 y el VZV.

• El control de sensibilidad (5C) contiene tres plásmidos especfficos para cada virus. La concentración es de 0,5 copias/I.lL de ADN
estándar que se corresponde a 5 copias/PCR. Este control (SC) se utiliza para comprobar el funcionamiento del kit con el tiempo. I

• Además, se incluye un control de extracción + inhibición (IC2) en el kit HSV1 HSV2 VZV R-geneo!l,ref.: 69-0048 para comprobar,
comenzando por la fase de lisis, que cada prueba se ha extraído correctamente y no contiene inhibidores.

o e uffo
fo,rgonuna SA

00£ RAllO
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Los datos de funcionamiento proporcionados han sido validados y están garantizados si el kit se
utiliza con las técnicas de extracción y los instrumentos de amplificación recomendados en la ficha
técnica (ver el apartado "Prestaciones").

Para seguir la evolución de la carga viral de un paciente prueba tras prueba, es necesario que los
análisis sucesivos de las muestras se realicen siguiendo exactamente el mismo DCotoc.o.lBYcon ~b
mismas combinaciones de instrumentos de extracción/amplificación. .ura. f( sana .

Directo. TéCnica
bioMérieux ( A.
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Ficha técnica: 1 ficha técnica facilitada en el kit o que se puede descargar desde www.biomerieux.comAechlib

•. , •.•.y •••.: consulte "Peligros y normas de seguridadn
•

A Columna Q1Aampf) mini .......................................................................................•...... 5 x 10
Il Tubos de recogida (2 mL) 2 x 50
C. Tampón AL o ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 12 mL
OH. Tamp6n AW1 (concentrado) 19 mL
E Tampón AW2 (concentrado) 13 mL
F Tampón AE 12 mL
G". Proteasa QIAGE~ 24 mg
H Diluyente de la proteasa 1,2 mL

DNA EXTRACTION KIT
• Número de extracciones: 50

,
I

I

I,
• Este kit se puede conservar antes y después de su apertura en un lugar seco a una temperatura de +2 °C/+8 oC hasta la fecha de
caducidad indicada en el envase, salvo la proteasa Q[AGEN, que se mantiene estable durante 6 meses a temperatura ambiente
cuando está liofilizada. Tras la reconstitución, debe conservarse en allcuotas a -15 .C/-31 oC para evitar la congelación y
descongelación sucesivas.

Composición del kit y condiciones de conservación

4.1

:4.

4.2 Kit de detección y cuantificación HSV1 HSV2 VZV R-gene$
• Número de pruebas: 180 (60/virus)

WO Aguá para la extracción (grado de PCR) 2 x 1,8 mL
IC2 Control interno 2 1 x 1 mL
RO Agua para la amplificación (grado de PCR) 1 x 300 ~L
QS1 Estándarde cuantificación 1 HSV1+HSV2+VZV(2 000 copias/~L) 1 x 300 ~L
QS2 Está¡'dar de cuantificación 2 HSV1+HSV2+VZV (200 copias/~L) 1 x 300 ~L
053 Estándar de cuantificación 3 HSV1+HSV2+VZV (20 copias/~L) 1 x 300 ~L
QS4 Estándar de cuantificación 4 HSV1+HSV2+VZV (2 copias/~L) 1 x 300 ~L
SC Control de sensibilidad HSV1+HSV2+VZV (0.5 copias/~L) 1 x 300 ~L
R1 Premezcla de amplificación de HSV-1 e IC2 2 x 450 ~L
R2 Premezcla de amplificación de HSV-2 e IC2 2 x 450 IJL
,,~. Premezcla de amplificación de VZV e IC2 2 x 450 IJL I

• Tras recibirlo, el kit (ref. 69-0048) debe conseNarse, antes y después de abrirlo por primera vez, a -15 °CI-31 oC en ~n lugar oscuro
hasta la fecha de caducidad. :

I
• Antes y después de abrir el kit (ret. 69-0048) por primera vez, los estándares de cuantificación (QS1,aS2,QS3, aS4), el control de

sensibilidad(SC). el control intemo 2 (IC2) y el reactivo(WO)deben conservarse a -15 'C/-31 .C en la sala de ¡extracción. Las
premezdas (R1, R2, R.~)Y el reactivo (RO)deben conservarse a -15 °C/-31 oC en la sala reseNada para la preparación de la premezcla.

I

5. Materiales y reactivos necesarios., --í -,

5.1 Para la extracción de las muestras

5.1.1 Con el DNA EXTRACTION KIT (ref.: 67-000):
• Etanol de 96-100%
• Centrifuga de mesa (6000 g- 12 000 g)
• Agitador tipo vórtex
• Tubos de polipropileno para microcentrifugación (1,5 mL, 2 mL)
• Sat\o maria (+56 oC)
• Micropipetas y puntas con filtro
• Guantes desechables

5.1.2 Con otros métodos de extracción validados:
• Siga las instrucciones del fabricante.

"1:
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5.2 Para el kit de detección cuantitativa 69-0048

• Micropipeta (P20) y puntas con filtro estériles de 20 pl.
• Termoclcladores sistema UghtCycler 1.0, LightCycler 2.0. LightCycler 480 (System 11),ABI7000, AB17500. ABI7500 Fast. ABI1500 Fast
Dx. ABI 7900, StepOne System. VíiA TM 7 Real-Time PCR (con bloque para placas de 96 pocillos 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. I

• Centrifuga de carrusel Le para UghtCycler, microcentrlfuga de mesa (7000 9), centrifuga de placas para Applied Biosystems. Mx3005P o
Versant kPCR Molecular System AD .

• Guantes desechables .
• Capilares. tubos o placas apropiados para cada instrumento de amplificación en tiempo real validado con el kit HSV1 HSV2 VZV R-genee .
• Bloque fria adecuado para cada instrumento de amplificación a tiempo real validado con el kit HSV1 HSV2 VZV R-genee. I

[

• Lámpara UV.
• Estación de trabajo o pantalla de plexiglás para la distribución de muestras y premezclas. j
• Kit para crear archivos de compensación de color: Colour Compensation r-gene- (re1.: 71-103) para la interpretación de los résultados
obtenIdos con UghtCycler 2.0.

6. Reconstitución de los reactivos

ARGENE ~

•
•

7.

Este paso hace referencia al uso del kit de extracción de muestras: ONA EXTRACTION KIT (ref.: 67.000).

6.1 Preparación de soluciones concentradas de proteasa
Mada 1.2 mL de diluyente de la proteasa (H) a los 24 mg de proteasa liofilizada (G) .

• Consérvela en alícuotas a .15 °C/_31 oC (evite la congelación y descongelación repetidas).

6.2 Preparación de tamPÓn AL (Cl
• Consérvelo a +2 °C/+8 oC.

• Mezcle bien el tampón AL (C) antes de su uso .
• No conserve la proteasa mezclada con el tampón AL (C) .
• Para disolver cualquier precipitado que aparezca en el tampón AL (e), caliéntelo a +70 oC.

6.3 Preparación del tampón AW1 (O) 1
1

• Consérvelo a +2 °C/+8 oC.
• El tampón AW1 (O) se suministra como concentrado. Antes de utilizarlo por primera vez, aftada 25 mL de etanol (96-100%) a 19 mL de
tampón concentrado. I

6.4 Preparación del tampón AW2 (El
• Consérvelo a +2 .C/+8 oC. I
• El tampón AW2 (E) se suministra como concentrado. Antes de utilizarlo por primera vez, afiada 30 mL de etanol (96-100%) a 13 mL de
tampón concentrado. I

Peligros y normas de seguridad
- - - -'.- - - --- . -~. - - - -- - --- ,

Este kit está disef\ado exclusivamente para uso In vltro.EI kit lo debe manejar personal cualificado de acuerdo con las buenas!prácticas
de laboratorio y las instrucciones de manipulación para biologla molecular. 1

Lea todas las instrucciones antes de usar el kit.

7.2

¿

•
•
•
•
•
•

•

•

Peligros y normas de seguridad generales
Lleve un equipo de protección, es decir: guantes desechables, bata, gafas de protección y mascarilla .
Evite cualquier contacto entre los reactivos y la piel. Lave inmediatamente con abundante agua en caso de contacto .
Las muestras se deben preparar en un espacio de seguridad biológica .
No pipetee nunca con la boca .
No fume, coma ni beba en zonas que sean solamente de trabajo. .
Los reactivos sin usar deberán tratarse como residuos qufmicos peligrosos y desecharse como corresponde. Deseche los!reactivos
usados, asf como cualquier otro material desechable contaminado, siguiendo los procedimientos para productos infeCciosos o
potencialmente infecciosos. :
Es responsabilidad de cada laboratorio manipular los residuos y efluentes producidos según su naturaleza y grado de peligrosidad, asl
como tratarlos y desecharlos (o encargar que se traten o desechen) de acuerdo con las normativas aplicables.
El tampón AW2 y el disolvente de la proteasa contiene azida de sodio, que puede reaccionar con tuberlas de plomo o cobre p~ra
formar azidas de metal explosIvas. Si se desecha cualquier liquido que contenga azida de sodio por el sistema de tuberlas, deberá
dejarse correr agua por el desagUe para evitar que se acumule. '

Peligros y normas de seguridad para blologia molecular I
Para los procedimientos de amplificación se necesitan técnicas muy desarrolladas para evitar el riesgo de contaminaci6n de las
muestras: 1

Las fases de preparación de reactivos, preparación de muestras y amplificación deben desarrollarse en zonas de trabajo
separadas. Los movimientos en el laboratorio deben ir en una dirección solamente: de la zona de preparación de reactivos a la
zona de amplificación. Asigne un juego de batas de laboratorio y pipetas a cada zona. No introduzca nunca un: producto
amplificado en las zonas de preparación de reactivos o muestras. '
Las pipetas empleadas para manipular las muestras se deben reservar para este fin solamente. Estas pipetas deben ser pipetas 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 salame
requeridos para la amplificación deben alicuotarse para que se usen en un único experimento.
Los tubos con distintas muestras y distintas premezclas de amplificación no se deben abrir nunca aQrle~o.s
Las muestras usadas se deben reservar exclusivamente para este análisis. b Ofro
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7.3

• 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 d.eberán descongelarse completamente a temperatura ambiente antes de iniciar la prueba. I
• Se recomienda usar un bloque frio (+2 "C/+8 OC) para manipular los reactivos y las muestras.
• Efectúe siemp:re las tareas de mantenimiento preventivo en las estaciones de trabajo, los dispositivos para la extracción automatizada,

las plataformas de amplificación y los sistemas de centrifugación respetando las recomendaciones del fabricante.

