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¡ I
I VISTO el expediente NO 1-47-5539/11-1 del Registro de la AdministraciónI .!

N~cional de Medicamentos Alimentos y Tecnología Medica y, i
ji, i

CONSIDERANDO:
I
i
I

I
Que por los presentes actuados la firma BIOSYSTEMS S,~, solicita

!
autorización para la venta a laboratorios de análisis clínicos de los Productos para

,

I I
diagnóstico de uso "in vitro" denominados 1) HSVl ELITe MGBKit/ prueba

11 I

cu~li-cuantitativa para la detección y cuantificación de ADN del virus Herpes

Si~Plex tipo 1 (HSV1) en muestras de líquido 'cefalorraquídeo, sangre! e"ntera y

a fojas 308 consta el informe técnico producido por el

plalsma recolectado con EDTA, 2) HSVl ELITe Positive Control! Control
, 1

pd~itivo en las pruebas cualitativas de detección con HSV1 ELITe MGB Kit 3)

:1 I .HSVl ELITe Standard /Control positivo y ADN standard de cantidad conocida¡I ,
1
I

1

para la detección y cuantificación con HSV1 ELITe MGB Kit. ,

SI .. dervlclo e
I

productos reinen las

I

11 Que

Pr6ductos para Diagnóstico que establece que los

1Id' , d t't d 'd t' , ,con IClones e ap I u requen as para su au onzaClon.
I

, Que la Dirección Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervención

tQ dei~u competencia,

--'ó Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N°
IJ 16:463, Resolución Ministerial NO145/98 Y Disposición ANMAT N° 2674/99,

P-*rI
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Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los

Decretos NO 1490/92 el por el Decreto N° 101/15 de fecha 16 de diciembre de

2015.

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE

MEDICAMENTOS,ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA

DI S P O N E:

ARTÍCULO 1°.- Autorizase la venta a laboratorios de análisis clínicos de los

productos de diagnostico para uso in Vitro denominados 1) HSVl EL~Te MGB

Kit/ prueba cuali-cuantitativa para la detección y cuantificación de ADN del virus

Herpes Simplex tipo 1 (HSV1) en muestras de líquido cefalorraquídeo, sangre

entera y plasma recolectado con EDTA, 2) HSVl ELITe Positive Control/
,

Control positivo en las pruebas cualitativas de detección con Hsvi ELITe MGB

Kit.3) HSVl ELITe Standard /Control positivo y ADN standard de: cantidad

conocida para la detección y cuantificación con HSV1 ELITe MGB Kit el que será

elaborado por ELITechGroup SpA, Corso Svizzera 185, 10149, Torino ¡(Italia) e

importado terminado por la firma BIOSYSTEMS S.A., en envases por 1) 100
I~f determinaciones conteniendo: HSV1 Q PCRMix 4 x 5401J1;2) control positivo 4 x

~ 65,'; 3) HSVl Q-PCR St,,'oc' 10'; 2 x 200,', HSVl Q-PCR St,,'oc' .10'; 2 x

j- 2001J1,HSV1 Q-PCR Standard 104: 2 x 2001J1y HSV1 Q-PCR Standard: 105: 2 x

¿;.~
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,

20:0111,con una vida útil VENTICUATRO (24) meses conservado a -20oq y que la

composición se detalla a fojas 196 a 197.

AIHICULO 20.- Acéptense los proyectos de rótulos y Manual de InstrJcciones a
,

fOj6s225 a 228, 230 a 233, 235 a 292, 285 a 288 (Desglosándose las fcljas 235 a
I !

252 Y 285 a 288) debiendo constar en los mismos que la fecha de vencimiento es

la aeclarada por el elaborador impreso en los rótulos de cada partida.

AR~ÍCULO 3°.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 40.- LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE MEDICAMENTOS,

AL1MENTOS y TECNOLOGÍA MEDICA se reserva el derecho de reexa1minar los

mJtodos de control, estabilidad y elaboración cuando las circunstancl¡as así lo

determinen.
I
I ,

ARTICULO

Tédnica a

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

sus efectos, por Mesa de Entradas de la Dirección

I
información

I

I
Nacional de

,

Pro,ductos Médicos notifíquese al interesado y hágasele entrega del la copia
I i

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

rót110s, manual de instrucciones y el certificado correspondiente. JumPlido,

archívese.-

EXPEDIENTEN° 1-47-5539/11-1

Dr. ROl!lEl'I'i'c; leoS
Subadmlnlstrador Nacional i

A.N.M.A.T.

DISPOSICIÓN NO:
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Molde do AON

extensión

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

la prueba prevé ia realiZación de una reacción de amplificación real lime en mlcroplaca con un
termostato programable con sistema óptico de deteocl6n de la fluorescencia (thermal cycler para
amplificación real lime).

