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VISTO el expediente NO 1-47-11672/13-8 del Registro de la

Administración Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnología Medica y, :

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma NIPRO MEDICAL CORPORAjfION

Sucursal Argentina solicita autorización para la venta a laboratorios de an1álisis

clínicos de los Productos para diagnóstico de uso "in vitro" denominadJs 1). I
PapilloCheck@/ DISEÑADO PARA LA DETECCIÓN CUALITATIVA Y LA

GENOTIPIFICACIÓN DE 24 TIPOS DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN
[

PREPARACIONES DE ADN A PARTIR DE CITOLOGÍAS CERVICOUTERclNAS

HUMANAS; 2) PapilloCheck@ Collection Kit/ PARA LA EXTRACCIÓ~ y

TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS CERVICALES QUE SE ANALIZARÁN ¡CON

PapilloCheck@. '

Que a fojas 662 consta el informe técnico producido por el ServicIo de

Productos para Diagnóstico que establecen que los productos reúnen las

condiciones de aptitud requeridas para su autorización.

Que la Dirección Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervehción

de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N°,J
}

16.463, Resolución Ministerial N° 145/98 Y Disposición ANMAT NO

1

2674/99,

I
I
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DISPOSICION N" 3 8 O9
Ministerio de Salud

Secretaría de Políticas, Regulación
e Institutos
A.N. M. A.T

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los

Decretos NO1490/92 Y 1886/14.

Por ello;

ELADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE:

MEDICAMENTOS,ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA

• DISPONE: I
ARTICULO 1°,- Autorizase la venta a laboratorios de análisis clínicos de los

. I
productos de diagnostico para uso in Vitro denominados 1) PapiiloCheck@/

DISEÑADO PARA LA DETECCIÓN CUALITATIVA Y LA GENOTIPIFICACIÓN DE 24

TIPOS DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN PREPARACIONES DE ADN A

PARTIR DE CITOLOGÍAS CERVICOUTERINAS HUMANAS; 2) PapilloCheck@

Collection Kit/ PARA LA EXTRACCIÓN Y TRANSPORTE DE LAS MUEdRAS

. @.I
CERVICALESQUE SE ANALIZARAN CON PapilloCheck , ei que sera elaborado por

I
1) GREINER BIO-ONE DIAGNOSTICS GMBH. Gewerbepark 2, 4261 Rainbach im

Muhlkreis (AUSTRIA) para GREINER BIO-ONE GMBH. Maybachstra~e 2, D-72636

Frickenhausen(ALEMANIA) y 2) BLISPAC S.A.S. Rue de la Gare 60250 Balagny/

Thérain. (FRANCIA) PARAGREINER BIO-ONE GMBH. Maybachstra~e 2, D-72636
I

Frickenhausen (ALEMANIA) e importado terminado por la firma NIPRO MEDICAL
I
i

CORPORATION Sucursai Argentina, en envases conteniendo: 1) Envases por 60

determinaciones conteniendo: PapilloCheck@ PCR MasterMix (5 x 300 'ul),

PapilloCheck@Slidebox (5 x 12 matrices), PapiiloCheck@BUF A conc. (2 x 40 mi),

PapiiloCheck@BUF B conc. (1 x 15 mi) y PapiiloCheck@Buffer de Hibridación (2 x

2
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DISPOSICION N' 3809
1000 ~I); 2) Envases conteniendo 10 o 50 kits de recolección ( kit de recolección:

1 cepillo cervical y 1 vial con 5 mi de medio de transporte), con una vida útil del)

DIEZ (10) meses, desde la fecha de elaboración conservado entre 4 y 8 oC y 2)

DOS (2) años, desde ia fecha de elaboración conservado entre 15 y 30 oC y que

la composición se detalla a fojas 263 a 264 . ,
ARTICULO 20.- Acéptense los proyectos de rótulos y Manual de Instruccio~es a

fojas 286 a 288, 337 a 339, 340 a 342, 469 a 471 y 523 a 661. DeSglOSá~dose

fojas 288, 339, 342, 471, 523 a 524, 529 a 572 y 659 debiendo constar e~ los

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

los rótulos de cada partida. i

ARTÍCULO 3°.- Extiéndase el Certificado correspondiente. l
ARTICULO 40.- LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE MEDICAMEN¡OS,

ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MEDICA se reserva el derecho de reexaminar los

métodos de control, estabilidad y elaboración cuando las circunstancias Jsí lo
I

determinen.

ARTÍCULO 5°.- Regístrese, gírese a la Dirección de Gestión de Información

Técnica a sus efectos, por- Mesa de Entradas de la Dirección Nacional de
I

Productos Médicos notifíquese al interesado y hágasele entrega de la tapia

autenticada de la presente Disposición junto con la copia de los proyectds de

rótulos, manual de instrucciones y el certificado correspondiente. cumJ.lido,

archívese.-
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3 Ing. AOGELlO LOPEZ
AdminIstrador Nacional

Á.N.M.A.T.
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Kit Diagnostico para la Defección y Genofipeo de 24 Tipos de Virus del Papilloma Humano en Preparaciones de ADN a partir de
Muestras Cervicales

Proyectos de Rótulos
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Kit Diagnostico para la Detección y Genotípeo de 24 Tipos de Virus del Papilloma

Humano en Preparaciones de ADN a partir de Muestras Cervicales

Proyectos de Rótulos
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PapilloCheck31 Collection Kit

Contenido _

SOxPapiIJoChecklO Collection Kit

Cada PapilloChecke Collection Kit cosiste en un cepillo cervical y un vial con
medio de transporte de muestra PapilloChecke de 5 mi en un envase blister
etiquetado.

Simbolos

Fecha de Vencimiento

IREFI
Catálogo número

ILOrl
Número de Lote

Ver instrucciones de uso

Un solo uso

«>/.\lJl,,-m H319 - Causa irritación ocular seria
P280 - Utilizar guantes, ropa de protección, protección
ocular y facial

I !Ve 1 Diagnóstico In Vitre

<: E CE Marca de conformidad

~tLímite de Temperatura

•• Fabricante

Instrucciones de Uso _

Antes de usar Papillocheck. Collection Kit, lea atentamente las instrucciones
de uso. Las instrucciones imprentas en este blister proveen sólo InformacIón
reducida sobre el manejo del kit.
{Descargue instrucciones de uso actualizadas, disponibles en varios idicimas}

Uso Previsto _

Para la extracción y el transporte de las muestras cervlcaies que se analizarán
con Papillocheck. Collection Kit.

DescrIpción del Producto _

cepillo cervIcal:
El cepillo cervical del kit de recoleccIón PapílloCheck" es designado para
muestra simultánea de ambas ecto yendocervix. Esto tambIén vIene con una
cabeza recortable como complemento, la que permanece almacenada en el
vial después de recoger la muestra, asegurando asi que toda la muestra se
recoja.

380 9 <;; ,<'i'~~~:~''~
grelnerbio~n(~t~

El Papillocheck" Collectlon Kit viene listo para usar y no nece~~aT¥-ct6r:.)Y
adiciona!' Almacenar sin abrir en su empaque original a temp:~~~l0.5
y 30ºC en un lugar limpio y seco hasta su vencimiento.

PrecaucIones VAdvertenclas, _

• No usar para muestras de endometrio
• No usar si se sospecha o se confirma embarazo
• Producto para un solo uso. No reulll1zar alguna parte del kit
• No usar luego de la fecha de vencimiento
• No usar 51 algún componente está dañado
• Manejar todas las muestras biológicas V los dispositivos de

recolección usados de acuerdo a las políticas V procedimientos de su
institución

• Prestar la atención médica apropiada cuando se manejen ras
muestras biológIcas, pueden transmitir enfermedades infeccIosas

• Usar guantes y ropa de laboratorio adecuada para reducir los
riesgos de infección. !

ColeccIón de muestras para Papillocheck. _
(utilizar guantes cuando se manejen muestras cervicales para minimizar
exposici6n al peligro) 1

.T

3
I

~~t~~C~~~~::~::~ra del cérvix: Insertar el cepillo cervical en el erocervix y

2. Abra el viai con medjo de transporte de muestras: Inserte el cepillo y rompa
la cabeza del cepillo en el punto de ruptura. r
3. Cierre firmemente la tapa del frasco y rotule la etiqueta engomada.

I
DlsposlcI6n, _

I
Observar normas de higiene generales, nacionales, estatales y regulaciones
locales con respecto a la disposición de muestras y materiales utillzados.

I

Transporte VAlmacenamiento de Muestras I _
I

Para resultados óptimos, las muestras cervicales tomadas con Papillocheck.
Collection Kit no deben ser almacenadas a temperatura ambiente por más de
14 dlas. Las muestras deben transportarse sin refrigeración. Lasmuestras
deben ser transportadas en cumplimiento con regulaciones nacionales,
estatales y locales. I

í1f1 f0\,~-t..<9( E:~'"~ \.é/ W\RNING !

.b-
grelnérbio-one:

Vial con medio de transporte de muestra PapilloCheck":
S mi medio de transporte de muestras garantiza las condiciones 6ptjmas de
almacenamiento y un transporte Ilbre de contamInaci6n y degradación DNA.
Las dimensiones del vial de almacenamiento aseguran un manejo fácil y seguro
de la muestra para el análisis descendente, incluso con la cabeza recortable
que queda dentro del vial.
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Equipo de diagnóstico para la genotipificación de los tipos del virus del papiloma humano
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muestras cervicouterinas
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1. CONTENIDODEL EQUIPO

~f'o••••""{' 1 " ~

Equipo de ensayo PapllloChec:k'" .Contenido Cantldad ~ '

PCR MaslerMix

Caja para portaobjetos. 5 x 12 matrices

Tamp6n de híbridación

BUF Aconc.

BUF B conc.

5 PapilloChecklJ
PCR MasterMix1

1 caja para portaobjetos Papll1oCheck1"
con 5 microchips PapilloChec~

2 PapilloChec1«<'

21ampones A PapilloCheck"
concentrado

, lampón B PapilloCheck~
concentrado

5x300~1

5 x 12 matrices

2 x 1000 !JI

2x40ml

1 x 15 mi

Un equipo de ensayo PapilloCheck'" es suficiente para el análisis de 60 muestras.
1 Contiene lodos los componenles necesarios para peR, excepto Taq AON potimerasa y uracil-N-glucosilasa.
Un microchip PapilloChec~ contiene 12 micromalrices PapilloCheck~'.
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2. CONSUMIBLES, EQUIPO Y HARDWARE

Se recomienda el uso de PapilloChec!(Cl en combinación con los consumibles.
hardware enumerados únicamente por parte de personal profesional.

,. N.O de catálogo deConsumibles Grelner Blo-One canUdad

Equipo de ensayo PapiUoChec~ 465060 Equipo de ensayo para
60 reacciones

EquIpo de toma de muestras PapllloChec~ 465070 10 muestras

Equipo de extracción de AON I 515040 Equipo de ensayo para
Preparación con una columna oChack- 50 preparaciones

Equipo de extracción de AON / 515050 12 x 8 preparaciones
PreparaClón con banda de 8 columnas oChec~

Puntas de filtro de mlcroplpeta libres de
desoxlrribonucleasa estériles'

Puntas de filtro de 0,5-10 ¡JI 765288 961960
Puntéis de filtro de 0,5-20 ¡JI 774288 961960
Puntas de filtro de 10-100 ¡JI 772288 96/960
Puntas de filtro de 10-200 ¡JI 739288 961960

IPuntas de filtro de 100-1000 !JI 750 268 601600
,

Microtubos libres de desoxirribonucleasa

M.crotubo de 1.5 mi 616201 500/4000
Mlcrolubo de 0,2 mF 683201 50011000
8 bandas PCR de 0,2 mI 673210 12511250
Tiras de tapa para 8 bandas PCR de 0,2 mi 373270 12511250

Tubo de poltproplleno de 50 mP 210261 251450

Pipetas de plasl1co para pipcteador

Pipeta de 10 mI 607 180 o 607 160 11200
Pipeta de 25 mI 760 180 o 760 160 11200
Pipeta de 50 mi 786 180 0768 160 11200

,
, Algunos de los tamaflos de puntas menCionados son opcionales segun las micropipetas disponibles. 1
~ En pnnClp'o. se recomienda el uso de las bandas PCR con 8 tubos. Los microlubos individuales (0.2 mI) son opcionales
SI no hay bandas disponibles.