Para obtener información más defaflada, consulte fa ficha de datos de seguridad del producto, que puede descargar en
www.bíomeríeux.com/techfíb.

Peligros V normas de seguridad para determinados reactivos
• Tampón AL (e) y tampón AW1 (O) del kit ref.: 67~OOO

Las sales caotrópicas no son compatibles con los agentes desinfectantes que contienen lejía .

• Tampón AL (C)

Palabra de advertencia: ATENCIÓN:

I

Indicaciones de peligro
H315: Provoca irritación cutánea.
H317: Puede provocar una reacción alérgica en la piel.
H319: Provoca irritación ocular grave.

Normas de precaución
I

P280: Llevar gual1teslprendas/gafas/máscara de protección.
P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las
lentes de contacto, si lleva y resulta fácil. Seguir aclarando.
P302+P352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: lavar con agua y jabón abundanles .

• Tampón AW1 (O)

Palabra de advertencia: ATENCiÓN:

Indicaciones de peligro
H3021H332: Nocivo por inhalación y por ingestión.
H315: Provoca irritación cutánea.
H319: Provoca irritación ocular grave.

Normas de precaución

P280: Llevar guantes/prendas/gafas/máscara de protección. '
P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos; Quitar las
lentes de contacto, si lleva y resulta fácil. Seguir aclarando.
P302+P352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: lavar con agua y jabón abundanles.

I
• Prateasa (G) ?el kit reJ.: 67-000

Palabra de advertencia: PELIGRO

~
Indicaciones de p'eligra

"H315: Provoca irritación cutánea.
H334: Puede provocar síntomas de alergia o asma o dificultades respiratorias en caso de inhalación.

I

Normas de precaución

P261: Evitar resp:irar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol.
P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las
lentes de contacto, si lleva y resulta fácil. Seguir aclarando. I
P342+ P311: En caso de sintomas respiratorios: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOGIAlmédico.

. . I
Evite cualquier contacto entre los reactivos y la piel. Lave inmediatamente con abundante agua en caso de contacto. Use guantes al
manipular los reactivos.
Para obtener más información, consulte la hoja de datos de seguridad de materiales., .
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8. Controles y; estándares de cuantificación
530 nm = el canal de lectura ''FAM™'' o "Green"u ofro,dependiendo de la plataforma de PCR a tíempo real. Para simplificar fa ('
soja se utiliza el término "530 nm". q( D _~~.•.

560 nm = el canal de lectura ''VfC™'', ''Hex™'' u otro, según las plataformas de PCR a tiempo real. Para simplificar las instrucciones, solo se
utiliza el término "560 nm", i

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

ARGENE .,

muestras se

I

ATENCiÓN: respete el orden con el que se anadeo las muestras y los controles. (Ver el apartado "Preparación de la amplificación").

8.1 Estándares de cuantificación internos IQS1, gS2.a..~~ I
• Es necesario el uso de la gama de estándares de cuantificación internos para la cuantificación de muestras. 1

• Los estándares de cuantificación se usan para generar una curva estándar a partir de la cual se calcula la carga viral.
• Cada punto del estándar de cuantificación contiene tres plásmidos especfficos de cada virus. I

• La gama de estándares de cuantificación va desde las 2000 copias/¡JL (081) hasta las 2 copiasllJL (084) .
• Los estándares de cuantificación deben designarse como "estándar", y sus valores deben introducirse cuando las
registran en el software para el análisis de los resultados .

• Lectura de señal a 530 nm.

Estándar de cuantificación (~l 1

• El estándar de cuantificación ~ permite importar la curva estándar creada en la primera operación. I
• La importación de la curva estándar por medio del QS3 solo es posible si se usan kits H8V1 H8V2 VZV R-gene@ con el mismo número
de lote. El periodo que transcurra entre la operación que define la curva estándar con los cuatro estándares de cuantificación y la
operación en la que se use la curva estándar importada no debe superar los 3 meses. ,

• Los sistemas Applied Biosystems 7000, 7500, 7500 Fast, 7500 Fast Dx, 7900, 8tepOne, ViiA™ 7 Real~Time PCR, el sisteriJa Dx Real~
Time, el sistema CFX 96 Real~Time, Mx3005P y Versant kPCR Molecular 8ystem AD no permiten importar la curva estándar .

• Lectura de señal a 530 nm. I

Nota: en caso de tratarse de una detección cualitativa únicamente, QS3 sirve como control positivo para verificar el correcto des~rro//o de la
fase de amplificación. I

8.3 Control de sensibilidad (SC)
• El control de sensibilidad (SC) permite validar el funcionamiento del ensayo a lo largo del tiempo. t
• El control de sensibilidad (Se) contiene tres plásmidos especificas para cada virus .
• El co~trol de sensibilidad se amplifica con la premezcla de amplificación (R1, R2 o Ji: ) de acuerdo con el virus bu cado en el
experimento .

• Analizado de manera sistemática, el control de sensibilidad (SC) equivale a una muestra ligeramente positiva. Por ello, ocasionalmente
podrla dar un resultado negativo. . 1

• Lectura de señal a 530 nm.

Controles de extracción + inhibición

Control de extracción + inhibición 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 extracción y detectar la presencia de posibles inhibidores. 1

• Lectura de señal a 560 nm.

2 Control de extracción + inhibición de referencia (IC2WO)
• Este control consiste en un control interno (IC2) que se agrega al control de extracción negativo (WO), se extrae y amplifica al mismo
tiempo que las muestras de pacientes para obtener una referencia (IC2WO). Debe compararse con los resultados del control de
extracción + inhibición de las muestras del paciente (IC2sample). :

• Lectura de señal a 560 nm. ¡
::::> Los valores de CT (Crossing Threshold) de estos dos controles IC2WO e IC2sample a 560 nm se pueden comparar para evaluar la

eficacia de la extracción y detectar la presencia de posibles inhibidores. !

8.4
8.4.1

8.5
8.5.1

Controles negativos

Control negativo de extracción + amplificación (IC2WO) I
• Este es exactamente el mismo tubo que el que se describe en el apartado "Control de extracción + inhibición de referencia" . Sin
embargo, cuando se analiza a 530 nm, este control hace patente la ausencia de contaminación durante la extracción y amplificación .

• Lectura de señal a 530 nm. '1

8.5.2 Control negativo de amplificación (RO)
• El control de negativo de amplificación consiste en el reactivo (RO) amplificado en la mezcla de reacción de amplificación (R1, R2 o R3)
según el virus deseado .

• Este control hace patente la ausencia de contaminación durante la amplificación. I

• El uso de este control es opcional. I
::::> Los valores de CT (Crossing Threshold) de estos dos controles RO e IC2WO a 530 nm se pueden comparar para identificar la fase

del experimento en la que ha ocurrido la posible contaminación. I
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Las muestras deben recogerse siguiendo las instrucciones dellaboratorlo.

o.~tención, transporte y preparación de las muestras

T
9.1 TRANSPORTEDELASMUESTRAS :

• Las muestras se deben transportar según las normativas locales aplicables para el transporte de muestras biológicas potencialmente
infecciosas. I

• El laboratorio debe transportar y tratar las muestras en el menor tiempo posible (preferiblemente, en 24 horas). \

9.2 RECOGIDADEMUESTRAS I
9.2.1.Muestr.s de LCR

• El LCR se obtiene siguiendo las condiciones habituales de punciones lumbares. 1
• Si se envlan al laboratorio muestras de LCR congeladas en hielo seco, deben conservarse a -15 °CI_31 oC o preferible~ente a
.78 'C/.82 'C. '

9.

10. Protocolo de extracción de muestras
ATENCiÓN: Antes de comenzar el procedimiento de extracción, asegúrese de que las muestras descongeladas y los re;actlvos

IC2 y WO se han mezclado bien. 1

En la sala reservada para la extracción de muestras \

10.1 ONA EXTRACTION KIT (rel.: 67.000 + IC2+WO) I
• Equilibre las muestras IC2 y WO hasta alcanzar una temperatura de +18 °C/+25 oC. 1
• Equilibre el tampón AE (F) hasta alcanzar una temperatura de +18 °C/+25 oC. \
• Asegúrese de que el tampón AW1 (O), el tampón AW2 (E) Y la solución concentrada de proteasa han sido reconstituidos de acuerdo

con las instrucciones de la sección -Reconstitución de los reactivosn
• 1

• Para disolver cualquier precipitado que aparezca en el tampón Al (C). caliéntelo a +70 oC. \
• Todos los pasos del centrifugado deberán desarrollarse a temperatura ambiente.