En cada pocillo se efectúan dos reacciones de amplifICación: una especifICa para la reglón del gen
que codifICa la glucoprotefna O (gpO) de HSV1- y otra especifica 'para la región del gen humano que
codifica la beta Globlna (Control Interno de inhibición) utmzando el AON recolectado de las muestras en
examen. la sonda con tecnologla ELITe MGB4' específICa para HSV1, marcada con el f1uoróforo FAM. se
activa cuando hlbrida con el producto especifICO de la reacción de amplificación para HSV1.
la sonda con lecnología elITe MGB8 especifica para el Control Interno, marcada con el f1uoróforo AP525
(equivalente a VK;). se activa cuando hlbl1da con el producto de la reacción de amplificación para el Control
Interno. la emisión de la fluorescencia aumenta al aumentar de los productos especrflCOs de la reacción de
amplificación y es medida y registrada por el aparato. la elaboración de los datos permite determinar la
presencia y el titulo del AON de HSV1 en la muestra de partida .

Cuando finaliza una sesión, se puede analizar la curva de disociación (melling curve) y determinar la
temperatura de disociación (mehing temperature) para confirmar la presencia del larget correcto o idenlñicar
la presencia de mutaciones.

la evaluación de la prueba ha sido realizada con equipos 7300 Aeal Time PeA System y 7500 FaS!
Ox Rea¡" TIme PeA Instrument.

En la figura presentada a continuación se resume el mecanismo de activadOn y emisión de la
flUOrescencia de la sonda con tecnologla ELITe MGBft. Notar de qué manera la sonda no se hldroliza
durante el -ciclo de amplificación y, por lo tanto, se puede utifJZar para el análisis de la curva de disociación.

s
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~ ~_ ':t_~V:1~_LJ~eMGB~~_~t ~a ~:J reactivo por Amplificación Real Time del ADN
en o. o
.,. ,le' IREFI RTS031PLD CE f'20"C

El producto aHSV1 EUre MGse Kit- tonna parte de una prueba cualitativa y cuantitativa de
amplificación de los ácidos nuclelcos para la detecct6n y cuantificación del ADN del virus humano
Herpes Slmplex de tipo 1 (HSV1) en muestras de ADN recotectado de líquido cefalorraquideo, sangre
enlera recolectada en EDTA, plasma recolectado en EOTA,

m ~K'~.'El producto se utiliza para el diagnOstico y el monitoreo de la infecciOn por HSV1, Junto con los datos
O ~ ';\S del paciente y con los ,esu"adOs de otros exámenes de laOO•• ,oOO,

g;~~:i: :,.._r.l> --.. ~
C/)NmN --
-("l »

~ z Z .ELIToMOa. y el logotipo "ELITeMGB. est!n le;Istrecbs como mareas COITlOf'daIC1Son la UnI6n Europos.
» -m, ~s;

SCH mRTS031 PlD_os

mailto:emd.support@elitechgroup.com
http://www.elltechgroup.com
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HSVl ELITe MGBs Kit

reactivor:-Am lificacl6ñ RealTime del ADN IREFI RTS031PLD HSVl ELITe MGB" Kit
reactivo rAiñ lificádón.Real Time del AoN IREFI RTS031 PLD

PRESENTACiÓN DEL PRODUCTO

RMi6n 1203111114

Muestras

Este producto debe ser utilizado con AON recolectado de las siguientes muestras clinicas: liquido
cefalorraquldeo, sangre entera recolectada en EDTA, plasma recolectado en EDT A.

liquido cefalorraqurdeo

las muestras de liquido cefalorraqufdeo destinadas a la extraccl6n de los éddos nuctelcos deben
ser recolectadas según las Indlcaclones del laboratorio evitando la oontamlnacl6n con la sangre del
paciente, transfXIrtadas a +2° / +8"C0 Y conservadas a +2.' +8 co por un máximo de cuatro horas, de lo
contrario deben congelarse y conservarse a -20 co por un m;1ximo de treinta dias o bien a -70 co por
tiempos más prolongados. CJ"'\

Se aconseJa dividir en diferentes alícuotas las muestras para conservarlas congeladas y no
someterlas a repetidos ciclos de congelación I descongelación.

Nota: cuando se extrae el AON .oon el sistema c<EXTRAgen •• seguir las indicaciones del Manual de Q)
instrucciones de uso: partir (lOn 300 Jll de muestra, agregar 5 IJl de CPE para el control intemo al iniciar la
extraoción, resuspender los ácidos nucJeótldos en 60 ~ de agua ultrapura. U1___________________ --.... -----.. . --- ~ - -~ ~"'loo;:

Para la extracción automática del AON de las muestras a anatlzar. se aconseja utilizar el producto
genérico ••ELITe GAlAXY 300 Extractlon Kit •• (EllTechGroup S.p,A., código INT021EX), kit de extracción
de los ácidos nucleicos de muestras biológicas, con el instrumento ••ElITe GAlAXY •• (ElITechGroup
S.p.A., código INT020).

_ ••ElITe GAlAXY 300 Extraction Kit •• y ••ELITe GAlAXY •• constlluyen EUTe GAlAXV System.
Para la configuraci6n automática de la PeA con las muestras recolectadas, se recomienda el uso de

productos ELITe MGB" Klts (ElITechGroup S.PA), con el instrumento ••ELITE GALAXY ••.

Para la extracci6n automática del AON de las muestras a analizar. se aconseja utilizar los proctuctos
genéricos NucIlSENS. easyMAG. Reagents (bloMérleuK SA, códigos 280130, 280131, 280132, 280133,
280134, 280135), kit de extraoci6n de los ácidos nucleicos de muestras bío!6gicas, con el equipo
••NucIiSENS. easyMAG." {bioMérieux SA, código 2001 t 1).