~ Solamente necesario si no hay disponible una centrifuga para portaobjetos.

Papi1loChock'" - Manual de instrucciones
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Software CheckReportH1 Msico 862080

Software CheckReportl ••complemento para PapllloCheckte 862081

Cámara de hibridación oCheck4' con soporte de portaobjetos 447070 1

Asa para el soporte de portaobjetos 447001 1

RecipIente de lavado oChecf¡&' 447020 1

oChec!(t' VacSetl 863080 1

oChec!(t' VacPumpl 863070 1

eOzfmas necesarlas

• Taq polimerasa: Polimerasa AON HotStarTaqe 5 U/IJI (Diagen: 203203. 203205, 203207, 203209)
• Uracil-N-glucosilasa: Uradl.AON.glucosilasa 1 UflJl (Fermentas: #EN0361, #EN0362)

Otros consumibles necesarios

• Agua grado PCR
• Agua destilada o desionizada
• Guantes de un solo uso

Otro equipo necesarlo

• Mlcrocentrifuga para mlCtotubos de 1.5 y 2 011
• Centrifuga para tubos de pollproplleno de 50 011 (por ejemplo, BeckmanCou1ter, cemrifuga Al!egra X.22, rotor de
angulo fiJOC0650) o centrifuga para portaObjetos (por ejemplo. labnel. SlIde Splnner, WYR Internatlonal centrifuga
Galaxy MlnlArray)
• Mlcrocentrifuga para mlcrotubos individuales de 0,2 011o bandas PCR de 8 tubos (por ejemplo, Labnel centrifuga
Spectraluge Mini)
• Termoddador de PCR:
GeneAmp. PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o Ventl'" 96-WeIl Thermal Cycler (Applied Biosystems)
• Bar'lo Maria (50 'C)
• M'-;rO¡::lIpetas(diferentes tamanos entre 1 y 1000 !JI)
• filultlplpela de 8 canales (rango 5 - 50 !JI), por ejemplo, Brand Transferpetle"-8 (Brand)
• Plpeteador para pipetas de vidrio y plástico
• Agilador Vortex
• Gradillas para diferentes microtubos

Otro hardware necesario

• PC (oonsulte los requisitos del sistema en el Manual de instruccIones de CheckScannerT" y el software
CheckReportTII)

Para realizar el procedimiento de lavado de PapitloCheck., se necesitan tres recipientes de lavado oChe~,
Solamente necesario en combinación con n.o de catálogo 515 050,

, I

D;\, lf'h en,lCC
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TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO3. 3809~~
."'~c.¡;,.<:i

El transporte del equipo de ensayo PapilloChecl(!l se realiza a temperatura ambiente. No obsta
es preciso almacenar el equipo inmediatamente después de recibirlo a 4-8 "c y protegerlo de la luz]
Si se almacenan correctamente. el equipo de ensayo PapilloCheck~ y sus componentes se pueden
utilizar hasta la fecha de caducidad indicada. Asimismo. en estas condiciones, la vida útil no se
desvia de la fecha de caducidad una vez abiertos el equipo y sus componentes. 1

4. INSTRUCCIONES DE SEGURIDAD

El equipo de ensayo PapilloCheck'JJ esta destinado únicamente para el uso en un laboratorio. y n6
como fármaco, para uso doméstico ni otros fines. Lleve siempre una bata de laboratorio adeCLJad~.
guantes desechables y gafas de seguridad, y siga las instrucciones de seguridad proporCionada['
en esta sección.

Los siguientes componentes del equipo de ensayo PapilloCheck~ contienen elementos nocivos

peligrosos. I

Tampón de
hibridación

Tlocianato de
guanidlna
(25-60 %)

Nocivo'
R 20121122

R 32
R 52/53

S13
S61

S30137

Tampón B
<20 % de

dodecilsulfato de
sodio

Peligroso'
R 21122

R 3613;/38
S26

836/37

• La etlqueta de peligro no es necesaria para paquetes pequeños de un máxImo de 125 9 o mI (segun 671548/CEE Art, •
1999!45/CE Art. 12 Y las normas alemanas Gef5toffV ~ 20(3) Y TRGS 200 7.1). Para obtener més Información, consuke
las fichas de datos de seguridad.

Frases de riesgo
R 21122 Nocivo en contacto con la piel y por ingestión
R 20121122 Nocivo por Inhalación. por ingestión y en contacto con la piel
R 32 En contacto con acidos libera gases muy tóxicos
R 36137138 Irrita los ojos. las vlas respiratorias y la piel
R 52/53 Nocivo para los organismos acuáticos. puede provocar a largo plazo electos negativos en el medio ambie le

acuático

Frases de seguridad
513 Manténgase lejos de alimenlos, bebidas y piensos
526 En caso de contacto con los ojos. lévese inmediatamente con agua abundante y acuda a un médico
536137 Ulibzar indumentaria y guantes de protección adecuados
861 Evitar su liberación al medio ambiente. Consulte las instrucciones especiales/fichas de datos de segurid d.

La versión actual de las fichas de datos de seguridad de este producto se puede d, scargar del si io
web de Greiner Bio-One: www.gbo.com/bioscience/biochips_downioad )
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5. ELIMINACiÓN DE RESIDUOS 3 8 O9 /!;,,;,;;~.!,
,; 9,\:>1"

Después de lavar y secar el microchip PapilloChecl(->, se pueden desechar las soluciones de \a~ J._M.' 'j¡,'
1, tl Y 111sin precauciones especiales. Deseche el microchip PapilloCheckfl usado, los compon~ ~ p?,d
del equipo sin utilizar y la mezcla de hibridación no utilizada con los desechos químicos e
laboratorio. Respete todas las normativas locales, provinciales y nacionales en lo referente al
desecho de materiales.
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6. INTRODUCCiÓN 3 8 /\'~' .

'Q, .-.-_ ..~
En prácticamente todos los casos de cancer del cuello uterino (el segundo cáncer más e 'S'. p?-ó
en mujeres en todo el mundo), se encuentra una infección persistente con un virus del papilom
humano (VPH) carcinógeno.1 Hasta la fecha, se han identificado más de 100 tipos de VPH. 40 dE!
los cuales son de transmisión sexual e infectan la mucosa genital. Los lipos de VPH cervicouterina
se clasifican en un grupo de alto riesgo (VPH de alto riesgo o VPHAR) o en uno de bajo riesgo
(VPH de bajo riesgo o VPHBR). Mientras que los tipos de VPH de alto riesgo se asocian a una
mayor posibilidad de padecer cáncer cervicouterino. los tipos de bajo riesgo causan principalmente
condilomas genitales benignos.2 No obstante, incluso dentro del grupo de alto riesgo, el riesgo relativo
de desarrollar cancer o lesiones cervicales intraepiteliales (NIC) depende del tipo,] Alrededor dei
70 % de lodos los casos de cancer cervicouterino están vinculados a una infección persistente de
VPH 16 o 18. Los tipos de bajo riesgo con mayor prevalencia son VPH 6 y 11. Partiendo de la base
de un vinculo etiológico prácticamente absoluto entre el VPH carcinógeno y el cáncer cervicouterinol
en la actualidad se está teniendo en cuenta la realización de pruebas del VPHAR para la detecciórn
primaria del cáncer cervicouterino .•

6.1 Uso previsto

PapilloCheckf) es un equipo de diagnóstico para la detección cualitativa y la genotipificación d
24 tipos del virus del papiloma humano en preparaciones deAON a partir de citologías cervicouterina~
humanas. Este equipo únicamente puede ser utilizado por personal cualificado. 1
PapílloChec~ cumple los requisitos de la directiva sobre productos sanitarios para diagnóstico i
vitre (98/78fCE) y por tanto presenta la marca de conformidad CE. Todos los resultados diagnóstico~
generados con PapilloChec~ se deben interpretar en combinación con otros hallazgos clínicos b
de laboratorio.

6.2 Tipos de VPHdetectables con PapilloCheck"'

Papil1oCheckf) permite identificar los 18 tipos de a~toriesgo O y los 6 tipos de bajo riesgo O d
virus del papiloma humano (VPH) (Tabla 1).

Tabla'l: Tipos de VPH detectables con Papll1oChcck8

VPH16 VPH 45 VPH 59 VPH 6

VPH18 VPH 51 VPH 66 , VPH 11

VPH 31 VPH 52 VPH 68 VPH 40

VPH 33 VPH 53 VPH 70 VPH 42

VPH 35 VPH 56 VPH 73 VPH 43

VPH 39 VPH 58 VPH 82 VPH 44 I VPH 55'

GO~:t. 1.0n01Jk
Gl:ltl-:.' 1':(;1.:,\1'.\ lo
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• PapilloChcc!(C' no permite diferenCIar entre el VPH 44 y el V?H 55.

1 W3lboomers, J. el al (1999). Human papi110mavirus is a necessary cause of invasive cervical cancer wor1dwide. J Path lo
18~(1):12-9.

2 Burd EM. Human papillomavirus and cervical cancer. Clin Microbiol Rev. 2003;16:1-17.
3 Bosch F.x. el al. (2008). Epidemiology and natural history 01 human papillomavirus infections and type-speci c
Implications in cervical neoplaSia. Vacdne. 26 SuppI10.K1-~6.

4 Meljer, C.J. el a!. (2009). Guidelines lor human papl1lomavirus DNA lesl'" u :!irima~cefVical can r
screenlng In women 30 years and older. Inl J Cancer. 124(3):516-20. 10
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Antes del análisis PapiltoCheckfl, se debe extraer AON de una muestra de dfologla cervicouterina.
La toma de muestras y la extracción de AON no forman parte del equipo de ensayo PapiUoCheck".
Greiner Bio-One también ofrece productos especializados para la toma de muestras (equipo de
toma de muestras PapilloCheck~) y la extracción de AON (equipo de extracción de ADN oCheck'();
se deben adquirir por separado (consulte la información sobre pedidos en el capítulo 2). ,
Después de la extracción de AON genómico humano y vlrieo de una muestra cervicouterina, se 1
amplifica un fragmento de 350 bp del gen E1 vírico mediante la reacción en cadena de la polimerasa I

(PCR) en presencia de un conjunto de cebadores específicos del VPH. En la misma reacción, se
amplifica un fragmento de una copia del gen humanoAOAT1 (adenosina desaminasa específica del
ARNt human01) con el fin de controlar la presencia de material de muestra humano en la muestra
cervicouterina (control de muestra) y una plantilla de control interna presente en el PapilloCheck'"
PCR MasterMix para controlar el rendimiento de la PCR (control de PCR). Además, el PapilloCheck'J
PCR MasterMix contiene dUTP. Por tanto. se puede eliminar la contaminación cruzada de reacciones
PCR anteriores mediante el uso del tratamiento con uracil.N-glucosilasa (UNG) (consulte el
capitulo 8.2.2).

A continuación, los productos de la PCR se hibridan según sondas de ADN específicas y controles
en el microchip enlazados a la superficie del microchip de PapilloCheckf>. Cada microchip contiene
12 micromatrices de AON, lo que permite el análisis simultáneo de 12 muestras cervicouterinas.
Durante la hibridación, el AON unido se marca de forma fluorescente y el no unido se elimina en los
pasos de lavado subsiguientes. Se supervisa la eficiencia de la hibridación (control de hibridación).