10.1.1 Lisis I
• Preparar e identificar (en la tapa) el mismo número de tubos de microcentrifugado de 1,5 ml que el número de muestras que se vayan

a analizar. Afiada UN tubo para la extracción de la mezcla de WO + IC2. ¡
• Caliente al bano maria hasta los +56 oC. 1

• Pipetee 200 IJl de tampón Al (e) en el fondo de cada tubo de microcentrifugación de 1.5 ml previamente identificado. I

• Aflada 20 IJl de proteasa .
• M.d. 10 ~Lde control interno (IC2).
• Afiada 200 IJl de WO en el tubo identificado para la mezcla de WO+IC2. I
• Afiada 200 IJl de muestra en los tubos identificados para las muestras. Puede anadir PBS a la muestra si el volumen de la mllestra es

inferior a 200 1Jl. En este caso, el resultado obtenido solo será cualitativo. !
,

• Mezcle la muestra agitando durante 15 segundos. Para garantizar la eficacia de la lisis. es esencial que la muestra se mezcle bien
hasta alcanzar una solución homogénea. "

• Incube a +56 oC durante 10 minutos. ,
• la lisis está comp!eta tras 10 minutos de incubación. Una incubación más prolongada no afecta al rendimiento o a la calidad pel AON

extraido. los posibles agentes infecciosos podrlan desactivarse al incubar las muestras a +95 oC durante 15 minutos tras la. fase de
lisis. No obstante, una incubación prolongada a esta temperatura puede degradar el AON. I

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

10.1.2 Carga de la columna I
• AFIada 200 IJl de elanol 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. I
• Aplique cuidadosamente cada muestra a una columna QIAamp. en un tubo de 2 ml sin mojar el borde. I
• Cierre cada columna para evitar la contaminación cruzada entre muestras y centrifugue a 6000 9 durante 1 minuto. Si la solución 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. I

1
10.1.3 Lavado I

• Abra con cuidado las columnas y afiada 500 IJl de tampón AW1 (O). Cierre las columnas y centrifugue a 6000 9 durante 1 minuto .
• Coloque las columnas en un tubo limpio de 2 ml y deseche los tubos que contienen filtrados. ¡
• Abra con cuidado las columnas y añada 500 IJl de tampón AW2 (E). \
• Cierre las columnas y centrifugue a máxima velocidad (12 000 g) durante 3 minutos .
• Coloque las columnas en un tubo limpio de 2 ml (no suministrado) y deseche los tubos que contienen filtrados .
• Centrifugue durante 1 minuto a máxima velocidad. Este paso elimina cualquier residuo del tampón AW2 (E) en las columnas durante la

deceleración de la centrifugadora o cuando las columnas se retiran del rotor .
• Coloque cada columna en un tubo limpio e identificado de 1.5 ml (no suministrado) y deseche los tubos que contienen filtrados.

10.1.4 Eluclón
• Abra con cuidado las columnas y afiada 50 IJl de tampón AE {F} .
• Cierre las columnas e Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos .
• Centrifugue a 6000 9 durante 1 minuto .
• El AON extrafdo se encuentra en el eluído.!/""="E,,iA=D"N"e"X1=r."ld"o=pe,,'rm=."n"e"ce=e"S"ta"b"le=d"ur"."n"te=un=."ftO=S"iS"e"co=n"S"e"rv".".='1"5"'"C,,I,,'3,,1,,',,C,,'=================;!:::;;;¡
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Blood and body
fluid spln prolocol

V3

Total NA Plasma
100'::400

lCR

lCR

lCR

Tipo de muestra

Muestras de LCR.
LBA, oftalmológicas,
ginecológicas, ORl y

cutáneas

Muestras de LCR,
LBA, oftalmológicas,
ginecológicas, ORL y

cutáneas

N

!d
••."
...J

"-o
+
!";¡;
~
E
••."
...J

"-oo
N

Muestra de la
ruabaKit

OIAamp"MlnElute~
Virus Spin Kit'

OIAamp"MinElute"
Virus Spin Kit •

OIAamp~ DNA Blaad
Mini Kit

OIAamp~ DNA Blaad
Mini Kit

Ma9NA Pure Campac!
Nuclele Acid Isolation

Kitl

tI. O 8 7
INSTRUMENTOS DE EXTRACCiÓN Y KITS VALIDADOS CON HSV1 HSV2 VZV R-gene" -

MagNA Pure Compact

OIAcube

10.2

ARGENE ~

NucliSEN~ easyMA~
NucliSENS.

easyMAG$ Reagents'"
lCR Generic 50 ~L.

I

Para utilizar los kits HSV1, HSV2, VZV R.genelll y Enterovlrus R-genee simultáneamente, añada 10 ~L de lel + 10 ¡JL,de IC2 a la
muestra.

11._ Protocolo de_de!ección y cuantificación Real-Time PCR
Nota: ~ar8simplificar las instrucciones, el dispositivo que contiene la mezcla de reacción para amplificación se denominará "ttlbo ~.

I ATENCiÓN:
,

Para seguir la evolución de la carga viral de un paciente prueba tras prueba, es necesario que los análisis
sucesivos de las muestras se realicen siguiendo exactamente el mismo protocolo y con las mismas
combinaciones de instrumentos de extracclón/amplificaclón.

por muestra y por virus buscado.
por cada curva estándar de HSV-1 y/o HSV-2 y/o VZV importada o creada.

para el OS3 como control positivo en caso de una detección cualitativa. I
para el control de sensibilidad (Se) de cada virus buscado.
para el control de extracción + inhibición de referencia también utilizado como control negativo de e~tracci6n +
amplificación (IC2WO). :

Para determinar los reactivos y el número de tubos de amplificación necesarios para el experimento: I

_ Compruebe si el experimento requiere la creación de una curva estándar (ver el apartado -Estándar de cuantificación (OS3)").
- Defina los parámetros v/ricos deseados.

Planificación:

1 tubo

1 o 4 tubos

1 tubo

1 tubo

1 tubo

:'t>

~
Cuando se use UNG, consulte los protocolos y programas descritos en la ficha técnica del producto (ref. 65-001).
Para los instrumentos de amplificación del sistema Dx Real-TIme y del sistema CFX 96 Real-Time. utilice placas; transparentes
(re/.: HSP9601) con tapones ópticos (rel.: TCS0803). ~
Para el instrumento de amplificación UghtCycler 480 System 11, utilice placas blancas UghtCycler 480 MUItir'ell Plate 96
(ref.: 04729692001).

I
I
I
I

I
Dra. Rosa

Direclo~
bloMér
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11.1 PROGRAMA

Indepe~~ientemente de la plataforma de PCR a tiempo real que se use, introduzca el siguiente programa de amplificación: \

Atenclon:con Mx3005P o Versant kPCR Molecular system AD, ajuste la duración de la fase de desnaturalización a 20 segundos.
1

¡:! ' ',~" " "pi ., """,-r:"', I .¡..Ad' uisici6n -defluorescencia ~r.:ié;jl~!i¡I!!'W'I~",W!i'!1l!~~tij!!-:r,.<f. ..• '-

Fases
d " ," ,;...•.'.,••,;..,1..•' i¡';:r.:'f'~';:,!;;"f:":':J¡"'''',';;'iI' Ji."I",-I:::'! '::~~-,!!'-!!; ¡11",,!il:limi\!i',',1m- ~". '.ilMx3005P o "!¡~. !$' "-";;'~','.'~'R','"'1 -Ciclos, .¡,,' ".-,'¡':,,' F,';' ',"'1,,'"'I~~~iW~'APPlle'd '1;~ ''',' :;;i!;r:,•••.,,;;¡.lr; Versant kPCR .••• " '":'" ~:'"
f ""',-,., , LC1.0 ~,'LC2.0,1~'!'t'SC2-:'r.,.. .~', Rotor.Gene~ ' - r.R.rtlmeoslstemao~1
.fo ' <' ::1,: o,; ,;1, "oí:'::';:.' :. ;~;¡~¡_;'~LC4~ci;~: ;;,I,,-~'il~!~i~!iJ~,~~:~~;t~~~1~;~:J.;r".r,~iffi;'i1: ¡,~~I~~~~SYSL~~~~~ ~GfX~~ ,r,~~:

La tasa/gradiente de transición de temperatura está predeterminada en un máximo de 20 °C/seg o 100%.

ActivaCión de po me

Desnatura-
10 s

Iizaci6n 20 s 95.C
Amplificación ara Mx3005P 45

53' 530-560 FAM- FAM.YIC reen-Yellow FAM-HEX FAM.HEX
Hibridación 40 S 60.C c 3

Al final de la hibridación

Nota 2:

Nota 3:

Nota 4:

ATENCiÓN:

I
I

Para detectar simultáneamente los virus HSV-1, HSV-2, VZV y/o enterovirus, utilice el programa de
amplificación descrito en la ficha técnica del kit Enterovirus R-gene«l (ref.: 69-005B). \

En Lig.'htCycler, añada una fase de enfriamiento: 30 s/40 cC/1 ciclo al final de la PCR. \

En UghtCycler 1.0 y 2.0, ajuste el parámetro useek temperature" a 60 cC al programar.

En LightCycler 2.0, es INDISPENSABLE utilizar un archivo de compensación de color para interpretar los resultados.
Comprobar que este archivo siga siendo válido (consultar la correspondiente ficha técnica) y se ha creado y registrado en
el software de gestión UghtCycler 2.0 utilizando el reactivo R-gene~Colour Compensation (ref.: 71-103). 1

En LightCycler 480, existen dos sistemas ópticos: solo "System 11"es compatible con el kit HSV1 HSV2 VN \
R-gen~«l. El System 11incluye una compensación de color automática en su software.

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

Nota 6: En Rotor-Gene, calibre la señal haciendo clic en "gain oplimisation" . \

Nota 7: En Mx3005P o Versant kPCR Molecular System AD, seleccione "none" en "Reference Oye" .