Para la extracción automática del AON da las muestras a analizar, se recomienda también el
empteo del producto ••QIAsymphon~ OSP Virus / Pathogen Mldl kit •• (QIAGEN GmbH, código 937055),
kit de extracción de los ácidos nucleico de muestras biológicas, con el equipo ••OIAsymphony" SPJAS ••
(códigos 9001297, 9001301) Y los relativos productos genéricos.

Como control positivo de extracción y oontrol de inhibicl6n se requiere el empleo de producto
genérico ••ePE -Internal Control •• {EUTechGroup S.p.A., código CTRCPE), una solución estabUizada que
contiene dos plásmldo de ADN y ARN gellÓmico del lago MS2.

Si estuviera previsto el uso de un equipo 7300 Real- Time PeA System, se aconseja utilizar el
producto genérico ••Q • PeR Microplates_ (ElITechGroup S.p.A., código RTSACC01) mlcroplacas con
pocillos de 0,2 ml y láminas adhesivas para la amplificación real time.

Si estuviera previsto el uso de un equipo 7500 Fast Ox Real- Time PeR Instrument, se aconseja
utilizar el producto genérico elO - PCR Mic:roplates Fast •• (EUTechGroup "S.pA, código RTSACC02)
microplacas (lOn poemos de 0,1 mL Y láminas adhesivas para -la amplifICación real lime.

Si se requiere la deteoc;j6n del ADN de HSV1 (análisis cualitativo), se aconseja usar el producto
••HSVl • ELITe Posltlve Control •• (EllTechGroup S.pA., código CTR031PlD), control positivo de AON
plasmldico.

Si se requiere la detecci6n y cuantilJcad6n del AON de HSV1 (anáfisls cuantitativo) se aconseja usar
el producto ••HSVt ElITe Standard •• (ElITechGroup S.pA, código STD031PlD), cuatro diluciones de AON
plasmldico en cantidad conocida para obtener la curva estándar.

MUESTRAS Y CONTROLES

Clasificación de los 11 rosDescrl Ión
mezcI;!J~Ia de ~aCCI6n

MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO

Com nente
HSVt Q-PCR Mlx

-.campana de flujo laminar.
- Guantes sIn polvo descartables de látex o slmnares.
- Mezclador vertex.
- Microcentrlluga de mesa (12.000. 14.000 RPM).
- Mlcroplpetas y tips estérIles con filtro para aerosol o de dispensación posItiva (0,5-10 ¡.tL,2-20 ¡.tl, 5.50 ¡.tl,
50-200 lll, 200-1000 ¡.tl).

- Agua bidestBada estéril.
- Termostato programable con sistema óptico de detección de la fluorescencia 7300 Real Time PeR System
o 7500 Fast Ox Aeal- Time PCR Instrument calibrado según las Indicaciones del fabricante.

OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS

IMATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN EL PRODUCTO I

El producto ••HSV1 EUTe MGse Kit •• provee la mezda de raaedón completa y lIsta para su uso
"HSV1 a • PeR Mix" para la amplificación real time en una solución estabilizadora, previamente dosificada
en cuatro lubos. 'Cada tubo contiene 540 IJl de solución, sufICiente para 25 test.

- - --Los oflgonucleótidos primers y la sonda para HSV1, (estabilizada por el grupo MGB8. marcada con
el fluoróloro FAM y con Inactividad determinada por un quencher no fluorescente), son especlfloos para una
región del gen que codifica la gpD de HSVl (región US6).

~

Los oligonucleótidos primers y la sonda para el Controllnlerno, ~estabmzada por el grupo MGae,
c:: marcada con el fluor610ro AP525, equivalente a VIC. y con Inactividad determinada por un quencher no

~ O fluorescente). son especUicos para la región promotora y S' UTA del gen humano que codifICa la beta
(/) Globlna.
~~. La mezcla de reacci6n suministra el tampón, el cloruro de magnesio, los nucle6tldos lrifosfatos y eliD a. O f1uor6foro AP593, usado en lugar del ROX o del Cy5 como referencIa pasiva para la normaflZac16n de la

~

fluorescenCia, la enzima Uracll.N~licosiclasa (UNG) para la inac1ivaci6n de las contaminaciones por
(1) a uetos de amplificación y la enzima AON polimerasa Platinum Tfi exo- de ac1ivación térmica (hat start).

• O O a producto permite efectuar 100 determinaciones, estándar y controles incluidos.» _.
• 'CO

N

los reactivos para la extracción del ADN de las muestras a analizar, el control positivo de
extracción, las microplacas para la amplificación, el control positivo de amplifICaCión y tos ADN estándar de
cantidad conocida, no están Incluidos en este producto.

,para la extraoción manual del ADN de las muestras a analizar. se aconseja utilizar k)s productos
genéricos elEXTRAblood" (ElITechGroup S.pA, código EXTB01), kit de extracción del ADN de muestras

~

tuIares y no celulares o elEXTRAgen •• (EUTechGroup S,p.A., código EXTG01), kit de extracción del ADN
al ~~., de muestras no celulares.