Finalmente, el microchip PapilloCheck~ se escanea, analiza y evalúa de forma automática mediante
CheckScannerlM y el software CheckReport™. respectivamente (consulte la información sobre
pedidos en el capitulo 2). CheckScanner™ es un escáner láser bicolor (longitudes de onda de
excitación de 532 nm y 635 nm), que permite la detección de la señal fluorescente generada por
la presencia de productos de la amplificación especificos de VPH así como los controles (consulte
el capItulo 6.4.2). El software CheckReport™ permite visualizar, analizar y evaluar los resultados,
y muestra de forma automática los valores correspondientes tanto de los tipos de VPH detectados
como de los controles en un informe detallado.

El informe indica claramente la presencia o la ausencia de uno o varios de los 24 lipos de VPH
detectables y los completos controles en el microchip garantizan la elevada fiabilidad del análisis.

~~(j~,:20070
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Figura 1: Procedimiento del ensayo Papil10CheckC J
1.Reacción PCR: después de la extracción delADN, se amplifican un fragmento de 350 bp del gen E1 vlricoy fragment s
de dos objetivos de control mediante PCR Acontinuaci6n, los productos de la amplificación se hlbridan segun sondas (
de AON complementario en el microchip. '\

2.Hibridaci6n: se detecta cada lipa de VPH mediante una sonda de ADN especifica presente en cinco répll So ,uran e
la hibridación, se introduce el marcado fluorescente.

3. Lavado y secado: se elimina el ADN sin unir en los pasos de lavado subsiguientes.
4. Escaneo y anélisls: se escanea. analiza y evalúa el microchip Papill?CheckC' utilizando CheckScan
CheckReportn". Se crea un informe que indica claramente I presen a ¡ seneía de uno o vario
VPH detectables.



6.4 Diseño del microchip PapilloCheck'"

6.4.1 Distribución del microchip PapilloCheckl1'J

Cada microchip PapilloCheck(l contiene 12 micromatrices designadas como pocillos del Al al 86.
Cada micromalriz PapilloCheck<&se compone de 28 sondas diferentes y tiene un reborde elevado.
Cada sonda se marca en cinco réplicas. La distribución de la micromatriz PapilloCheckl!'l se ilustra;
en la figura 2 y los controles del microchip se explican con más detalle en el capítulo 6.4.2.
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VPH 6 VPH 45

VPH 11 VPH 51

YPH 16 VPH 52

VPH 18 VPH 53

YPH 31 YPH 56
, ,VPH'33 YpH 58

VPH 35 YPH 59

VPH 39 VPH 66

VPH 40 VPH 68

VPH 42 VPH 70

VPH 43 VPH 73

,VPH 44/55 VpH 82
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VPH 6 VPH 45

VPH 11 VPH 51

VPH 16 VPH 52

VPH 18 . VPH 53

VPH 31 . VPH 56

VPH 33 VPH 58

VPH 35 V~H 59

VPH 39 . VPH 66

VPH 40 VPH 68

VPH 42 . VPH 70

: ~VPH 43 VPH 73,
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Figura 2: Diseño del mlcrochlp PapilloCheckC'
a) DIbujo esquemático del mícrochlp PapilloCheck4'. b) y e) Imágenes mostradas por el software CheckReportT~ para las
dos longitudes de onda de excitaciOn diferentes usadas para el escaneo (b) canal rojo: 635 nm; e) canal verde: 532 nm)
y dibujos esquemátIcos de la distribuci6n de la micromatriz PapilloChcc~. Se indican las sondas especificas del tipo de
VPH y los controles del microchip. ••



6.4.2 Controles del microchip 3 8 O9 (~ .
El diseño del microchip de ADN PapilloCheck' incorpora unos completos controles integ~ó~'-;' ~
en el microchip. Varios sistemas de control supervisan todos los pasos crlticas del ensayo y e i

procesamiento del microchip, lo que incluye la calidad de la muestra y la extracción de AON (control
de muestra), la calidad de la reacción PCR (control de PCR), la eficiencia de la hibridación (control
de hibridación). así como la homogeneidad de las marcas y la calidad de impresión (control del
orientación y control de impresión). Además de la presencia o ausencia de los lipos de VPH, el
software CheckRepOItlM muestra de forma automática tanto los valores correspondientes de'
los controles como Jos lipos de VPH detectados en un informe detallado. Para la lectura de los'
diferentes controles, se utilizan ambas longitudes de onda de excitación de CheckScanner™. Para'
el control del rendimiento del ensayo (control de muestra y de PCR), se usa el canal rojo (longitud'
de onda de excitación de 635 nm), mientras que la calidad de la hibridación y el microchip (control'
de hibridación, orientación e impresión) se evalúa en el canal verde (longitud de onda de excitació
de 532 nm).

Control de muestra
Papil1oChec~ controla la calidad de la muestra y/o la extracción de ADN mediante la amplificació
de un fragmento de una copia del gen humano ADAT1 (adenosina desaminasa especifica del ARN
human01). Si hay presente ADN humano en una cantidad adecuada en el AON extraldo de Id
muestra cervicouterina, se genera una señal fluorescente en las marcas de control de muestra.

Si la amplificación de AOAT1 es insuficiente o inexistente, el software CheckReporFM indicará e,
error en el control de muestra (Failed) y se deberá repetir el análisis, como consecuencia de una
cantidad insuficiente de células en la muestra cervicouterina y/o el rendimiento insuficiente de Id
extracción (consulte el capítulo 9). 1
Control de PCR
PapilloCheck~ también controla la calidad de la reacción PCR. La amplificación de una plantill ¡
de control interna presente en el PapilloChec~ PCR MasterMix genera una senal en las marcas,
de control de PCR en el microchip PapilloChec~. Además, se evalúa la calidad de la reacció~
de amplificación automáticamente en el software CheckReporFM. Si el rendimiento de la PCR es,
inferior a un umbral predefinido, el software CheckReporlTh\ indicará el error en el control de PCR

I(Failed) y se deberá repetir el análisis (consulte el capitulo 9).

Si la cantidad de AON de VPH en la muestra es muy elevada, la señal fluorescente de las marcaf
de conlrol de PCR puede ser débil o incluso no aparecer, como consecuencia de la competiciór
durante la reacción PCR. En este caso, la señal fluorescente de al menos una sonda especifica de
VPH debe superar un umbral predefinido para que el ensayo se considere válido.

•S<.
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Control de hibridación
PapilloCheck~ controla la eficiencia de la hibridación mediante una sonda marcada con fluorescencia
en el tampón de hibridación PapilloCheckltJ

, que hibrida según secuencias de ADN especificas eh
el microchip PapilloChec~. Una hibridación con la eficiencia adecuada da como resultado señale:F
fluorescentes en cada marca de la matriz. Los resultados de cinco marcas de control de hibridacióp
en el microchip Papi11oCheckl!ltambién se evalúan mediante el software CheckReport™. J
Control de orientación y de impresión
Las marcas de control de orientación del microchip PapilloCheck€l generan señales f1uorescent s
con independencia de la eficiencia del proceso de hibridación. Estas marcas se usan en el softwarb
CheckReport™ como puntos de gula para la búsqueda de marcas correctas, que es.lJ ')requisito
previo para analizar las señales correctamente. Además, se controla la calidad d r¿ceso de
impresión mediante la presencia de una señal uorescert verde en cada m dél icrochjp
(control de impresión). ~ ,. .
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7. INSTRUCCIONESPARA LA SECUENCIADE TRABAJO\:~~~F.!
PAPILLOCHECK@ '\f.•,;:f' .~j~P?e

7.1 Instrucciones generales

Al implementar en un laboratorio técnicas de vanguardia de uso actual en la biología molecular,
se deben tener en cuenta las siguientes instrucciones para garantizar la máxima seguridad del
personal dellaboralorio y la elevada calidad de los resultados.

En general. la ejecución de técnicas de biología molecular tales como la extracción de ADN, la
amplificación y la detección de productos de la amplificación requiere de personal con la formación
adecuada. Además. es preciso contar con una secuencia de trabajo clara y bien estructurada que
impida la obtención de resultados erróneos como consecuencia de la degradación o la contaminación
del AON por productos de la amplificación. Para garantizar esto, es necesario separar las zonas
dedicadas a la extracción, la amplificación y la detección, según se describe en el capítulo 7.2.

Cada zona debe estar provista de equipos, consumibles, batas de laboratorio y guantes diferentes.
No transfiera nunca las batas, los guantes ni el equipo de una zona separada a otra.

7.2 Separación de las salas

La figura 3 muestra un ejemplo de cómo se puede dividir un laboratorio en tres secciones diferentes.
Una se utiliza únicamente para la extracción de ADN, otra se dedica a la preparación y generación
de las reacciones PCR y la última se dedica a la hibridación y al análisis. Cada sala se debe utilizar
exclusivamente para la aplicación o técnica indicadas a fin de impedir la contaminación de las
muestras. El uso de diferentes colores puede ayudar a evitar un intercambio accidental de equipo
y consumibles entre las zonas.

Sala 1 Sala 2 Sala 3

Figura 3: Separación do las salas
Sala 1: se debe realizar el procedimiento de extracción de AON completo en esta sala.
Sala 2: en esta sala. se prepara la mezcla de reacción para PCR y se crean alicuotas (idealmente, bajo una campana"
PCR). La adición de las muestras deAON extra Idas en la sala 1 se debe realizar en un espacio diferente en la sala 2.
Sala 3: en la tercera sala dellabotalorio, se llevan a cabo la reacción de hibridación. los pasos de lavado y el secado del
microchip. Además, se usa CheckScannerT" junto con el software CheckReporl''' para realizar el análisis final de! ensayo
PapilloCheck-.

I
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No se deben intercambiar equipo ni consumibles entre las diferentes salas y espacios del laboratorio. Por
tanto, la duplicación del equipo y los consumibles es necesaria y se debe tener en cuenta ~uipar el
laboratorio.
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7.3.1 Prevención de la contaminación

7.3 Advertencias y precauciones
3

,,

*

Se debe llevar una bata de laboratorio durante el procedimiento y utilizar una bata diferente para
cada sala del laboratorio. I
Se deben llevar guantes durante cada paso del análisis y se deben cambiar con frecuencia,
especialmente durante la extracción de AON.
El lugar de trabajo se debe descontaminar con un limpiador adecuado.
No toque nunca la parte interior de la tapa del microlubo. Para evitar la contaminación cruzada, ,
abra solamente un tubo cada vez.
Utilice puntas de filtro de micropipeta anti-aerosol adecuadas (libres de desoxirribonuc!easa,
ribonucleasa y AON humano). Es preciso cambiar siempre las puntas de pipeta tras una
transferencia de liquido.

7.3.2 Instrucción para la manipulación de microchips de AON

Los microchips de ADN se deben utilizar en un entorno libre de polvo. Se debe evitar la
sedimentación de polvo y otras particulas en la superficie del microchip.
No laque la zona de hibridación en la superiicie del microchip.
El (mico lado del microchip destinado a la hibridación es el etiquetado.
No utilice rotuladores para identificar los microchips de AON, ya que pueden producir una:
fluorescencia no especifica en el microchip. I
Las matrices de ADN son exclusivamente de un solo uso. No se pueden reutilizar los microchips
hibridados. I
Almacene los microchips sin usar en el envase original dentro de la bolsa con cierre que contiene
el desecante.

7.3.3 Precauciones generales

Este equipo está destinado únicamente al diagnóstico in vitro y debe ser utilizado exclusivamente
por personal formado en las prácticas de laboratorio para el diagnóstico in vitro. I
Cuando reciba el equipo, compruebe que los componentes no estén dañados. Si uno de los
componentes estuviera dañado (por ejemplo, frascos de tampón), póngase en contacto con sJ
distribuidor local de Greiner Bio-One. No utilice los componentes dañados del equipo. ya qué
podrla obtener unos resultados deficientes.
No utilice el equipo de ensayo PapilloCheck" después de la fecha de caducidad.