Las hOjas de ayuda en la programación y el análiSIS se pueden descargar por tipO de mstrumento, en wwwblomeneux comltechllb

PREPARACiÓN DE LA AMPLIFICACiÓN \

I I En la sala reservada para la amplificación 1

Antes de cada uso: , I
- Los reactivos deberán descongelarse completamente a temperatura ambiente antes de iniciar la prueba.
- Mezcle cada reactiv~ (agitando durante 2 segundos o con sucesivos pipeteos) y luego centrifúguelos brevemente. I
- Asegúrese de que el bloque enfriador se ha descontaminado mediante la exposición a luz ultravioleta durante 30 minutos.
- Asegúrese de que' el bloque enfriador se ha refrigerado previamente a +2 cC/+8 cC. \

"IATENCiÓN: Para evitar todo lo posible la contaminación, cierre los tubos cuando se haya completado la distribución. \
Restablezca las premezclas de amplificación (R1, R2, R3), los estándares de cuantificación (OS) y el control de
sensibilidad (SC) a ~15 cC/_31 oC inmediatamente después de su uso. 1

., d
• Homogeneizar con cuidado la premezcla de amplificación con la pipeta (volumen a 15 IlL) para distribuir el mismo volumen en to os los

• ~i~~r~bUya 15 ~L de premezcla de amplificación en los tubos de amplificación. \

ATENCiÓN: respete el orden en el que se añaden las muestras/reactivos.

o Añada 10 IJL de cada muestra extraída en el tubo 1 que contiene la premezcla de amplificación correspondiente al virus buscado.
o Añada 10 IJL del control de sensibilidad (SC) en el tubo correspondiente (ver el apartado "Controles"). \
o Añada 10 IJL a cada estándar (de QS4 a Q51) por cada tubo que contenga la premezcla de amplificación correspondiente al¡YirUS
buscado (ver el apartado "Controles").

o Añada 10 IJL de la mezcla de rC2+Wa extraída en el tubo correspondiente. Este tubo es el control IC2WO (ver el apartado
"Controles" ).

• Centrifugue los tubos con el instrumento correspondiente antes de transferirlos al termociclador.

11.2

11.3 EJECUCiÓN DEL PROGRAMA HSV1 HSV2 VZV R-ge"e •

• Ejecute el programa de amplificación que se describe en el apartado "Programa" .
• Defina las muestras y Jos controles .
• Para la cuantificación de HSV-1, HSV-2 y/o VN, introduzca los siguientes valores para el estándar de cuantificación (copiaslmL):

ti

t ti
,1
I1

I
10 I 23
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Cuantificación
Exlraccl6n de 200 ~L

EIucI6n en 50 IJL
(coplaslml)

QS1 500000

QS2 50000

OS3 5000

QS4 500

21091E -es-2915/10
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12.!Arillisls,de lo¿ resultados
L8S-h~j~Sd~-aY~d~e~ la progra--;"a~~;;~;análisisS~PU~d~;d~~;~;~r,por 1/;0de i~stn.:ment~,e~:VWW.b¡O~e~;eux.comlteChlib. 1
Nota: 530 nm = el canal de lectura ~FAMMo "Green"u otro ,dependiendo de la plataforma de PCR a tiempo real. Para simPfifiba, las

instrucciones, solo se utiliza el término "530 nm", 1

560 nm = el canal de lectura "v/e", "Hex" u otro, según la pfataforms de PCR 8 tiempo real. Para simplificar las instrucciones, solo se
utiliza el término "560 nm". I

¡,12:1apti!IDsls-'-DE;1:0S;RESUI.!TMós-'cON 'IJGHTCYCI:E~11~0! £j .iJj¡jjUR!..-wtii¡;j,tf~:'!?,:;.i/, ,'::F' ,l I
• Use el método Fit Points en el modo Arithmetic en 2 puntos de valoración. 1

• Desplace la linea de umbral (roja) de modo que atraviese todas las curvas de fluorescencia de las muestras en su parte lineal, por
encima del ruido de fondo. ¡
tfOIA;. Si una Unea recta no cruza todas las curvas en la parte lineal al mismo tiempo, repita la operación 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 .

• Para cuantificar las muestras, utilice el método "Second Derivative maximum" en el modo Arithmetic .

• La concentración calculada para HSV-1, HSV-2 o VZV aparece en la columna Calculated (Copies/mL).

112.2 ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS CON L1GHTCYCLER 2.0 I
• El análisis de la diana viral se debe realizar en el modo Absoluta Quantification a 530 nm. !
• El control de extracción + inhibición se debe analizar en el modo Absolute Quantification a 560 nm tras activar (pestaf\a Golour
Compensation) el archivo de compensación de color (Colour Compensation rilene$, ref.: 71-103). I

• Aplique primero el método Fit Points para la interpretación cualitativa (identificación de muestras positivas) .
• Desplace la linea de umbral (roja) de modo que atraviese todas las curvas de fluorescencia de las muestras en su parte lineal, por
encima del ruido de fondo. 1
NOTA: Si una linea recta no cruza todas las curvas en la parte lineal al mismo tiempo. repita la operación 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 cuantificar las muestras, seleccione el modo Automated F" max (segundo método derivativo) .

• La concentración calculada para HSV-1, HSV-2 o VZV aparece en la columna Conc (Copias/mL). J

• Los controles de extracción + inhibición se analizan comparando el valor de CP calculado para cada control de extracción + inhibición
(IC2sample)con el valor de CP del control de extracción + inhibición de referencia (IC2WO) a 560 nm. I

1112.3.ANBI:ISIS"DE-LOS'RESUCTADOS'COÑ LIG'HTCYCLER'480'(SYatem"II)Jl;:l_t N",:t'R' 3::', '_;,~,' ,
• Active la compensación automática FAM - HEX en el LC480 (System 11). l
• La dIana viral se analiza en el modo Absoluta Quantification a 530 nm (FAM) .

• El control de extracción + inhIbiCIón se analiza en el modo Absoluta Quantification con 560 nm (HEX) .

• Para cada muestra positiva se calcula un Crossing Point (CP) a 530 nm
• Los controles de extracción + inhibiCIón se analizan al comparar el valor CP calculado para cada control de extracción + inhl ición

(IC2sample) con el valor CP del control de extracción + inhibición de referencia (IC2WO) a 560 nm (HEX).

)12.40 'ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS CON SMARTCYCLER 2,0

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

• El control de extracción + inhibición se analiza en el modo Cy3 a 560 nm .

• Para cada muestra positiva, se calcula un Crossing Threshold (CT) a 530 nm (F AM Cl),

• La concentración calculada para HSV-1, HSV-2 o VZV aparece en la columna FAM Std/Res Green .
• Los controles de extracción + inhibición se analizan comparando el valor de CT calculado para cada control de extracción + inhibición
(IC2sample) con el valor de CT del controi de extracción + inhibición de referencia (IC2WO) a 560 nm (Cy3 Ct).

11 / 23
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• Compruebe que non e está seleccionado en el campo Passive reference, ya que las premezdas R1, R2 Y R3 del kitHSV1 HSV2
VZVR-gene$ na contienen f1uorocromo de referencia pasiva. I

• Las muestras se analizan de la misma forma tras seleccionar el detector FAM R-gene en el campo Detector/target. I
• Ajuste la línea de umbral manualmente hasta situarla en una posición en la que atraviese cada curva de amplificación en su parte
lineal. El objetivo de este paso es identificar muestras positivas para las que se calcula el CT. Las muestras negativas se definen como
Undetermined en la columna Gl. !

• Los controles de extracción + inhibición (IC2sample e IC2WO) se analizan de la misma forma tras seleccionar el detector YIC R-gene
en el campo Detector/target.

• Para cuantificar las muestras, regrese al modo lineal. :
• La concentración calculada para HSV-1, HSV-2 o VZVaparece en el informe editado e impreso al final de cada experimento .
• Los controles de extracción + inhibición se analizan comparando el valor de CT calculado para cada control de extracció:n + inhibición
(IC2sample) con el valor de CT del control de extracción + inhibición de referencia (IC2WO) a 560 nm. I

[1ít:il~N'ÁÜSls:o"élOO${Re$U~Tgp:~t!i9@ENt"'----'-'",
• La diana viral se analiza en el modo Cycling A Green a 530 nm. !
• El control de extracción + inhibición se analiza en el modo Cycling A Yellow a 560 nm. I
• La linea de umbral debe ajustarse en el modo Linear Seale tras seleccionar Dynamie tubes y Slope Correet*. '

• La concentración calculada para cada muestra aparece en la columna Cale Con e (copies/mi) en la ventana Qu:1ant. Resultf
Cycling A Green. I

• Los controles de extracción + inhibición se analizan comparando el valor de CT calculado para cada control de extracción + inhibición
(IC2sample) con el valor de CT del control de extracción + inhibición de referencia (IC2WO) a 560 nm. I

* Consulte el manual de usuario del termociclador .

• Compruebe que se ha seleccionado none en el campo de reference dye, ya que las premezdas del kit HSV1 HSV2 VZV R-gene«l no
contienen f1uorocromo de referencia pasiva .

• La diana viral se analiza al inhabilitar el botón Hex .

• El control de extracción + inhibición se analiza al inhabilitar el botón Fam .

• La linea umbral se debe ajustar al modo Linear scale. '

• La concentración calculada para HSV-1, HSV-2 o VZV aparece en la columna Quantity (copias) en la ventana Qu~nt de la tabla
resumen .

• Los controles de extracción + inhibición se analizan comparando el valor de CT calculado para cada control de extracción + inhibición
(IC2sample) con el valor de CT del control de extracción + inhibición de referencia (IC2WO) a 560 nm.

13. Validación e interpretación de los resultados
13.1 VALIDACiÓN DE LA PRUEBA

•
•

•

La diana viral se analiza dejando marcado el botón FAM en la pestafía QUANTITAT10N. I
Si es necesario, ajuste manualmente la Hnea de umbral a una posición que atraviese cada curva de amplificación al final de la fase
exponencial. El objetivo de este paso es identificar muestras positivas para las que se calcula el CT. Las muestra,s negativas se
definen como NIA en la columna Gr. Para cada muestra positiva, la concentración calculada aparece en la colllmna STARTING
QUANTITY (SO) en las pestañas QUANTITATION y QUANTITATION DATA. I

Los controles de extracción + inhibición (IC2sample e IC2WO) se analizan de la misma forma tras seleccionar el detectpr HEX .