O~, Para la extra0ci6n automática del ADN de las muestras a analizar, se aconseja U1ilizar el producto
en ~.~ en g~nérico ••ELITe STAR 200 Extractlon Kit •• (ELITechGroup S.pA, código INT011EX), kit de extraccl6n de
-< z'-i - ~.Ios••ácldos nuclelcos de muestras biológicas, con el Instrumento ••EUTe STAR •• (EUTechGroup S.p.A.,
en .,0_ ",C6djgo INT010).;ri ~ ~ Z ~'~EUTe STAR 200 Extractlon Kit ••y ••ELITe STAR •• constituyen EUTo-STAR System. - - •.

;::..-<» ~
en N m N --.........
-()>

~ zZ» -m
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HSV1 ELITe MGBe Kit
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Nota: cuandose realizala extracci6nde AONde muestrasde líquidocefalorraquldeo(liquido)usandoel Plasmarecolectadoen EDTA
ELITeSTARSystem, con versión de software 3.4.13(o versionesposterioresequivalentes),utilizarel . Lasmuestrasde plasmadestinadasa la extracciónde los ácidosnucleícosdebenser recolectadas
protocolode extracción-UUNI_E100S200_EU",queemplea200~Ldemuestray eluyeel ARNrecolectado enEDTAsegúnlas indicacionesdel laboratorio.transportadasa +~ I +8 'C Yconservadasa +2vI +8 ce por
en 100 jJL (la aluciónse realizaen 115jJl electivos.de loscualesse recuperan100jJL). Lasmuestrasen un máximode tres dlas. de lo contrariodebenser congeladasy conservadasa .•20 ce por un máximode
las tubosprimariaspuedencargarsedirectamenteenel ••EUTeSTAR". Es necesariosiempreun volumen "'_,e_;n_'_a_díaso biena -70 "C por tiemposmásprolongados.-=-~-------'--_.c "--------~-----
mfnimode 40Q.600J.llparacadamuestrasegúnla clasede tuboutilizado.Agregar200pl -deCPEen los~.. Se aconsejasubdividiren variasalfcuotaslas muestrasque se debenconservarcongeladaspara
tubosde Proteinase-Carrler,comose Indicaen elmanualdel kit deextracci6n.Paraconocerdetanessobre nosometerlasa repetidoscidos decongelaciónI descongelación. '
el procedimientode extracción,seguiratentamentelas indicacionesdel Manualde instruccionesde usodel Nota: cuandose realizala extracciónde ARNde muestrasde plasmausandoel ElITe STARSystem,con
kit. versión de software 3.4.13 {o versionesposterioresequivalentes),utilizar el protocolode extracx::i6n
Nota: cuandose realizala extracciónde ADNde muestrasde liquidooefalorraquideousandoel EUTe .UUNLE100S2oo_EU.,queemplea200~l demuestray eluyeel ARNrecolectadoen 100J.ll(laeluciónse
GAlAXY System, con versión de software 1.3.1 (o versionesposterioresequivalentes).utilizar el realizaen 115 J.ll ,:feclivos,de los cuales se recuperan100 J.ll). las muestrasen las tubos primarias
otacolode extracciónxNA Extractlon (Universal),queemplea300J.lldemuestray eluyeel productode pueden cargarse dlredamente en el ••EUTe STAR-. Es necesario siempre un volumen m(nimo de

la extracciónen 200pl (la eluciónse rea6zaen210J.llefectivos.de kls cualesse recuperan200J.ll).Las 400-600Jll paracada muestrasegúnla clasede tuboutilizado.Agregar200 pl de CPEen los tubosde
uestrasen las tubosprimariaspuedencargarsedirectamenteen "EUTeGALAXY".Esnecesariosiempre Proteinase-Carrier,como se indica en el manual del kit de extracción.Para conocer detallessobre el

par cada muestraun volumen minimo de 400-650pl según la dase de tubo utmzado.Agregar procedimientode extracción,seguiratentamentelas indicacionesdel Manualde instruccionesde usodel kit.
10pll muestradeCPE(alCPEdebeagregarseellC + Carrler solutlon, comose indicaenel manualdel Nota: cu~ndose realizala extracciónde AONde muestrasde plasmausandoel Eure GAlAXY System,
kit de extracción).Para conocerdetallessobreel procedimientode extracción,seguir atentamentelas con versión de software 1.3.1 (o versionesposterioresequivalentes),utilizar el protocolode extracción
indicacionesdel Manualde instruccionesdeusodel kit. xNA ExtrecUon(UnIversal),queemplea300J.lldemuestray eluyeel productode la extracciónen 200J.ll
Nota:aJandose extraeel ADNde liquidooefalorraquldeoconel equipo••NucIiSENs'"easyMAGe",utWzar (la eluclónse realizaen 210 J.lLefectivos,de los cualesse recuperan200 J.ll).Lasmuestrasen las tubos
el protocolode extraccl6nGanarle2.0.1y respetarestasindicaciones:distribuir500pl de muestraen"la primariaspu~en cargarsedirectamenteen ••ElITe GAlAXY".:Es necesariosiempreparacadamuestraun
Stripde 8 pocillosy comenzarcon la extracción.Despuésde 10minutosde incubación,agregarS IiL de volumenm(nrmode 40tHi50 pl segúnla clasede tuboutilizado.Agregar10 .,:LI muestradeCPE(alCPE
CPEa cadamuestraparael controlintemo,antesde agregarNucllSENS8easyMAGeMagneUeSilica y debeagregarseellC + Carricr solutlon. comose Indicaen el manualdel kit de extra0ci6n).Paraconocer
continuarconlaextracción.RecuperarelAONcon100"l de tampóndeeluci6n. detalles sobre el procedimientode extracci6n, seguir atentamente las Indicacionesdel Manual de