No utilice reactivos caducados.
No mezcle reactivos procedentes de lotes diferentes.
Use únicamente los reactivos y el equipo proporcionados con el equipo y aquellos recomendado
por el fabricante. !
Se debe realizar la calibración y el mantenimiento de las micropipetas, el bano Maria y el bloqu
de calentamiento con regularidad.
El pipeteado de pequeñas cantidades de Ifquido en el intervalo de microlitros resulta dificultas
Por lo tanto. realice el pipeteado con la mayor precisión posible.
Para evitar la contaminación microbiana de los reactivos, tenga cuidado al extraer alicuot
los microtubos. ~'
Todos los pasos de centrifugado deberían realizarse a\ I . . te (18-25 C.
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Extreme la precaución al manipular las muestras biológicas que contengan mater I~
origen humano potencialmente infeccioso. Para minimizar el riesgo de infección con maten
potencialmente infeccioso, se recomienda trabajar en una cabina de flujo laminar hasta que
complete la lisis de las muestras. Manipule y elimine todas las muestras biológicas como si
pudieran transmitir agentes infecciosos.
No pipetee nunca las soluciones utilizando la boca.
No coma, beba. fume ni aplique productos cosméticos en las zonas de trabajo.
Evite el contaclo directo con las muestras biológicas y evite salpicarlas o pulverizarlas.
Lleve siempre una bala de laboratorio, guantes y gafas de seguridad cuando trabaje con muestras
humanas.
Lávese las manos de forma exhaustiva después de manipular muestras y reactivos .

7.3.4

•
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:~ el ::~n~~~ilt::~~:~ri~e~ ::::~t~~~d:e~e~t:@pasos de trabajoque dan~ ....-+~•.@
resultado un informe detallado que indica claramente la presencia o la ausencia de uno o varios
los 24 tipos de VPH detectables en cada muestra cervicouterina analizada. La figura 4 muestra un
resumen de los diferentes pasos de trabajo necesarios. También indica el apartado correspondiente,
donde se describe el paso de ensayo específico. Los pasos de trabajo se deben realizar en el orden
indicado en este capítulo. Los pasos practicas especificas se indican con una flecha azul' •.

La toma de muestras. la extraccIón de AON y el análisis con el software CheckReporfM no forman parte
del equipo de ensayo PapillloChec~. Por lanlo, la descripción de estos pasos de trabajo ofrecida en este
capitulo esta abreviada. Para obtener información més detallada. consulte los manuales de instrucciones
correspondientes, por ejemplo. del equipo de loma de muestras PapilloChccl(f', el equipo de extracción de
AON oChecJ<Cy el sortware CheckReportT ••••

8.1 Toma de muestras y extracción de ADN

8.1.1 Tomade muestras

La toma de muestras no forma parte del equipo de ensayo PapilloCheck«'. Greiner Bio-One también
ofrece un equipo de toma de muestras especializado (equipo de toma de muestras PapilloChecJ<'l);
consulte la información sobre pedidos en el capitulo 2.

PapilloCheckl!> se ha validado con AON preparado con el equipo de extracción de AON oChec~ a
partir de citologias cervicouterinas humanas con uno de los siguientes sistemas o medios de toma
de muestras:

Equipo de toma de muestras PapilloCheckf> (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania)

PreservCyl'"(Hologic,Bedford.MA,EE.UU.)
Surepath™ (80, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.)
STMTM(Oiagen, Hilden, Alemania)

Para obtener más información sobre los sistemas de extracción de AON o los medios de transporte
adecuados. póngase en contacto con el distribuidor local de Greiner Bio-One o visite el sitio web de
Greiner Bio-One: www.gbo.com/bioscience/biochips_download
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Figura 4: Resumen de los diferentes pasos de trabajo de Papill
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8.1.2 Extracción de AON \\; ~ __LJ
La extracción de AON no forma parte del equipo de ensayo PapilloCheckE'. La extracción ~{ ~
antes del análisis PapilloCheckfJ se debe realizar con el equipo de extracción de AON oCheck' ,
también suministrado por Greiner Bio-One (consulte la información sobre pedidos en el capitulo 2).
Siga las instrucciones de uso detenidamente cuando utilice el equipo de extracción de AON oCheck~'.

Para la extracción de AON con el equipo de extracción de ADN oChec~, se deben utilizar 250 !JIde
solución de muestra.

Las muestras de citologías cervicouterinas humanas que se lomen
con el equipo de toma de muestras PapilloCheckl!: (Greiner Bio-One; n,o de catálogo 465 070)
en medio de toma de muestras PreservCyt" (Hologic, Bedford, MA. EE. UU.)

se pueden procesar directamente.

Las muestras de citologias cervicouterinas que se tomen en
el medio de toma de muestras SurepathlM (80. Franklin Lakes, NJ. EE. UU.) se deben lavar
antes de usarlas: centrifugue 250 ~l de la muestra durante 5 minutos a 11,000 9 Y resuspenda
el pellet en 250 ~I de agua destilada. Después, se pueden procesar los 250 ~I con el equipo de
extracción de ADN oChec~.

Las muestras de cilologias cervicouterinas que se tomen en
el medio de toma de muestras STM+M (Qiagen, Hilden, Alemania) se deben diluir: use 100 ~l
de la muestra y añada 150 ~I de agua destilada. Después, se pueden procesar los 250 ~I de la
muestra diluida con el equipo de extracción de AON oCheck!'.

En general, si la muestra de la citologia cervicouterina parece estar muy concentrada y ya agregada,
es necesario diluir y homogeneizar la muestra antes de comenzar el proceso de extracción de ADN.¡

Las muestras de citologías cervicouterinas que estén muy diluidas y no presenten células visibles
deben concentrarse a fin de obtener un mayor volumen de células para la extracción de ADN:
centrifugue un maximo de 1000 !JI de la muestra durante 5 minutos a 11.000 g Y resuspenda el pellet
en 250 !JI de agua destilada. Después, se pueden procesar los 250 !JI con el equipo de extracción I
de ADN oCheckc.

lEste paso de concentración solo es adecuado para las muestras de citologias cervicoutennas que se
tomaron con el equipo de toma de muestras PapilloChec~, en el medio de toma de muestras PreservCyr' o
Surepath1". Si se usó el medio de loma de muestras STMT", no es posible concentrar mediante centrifugado
L--- ----'

I

co ';'~\I.Oi.: UK
GEl ,'.:':l'l;(:E"EIUL

NIPI )IEDlt.:.\I.l'OIU',
'.. SU<':.. \ItG.

PapllloChockC" - Manual de lnSlrucaones
ReviSión: 8Q-013-071 Agosto de 2011



3809;,; M~;-
8.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (' .1¿~.
La PCR es un método muy sensible que puede detectar cantidades extremadamente redJ~dv. .o€ ~.
AON. Se deben extremar las precauciones para evitar la contaminación de la reacción (c~~~
capitulo 7). Se requieren polimerasa HolSlarTaqE y uracil-N-glucosilasa. las cuales no se suminist~an
con el equipo de ensayo PapilloCheck~ y deben adquirirse por separado (consulte el capitulo 2)..

I El equípo de ensayo PapltroChec~ se ha validado con polimerasa HOlStarTaq. de Oiagen y uraClI-N-
glucosilasa de Fermentas (COnsultela información sobre pedidos en el capitulo 2). Es obligatorio usar estas
enzimas para lograr el rendimiento establecido.

8.2.1 Preparación del termociclador

El equipo de ensayo PapilloCheck41 se ha validado con los siguientes termocicladores:
GeneAmp'!' PCR Syslem 9700 (Applied Biosyslems)
Ver¡¡i™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems)

Esabsolutamentenecesariousar unode los lermocicladoresmencionadosantes para lograr el rendimientJ
establecido.

grama dellermociclador de la PCR PapilloCheck'" se resume en la tabla 2.

: Programa del termoclclador para la PCRPapilloChccke

lempo Temp.• C N.o de ciclos

20mln 37.C 1

15mio 95.C 1

305 95.C
255 55.C 'O
455 72.C

305 95.C 15- .45 s 12 C

Espera 10.C l
Además, se deben establecer los siguientes parámetros de ejecución en cada termociclador. ara•obtener una descripción de cómo establecer estos parámetros, consulte el manual de instruccipnes
deltermociclador en cuestión. !
GeneAmpf> PCR System 9700 (Applied Biosystems) i

•Establezca el volumen de reacción en 26 ~1,la velocidad de incremento en "960a
n

y use la temperFitura
de tapa 103 'c,

El pro

T

Tabla 2

11

VeriWM 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems)
Use la herramienta de conversión de método (Convert Method) deltermociclador Veriti™ 96-Well
Thermal Cycler para introducir el programa de PCR Pap'lloChecke y elija el modo "9600 Emulation
Mode", Establezca el volumen de reacción en 26 ~I Y la temperatura de tapa, en 103 'C" ¡

1, " ."X,1
( GHJU' :Th¡;¡.\;EI~t'.
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Tratamiento de uracil-N-glucosilasa (UNG)S8.2.2

.~~~ tI4.
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El PapilloCheck'!l PCR MasterMix contiene dUTP. que se incorpora a los productos de la amplirtcacl ~
durante la PCR PapilloCheck~, lo que convierte los productos de la PCR en susceptibles "a'" o
degradación mediante UNG. La UNG divide el producto de la PCR en los sitios donde se ha
incorporado un residuo de desoxiuridilato. Los productos de la PCR divididos no se amplificar6n
en una reacción subsiguiente. Por tanto. se puede utilizar un tratamiento de UNG para eliminar la
contaminación cruzada de anteriores reacciones PCR.6 I,
•• Diluya la uracil-N-glucosilasa 1:200 en agua grado PCR. Use una nueva dilución de UNG pa~a

cada reacción PCR PapilloChecke preparada (consulte el capitulo 8.2.3). No reutilice la UN'G
diluida. 1

• Mezcle la dilución de UNG con cuidado; para hacerlo. mézctela con un Vortex durante 2 segundos
y después centrifúguela, o bien pipetéela arriba y abajo varias veces. ,

La concentración original de uracil-N-glucosilasa es 1 U/IJI.Por consiguiente, la concentración dJa
dilución es 0,005 U/IJI.

11 El equipo de ensayo PapilloChec!(f' se ha validado con uracil.N-glucosilasa de Fermentas (consulte ell
capitulo 2). Es obligatorio usar esta enzima para lograr el rendimiento establecido.

I
.• Añada 1 !JI de esta dilución a cada reacción PCR PapilloCheck" (consulte el capitulo 8'1.3.

Tabla 3).

Esta cantidad es suficiente para eliminar la contaminación cruzada de PCR. Tenga cuidado de no
usar una solución de UNG con mayor concentración, ya que esto podrla tener un efecto negativo
sobre el rendimiento de la PCR, lo que reducirla la sensibilidad de PapilloCheckt!:. 1
En general. para el tratamiento de UNG. la mezcla de la reacción PCR se incuba durante 20 min os
a 37 oC. Después. se inactiva la UNG con un paso de incubación adicional de 15 minutos a 95 ~C.
Estos dos pasos ya están incorporados en la PCR PapitloCheckt> y se corresponden con los ~os
primeros pasos del programa del termociclador (consulte la tabla 2). Durante el segundo paso
(15 minutos a 95 OC). se producen tanto la inactivación de la uracil-N-glucosilasa como la activadión
de la polimerasa HotStarTaq~.

.'

I

CON' .\flJ(;Ol'I{
GERE 1'1.:UE;-- F.ll.\l

NII'I{o lEllll'.\I.COKP.
'c, .\ltG.