. 'l""":. ",.

ATENCiÓN: El experimento solo es válido si se cumplen todas las condiciones que se especifican a continuación.
Si no es asi, el experimento completo (incluidas todas las muestras, controles y estándares) deberá repetirse.

I
CT = Crossing Threshold para la mayoría de las plataformas de PCR a tiempo real o CP (Crossíng Point) para la gama de
instrumentos LightCycfer. Para simplificar las instrucciones, solo se utiliza el ténnino "CTO¡. I

1.CONDICiÓN:

2' CONDtCIÓN:

("
IC2WO no deberá dar ninguna señal detectable (CT) a 530 nm.

IC2WO debe ofrecer una señal (CT) menor o igual a 32 ciclos a 560 nrn.
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J' CONDICiÓN:

Instrumento'
.

LighlCycler 1.0

"".."''''''''''''''' __ "",~",_,_,,,,,,, __ '==''''''''-''''''''''''''''--''''''"~''l'=''=_""'''':'"'--'-'''I'''"","-,,",-,,,,,=,,,,,,""'"'~'","''''' "'""'.'C:"-.'-"'-'''',,''.._,-""",,.- ~., ~'",

" ~:~:~C/~~':'ANTITATlV~" ,_ _""... ___' , DETECCiÓN CUAL{TATlVA'¡

f - Tanqencls/encacla. requa,lctas --
CTQS3 La curva estáncta,'s. ana/lta La ¡jurvaastáncta, •• O"'a pare la

... oa", cactaax"arlmanto. . "ostarlo,lmoor/ac/ón .
-4,339 < Tendencia <: -3,103

LighfCycJer 2. o I LighfCycler 480 1,7 < Eficacia <: 2,1

.0,322 < Tendencia < -0,230

SmartCycler 2.0

Rotor-Gene
31- 3S
ciclos

-4,339 <: Tendencia* < -3,103

0,7 <: Eficacia < 1,1

31- 3S

ciclos

Applied Bíosystems

Mx3005P o Versan! kPCR Molecular
SystemAD

,tema Dx Real. Time y sistema
iX96

-4,339 <: Tendencia < -3, 103

0,7 < Eficacia <: 1,1

0,7 < Eficacia < 1,1

No aplicable

.••En el SmarlCycler, la tendencia del CT de la línea de regresión = f(Log (concentración)) se obtiene haciendo die con el botón derecho ,del
ratón en el gráfico y seleccionando "Transpose X and Yaxes". '

=>5i se cumplen todas estas condiciones, los resultados obtenidos con las muestras son válidos.

1J.2 INTERPRETACiÓN DE LOS RESULTADOS

•
•
•

Cada resultado de una muestra deberá analizarse de forma individual.
Se muestra un valor de CT para cada muestra positiva.
Si no se puede calcular el valor de CT, se considera que la muestra es negativa, está inhibida y/o se ha extraído mal.

le

o

E uar o
. bioMérieux Argentina SA

APODERADO
ONI28.167.514
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NOTAS IMPORTANTES:
Para la interpretación de los resultados, se aconseja expresar el resultado de la cuantificación en
logaritmo base 10 (log10), I
En el caso del seguimiento de un paciente, dos resultados de cuantificación se consideran significativamente diferentes si los valores
expresados en log10(copias/mL de muestra) difieren en al menos 0,510g10. I
Esta interpretación solo se aplica SI los dos resultados de cuantificación se obtUVieronmediante el mismo método dE(Jf~r~YJil ~
Instrumento de PCR a tIempo real. Directora T~.cmca
Es imprescindible comparar los resultados obtenidos con el kit HSV1 HSV2 VZV R-geneoAl con otros resultados de prué:ba&léKelOO"t(JiiiQIÓjl~\
para definir el estado viral de cada paciente. La \..3U•.••sal' &s,p..

{qel\\\"

Control d••• xtracclón CT [IC2sample]SCT [IC2WO)+ Jciclos CT [IC2sample]>CT [IC2WO]+ Jciclos

+ Inhibición -~ .. .....•.... - ...••.•..... ............. .•..•.•.......•....

(JC2sample) Muestra NO INHIBIDA Y correctamente extraída Muestra INHIBIDA y/o mal extraída.
, . .

CT calculado ~ CT no calculsdo CT calculado IMuestra CT no calculado

Interpretación Patógeno detectado ! Patógeno detectado
I I

cuantitativa de HSV-1, Patógeno no detectado
I

Resultado no válido
HSV-2, VZV

Cuantificación validada I Rehacer cuantificación ,
Interpretación i 1 Resultado no JlidOIcualitativa de HSV-1, Patógeno detectado I

Patógeno no detectado Patógeno detectado IHSV-2, VZV

ATENCiÓN: En caso de muestra negativa:
Si la pendiente de la curva genera una caida en la fluorescencia final ('= 50%)

Curvu

comparada con la fluorescencia final de IC2Wa (ver la figura contigua), es ,- ,
:1

posible una leve inhibición. Sugerimos volver a extraer y analizar la muestra. ".
., IC2V

- 'é'
I !-~
! 1 '" -,

I ¡-" / /

, ,,' .JC2sam

I :: _//

I

./



14. Guia de Problemas I Soluciones
. 14.1 AUSENCIA DE SEÑAL DE FLUORESCENCIA EN MUESTRAS POSITIVAS o CUANTIFICACiÓN SUBESTIMADA

ARGENE ~

¡_.- =-~---=-CAUSAS POSIBLES .~-'"5":' oí; ,-,-1[,. t If,••;;'''it-ttJNPJt!'~. SOLilCJPlIEJl
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=
La premezcla de amplificación se ha
descongelado demasiadas veces.

La premezcla de amplificación ha permanecido a
temperatura ambiente demasiado tiempo o se ha
descongelado a una temperatura demasiado alta.

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

Desviación de las condiciones de almacenaje y
caduddad del kit HSV1 HSV2 VZV R-gene.
(ref.: 69-004 B).

Problema durante la fase de extracción.

Error en la distribución de reactivos y muestras.

Error de programación.

Problema durante la fase de amplificación.

Error en el análisis de tos resultados.

Error en la interpretación de los resultados.

• Siga las instrucciones del apartado ~Composición del kit y condiciones de
conservación~. Las premezclas no deben descongelarse más de 7 veces.

• Compruebe que las premezclas de amplificación, los estandares de cuantificación y
el control de sensibilidad volvieron a -15 °C/.31 oC inmediatamente despuás de su
uso.

• Compruebe que las premezclas de amplificación, los estándares de cuantificación y
el control de sensibilidad se descongelaron a temperatura ambiente .

• Use un bloque fria cuando prepare y distribuya las premezclas.
1

• Véase el apartado 9 en el que se definen las condiciones óptimas (temperatura,
tiempo) para el transporte y almacenamiento.

1

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

• Compruebe que las muestras se hayan mezclado bien antes de realizar la extracción .

• Si se realiza la extracción de forma manual con el DNA EXTRACTION KIT
(re1.: 67-000), respete el número de lavados y el tiempo de incubación indicados en el
apartado 10.1 .

• Compruebe los materiales y protocolos que se han utilizado para extraer las
muestras.

El funcionamiento del kit solo está validado para las extracciones que se déscriben
en el apartado 10.

• Efectúe siempre las tareas de mantenimiento preventivo de los dispositivos para
extracción automatizada conforme a las recomendaciones del fabricante .

• Compruebe la calibración de las pipetas .

• Compruebe que se hayan utilizado los volúmenes correctos.

• Mezcle bien los reactivos y muestras antes de distribuirlos en los tubos de
amplificación.

1
• Revise todos los parámetros de programación introducidos (canal de detección,
modo, número de ciclos, temperatura y tiempo).

• Revise todas las fases relativas a la introducción de las muestras .

• Compruebe las concentraciones almacenadas de los estándares de cuantificaCión.
1

• Compruebe el rendimiento térmico del instrumento según las recomendaciones del
fabricante .

• Efectúe siempre las tareas de mantenimiento preventivo del instrumento de PCR a
tiempo real según las recomendaciones del fabricante .

• Compruebe que los tubos estén cerrados y el anillo de fijación del carrusel Rotor-
Genee esté correctamente bloqueado .

• Compruebe el ajuste de la linea de umbral.

• En el caso de un análisis basado en una curva estándar importada, compruebe que
la curva importada es válida.

1
• Compruebe que se han cumplido TODAS las oondíciones de interpretación I(ver el
apartado 13) .

• Con Applled Biosystems: compruebe que none esté seleccionado en el campo
passive reference .

• Con LightCycler" 2.0: asegúrese de que los resultados obtenidos se corrigieron
utilizando un archivo de compensación de color válido previamente creado utilizando
el kit (rel. 71-103) .

• Compare el resultado del control de extracción + Inhibición (IC2sample) para la
muestra considerada sospechosa con el resultado del control de extracción +
inhibición de referencia (IC2WO) (ver el apartado 13.2). Diluir la muestra extrélda, si
es necesario.

/-=======¿ 14/23
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Contaminación durante el experimento.

14.2 AUSENCIA DE SEÑAL DE FLUORESCENCIA EN MUESTRAS NEGATIVAS O CUANTIFICACiÓN SOBRESTIMADA

, . AlJSAS'P.bsiBD;51!IlI.1l.~E.il~j,~,'j;:ffl,;:C¡'''':SOC:lJCiO~~~~~~•
• Siga las recomendaciones del apartado 7.

• Descontamine los bloques frlos mediante una luz ultravioleta .

• Respete todas las recomendaciones del fabricante para la descontaminación de
los dispositivos para la extracción automatizada.

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

• Use el reactivo RO incluido en el kit de forma paralela a las muestras extra Idas
para identificar la fase en la que se produjo la contaminación .