,. instruccionesde usodel kit.
SangreenterarecolectadaenEDTA Nota: c,uandose extraeel AONde plasmaconel equIpo••NueIlSENS.easyMAG.", utilizarel protocolode

Las muestrasde sangre enteradestinadasa la extracciónde los ácidosnuclekos deben ser extracciónGenarle2.0.1y respetarestasindicaciones:distribuirSOOpL de muestraen la Stripde 8 poemos
recolectadasen EDTAsegúnlas indicacionesdel laboratorio,transportadasa +2~I +8 '<: y conservadasa Ycomenzarcon la extracci6n.Despuésde 10minutos~ incubación,agregarSpL deCPEa-cadamuestra
+2' I +8 OC porunmáximodetresdias,de locontrariodebensercongeladasy conservadasa .20 "Cpor un para el control Interno,anles de agregarNucilSENS easyMAG. Magnelie SlIlca y continuarcon la
máximodetreintadlasobIena .70 '<: portiemposmásprolongados. extracción,Recuperarel AONcon100pl de tampónde eluci6n. •

Seaconsejasubdividiren variasallcuotaslasmuestrasquese debenconservarcongeladas,para Nota: cuandose realizala extraccl6ndel ADN de muestrasde plasmacon el equipo ..-QIAsymphony8
nosomeler1asa repetidosciclosdecongelaci6nI descongelación. SP/AS" el kit ••QIAsymphony. OSPVirus I PathogenMldl kit••, con versión de software 3.5, uliflZBrel
Nota: aJandose realizala extracx::iónde AONde muestrasde sangreenterausandoel ELITe STAR J?rotocolode e~racci6n "~I.rus ~II free 500_V3_0SP_defaultIC" y seguirestas indicaciones:el equipo
System. con versión de software 3.4.13(o versionesposlerioresequivalentes).utilizarel prolocolode tiene la capacidadde utilizar dlreC1amenteel tubo primario, el volumen de muestra retirado para la
extracción.UUNI_E1OOS200_ELr,queemplea200pL de muestray eluyeel ARNrecolectadoen 100Jll e~cción es 500pL, siemprese requIereun volumenmuertomfnlmode 100pL. Prepararla soluciónque
(la eluclónse realizaen 115pl efectivos,de kls cualesse recuperan100pl). Lasmuestrasen las tubos conhenee! bufferAVEy el carrierARNsegúnlas instruccionesdel Manualde instruccionesde usodel kit
primariaspuedencargarsedirectamenteenel ••EUTeSTAR_.Esnecesariosiempreunvolumenmlnimode de ~~raCCl6n:Agregara la solución6 pl de CPEparacadamuestrarequerida,Cargaren el equipo.en la
400-600J.llparacadamuestrasegúnla clasede tuboutilizado.Agregar200pl de CPEen los tubosde poSIciónprevistapara las tubos~controlIntemo.las tubosquecontienenla solución,comose indicaen el
Proteinase-carrler,como se Indicaen el manualdel kit de extracción.Paraconocerdetalles sobre el Manualde Instrucc~nesde usodel kit; i~icar la posiciónen la cualse distribuIránloseluatosy especificar
procedimientodeextracciOn,seguIratentamentelasindicacionesdelManualde instruccionesde usodel kit. el volumende elución a 85 ¡,tL(la elUCI6nse produceen 115 J.ll efectivosde los cuales 85 ~l son

~~rados). Para conocer detalles sobre el procedimientode extraocl6n,seguir atentamente las
Nota: cuanclose realizala extracciónde AONde muestrasde sangreenterausandoel ELITeGAlAXY mchcaclonesdel Manualde Instruccionesde usodel kit.
System, con versión de software 1.3.1 (o versionesposterioresequivalentes).utilizarel protocolode Sustancias Interterentes
extracciónxNAExtractlon (Universal),queemplea300pl demuestray eluyeel productode la extracd6n
en 200J.ll (laeluci6nse reaHzaen 210J.llefectivos,de los cualesse recuperan200pl). Lasmuestrasen El AON recolectadode la muestrade partidano debecontenerheparlna,hemoglobina,dextrano.
las tubosprimariaspuedencargarsedirectamenteen ••Eure GALAXY".Es necesariosiempreparacada RcolfS.etanolo 2-propanolparaevitarfenómenosde Inhiblci6ny la apariciónde frecuentesresuhadosno
muestraun volumenmlnimode 400-650pl segúnla dase de tuboutilizado.Agregar10 •.•.ll muestrade válidos.
CPE(al CPEdebeagregarseel IC • Catrler solutlon. comose indicaen el manualdel khde extracx::16n). CantitadeselevadasdeADNgen6mioohumanoenel ADnrecolectadode lamuestrapuedenInhibir
Paraconocerdetaftessobreel procedimientodeextracci6n,seguiratentamentelasindicacionesdelManuaJ la reaccióndeamplificación.
de instruccionesde usodel kit. No son disponiblesdatos referidosa eventualesfen6menosde inhibiciónpor partede fármacos

antibióticos,antivlrales,quimioterápicoso inrnunosupresores.
ata: cuandose realizala extraoci6ndel AONde sangreenteracon el kit ••.EXTRAblood•• se deben
espetarlas indicacionesdel Manualde Instruccionesde uso:partirde unamuestrade 200 pl (2 millones Controles de ampllfte8Ción
.::.::..célulascomomáxImo),recuperarel AONcon100pl de tampóndeetuci6n. Es absolutamentenecesarioconvalidarcadaunado las sesionesde amplificaci6npreparandouna