El sistema de UNG incorporado de la PCR PapilloChec~ solamente eliminará la contaminación cruzada
con productos de la PCR de reacciones PCR anteriores. No se podrá eliminar otro tipo de contaminaCión¡
por ejemplO. la que se produce durante la preparaCión de las muestras. la extracción de AON o la adlcló?
de la plantilla de PCR. Por 10tanto. es necesario seguir las instrucciones y las precauciones especiales para
impedir la contaminación, descritas en el capitulo 7.

5 La adquisiCión de PapiUoChec~ va acompanada de una licencia limitada bajo los números de patente de E UU.
5.035.996; 5.683.896; 5.945.313; 6.287.823; Y 6.518.026 Y las p3tentes correspondientes en otros paIses.

6 Langa. M.C., et al., Use of ur3Cll DNA glycosylase to control carry-over contaminaban in polymerase chain readl.ions.
Gene. 93, 125-128, 1990. I 22
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A excepción de la polimerasa HotStarTaq!ly la uracil-N-glucosilaS8. el PapilloCheckl!:l PCR Ma$~ I¡x ~.
ya contiene todos los componentes necesarios para realizar la reacción PCR (tampón de ~o
MgCI

2
, dNTPs, cebadores. plantilla de control de PCR). '

DEI equipo de ensayo PaplUoChcck'" se ha validado con la polimerasa HotStarTaqs de Oiagen (consulte el
capitulo 2). Es obligatorio usar esta enzima para lograr el rendimiento establecido.

'-------------'-
Idealmente. la preparación de la mezcla de reacción se debe reahzar en un entorno con proteccIÓn,
como una campana peR, para evitar la contaminación de la reacción. ~

•• Prepare la mezcla de reacción (compuesta por PapilloCheck:!) PCR MasterMix. polimerJsa
HotStarTaq~ y uracil-N-glucosilasa) para la cantidad necesaria de reacciones PCR segü)' lo
descrito en la Tabla 3.

Para analizar varias muestras. se debe preparar la mezcla de reacción en un lote (en la canti ad
necesaria para todos tos análisis). Para adaptarse a las variaciones de volumen durante el pipeteado.
se recomienda aumentar el número de reacciones (n) a tenor de 1 por cada microchip (=n+1), por
ejemplo, prepare un volumen de mezcla de reacción para 13 reacciones de amplificación si se van
a analizar 12 muestras (consulte la tabla 3). Utilice siempre una ampolla de MasterMix parajllas
reacciones de un microchip.

11 Se recomienda incluir un conlrol negativo para cada lote de PapilloChcc~ PCR MasterMix preparadO!
Se pueden usar como control negativo el tampón de elución del ADN del equipo de extracción de ADN
adecuado o agua de categoria PCR.

.• Mezcle exhaustivamente la mezcla de reacción: para hacerlo. mézclela con un Vortex dur nte
2 segundos y después centflfüguela. o bien pipetéela arriba y abajo varias veces. I

,. Divida la mezcla de reacción en alicuotas pipeteando 21 ~I de la mezcla de reacción para dada
reacción PCR en un mlcrotubo para PCR fino de 0.2 mI. j

Reahce la adición del ADN mensajero en una zona de trabajo diferente a la de la preparación e la
mezcla de reacción (consulte el capitulo 7.2). I
.• Añada 5 ~I del ADN extraído a cada reacción PCR y mézclelo con un Vortex durante 2 seguridos

y después centrifüguelo, o bien pipetéelo arriba y abajo varias veces. El volumen total de luna
reacción PCR es 26 ~I. I

• Coloque los microtubos en el termociclador e inicie la reacción PCR con el programa! del
termociclador descrito en el capitulo 8.2.1 (Tabla 2).

Una vez completada la PCR, se deberian uSélr los productos de la amplificación inmediatamente para ¡,
hibridación. o bien se deberlan almacenar a oscuras a -20 .C durante una semana.D

PapllloChockC • Manual de Instrucciones
Revislón- SQ'()13-07 I Agosto de 2011
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Tabla 3: Preparación de la reacción PCR PapilloCheck"

PapllloCheck'"'
19,8 ~1 257,4 ~I 514,8 ~I 772,2 ~I 1029,6 ~1peR MasterMlx

Potimcrasa HotStarTaq'" O,2l.Jl 2.6 !JI 5.2 !JI 7,8l.J1 10,4 ~I
(5 U/!JI)

Uracll.N.glucosl1asa
(dilución de 1:200,

1 "
13 !JI 26l.J1 39 !JI 52111

0,005 U/!JI)

Volumen lolal antes de 21 !JI 273 ¡JI 546 ¡JI 819 !JI 1092111
añadir el ADN de muestra

ADN extraido de muestra Icervlcouterlna 5,1
(AON mensajero)

Volumen total por reacción 261J1 I

PapilloChoek"' - Manual de InslruroollQs
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8.3.1 Preparación

8.3 Hibridación y lavado 3809
La hibridación se debe realizar a temperatura ambiente (20-25 OC). Comience con 105 preparativos
necesarios para la hibridación y los pasos de lavado al menos 30 minutos antes de iniciar el
procedimiento de hibridación.

.•• Para disolver los potenciales precipitados en los tampones de lavado e hibridación, expóngalos
a temperatura ambiente (20-25 oC) durante 30 minutos y mézclelos bien antes de usarlos.

El almacenamiento del equipo de ensayo PapilloChec~ a 4-8 oC puede dar como resultado la
precipitación de dodecilsulfato de sodio en los tampones B y de hibridación. Deje que las solucio~es
se equilibren a temperatura ambiente y después mezcle el tubo en el Vortex o agite el frasco ha~sta
que se disuelvan los precipitados. I
.• Prepare la cámara de hibridación oChec\('!': coloque una nueva toallita de papel humedecidJ en

la cámara de hibridación y cierre la tapa para crear una atmósfera saturada de humedad. l
Para evitar la evaporación del pequeño volumen de mezcla de hibridación utilizada en el micrOG ip,
es necesario realizar la hibridación en una atmósfera saturada de humedad. Greiner Bio-<Dne
suministra una cámara de hibridación especializada para el análisis PapilloChecJ<€l (consult~ el
capitulo 2). I
• Incube la cantidad necesaria de microchips PapilloChec~en la cámara de hibridación prepa ' da

a temperatura ambiente (20-25 oC) durante al menos 10 minutos.

1
,----------------------------10'-,

El soporte de portaobjetos magnético de la cámara de hibridación contiene un Imán solamenle en uno de
sus extremos. Si se van a hibridar en paralelo menos de cuatro microchlps PapllloChcckC>, tenga cuidado d~
llenar el soporte con microchips PapilloCheck" empezando desde el lado opueslo al imán. De 10contranó,
los microchips PapllloChec~ no quedarán sumergidos durante el procedimiento de lavado .

• Prepare las soluciones de lavado 1, 11Y 111 segun las siguientes instrucciones.

Preparación de las soluciones de lavado " 11Y 111:

•• Prepare la mezcla de solución de lavado para las soluciones de lavado " 11 Y 111 adecuadas [para
el número de microchips PapilloChec~ que se vayan a analizar. como se muestra en la tabla 4.,

,. Divida Ires alícuotas con el mismo volumen de mezcla de solución de lavado en tres recipientes
de lavado oCheck!l diferentes y etiquételas como solución de lavado 1.11Y 111.Cada recipiente
de lavado oChec~ contiene una escala grabada, que indica la cantidad correcta de soluci4n de
lavado necesaria para un máximo de 4 microchips. Use esta escala para comprobar la cantidad
de tampón. ;

.• Precaliente la solución de lavado 11a 50 oC en un baño María con temperatura contr9'ada
durante al menos 20 minutos antes de usarla. Asegúrese de que el nivel de llenado del ¡baño
Maria sea equivalente al de la solución de lavado 11.

an el" Croce
~ <'Icéulic<'l
!d..P.::¡oo7°
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T,bl, 4, P'.p,,,d6n d. " mml, d. solucl6n d. I",do '18 O 9(! _
Los volúmenes resuffildos en esta [(:lbla son sufloentes para tos tres pasos de lavado (sW,ones de lavado 1, 9. )_p~:ua_M.. IEl
el numero Indicado de microchlps PapllloCheck'" . 'k . ~'e P!\O

Agua doslilada o desionizada 140 mi 280 mi 420 mI 560 mi

Tapón A Papi11oChcc~ 14 mi 28ml 42 mi 56mi

Tapón B PapilloChec!(S 1,75 mi 3,5 mi S.25 mi 7ml I
Volumen lolal 155,75 mi 311,50 mi 467.25 mi 623 mi I

I
No reutilice nunca las soluciones de lavado, ya que eslo podrla resultar en una acumulaciOn del prOducId
de PCR eliminado. lo que podrra interferir con los resultados de PapilloCheck~. Use soluciones de lavadd
nuevas para cada ensayo. ,

La mezda de solución de lavado preparada se puede almacenar durante un maximo de una semana a
temperatura ambiente. Compruebe si hay precipitados de dodecilsulfato de sodio. De haber1os, caliente
la mezda de solución de lavado hasta que se disuelvan y equiUbrela de nuevo a temperatura ambIente. Á
continuación, realice los preparativos para el siguiente experimento de hibridación.

PapilloChock"'. Manual de inSINcdoncs
Revisión: BQ.(}1 3--07 I Agosto de 2011
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Hibridación8.3.2

a8o 'd ~iM..q . .>"

~

'~~.
~ ..,.. .••..•.~

La hibridación se debe realizar a temperatura ambiente (20-25 OC). Los pasos de trab' . o
principio para híbridar los productos de PCR de la reacción PCR PapilloCheck~ en el microc
PaptlloCheck~ se muestran en la figura 5.

.• Mezcle los productos de la PCR antes de usarlos. Cenlrifúguelo brevemente.

Si los productos de la PCR se almacenaron a -20 oC hasta la hibridación, primero descongelelos
antes de mezclarlos y después continúe según lo descrito. I

I
• Mezcle el tampón de hibridación en el Vortex antes de usarlo. Centrifúguelo brevemente. I
• Mezcle 30 ~I del tampón de hibridación PapilloChec~ en un microtubo nuevo de una banda

PCR con 8 tubos con 5 ~l del producto de la PCR mezclándolo con un Vortex, o bien pipeteándolo
arriba y abajo varias veces. 1I

..••.Centrifúguelo brevemente .
••• Transfiera 25 ~I de la mezcla de hibridación a cada pocillo del microchip usando los seis can~les

de una multipipeta. Evite la formación de burbujas de aire. I
Se recomienda procesar seis muestras en paralelo usando una multipipeta de 8 canales y ban~as
PCR con 8 tubos (consulte la figura 5). Esto aumenta la eficiencia y velocidad de la manipUlaCi6?, lo
que reduce el riesgo de evaporación, Si se va a procesar más de un portaobjetos al mismo liemlPo.
es obligatorio usar una multipipeta para lograr el tiempo correcto de hibridación.

Si es posible, hibride los 12 pocillos del microchip. Si va a procesar menos de 12 muestras, deje
vacios los pocillos sin usar. Los pocillos sin usar de un microchip procesado no se pueden usar para
muestras futuras,

Manipule el microchip con cuidado para no derramar la mezcla de hibridación. los derrames pued n
ocasionar la contaminación cruzada de muestras y resultados falsamente positivos.

I No cambie nunca el tiempo ni la temperatura de incubación de la reacción de hibridación, ya que podrla
causar una pérdida de intensidad en la sefla' fluorescente o un aumento de la fluorescencia no especifiCa.

I
No deje que los mlcrochips hibridados entren en contacto directo con la luz del sol.

I
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•• Transfiera 25 ¡JI de la mezcla de hibridación
a cada pocillo del microchlp PapilloChec~
usando una mulliplpeta .