ARGENE ~

Error en la distribución de reactivos y muestras.

Error de programación.

• Compruebe la calibración de las pipetas .

• Compruebe que se hayan utilizado los volúmenes correctos.

• Mezcle bien los reactivos y muestras antes de distribuirlos en los tubos de
amplificación .

• Revise todos los parámetros de programación introducidos (canal de detección,
modo, número de ciclos, temperatura y tiempo).

• Revise todas las fases relativas a la introducción de las muestras .

• Compruebe las concentraciones almacenadas de los estándares de cuantificación .

Error en el análisis de los resultados.

Error en la interpretación de los resultados.

• Compruebe el ajuste de la linea de ruido de fondo .

• En el caso de un análisis basado en una curva estándar importada, compruebe: que
la curva importada es válida. l

• Compruebe que se han cumplido TODAS las condiciones de interpretación (ver el
apartado 13). '

• Con Applied Blosystems: compruebe que none esté seleccionado en el campo
passive reference .

• Con UghtCyclerS' 2.0: asegúrese de que los resultados obtenidos se corrigieron
utilizando un archivo de compensación de color válido previamente creado
utilizando el kit (rel. 71-103) .

• Compare el resultado del control de extracción + inhibición (IC2sample) para la
muestra considerada sospechosa con el resultado del control de extracción +
inhibición de referencia (IC2WO) (ver el apartado 13.2). Diluir la muestra extra Ida, si
es necesario.

14.3 LAS MUESTRAS PARECEN TODAS INHIBIDAS

CAUSAS POSIBLES SOLUCIONES

Problema durante la fase de extracción.

EIIC2WO no proviene del mismo proceso de
extracción.

• Compruebe que las muestras se hayan mezclado bien antes de realizar la
extracción .

• Si se realiza la extracción de forma manual con el DNA Extraction Kit de R~
gene.ref.: 67-000), respete el número de lavados y el tiempo de incubación
indicado en la sección "DNA Extraction Klr .

• Compruebe los materiales y protocolos que se han utilizado para extraer las
muestras .

• El funcionamIento del kit solo está validado para las extracciones descritas sn el
apartado "Protocolo de extracción de muestrasft

•

• Efectúe siempre las tareas de mantenimiento preventivo de los dispositIvos para
extracción automatizada conforme a las recomendaciones del fabricante. 1

• Asegúrese de que todas las muestras analizadas incluyen el mismo lote de IIC2
que eIIC2WO. ;

• Cada proceso de extracción debe tener su propio IC2WO.
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combinaríones de

I

CTmedlo Desviación Cdeficiente de J

estándar V~riaCión ("lo)

Concentración de
1500 cp/rnL 34,92 0,569 ~1,63 %

HSV.1 en la 15000 cp/rnL 31,84 0,294 lO,94 %
muestra

10,71 %150000 cp/mL 27,82 0,197

CT medio Desviación Cgeficiente de
estándar variación ("lo)

Concentración
1500 cp/mL 35,1 0,405 I 1,15%

de HSV.1 en la 15000 cp/mL 31,18 0,189
,

0,60%
muestra

150000 cp/ml 27,64 0,098 0,35%

Concentración
10000 cp/rnL 32,4 0,121 0,37%

de HSV-2 en la 100000 cp/rnl 29,03 0,076 I 0.26%
muestra j 0,78%1 000000 cp/rnL 25,52 0,2

Concentración
150 000 cp/rn l 32,9 0.206 1,0,63%

de VZV en la 3000000 cp/rnL 26,36 0,186 10,70%
muestra

50 000 000 cp/mL 22,54 0,075 0,33%

15. Prestaciones

ARGENE

El mismo experimento se realizó con el parámetro viral HSV-1
mediante la técnica de extracción automática MagNaPure
Compacto
La tabla muestra los CT obtenidos como media para cada
muestra.
En función del numero de copias virales en la muestra, el
coeficiente de variación osciló entre 0,71% y 1,63%. Este
coeficiente de variación muestra una buena reproducibilidad
intra-analítica del kit.

IATENCiÓN: los datos de funcionamiento proporcionados están validados y garantizados utilizando las
técnicas de extracción y unidades de amplificación recomendadas en la ficha técnica.

15.1 REPRODUCIBILlDAD INTRAANALíTICA E INTERANAÚTICA DEL KIT HSV1 HSV2 VZV R-aene"
15.1.1 Reproducibilidad intraanalítica

La reproducibilidad intraanalítica del kit HSV1 HSV2 VZV
R-gene@ se analizó en un estudio realizado en diferentes
muestras de cultivos de células positivos para HSV-1, HSV-2 o
VN. El experimento se repitió 8 veces en el LightCycler 2.0
después de la extracción manual con el DNA Extraction Kit (ref.:
67-000).
La tabla muestra los CT obtenidos como media para cada
muestra.

En función del numero de copias virales en la muestra, el
coeficiente de variación osciló entre 0,35% y 1,15% para HSV-1,
entre 0,26% y 0,78% para HSV-2 y entre 0,33% y 0,70% para
VZV. Estos coeficientes de variación muestran una buena
reproducibilidad intraanalítica del kit para los virus HSV1, HSV2
yVZV.

CTmedio Desviación Coeficiente de
estándar variación (%)

1500 cp/mL 34,48 0,69 2,00%
Concentración de

1\49%HSV.1 en la 15000 cp/mL 30.55 0,45
muestra

1152%150000 cp/mL 27.31 0,42

Concentración de 10000 cp/mL 31,7 1.11 3;50%
HSV.2 en la

3;,90%muestra 100000 cp/mL 28,2 1,1

15.1.2 Reproducibilidad ínter-analítica
La reproducibilidad inter-analítica del kit HSV1 HSV2 VZV
R-gene<!lse analizó en un estudio realizado en diferentes
muestras de cultivos de células positivos de HSV-1, HSV-2 o
VZV. El experimento se repitió 7 veces en el LightCycler 2.0
después de la extracción manual con el DNA Extraction Kit
(ref.: 67-000).
La tabla muestra los CT obtenidos como media para cada
muestra.

En función del número de copias virales de la muestra, el I

coeficiente de variación osciló entre 1,49% Y 2% para HSV-1, entre 3,5% y 3,9% para HSV-2. Estos coeficientes de variación
muestran una buena reproducibilidad inter-analítica del kit. 1

15.2 SENSIBILIDAD ANALíTICA DEL KIT HSV1 HSV2 VZV R-gene"
La sensibilidad analítica del kit HSV1 HSV2 VZV R-gene~, o el límite de detección, se evaluó con diversas diluciones de , uestras
extraídas de paneles de QCMD de HSV~1y VZVy de cultivos celulares de la cepa G de HSV-2 (ATCce VR_734™).La extracción de la
muestra se realizó con el DNA Extraction Kit (ref.: 67-000). Estas muestras contenían entre 10 y 1200 copias/mL de HSV-1, entre 10 y
400 copias/mL de HSV-2 y entre 20 y 1 600 copias/mL de VZV. Cada serie de diluciones se amplificó en ABl7500 Fast. El experimento
se repitió 20 veces.
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/
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M 0,0 ~, et ~., ,'l.' ~,' r..' 0,' o., r.' O,) o ~ o.,
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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 copiaslPCR) y 250 copias/mL de VZV (10 copias/PCR).
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15.3 ESPECIFICIDAD ANALlTICA PEL KIT HSYl HSy2 yzv R-gene. ~ .••...!?f
La especificidad del reconocimiento de los cebadores y las sondas seleccionadas para el kit HSV1 HSV2 VZV R-genetl se determin ~ és ..... (" i

del anlllisis de secuencia (de virus, bacterias y patógenos humanos) encontrados en los bancos. También se comprobó mediant~ So ~,c;,#
tiempo real de cultivos celulares de los siguientes virus: ' .~

Herpesvlrus humano: HSV-l, HSV-2, VZV, EBV, CMV, HHV-6, HHV-7, HHV-8;
Poliomavirus: plásmidos que contienen el genoma total de JCV y 8KV;
Adenovirus 5. 8:
Enterovirus, potiovirus 51, ecovlrus 9.

No se observó reactividad cruzada entre las premezclas para la detección de los virus HSV-1, HSV-2 y VZV, asl como tampoco s~ observó
amplificación o hibridación vfrica con otros patógenos.

ARGENE o

- .
-

Delecclón de
. Composición del panel de QCMD y resultados .spel'lldos

HSVl y HSV2 con
HSVl HSV2 VZV I
R-geneo 69-004B

Concentración de la
... - - . - -

Código del
Conlenldo Tipo de Estado de

Malrlz muestra Delia lag

panel de la muestra la muestra dele
Coplas/ Lag

Lag coplas/mL
coples/mL

muestra muestra
mL cODle./mL

HSVDNA HSV-1
Frecuente

14-01 (Maclntyre)
Core mente TM 5,408 3.73 4,04 0,31

detectado

HSVONA HSV
;

14.02 neoativa
Core Negativa TM Negativa Negativa Negativa N/A

,

HSVDNA HSV-l Core Detectado TM 1.135 3,06 3,40 0,34
14-03 (95/1906)

HSVONA HSV-1 Educational Detectado TM 213 2,33 2,48 O,l~
14-04 (95/1906)

HSVONA
HSV-l Frecuente ,

14-05
(95/1906) Core mente TM 12.794 4,11 4,39 0,28

detectado

HSVONA
Frecuente

14-06
HSV-2 (MS) Core mente TM 1.982 3,30 2,12 -1,1.8

detectado
,

HSVONA HSV-2 Educatlonal Detectado TM 275 2,44 Negativa N/f
14-07 (09-015681 )

HSVDNA HSV-2
Frecuente I

14-08 (09-015681 )
Core mente TM 5.023 3,70 2,51 -1,1

1
9

detectado
HSVONA HSV-l Educatlonal Detectado TM 341 2,53 2,53 oda

14-09 (Maclntvre\ ' I

HSVONA14 I

VZV Core Negativa TM Negativa Ne9atlva Negativa N/A
10 !