___________ • .reaccl6n-de-controlnegallvoy una reaccióndecontrolposJllvo.- - -
Parael controlnegativoutilizaraguabidestiladaestéril{no provistaenel producto)agre

reacckmen lugardelADNrecolectadode lamuestra.
Para el control positivo utilizar el producto ••HSVl • EUTe Positivo Control••

••HSV1EUTeStandard••.

HSV1 EUTe MGBe Kitreaarvo-r Am IlficacT6ñ" RealTime delAON
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ProgramacIón de la sesión de amplificación real time
(A realizarse en el área de ampllflcación 1visualización de los productos de amplifICación)

Si se utiliza un equipo 7300 Real--TIme PCR System:

Antes de iniciar la sesión, tomando como referencia la documentación del equipo, es neoesarlo:
• encender el thermal cycIer para real lime, encender el computador de control. Iniciar el software
deslinado y abrir una sesión -absoluta quantifteation-;
• programar (Detector Manager) el-detector" para la sonda para HSV1 con el-reporter" '" -FAM- Y el
-quencher" - -none- (no fluorescente) y denominarlo "HSVlw;
- programar (Detector Manager) el -detector" para la sonda de control Intemo con el -reporter" ••
-VICw (AP52S equivalente al VIC) y el -quencher" •• wnone-1no fluorescente) y denominar1o .cr;
• para cada poema en uso de la micfoplaca, programar (Wen Inspector) los -detector" {tipo de
f1uorescencla a medir). el -passive reference- '" -ROX- (se usa AP593 en lugar del ROX.
normalización de la fluorescencia medida) normalización de la fluorescencia medida) y el tipo de
reacción (muestra, control negativo de amplificación, control positivo de amplificación o estándar con
la correspondiente cantidad conocida). Completar el Plan de trabaJo adjunto al final de este manual
de Instrucciones de uso transcribiendo estas informaciones o blen imprimir la organización de la
microplaca. El Plan de trabajo deberá seguirse con atención durante la transferencia de la mezda
de rea0ci6n y de las muestras a los pocillos.

Nota: para la determinación -del liMo del AON en la mues1ra de partida es necesario preparar una serie de
reacciones con los Q - peR Standard (105 copias, 1()4 copias, 103 copias, 102 copias) para obtener la
Curva estándar.

Se Ilustra a continuación, a modo de ejemplo, cómo puede organizarse el análisis cuantitativo de 12
muestras.

la HSV1 Q - peR Mhc puede ser congelado y descongelado por un máximo de tres veces. Olros
ciclos de congelaci6n I descongelación pueden provocar una pérdida de las prestaciones del producto.

La HSV1 Q - PeA Mlx no presenta frases de riesgo (A) y presenta los siguientes consejos de
prudencia (5):

____ S 23-24125. No respirar Ios.gaseslhumosIvaporeslaerosoles. Evitar el contacto con los ojos y la piel."

IREFI RTS031 PLD
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Este producto es para uso exclusIvo In vltro.
Advertencias y precauciones generales

Manipular y eliminar lodas las muestras biológicas como si pudiesen transmitir agentes infecciosos.
Evitar el contacto directo con las muestras biológicas. No producir salpicaduras ni aerosol. EJ material que
está en contacto con las mues1ras biológicas debe ser tratado con hipoclorlto de sodio al 3 % por al menos
30 minutos o bien, tratado en autoclave a t21C-duranta una hora antes de ser eliminado.

Manipular y eliminar todos los reactivos y todos los materiales utaizados para realizar la prueba
como si fuesen potencialmente infeociosos. Evitar el contacto directo con los reactivos. No producir
salpicaduras ni aerosol. Los residuos deben ser tratados y eliminados según normas de seguridad
adecuadas. El material combustible monouso debe ser incinerado. los residuos liquidos que contienen
Acidos o bases deben ser neutralizados antes de la eliminación.

Usar indumentaria de protección y guantes adecuados, protegerse los ojos Ila cara.
No pipetear con la boca ninguna solución.
No comer, beber, tumar O aplicarse cosméticos en el área de trabajo.
Lavarse bien las manos después del manejo de muestras y reactivos.
Eliminar los reactivos sobrantes y los residuos según las normas vigentes.
Leer atentamente todas las instrucciones provistas en el producto antes de realilar la prueba.
Respetar las instrucclones provistas en el producto durante la eJecución de la prueba.
Respetar la fecha de caducidad del produClo.
Utnizar sólo los reactivos presentes en el producto y los aconsejados por cllahñcante.
No usar reactivos que provengan de loles dilarenlas.
No utilizar reactivos de otros fabricantes.