~'

•• Prepare una atmósfera saturada de
humedad en la camara de hibridación.

". Incube la cantidad necesaria de mlcrOChips
PapllloCheck'\> en la cámara de hibndación
a temperatura ambiente (2Q.25 .C) (consulte
el capitulo 8.3.1) .

- Mezcle 30 !JIdel tampón de hibridación~. ,1'
Papl!JoCheck'"' en un microlubo de 0,2 mi de
una banda PCR con 5 !JIdel produclo de la
peRo Mézclelo bien,

- Cierre la cámara de hibridación e incube
el microchip PapilloChec~ durante
el{aclamente 15 minutos a lemperatura
ambiente (2Q.25 .C).

.~
.,

-~

.¡ "

,~'•.

:, ;

.'
'...,

.,1':'

Figura 5: Pasos de trabajo del proceso de hibridación
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8.3.3 Lavado y secado 3 8 ;:9 s.-a .
El equipo especializado suministrado por Greiner Bio-One permite realizar el lavado en paral~~c?t: ,~
hasta cualro microchips PapilloChec~ (consulte el capítulo 2). El equipo adicional necesario p~C p~

procesar Jos microchips PapiUoCheck0 se compone de tres recipientes de lavado oCheck"l y un asa
para el soporte de portaobjetos magnético de la cámara de hibridación.

Lo~ diferentes pasos de trabajo se muestran en la figura 6.

• Retlre cuidadosamente el soporte de portaobjetos magnético que contiene los portaobjetos
hibridados de la cámara de hibridación.

•• Coloque el soporte de portaobjetos que contiene los portaobjetos directamente en el recipíer1e
de lavado oCheck'"" con la solución de lavado 1.Asegúrese de que el lado magnético esté
orientado hacia arriba. J

•• Encaje el asa oCheck~ en el soporte de portaobjetos y comience el primero de los tres pa~os
de lavado. 1

_... Lave el microchip a temperatura ambiente (20-25 OC) en la solución de lavado I movién 010
rapidamente arriba y abajo durante 10 segundos. Las matrices deben mantenerse sumergidas
en la solución de lavado en todo momento. I

- Lave el microchip durante 60 segundos en la solución de lavado 11a 50 oC moviendo el
soporte de portaobjetos arriba y abajo con fuerza .

.• Lave el microchip a temperatura ambiente (20-25 OC) en la solución de lavado 111moviénJolo
rapidamente arriba y abajo durante 10 segundos. ,

•. Inmediatamente, retire el liquido de la superficie del microchip mediante centrifugado. Si se
utiliza una microcentrffuga especial para micromatrices, centrifúguelo durante 1 minuto. Si se
usa una centrífuga apta para tubos de 50 mi, coloque cada microchip PapilloChec~ lavado en
un tubo de 50 mi y centrifúguelo a temperatura ambiente durante 3 minutos a 500 g.

El microchip PapmoCheck~ está ahora listo para escanearse, lo que se debería hacer de inmed ato.
Para limpiar los recipientes de lavado oChec~, enjuáguelos varias veces en agua después de dada
procedimiento completo de lavado y secado.

Papi!loChoc~ - Manual de instl1lCClones
Revisl6n 60-013-07 f Agosto de 2011
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Figura 6: Pasos de trabajo del proceso de lavado
Dlferentes pasos de lavado y procedimiento de secado antes del análisis del microchip Papi1l
y el software CheckReport1M •

PapilloChoc~. Manual de instrucciones
Revisión: 80-013-07/ Agosto de 2011
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380M~
8.4 Escaneado y evaluación del microchip PapilloCheck'" r~ .
Coloque el microchip o los microchips PapilloChecko en CheckScanner'" y realice el es¿i't~~
como se describe con mas detalle en el manual del usuario del software CheckReportll~. ""e PRO

Para obtener información más detallada sobre la instalación de CheckScannera\ y el software l
CheckReportlM, asl como los requisitos del sistema informático. consulte los manuales de
instrucciones correspondientes de CheckScanner™ y el software CheckReport™,

Siempre que se analicen datos con el software CheckReport™, asegú'ese de que la versión del
software CheckReport™ instalada en el pe coincida con la indicada en el equipo PapilloCheck(l I
usado actualmente. Si las versiones no coinciden, actualice el software CheckReportlM, La versión i
más reciente del software se puede descargar en el sitio web de Greiner Bio.One:
www.gbo.comlbiosc iencelbiochips _down load

I
I

Pap~loChoe~. Manual de lnstruedoncs
Revl9ión: BO.()13.()71 Agosto de 2011

31

I

http://www.gbo.comlbiosc


9'~:,'apa:~~~~~~S~i:i~nt:s:~n~a~~::~rduranteelescaneod:i~~O SIelan~t: (@'
PapllloCheck~ genera un error debido a controles especificos en el microchlp, proceda como se
describe a continuación. No dude en ponerse en contacto con el distribuidor local de Greiner Bio-
One si tiene alguna duda o experimenta dificultades al usar PapilloChec~ .

. ¡:"
PROBLEMA V causa Comentartosy sugerencias

MENSAJE DE ERROR "COULD
NOT REAO BARCODE" (NO SE
PUDO LEER EL CÓDIGO DE
BARRAS)

Código de barras dañado

El microchip no se cargó
correctamente

MENSAJE DE ERROR "MISSING
SPOTS" (FALTAN MARCAS),
ERROR EN EL CONTROL DE
IMPRESION O EN EL CONTROL
DE ORIENTACION

Polvo en el mlcrochlp

Formaclon de burbujas de aire
durante la transferencia de
liquido en el micrachlp

ERROR DEl CONTROL DE
HIBRIDACiÓN

Temperatura incorrecta de la
solución de lavado 11

Temperatura incorrecta del
baño Maria

Preparación Incorrecta de la
mezcla de hIbridación

Compruebe SIhay dai'los en el código de barras ESCriba el código de barras
manualmente cuando aparezca la ventana correspondienle.

Compruebe la orientación del microchip y escanéelo en la orientaCIón correcta.

Repita la hibridación del producto O los prOductos de PCR en olro microchip.

Repita la hlbndación del producto o los productos de PCR en otro mlcrochip
Pipetee con cuidada para eVllar la formación de burbUjas de aire.

El segundo paso de lavado se debe realizar a 50 .C. Asegúrese de que la
solUCión de lavado 11se caliente a 50 .C

El segundo paso de lavado se debe realizar a 50 GC.Compruebe la temperatura
del bai'lo Maria. Asegúrese de que el beno Maria esté a una temperatura de
50 .C. Si es necesario. confirme la temperatura con un termómetro.

Repila la preparaCIón de la mezda de hibndaClón con los volúmenes correctos
e hibride los productos de la PCR en otro mlcroch,p.

PapiltoChoc~ - Manualde instrucciones
Revisión. BQ.013.()7 I Agosto de 2011
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Polimerasa de ADN
HotStarTaqfl no af'iadlda al
MasterMlx

Repita el análisis Pap¡lIoCheckt. a partIr de la preparaCión de la reaCCión
PCA.

Adición de una pollmerasa
de ADN HolSlarTaqll con
funcionamiento incorrecto al
MasterMix

Repita el análisis PapitloChec~ a partir de la preparación de la reacción
PCA.

Adición de uracil-N-glucosilasa
sin diluir al MaslerMlx

Repita el análiSIS Pap1floCheckf' a partir de la preparaCión de la reaccIón
PCR

Mezclado insuficiente de la
mezcla de reacción

Repita el análisis PapIUoCheck~' a partir de la reacción peR. Asegúrese de
mezclar bien la mezcla de reacaón.

Hibridación realizada sin af'iadlr Repita la hibridación .
el producto de PCR•
Inhibidores de PCR presentes
en la muestra

Repita la extracción de ADN y el análisis PapilloCheck"'.

Mezclado insuficiente de la Repita la hibridaCIón.
mezcla de hibridación

Problemas con el termociclador Compruebe el funcionamiento del termcx:ic1ado( asi como la programación
correcta del mismo (pasos de peA. incremento térmiCO, volumen).
AtenCión' use el termOCldador GeneAmp'll PCR System 9700 (Applied
Biosystems) o VeriliT" 96-Well Thermal Cycler (Apptied Biosystems) en
combmaciOn con PapllloCheckil•

ERROR DEL CONTROL DE
MUESTRA

ADN de muestra no añadido a
la reacción PCR

Repita el análisis Papil1oCheck" a partir de la reacción PCR

Error de preparación del ADN Repita la extracción de ADN.

Material de muestra
insuficiente

Toma de muestras Incorrecta. la muestra está muy poco concentrada.
Concentrela de acuerdo con la descripción en el capitulo 9.1 y repita la
extracCión de ADN o la toma de muestras.

LOS CONTROLES DE MUESTRA
VIO DE PCR NO GENERAN
ERROR PERO MUESTRAN UN
VALOR DE SNR O

Este resultado se conSidera válido si el software CheckReportl" detecta
como mlnimo un tipo de VPH en la muestra con una seflal por enama de un
umbral definido. Entonces, es posible que el control de muestra ylo de PCR
muestre seflales fluorescentes debiles o no las muestre en absoluto debido a
competiCión durante la PCA.

10. ASISTENCIA TÉCNICA
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Rendimiento analítico de PapilloCheck"11.1
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11.CARACTERíSTICASDERENDIMIENTODEPAPILLOCHE¿"~;~

\\~ .._ ....._.~.

11.1.1 Sensibilidad analítica

El limite de detección (LO) se estableció usando plásmidas de referencia para cada tipo de VPH
detectable que contenga la región E 1 que es el objetivo de PapilloCheck(l). Los LO se resumen en
la tabla 8.

Tabla 8; Limites de detección de los tipos de VPH detectables

I

jv
I
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• La concentraci6n validada de cada plasmido de referencia de VPH se prepar6 en dos series de dilUCIón independientes
y se midió en tres repeticiones de la concentración analizada (es decir. un total de 6 repeticiones por concentración).
Ademas, cada analisls contenla 10 ng de ADN humano. En caso de variación respecto a los datos validados. las
conc~ntración del plasmido concreto se aumentaron o redujeron y después se volvieron a analizar (6 repeticiones de
dos series de dilución independientes). Elllmile de detección fue la concentración mas baja en que las 6 repeticiones
fueron positivas .

•• Anahlsdo directamente. sin consideración de la preparación del ADN. L: cantid re al ADN de VPH contenido. ' ",
en el'.plásmldo.

Pap~loChock'"' - Manual de inslrucdooos
Revisión' 80-013-07 I Agosto de 2011

Genotipo de Coplas I pg/m'•.•.
,VPH reacción

VPH6 30' 0,052

VPH 11 1SO' 0,26

VPH16 50' 0,086

VPH18 300' 0.516

VPH 31 300' 0.522

VPH 33 300' 0,519

VPH 35 7SO" 1,29

VPH 39 30' 0,052

VPH 40 30' 0.052

VPH 42 30' 0,052

VPH 43 100" 0,175

VPH 44 30' 0,052

VPH 45 SO' 0,087

VPH 51 30' 0,051

VPH 52 100' 0,174

VPH 53 30' 0,052

VPH 56 30' 0,052

VPH 58 1SO' 0,255

VPH 59 SO' 0,087

VPH 66 100' 0,171

VPH 68 30' 0.052

VPH 70 30' 0,052

VPH 73 200' 0.338

VPH 82 30' 0,052



11.1.2 Especificidad analitica - Tipos de VPH

Los plasmidos de referencia para los tipos de VPH enumerados se analizaron con 2.12 x 105
reacción PCR.