En el panel 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 "Básicas" HSV-1 positIvas se detectaron con el kit HSV1 HSV2 VZV R-genee. '
Las dos muestras "Básicas" HSV-2 positivas se detectaron con el kit HSV1 HSV2 VZV R-genee. i
Las dos muestras "Educativas" HSV-1 positivas que contenlan cargas virales de 213 y 341 copias/mL se detectardn con el kit
HSVl HSV2 VZV R-geneo.
La muestra "Educativa" HSV-2 positiva que contenla una carga viral de 275 copias/mL no se detectó con el kit HSV1 Hsvi VZV
R-genee. !

Las dos muestras "Básicas" negativas, que inclulan una muestra positiva en VZV identificada con la premezcla de VzV (R3), no se
detectó con las premezclas HSV1 (Rl) Y HSV2 (R2) en el kit HSVl HSV2 VZV R-geneo. i
La ausencia de reactividad cruzada entre VZV y HSV1 o HSV2 muestra la especificidad de las sondas y los cebadores de HSV
seleccionados para el kit. I

15.4 ESTUDIO DE 20 MUESTRAS DE PANELES DE QCMD EN 2014
Durante las campanas de pruebas del HSV y el VZV propuestas por aCMD en 2014, se analizaron mediante el método ciego 10 mu~straspara el
panel de HSV (tipo 1 y 2) Y 10 muestras para el panel de VZV, con el kit HSV1 HSV2 VZV R-geneo.
Se extrajeron 10 ~L de cada muestra con el extractor NucliSENSCI easyMA~ que se amplifICÓ con el ASI 7500 Fast (Applied Siosy~tems)con las
premezclas de amplificación especificas correspondientes a las dianas virales para cada panel.
::::)EI95% (19/20)de las muestras analizadas en todos los paneles oonoordaban con los resultados esperados.

Panel de HSV de gCMD
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<Deteccl n~. ~ I

Composición del panel de aCMDY"';,su'itildOS e.~¡;dO~~ '~t"~,~}f'jIlfo,tijS. I
~YZV.,R..¡,GJ!n '." . - ',,~'"~(,;>'-',':4.<~:":":}~~~'~~,,'~;.l\i~;:~~~:i'~~' &.~;O~, .:

Contenido Concentración de la .
Código del Tipo de Estado da

Matriz muestra
panel de la muestra la muestra

dela
Coplas/ Log

Lag copiaslrnL
muestra muestra

mL coolas/mL

VZVDNA14. VZV
Frecuente-

01 (Ellen)
Core mente TM 1,849 3,27 3,64 °rdetectado

VZVDNA14- VZV
Frecuente

Core mente TM 2,183 3,34 3,66 0,32
02 (63/1444) detectado I

VZVDNA14- VZV Educational Detectado TM 292 2,47 2,86 0;40
03 163/14441

VZVDNA14-
HSV Core Negativa TM Negativa Negativa Negativa Nedativa

04
Frecuente- ;

VZVDNA14- VZV Core mente TM 520 2,72 2,91 0;19
05 (9/84)

detectado

VZVDNA14- VZV
lnfrecuent i

06 (9/84)
Educational amente TM 95 1,98 2,03 0,05

detectado
VZVDNA14- VZV Core Negativa TM Negativa Negativa Negativa Negativa

07 negativa o

VZVDNA14. VZV
Frecuente ,

08 (OKA)
Core mente TM 2,864 3,46 3,88 Ó,42

dstectado I
VZVDNA14. VZV

Frecuente I
Core mente TM 8,279 3,92 4,39 Ó,47

09 (OKA)
detectado I

VZV
,

VZVDNA14-10 (Ellen)
Educational Detectado TM 118 2,07 2,26 0,19

I

En el panel de VZV. 8 de las 10 muestras eran positivas en VlV. Todas las muestras se detectaron con el kit HSV1 HSV2 Jz:v R-genee.
las cinco muestras "Básicas" VZV positivas se detectaron con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene~. 1

1

las tres muestras "Básicas" negativas, incluida una muestra HSV1 positiva, no se detectaron con la premezcla de VZV (R3) en el kit
HSVl HSV2 VZV R-gene~, !
las tres muestras "Educativas" VZV positivas que contenian cargas virales entre 95 y 292 copias/ml se detectaron dOn el kit HSV1
HSV2 VZV R-gene~, I
Estos resultados muestran la sensibilidad y la especificidad de la premezda VZV (R3) en el kit HSV1 HSV2 VZV R-genee para la
detección del parámetro VZV. 1

I
15,5 ESTUDIOS CLiNICOS REALIZADOS CON EL KIT HSYl HSV2 vzy R-aene~ I

1. Estudio clinico retrospectivo a partir de 131 muestras de sangre recogidas en el Departamento de Virologfa del Hospital de
St Vincent de Paul (París, Francia). I
Se analizaron 131 muestras (75 de LCR y 56 genitales) anteriormente caracterizadas mediante la técnica de labóratorio rutinaria
(PCR consensus, Rozenberg et al.. JCM Nov 1991) para las muestras de lCR; y ta técnica de PCR a tiempo real cualitativa para las m.Jestras
genitales y el VZV oon el kit HSVl HSV2 VZV R-gene~ en el ASI 7500, después de la extracción mediante el DNA Extraction ~ (rel,: 67-000),
los resultados cualitativos son los que se presentan en la siguiente tabla: l
Anftlisis de los resultados según el virus:
Se detectaron 24 de 24 muestras de HSV-1 con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene5•
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 oon el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene~.

Referencia

+ -
HSV1 HSV2 + 75 2
VZV R-gene~ - 9 45

Análisis de los re.sJJJ.tajtos discordantes; 1
De los 11 resultados discordantes, 7 correspondian a muestras que se identificaron como positivas débiles (> 40 ciclo:,s) con la técnica
de PCR de referencia. Asimismo, las muestras positivas llevaban conservadas varias semanas y se volvieron a descOngelar antes de
analiZar1a,S con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene~. Esto podrfa explicar las diferencias observadas. No fue posible ¡realizar pruebas
adicionales utilizando las dos técnicas debido a la falta de material (muestras).

Conclusi6n: I
El primer"análisis cualitativo muestra una concordancia del 91,6% entre las dos técnicas de PCR a tiempo real.
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2~ Estudio clínico retrospectivo a partir de 105 muestras en el Departamento de Virología del Hospital de Unive ? no de:f1 )
Estrasburgo (Francia). \ J~
Se analizaron 105 muestras (25 de LCR, 8 muestras ORL y oftalmológicas, 22 LBA, 23 muestras ginecológicas y 27 frotis cút~Deos o ,
de mucosas) anteriormente caracterizadas mediante la técnica de laboratorio rutinaria (consenso de herpes mediante PCR tradicional e
identificación del herpes, bioMérieux France) con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene~ simultáneamente en el LighlCycler 2.0 'y Rotor-Gene
después de la extracción mediante el DNA Extraction Kit (ref.: 67-000). '
Los resultados discordantes se volvieron a analizar simultáneamente mediante las dos técnicas (cuando había disponible un volumen
suficiente de muestra).
Los resultados cualitativos que se presentan en la siguiente tabla concuerdan con los resultados obtenidos con las plataformas de PCR
a tiempo real (LightCycler 2.0 y Rotor-Gene).

Referencia

+ .

I
HSV1 HSV2 I + 64 1

VZV R-geneoKl I . 4 36
El primer análisis cualitativo muestra una concordancia del 95,2 % entre las dos técnicas de PCR a tiempo real.

Análisis de los resultados según el tipo de muestra:

Tipo de muestra
Resultado positivo Resultado negativo

eSDerado eSDerado
Citoloaías ainecoló icas 18/20. 3/3
Frotis cutáneos v de mucosas 26/26 1/1
Muestras ORL v oftalmolóQicas 6/6 2/2

I LCR 3/3 21/22**
I LBA y otros Iinuidos 11/13'" 9/9

Análisis de los resultados discordantes:
Las dos muestras ginecológicas corresponden a muestras positivas débiles del cultivo celular. Esas muestras llevaban
conservadas tres meses a -20 oC antes de analizarlas con el kit HSVl HSV2 VZV R-gene«l.
Se detectó una muestra adicional de LCR como positiva con el kit HSVl HSV2 VZV R-gene<!l. I

las dos muestras discordantes corresponden a una muestra positiva débil que posteriormente se confirmó negativa por diferentes
técnicas y una muestra positiva que se confirmó positiva mediante las dos técnicas. '

Análisis de los resultados según el virus:
Se detectaron 37 de 37 muestras de HSV-l con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene<!l.

_ Se detectaron 12 de 12 muestras de HSV-2 con el kit HSVl HSV2 VZV R-gene<!l.
- Se detectaron O de 4 muestras de herpes simple (sin tipo) con el kit HSVl HSV2 VZV R-geneil'). i
- Se detectaron 16 de 16 muestras de VZV con el kit HSVl HSV2 VZV R-gene«l. I

Conclusión: !
Tras una evaluación de los resultados discordantes, el segundo análisis 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«l permite la cuantificación viral del HSV-l, HSV-2 y VZV. Esta característica adicional de
diagnóstico no se puede obtener con la técnica de PCR rutinaria.

3. Estudio retrospectivo de muestras de LCR para la validación del programa de herpes simple y enterovirus
Este estudio se llevó a cabo con 29 muestras del Laboratorio de Virología del Hospital Universitario Clermont Ferrand (Francia).
El estudio se realizó a fin de validar el programa de amplificación Enterovirus de R-gene'!l para detectar simultáneamente la posible presencia
de virus HSV.l, HSV-2 y vz:v y/o enterovirus con una sola muestra de líquido cefalorraquídeo (LCR) de pacientes ingresados en el hospital
con una posible encefalitis o meningitis.