Advertencias y precauciones en los procedimientos de blologfa molecular
Los procedimientos de biologia molec:ular, como la extraccl6n, la amplificación y la detección de

ácidos nuclcicos, requieren personal competente e instruido para evitar el riesgo de resultados Incorrectos.
en particular a causa de la degradación de 'os ácidos nuclelcos de las muestras o de la contaminación de
las mismas por parte de productos de amplificación. .

Es neoesario disponer de áreas separadas para la extracción 1 preparación de las reacciones de
amplificad6n o para la amplificación 1 detecd6n de los productos de amplificación. Nunca Introducir un
producto de amplificación en el área de extraccl6n 1preparación de las reacciones de amprtlicaci6n.

Es necesario disponer de batas, guantes e instrumentos destinados para la extracción 1preparación
de las reacciones de amplificación y para la amplifrcaclón 1detección de productos de amplificación. Nunca
transferir batas. guantes e Instrumentos del área de amplIfICación J deteccl6n de productos de amplificación
al área de extracción 1preparación de las reacciones de amplificación.

las muestras deben ser des1inadas exclusivamente a este tipo de análisis. Las muestras deben ser
manIpuladas ba)o una campana de flujo lamInar. Las tubos que contengan muestras diferentes nunca deben
ser abiertas al mismo tiempo. Las pipetas utililadas para manipular las muestras deben ser destinadas sólo
a este uso. las pipetas deben ser del tipo de dispensación positiva o usar tips con fmro para aerosol. los

". O tlps utilizados deben ser estériles, sIn la presencia de AONasa y ARNasa, sin la presencia de ADN y ARN.
'" 2 ~ los reactivos deben ser manIpulados bajo campana de flujo laminar. los reactivos necesarios para
ñ\:~r la amplificación deben ser preparados de manera tal que sean utilizados en una sola sesión. las pipetas
~ ~."" tmzadas para manipular los reactivos deben ser destinadas sólo a este uso. las pipetas deben ser del tipo
~ 3: -l ¡::: o ispensaci6n positiva o usar tips con filtro para aerosoles. Los tlps ut1flzados deben ser estériles, sin la
US-Z" presencia de AONasa y ARNasa. sin la presencia de AON y ARN. leyenda: Cl • C12: Muestras a analizar; CN: Control negativo de amplificación;
-l -" :::o ~~ los productos de amplificación deben ser manipulados en modo de limitar al máximo su dispersión 1()Z: Estándar 1()Zcoplas; 1()3: Estándar 1(}3coplas; 1()4: Estándar 1()4 coplas; 105; "Estándar 10S coplas.

rn f>' :> :x> n _~amblente para evltar contamInaciones. Las pipetas utilizadas para manipular los productos de Con_. referencia" a .Ia " documentación" del' Instrumento, ~ prOgramar' en -el - softWare espeeir~ 01--
~. A -l N a~lificaclón deben ser deslinada~ s610 a este uso • ...:...:..-----..:..---;....--...;--------------(¡¡Ins;;;.l~ru;;;;ment > Thermal Cycler Protocol > Thormal Profilo), los parámetros del ciclo térmico: •....

- UJ ~s y precaucIones especificas para los componentes • agregar, en la fase de amplificación, el paso {Add Step) de extensión a 725'C;

~ ~ ffi ~a HSVl Q - PCR Mlx debe ser conservada en lugar oscuro a .20-C. Nota: la adquisición de la fluorescencia (Instruments > Thermal Cycler Protocol >
. ~ ~ Conection) debe permanecer programada en el paso de hibridación a 60te.
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_. react1VOr Am liflcáción Real Time del ADN
~ ~

_ ntroles de calidad

~ O _. Se aconseja confirmar lodo el procedimiento de análisis de cada una de las sesiones, extracción y

~

mPllllcacl6n, utmzando una muestra negativa y una muestra positiva ya lestadas o del matenal de
3 Q. re rencia calibrado.
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Ciclo térmico
Fase Temperaturas TIempos

Descontaminación SOC' 2min.
Desnaturalización Inidal 94C. 2min.

94C. 10 seg.
Ampliflcaci6n y dete0ci6n 6OC' (adquisici6n de la 30 seg_(45 ciclos) fluorescencia}

72C. 20 seg.

95C. 15 seg.

Disociación(opcional) 4OC' 1 mino
SOC. 15 seg.
60C. 15 seg.

- modificar los tiempos, como se indica en la siguiente labta "CIclo lérmlcow
;

- programar un número de 45 ciclos;
- programar el valor de volumen para la simuladOn software de la transferencia térmica en la
reaoción {"Sample volumej a 30 IJL:
- opcional: agregar la fase de disocladón (Add DisSOCiationSlage) y programar la temperatura en un -
rango de 4OC-s soe •.