VPH 6b. VPH 11. VPH 13. VPH 16. VPH 18. VPH 26. VPH 30. VPH 31. VPH 33. VPH 34. VPH 35.
VPH 39. VPH 40. VPH 42. VPH 43. VPH 44. VPH 45. VPH 51. VPH 52. VPH 53. VPH 54. VPH 55.
VPH 56. VPH 58. VPH 59. VPH 61. VPH 66. VPH 67. VPH 68. VPH 69. VPH 70. VPH 71. VPH 73.
VPH 74. VPH 81. VPH 82. VPH 84. VPH 85. VPH 91.

Se detectaron las siguientes hibridaciones cruzadas:
VPH 55 da una señal en la sonda de VPH 44. Como resultado, el software CheckReport"~ muestra
un resultado combinado de VPH 44NPH 55.

I
Es posible que VPH 13 tenga una reacción cruzada con la sonda de VPH 11, pero no da como
resultado una señal de falso positivo, ya que VPH 13 no está presente en las muestras cervicouterinas.

11.1.3 Especificidad analítica - Organismos no VPH

Los siguientes organismos no VPH se han analizado con PapilloChec~ (5-10 ng deADN genómico).
No se detectaron señales positivas.

Aeine/obae/er boumatltlii, Acine/obae/er ea/coacetieus. Aeinetoboeter iwoffii, Ac/itlobacillus actillomyce/emcoml/ans
Serovar e, Actinomyees odon/oly/ieus, AeHnomyees viscosus, Saefllus sublilis. 8;fldobac/erium ado/eseentls,
8tfldobaelerillm breve, Gampy/obae/er cone/sus, Gampylobae/er gradlis, Gampylobaeter reelus, Gandida a/bicans,
Gapnocylophaga gingiva/is. Capnoeytophaga oc/JI'8cea, Capnocytop/laga spu/igen8, Ci/robae/er ama/ona/ieus, Gitrobaeter
freundii, ei/robaeter freundii. Ci/robae/er koseri. Cilrobaeter koseri, C/oslridillm diffieJlo, C/oslndil1m petfringens, Eikenella'
corrodens, Enterobae/er aerogenes, En/erobaeter e/ooeao, Emeroboetor sokazakii, Entorococeus dl/rans, Ellterococcusl
faeca/I, Enlerococcus faeeium, Eseheriehia co/i, Eubae/erium noda/um, Fusobaelerium Tlue/eetum. Gardnf)rel1a vagmalls,
Hernia ,Ivei. Kmgella delli/rificans, Klebsiella oxytoc8, K/ebs;ella pneumoniae. Lae/obacillus eosei. Loetobacillus erisPo/us.¡
Lactob8eillus gasseri, Lactobacillus iners, Lae/obadllus rhamnosus,Lae/obaClllus vagma/is. Moglbaetenum /imidum,
Morgal1Ol/a morganii, Mycoplama hominis, Mycop/asma buceale, Mycop/asma fauCium, Mycoplasma felmentans
Mycop/asma geni/alium, Mycop/asma ora/e, Mycoptasma pirum, Mycoptasma salivrium. Mycoplosma pneumoniae.t
Ne¡ssena e/ong8ta, Neisseria gonorrIJoeae, Pep/onipllllus asaccharo/ytieus, Peplos/rep/ococcus 8Ilaerob'US~
Peplostrep/ococcus mieros, PorphyromOllas gmgivalis, Prevolella intermedia, Prevotella Iligreseens. Pro/eus hauseri,
Proleas m;robilis, Proteus vu/gens, Pro/ells vu/gans, Pseudomonos aerugmosa, Pseudomon8S fluoreseens. Pseudomolla
fluorescens. Pseudomonas paNda. Serratia marcescens, S/aphy/ococcus aurells ssp. aurous, Staphy/ococcus ePidermidls~
S/aphylOCOCCIIShaemo/ytiells. S/aphylococcus saprophytlcus, StenotlOphomoll8s ma/toph/ha, Strep/ococcl1s 8ge/ac/me
S/rep/ococcus colls/el!a/us, S/reptococcus ericeti, S/reptococcus eristatus, S/rep/ococcus gordoTlII, StreplOCOCCII
in/elmecfius, Streptococcus mitis, Strep/ococcus mutans, S/reptococcus aralis, StreplOCOCCllsparasangwtlis. Strep/ococcu.
pneutllo(liae, Strep/ococclIs pyogenes, Slreplococcus salivarius, Streptococcus sanguilllS, S/reptococeus sobnillls
Tannerel/a forsy/hensis (on/es: Boc/erDides forsylhus), Treponema dellticot8, Ureap/asma ura/ytieum, VeillollOl1apalVII/a

,
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11.2 Repelibilidad 3 8 O ~~._(@
Como evaluación de la repetibilidad del ensayo, se analizaron CinCO muestras, cada una~~,
plantillas de referencia de VPH diferentes y AON genómico humano con PapitloChec~. Se variaron
los numeros de copias de los diferentes objetivos de VPH presentes en las muestras, así como el
AON humano de fondo (consulte la tabla 9). Cada muestra se analizó con PapilloCheckl!l en cinco
réplicas independientes. las réplicas las analizó el mismo técnico en un plazo de tres días.

Tabla 9: Composición de las muestras para el análisis de rcpelibilidad

. l ~", . cantidad de ADN Múltiplo del limite de; ; 'Id: de muestra TipO de VPH
, ".; l. .- mensajero detección ..

muestra 1 VPH 16 180 copias 3
VPH 18 1.500 copias 10
VPH 31 1.400 copias 30

ADN genómico humano 109

muestra 2 VPH 16 180 coplas 3
VPH 18 1.500 copias 10
VPH 31 1.400 copias 30

ADN genOmlco humano 5ng

muestra 3 VPH16 1.800 copias 30
VPH18 450 copi¡:¡s 3
VPH 45 300 copias 10

ADN genOmico humano 5 ng

muestra 4 VPH 16 10.000 copias .
VPH 18 5.000 coplas .
VPH 45 20.000 copias .

AON genOmico humano 2.5 ng .

muestra 5 VPH 18 4.500 copias 30
VPH 31 500 copias 10
VPH 45 90 copias 3

AON gen6mico humano 2,5 ng

Para las cinco muestras y cada análisis repetido, se detectaron los tres tipos de VPH correctos
y el análisis fue negativo para el tipo no incluido, Por tanto, 75 de los 75 resultados de análisis
individuales (5 muestras x 5 réplicas x 4 plantillas de VPH diferentes usadas) fueron correctos.

V
D le aCnK ••.•

F I\lal'~\\ti('a

)l.r.:\o!oIl70
"
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11.3 Reproducibilidad ~~~.~.

La reproducibilidad del equipo de ensayo PapilloCheck~ se determinó usando 22 muestras citA' ~
(consulte la tabla 10) con concentraciones de VPH próximas al limite de detección, La determinación I

se realizó mediante el mismo método. con material de muestra idéntico. por diferente personal en
diferentes laboratorios con instrumental diferente. Los resultados se clasificaron de acuerdo con las
muestrás positivas, si se detectaron tipos de VPH idénticos en infecciones únicas o dobles. o bien
si se detectaron dos o tres tipos de VPH idénticos en infecciones múltiples con tres o cuatro tipos.
respectlvamente.

Tabla 10: Resultados de los análisis de reproduclbllJdad

,

37

I

Se obtuvieron resultados concordantes para todas las muestras cllnlcas, Las senales de t1pos'jJ/
adicionales detectados por el laboratorio 2 para muestras con infecciones múltiples 7 (VPH 82) " -
y 15 \"PH 68) quedaron justo por encima del umbral definido y los resultados disc rtes se 1
clasificaron como no problemáticos.

PBp~loChock" - Manual de instrucciones
Revisión: 60.013.071 Agosto de 2011

¡ . ~ ,.
1", , ~••

ConcordanciaI ~',odo !"uestra Resultado de laboratorio 1 Resultado de laboratorio 2
, , .

1 VPH 33 VPH 33 •
2 VPH 35 VPH 35 •
3 negativo negativo •
4 VPH 45 VPH 45 •
5 VPH 5', VPH 52 VPH 51, VPH 52 •

• VPH 51, VPH 56 VPH 51. VPH 56 •

7 VPH 16, VPH 39. VPH 68 VPH 16. VPH 39. VPH 68 VPH 82 •
B VPH 39, VPH 68 VPH 39, VPH 68 •
9 VPH 16 VPH 16 •
10 negativo negatIVo • I,
11 VPH 56, VPH 44/55 VPH 56, VPH 44{55 •
12 negativo negativo •
13 VPH 11, VPH 18, VPH 56 VPH 11. VPH 18, VPH 56 •
14 VPH 51, VPH 44{55 VPH 51, VPH 44/55 •
15 VPH 53, VPH 58, VPH 43 VPH 53. VPH 58, VPH 68, VPH 43 •

" negativo negativo •
17 VPH 16 VPH 16 •,. VPH 16 VPH 16 •

19 VPH 45 VPH 45 •

20 VPH16 VPH 16 •
21 VPH 53, VPH 58 VPH 53, VPH 58 •
22 VPH 31 VPH 31 •

I
- •
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11.4 Solidez ~r.-~(@.
Con el fin de evaluar la solidez del sistema de ensayo PapilloCheckl!l, se consideraron vana~1c _0
de los siguientes parámetros: [

Temperatura de hibridación

Tiempo de hibridación

Temperatura de lavado

Tiempo de lavado

Todos los análisis se realizaron en réplicas de 3 con concentraciones elevadas de plantilla (1 ng de
plásmido de referencia de VPH o aproximadamente 200 x 101)copias por muestra). Los intervalos
de valores de parámetros determinados en los que es posible una detección robusta de VPH con
PapjlloChec~ se resumen en la tabla 11.

Tabla 11: Solidez de PapllloChcc~

" -, '1
Parámetro Intervalo
~,:;;;,8' ,,-

Temperatura de hibridación 20-25.C

Tiempo de hibridación 13. t 7 minutos

Temperatura de lavado 48-52.C

Primer paso de lavado
10-15 segundos

Tiempo de lavado
Segundo paso de lavado

60-75 segundOS

Tercer paso de lavado
10.15 segundos

PapiIlOChoc~. Manualde instrucciones
Revisi6n:BQ.()13'()71 Agosto de 2011

I

3

I



9
~

."".4.1'
",. ,"""º' ~

11.5 Rendimiento clínico de PapilloCheck" 3e o (9,~_~t'fA
Para determinar el rendimiento clínico del ensayo PapilloCheck«' en lo que respecta a esp~. . o
y sensibilidad clinicas, se realizó un estudio comparativo con PapilloCheck~ y el ensayo GP5+
PCR-EIA.1 Para este estudio, se analizaron muestras de 1.437 mujeres representativas con
citologías normales (grupo de control) de más de 40 años de edad (mediana de edad. 49 años;
intervalo de edades, entre 40 y 60 años) y de 192 mujeres representativas (mediana de edad, 34
años: intervalo de edades. entre 30 y 60 años) con lesiones CIN3+ confirmadas mediante histologra
(grupo de caso). Todas las muestras usadas en este estudio se tomaron originariamente durante la
ronda de referencia a mujeres en el grupo de intervención del ensayo de implementación controlado
aleatorizado basado en población POBASCAM.8

Después de restringir el analisis PapilloCheck~ a los 14 tipos de VPHAR objetIVo de GP5+/6+-
PCR-EIA, PapmoCheck~ tenia una sensibilidad clinica para 2:CIN3 del 95,8 % (184/192: IC del
95 %: 92,8-98,8) y una especificidad clinica para 2:CIN2 del 96,7 % (IC del 95 %: 95,7-97,7). En
comparación, estas cifras fueron 96,4 % (185/192; IC del 95 %: 93,9-98,9) y 97,7 % (le del 95 %:
96,9-96.5), respectivamente, para GP5+6+-PCR-EIA (consulte las tablas 5 y 6),

Tabla 5: Comparación de los resultados de Papil1oCheck'" (14 tipos de VPHAR) y GP5+/6+-PCR-EIA estratIficados
para con1rolas y casos .