29 muestras se caracterizaron con el kit Consensus Generic de herpes (ref.: 67-090).
1 muestra de LCR HSV-l positiva.
2 diluciones de una cepa de HSV-l obtenida de una muestra genital valorada a 105,6 TCID50/ml.
1 muestra ginecológica HSV-1 positiva.
2 muestras de LCR HSV-2 positivas.
2 diluciones de una cepa de HSV-2 obtenida de una vesícula cutánea valorada a 104,8 TCID50/mL.
1 muestra ginecológica HSV-2 positiva.
8 muestras de LCR VZV positivas.
2 diluciones de una cepa de VZVobtenida de una vesícula cutánea valorada a 104,9 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 DNAlRNA Extraction kit rl1anual o el kit
QIAampoKlMinEluteo!l Virus Spin. :
Cada extracto se amplificó posteriormente usando Rotor-Gene con los programas de amplificación Enterovjrus R-geneo!l y HSV~, HSV2, VZV
R-gene<!l I. I

19/23 , t.rdo Peluffo
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program~sde amplificación (1 de las 10 muestras negativas demostró estar inhibida con la PCR Enterovirus R-genee).

I,
1 Programade amplifJcacl6n
I Enterovlrus R-genee
I
! + -
I Programade amplifICaCión + 19 O
I
I HSV1, HSV2, vzy.¡ R-gene~ - O 9

Antdisis cuantitativo:
Se realizó un análisis cuantitativo en las 19 muestras positivas.

I
Proarama de amnlfflcaclón I

Matriz Concentración HSV1 HSV2 VZV R.aene" Enterovlrus R-oene"
Re~ultados ~~g"

Delta Log,o
Resultados Log,o (coplas/mL)

caDlas/mL I
HSVl LCR aQruDadD 3,90TCID50/mL 3,38 3,32 0,06
HSV1 LCR aQiuDadD 0,39TCID50/mL 2,49 2,25 0'24
HSVl LCR NIA 2,90 2,90 000

Muestra I
HSVl ainecol60ica N/A 7,20 7,30 -0,,10

HSV2 LCR aaiuaada 63TCID50/mL 286 275 0'11
HSV2 LCR aariJaada 6,30TCID50/mL 1,63 1,80 -0'17
HSV2 LCR NIA 350 3,60 -O 010
HSV2 LCR N/A 1,00 0,60 MO

Muestra ,
HSV2 oinecalóqica

N/A 5,71 5,67 0,04

VZV LCR aCrUpada 7,90TCID501mL 4,40 4,38 0,02
VZV LCR acnJpada 0,79TCID501mL 3,15 3,67 -0,52
VZV LCR NIA 5,80 5,70 0,10
VZV LCR NIA 4,10 4,00 0,10
VZV LCR' NIA 7,00 6,80 0,20
VZV LCR' NIA 6,50 6,30 0,20
VZV LCR' NIA 6,90 6,70 0,20
VZV LCRI NIA 4,00 4,20 -0,20
VZV LCR: NIA 6,50 6,30 0,20
VZV LCR ~ NIA 4,40 4,20 0,20

ARGENE ()
I,

Análisis cualitativo:
De las 29 muettras analizadas:
- El 100%;(19/19) de las muestras caracterizadas como positivas resultaron ser positivas y fueron concordantes con los dos

programas de amplificación. 1

. El 100%1{9/9) de las muestras caracterizadas como negativas resultaron ser negativas y fueron concordantes don los dos

['

I . \
Conclusión: .
El análisis cuantlta~o de los resultados obtenidos con los programas de amplificación Enterovirus R-gene«l y HSV1. HS\I2, VZV R1-genef)
muestran una excel~nte correlación: los logaritmos de~a entre las dos técnicas están comprendidos entre O y 0,52 109.
Consecuentement~,. se valida el uso del programa de amplificación Enterovlrus R-genef) para la detección y la cuantificación de los virus
HSV-1, HSV-2 y VZV.,

I,
I
I,
I
I

I
I

I
I,,,
'1
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Las hojas de ayuda en la programación y el análisis se pueden descargar, por tipo de instrumento, en www.biomerieux.comAechlib. I
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The clinical inleresl of HSV1 semi-quanlificalion in bronchoalveolar lavage.Journal of Clinical Virology, 58, 265-

~~1~. l
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Evalualion of Argene's Research Use Only , Real-Time PCR Reagenls for HSV1 and HSV2 R-GENE.CVS, 2 08.

Vignoles M., Bes J., Magro S., Raoux N., Barranger C., Joannes. M. I
Developmenl of a new diagnoslic 1001 for lhe quanlilalive delection of HSV-1, HSV-2 and VZV DNA.CVS, 2008.

Schvoerer E., Fafi-Kremer S, Obringer C., Schramm F., Vignoles M., Barranger C., Joannes M., Gul J'~I" SlolI-
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ESCV Finland, March 2008.
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• Colour Compensation r-geneo!>
• CELL Control r-gene«l
• HSV1 r-gene'!l
• HSV2 r-gene$
• VZV r-gene<l!l

18. Tabla de símbolos

rel.: 71-103
rel.: 71-106
rel.: 71-015
rel.: 71-016
rel.: 71-017

Símbolo Significado

IREFI Número de catálogo

¡Ivol Producto sanitario para diagnóstico in
vi/ro

MIl Fabricante

% Limite de temperatura

~
Fecha de caducidad

ILorl Código de lote

mJ Consulte las instrucciones de uso

W Contenido suficiente para <n>
ensayos

--2r~ Conservar protegido de la luz••••
d Fecha de fabricación
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Categorfas de tipos de modificación:

N/A No aplicable (primera publicación)

Corrección Corrección de anomallas en la documentación

Cambio técnico

Administrativo

Nota:

Se anade, revisa ylo elimina información relacionada con el producto

Implantación de cambios que no son de carácter técnico y que el usuario puede observar

Las modificaciones de poca importancia en la tipografla, la gramática y el formato no se
incluyen en el histórico de revisiones.

Fecha de Número de
Tipo de cambio Resumen de cambios

lanzamiento pieza

Creación del histórico de revisiones

2015/03 21091C Administrativo Contenido del kit, peligros y normas de seguridad,
tabla de slmbolos

2015/09 210910 Administrativo Peligros y normas de seguridad

Presentación del kit Principio del lesVPeligros y
normas de seguridadfControles y estándares de

Administrativo cuantificaci6n

BibliograflalProductos anexos

Temperatura de conservaci6n

2015/10 2'1091 E Principio del tesVComposici6n del kit y condiciones
de conservaci6n

Cambio técnico Materiales y reactivos necesarloslReconstituci6n de
los reactlvoslPrestacionesNalidaci6n e interpretaci6n
de los resultados/Análisis de los resultadoslProtocolo
de detecci6n y de cuantificaci6n en tiempo
real/Protocolo de extracci6n de muestras
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APCDERAUO
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673 620 399 RCS LYON
Tel. 33 (0)4 78 87 20 00
Fax 33 (0)4 78 87 20 90
www.biomerieux.com
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69280 Marcy-I'Eloile - Franca
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BIOMERIEUX, ellogo azul, ARGENE, R-GENE, EASYMAG y NUCLlSENS son marcas utilizadas, depositadas y/o regislrndas I
pertenecientes a bioMérieux o a una de sus filiales, o a una de sus sociedades.
OIAamp. HotStarTaq y Omnisaipt son marcas comerciales registradas propiedad de OIAGEN GmbH, HlIden, Alemania con licenda para
bioMérieux. Los componentes de OIAGEN aqur contenidos los ha desarrollado y fabricado OIAGEN GmbH, Hilden, Alemania. I
Cualquier otro nombre o marca registrada pertenece a su propietario correspondiente.
La marca y nombre comercial de ATCC y todos los números de catálogo de ATCC son marcas comerciales de American Type Culture
Collection. I
La compra de este producto otorga al comprador los derechos contemplados en detenninadas patentes de Rache para utilizar el prodLcto
exdusivamente con el objetivo de prestar servicios de diagn6stico in vitro humano. bioMérieux no concede, por el presente documento, derechos
de patente generales u otras licendas de aJalquier tipo aparte de este derecho de uso derivado de la compra. l

Ora, Rosa a ab
Directora I

bloMérie

http://www.biomerieux.com


REFERENCIAS DEL PRODUCTO
NOMBRE DEL PRODUCTO

HSV 1 HSV2 VZV R-gene@

PROYECTO DE RÓTULOS

RÓTULO EXTERNO

ARGENE ~
HSV1 HSV2 VZV R-gene@ CE:

,.-n, 21091E. . u"~~~1'Ofmel...J.!J WWW.blomenoux.comltechhb _ e!m(J. ",.• c)'fEIQ'h - "tne.

IREFI69.004B

~ 2015-10-30

m 2x 1.8 mL W012345678
mB 1 x 1 mL IC21234587
liI!J 1 x 300 pL R012345678mJ 1x 300 pL QSl1234587, r-wcii~• -31~

'0/180
ILOTI 0123456789
m 1 x 300 pL QS21234567
EH 1 x 300 pL QS31234687
lClD 1 x 300 pL QS41234587
l1IiI 1 x 300 ~L SC12345678

mi 2 x 460 pL Rl12345878
W 2 x 460 pL R212345678
liD 2x460pL R312345678

1111111111111111111111111111111111111111111111
(O1)03673021234667(17)161030(10)0123466789

Sobrerólulo

Origen de elaboración: bioMérieux S.A, Marcy l'Etoile 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.

Or :-RÓ88ns Labat
blo Directora Técnica

Mérieux Argenlma S.A.

71 ..
Eduardo Peluffo

bioM6rieux Argentina SA
IApOOERAUU
ÓNI28.187.614
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PROYECTO DE RÓTULOS
ROTULOS INTERNOS
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