. , .
• PapiUoCheck" GP5+/6+-PCR-EIA Total

, t" j~ (14 tipos de
. VPHAR) - + -

Controles 1.386 (96,5 'Yo) 4 (0.3 %) 1.390 (96,7 %)
• 18 (1.3 %) 29 (2.0 %) 47 (3.3 %)

total 1.404 (97,7%) 36 (2,3 %) 1.437

Casos 4 (2,1 %) 4 (2.1 %) 8 (4.2 'Yo)
• 3(1.6%) 181 (94 3 %) 184 (95.8 %)

10lal 7 (3.6%) 185 (95 4 %) 192

Tabla 6: Especificidad y sensibilidad cllnlcas de Papi:loCheck'" y GP5+/6+-PCR-EIA (resultados de uno o varios de
los 14 tipos de VPHAR VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39.45,51,52,56,58,59,66 o 68).

"l", :l
14 VPHAR PaptlloCheck4 GP5+/6+
" ~'" ~~

" .AI.O.c; K
,G1~1l1. TI'<;l' \U_.\L
NIPR( .\JElllt'.\,.f.:OIU'.

SUC.ARG.

Sensibilidad c1inica 95.8% 96,4 %
para 2:CIN3 ".,
EspecificIdad cllnlca

. I96,7% 97,7 % I
para 2:CIN2

7 Comparison of Ihe clinical performance of PapilloCheck'" human papillomavirus delection wllh lha '01 the GP5+J6+-
PCR-enzyrne irnmunoassay in population-based cervical screenlng. HesselinkAT, Heideman DA, Berkhof J, Topal F, Poi
RP, MeiJer CJ, Snijders PJ. J Clin Microbio!. 2010 Mar;48(3):797-801. Epub 2oo9 Dec 30.

8 Bulkmans, N. w., L. Rozendaal, P, J. Snijders, F. J. Voorhorst, A. J. Boeke, G. R. landwijken, F. J. van Kemenade, R.
H. Verheijen, K. Groningen, M. E. 800n, H. J. Keuning, M. van Ballegooijen, A. J. van den Brule, and C. J. Meijer. 2004.
PQBASCAM, a popUlation-based randornlzed controlled trlal for Implementalion of high-risk HPV tesling in cervIcal 1
screenmg: design, melhods and baseline dala of 44, 102 women. Inl J. Cancer 110:94-101. 3~
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Tabla 7: Prevalencia especifica del tipo para tipos de VPH detectados por PapmoChec~

,
, Prevalencia con

Genotipo de VPH PaptlloCheck"

VPH16 19,40 %

VPH 31 14,40 %

VPH 39 9.30%

VPH 51 9.10%

VPH 52 7,50%

VPH 56 7.40 %

VPH 58 6,10%

VPH 53 6.10%

VPH 42 5,80%

VPH 66 5,90%

VPH 68 5,60%

VPH 45 4,50%

VPH 33 4,40 %

VPH18 4,00%

VPH 70 4,10%

VPH 44/55 3,10%

VPH 59 2,50%

VPH 82 1,90%

VPH 35 1,60%

VPH 73 1,50%

VPH 43 0.80%

VPH 6 0,60%

VPH 11 0,60%

VPH 40 0.40 %

PapllloChoelc.-. Manual de instrucciones
Revisión: BQ.{}13..Q7/ Agosto de 2011

9 Evaluatlon of lhe performance of the novel PapllloCheckG' HPV genolyplng test by companson with (wo other genotyplng
systems émd the HC2 test. SChOpp B, Holz B, Zago M, Stubenrauch F, Petry KU, KJaer SK, Iftner T, J Med Virol. 2010
Apr,82(4)'605-15. 40
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PaplUoCheckll 19,81J1 257,4 !JI 514.81J1 772.2 ¡JI 1029,6 !JI
PCR MasterMlx

Pollmerasa
HOISlar Taq9 0,211' 2.6 ¡JI 5,2 ¡JI 7.81J1 10,4 !JI
(5 U/1J1)

Uracil.N.
glucosilasa

1 "
131J1 261J1 391J1 52 j.J1(dilución de

1: 200, 0,005 UlIJI)

Volumen total
.mtes de añadir 21 !JI 2731J1 5451J1 6191-11 1092111
el AON de
muestra- Mezcle con cuidado la mezcla de reacclOn

•• Divida en allcuolas la mezcla de reacciOn: al'\ada 21 ~I de la mezcla de reacción
para cada reacción PCR en un miCfotubo para PCR de 0,2 mI de una banda
peR

•. Diluya la uracil.Nillucosilasa 1:200 en agua grado PCR
••. Mezcle [a dilución de UNG con cuidado

•• Prepare la mezcla de reacción para la cantidad necesaria de reacciones PCR

11t'fIff't:.' 1': 13 26, 39 ! 52 ..~it:~1'1• maulón macclonl!$ roacclol191l reacciones roacclonosP!~ ~. ~ p p ~:~ ,¡l ' mlcrochlp} mlcrochlps) mlcrochlps) mlcrochlpsl(,:.dL:t. t

12. PROTOCOLO BREVE DE PAPILLOCHECK@

Sala 2: PCR • Preparaciónde la mezclade3a8D12.1



•• Inicie la reacción PCR con el programa del termociclador preparado

•• Meda 5 ~I de AON mensajero para cada reacción PCR

- Mézclelo bien

20 mm 37 .C

15min 95.C

30 s 95.C
25 s 55 'C 'O

~.
1'5 s 72 .C 1

305 95.C •
'5 s n.e 15

Espera 10.C

'Ií"'!" . ') . ' 1 '1; Tiempo : ir I lempo OC, . N.Ode ciclos .
':.""_ ".rlj. ,.' ,,)' ,

~'

..
"

12.2 Sala 2: PCR •Adición de ADN mensajero I
reacción PCR 3 8 O
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7 mi

56 mi

560 mi

3809

623 mi

Sala 3: Hibridación - Preparación I
Reacción de hibridación

Aguadestiladao cleslonlzada 140mI 280 mi 420 mi

TampónA PapJlloCheck~ 14mi 28 mi 42 mI

Volumen lotal 155,75 mi 311,50 mi 467,25 mi

Tampón B PapllloCheck~ 1,75mi 3,5mi 5.25mi

- Mezcle los productos de la PCR y centrifúguelos brevemente

- Mezcle el tampón de hibridación y centnfuguelo brevemente

• Mezcle 30 ¡JIde tampón de hibridacIón PapilloCheckC' con 5 ¡JIde producto de
peR

- Mézdelo bien y centrifuguel0 brevemente

- Incube la cantidad de micfochips Papil1oChcc~ que se vayan a analizar en la
camera de hibridación preparada a temperatura ambiente

• Disuelva los posibles precipitados en los tampones de lav<rooe hibfidaci6n y mezde
bien

• Prepare la rnezda de solución de lavado para la cantidad de microchips
PapltloChcckll que se vayan a analizar

- Divida allcuolas de la mezcla de solución de lavado en tres recipientes de
lavadooChe~

.• Precalienle la solución de lavado 11en un bano Maria a 50 ec

12.3

rrr Comience los p'epacall,os ,1 menos 30 mln""s anles de la hibridación.W'---- _

• Transfiera 25 ¡JIde la mezcla de hibridación a cada pocillO del microchip
PapllloCheck~ usando una multipipeta

,. Evite la formación de burbujas de aire

- Incube el microchlp PapJlIoChec~ durante exactamente 15 mlnuto$ a
temperatura ambiente (20-25 OC)

- 0,,

, .•..
~~',,
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12.4 Sala 3: Lavado y secado I

Escaneo y evaluación

• Retire el soporte de portaobjetos magnético de la cámara de hibridación
'. Coloque el soporte de portaobjetos en el recipiente de lavado oChec~ con la

solución de lavado I
- Encaje el asa oChea-
••. lave el microchip o los microchips PapilloChcck" en la solución de lavado I a

temperatura ambiente durante 10 segundos

- Lave el microchip o los microchips PapilloCheckfl en la solución de lavado 11
precalentada en un beno María a 50 oC durante 60 segundos

••. Lave el microchip o los microchips PapilloChec~ en la solución de lavado III a
temperatura ambiente durante 10 segundos

- Retire ellfquido de la superficie del microchíp PapilloCheck~ mediante
centrifugado

- Escanee el microchip o los mlcroChips PapilloChec~ con CheckScannerT10l

- Realice el escaneo y el análisis según lo descrito en el manual del usuario del
software CheckReportT1ol

- Cree los informes

- C~~~~.
~- '(5-'.-- ,- , ',.
.~~ ",

1:;'I~'uto
3minutos o máx.
5009 velocidad

CIt'JN:M~
!GEl{1' TI:I:FSI'ol~_11.
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Ministerio de Salud
Secretaria de Políticas, Regulación

e Institutos
A.N.M. A.T

CERTIFICADO DE AUTORIZACIÓN DE VENTA DE

PRODUCTOSPARADIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

Expediente nO 1-47-11672/13-8

Se autoriza a la firma NIPRO MEDICAL CORPORATION Sucursal Argentina a

importar y comercializar el Producto para diagnóstico de uso in vitre denominado

@ - , I
1) PapílloCheck ,/ DISENADO PARA LA DETECCION CUALITATIVA r LA

GENOTIPIFICACION DE 24 TIPOS DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN
1

PREPARACIONES DE ADN A PARTIR DE CITOLOGÍAS CERVICOUTERINAS

HUMANAS; 2) PapílloCheck@ Collection Kit/ PARA LA EXTRACCI6N y

TRANSPORTE DE LAS', MUESTRAS CERVICALES QUE SE ANALIZARÁNlCON

PapílloCheck@. Envases conteniendo: 1) Envases por 60 determinaéiones
I

conteniendo: PapilloCheck@PCR MasterMix (5 x 300 ~I), PapilloCheck@Slidebox,
(5 x 12 matrices), PapilloCheck@BUF A conc. (2 x 40 mi), PapilloCheck@BUF B

conc. (1 x 15 mi) y PapílloCheck@Buffer de Hibridación (2 x 1000 ~i); 2) Envases

conteniendo 10 o 50 kits de recolección ( kit de recolección: 1 cepillo cervical y 1

viai con 5 mi de medio de transporte), Vida útil: 1) DIEZ (10) meses, desde la

fecha de elaboración conservado entre 4 y 8 oC y 2) DOS (2) años, desde la

fecha de elaboración conservado entre 15 y 30 oC. Se le asigna la categoría:
•

venta a Laboratorios de análisis clínicos por hallarse en las condi!iones

estabiecidas en la Ley NO 16.463 Y Resolución Ministerial NO 145/98. LuJar de

elaboración: 1) GREINER BIO-ONE DIAGNOSTICS GMBH, Gewerbepark 2, 4261

} Rainbach im Muhlkreis (AUSTRIA) para GREINER BIO-ONE GMBH. Maybach~tra~e

2, D-72636 Frickenhausen (ALEMANIA) y 2) BLISPAC S.A.S, Rue de la' Gare

r~ :



60250 Balagnyl Thérain. (FRANCIA) PARA GREINER BIO-ONE GMBH.

Maybachstra~e 2, D-72636 Frickenhausen (ALEMANIA). En las etiquetas de los

envases, anuncios y prospectos deberá constar PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO

USO IN VITRO AUTORIZADO POR LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE

rxDJtAMENfS6 ~MENTOS.v ..u...8. .
y TECNOLOGIA MEDICA. Certificado

ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA

MEDICA

Buenos Aires, 12 MAY201~

2

Ing ROGEtiRrl!1lP\llSello
Atilt'ilnl8trador Nacional

A.:N.M.A.T.
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