Pég.9f1.7

155-30s .
15 _

""""""'12

9SC'
<OC'
aoc'

03/11'14

Preparacl6n de la ampllflcaclón
(A realizarse en el área de extracd6n I preparación de la reacción de amplificación)

Antes de Iniciar la sesi6n es necesario:
• extraer y descongelar las tubos con las muestras a analizar. Agitar delicadamente las tubos,
centrifugarias durante 5 segundos para obtener en el fondo el contenido y mantenerlas en hielo;
• extraer y descongelar las lubos HSV1 Q - PeR Mlx necesarlas para la sesión teniendo presente
que el contenido de cada una es sufICiente para preparar 25 reacciones. Agitar delicadamente las
tubos, centrifugarlas durante 5 segundos para obtener en el fondo el contenido y mantenerias en
hielo:
• extraer y descongelar la tubo de H$V1 • Poshlve Controlo bien las tubos de HSV1 Q - PeR
Standard. Aghar delicadamente las tubos, cenlrffugarlas durante 5 segundos para obtener en el
londo el contenido y manlenerias en hielo;
• extraer la AmplJfJcatlon mlcroplate que será utilizada en la sesi6n, prestando atenci6n de
maneJarta con guantes sIn polvo y de no dañar los pocillos.

1. Transferir, depositándolos cuidadosamente en el fonclo sin crear burbujas, 20 ~lde mezcla de reacción
HSV1 Q - PeR MIX en tos pocillos de la Amplnlcatlon mlcroplate como fue establecido previamente
en el Plan de trabajo.

N01a: $i no se utffiza toda la mezcla de reaccl6n, conservar el volumen restante en lugar oscuro a -20C' por
un máximo de un mes. Congelar y descongelar la mezcla de reacción por un máximo de 3 VECES.
2. Transferir, depositándolos cuidadosamente en la mezcla de reacd6n, 20 pl de AON recolectado de la

primera muestra en el correspondiente pocillo de la Ampl1f1catlon mlcroplale como fue establecido
previamente en el Plan de trabajo, Mezclar bien la muestra pipeteando tres veoes el volumen de 20 IlL
en la mezcla de reac:ci6n. Prestar atenci6n a no Ctear burbujas. Proceder del mismo modo con lodos
los aIras ADN recolectados.

3, Transferir, deposilándolos cuidadosamenle en la mezcta de rea0ci6n, 20 pl de Agua bklestllada estérU
(no provis!a en el producto) en el pocillo de la AmpllHcatlon mlcroplate de control negativo de
ampfiflCad6n como fue establecido previamente en el Plan de trabajo. Mezclar bkm el control negativo
pipeteando tres veces el agua bides1ilada estéril en la mezcla de reac:ci6n. Prestar atención a no crear
burbujas.

4. En base allipo de resuttado requerido (ct,lalitalivoo cuantitativo), seguir una de las dos opcio
___________________________________ --:.Cee'nriCcasiSco)deqOOse requiera un resultado cualitativo del análisis (detección del

Transferir, depositándolos cuidadosamente en la mezcla de reaoc:i6rl,20 pl de HSV1 bSCJt 01
en el pocillo correspondIente de la AmplRlcallon mlcroplate como fue establccid . l1J8~te •
Plan de trabajo. Mezdar bien el control posItivo pipeteando tres veces el HSV1 • P ~ e ta:-z.
mezcla de reacción. Prestar atención a no crear burbujas. O i Ci ) ~
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Oisoclaci6n{opcional)

Ciclo térmico
Fase Tempemturas TIempos

Descontaminaci6n SOC. 2mln.
Desnaturalización inicial 94C. 2min.

94C. 10 seg.
Amplificación y detección 6OC' (adquisici6i~)de la 30seg.(45 ciclos) fluorescencia

72C' 20 seg.

SCH mATS031PlD_e5

Si se utiliza un equipo 7500 Fast Ox Real-TIme PeR Instrument:

Antes de iniciar la sesión, lomando como referencia la documentación del equipo, es necesario:
• encender el thermal cyelar para real time, encender el computador de control, iniciar el software
destinado y abrir una sesi6n -absolute quantification- y programar ~un mode: Fas! 7500-;
• programar (Detector Manager) el-detector" para la sonda para HSV1 con el-reporter" • -FAM- Y el
-quencher" • "none" (no fluorescente) y denominarlo "HSV1";
• programar (Deteclor Manager) el -detector" para la sonda de control intemo con el -reporter" e

-VIC" {AP525 equivalente al VIC) y el -quencher" e "none" (no fluorescente) y denominarlo "Cr;
• para cada pocillo en uso de la micfoplaca, programar (WeD lnspector) los "detector" (Iipo de
fluorescencia a medir), el .passive relerence" 11: -CyS" (se usa AP593 en lugar del Cy5,
normalización de la fluorescencia medida) normalización de la fluorescencia medida) y el tipo de

• reacción {muestra, control negativo de amplifICación, control poshivo de amplificación o estándar con
la correspondiente cantidad conocida). Completar el Plan de 1rabaJo adjunto al final de este manual
de instrucciones de uso transcribiendo estas infonnaciones o bien imprimir la organización de la
microplaca. El Plan de trabajo deberá seguirse con atención durante la lransferencia de la mezcla
de reacci6n y de las muestras a los pocillos.

Nota: para la determinación del Utulo del ADN en la muestra de partida es necesario preparar una serie de
reacciones con los Q. PCR Standard '(105 copias, 1()4 copias, 1()3 copias, 102 copias) para obtener la

~

Curva estAndar.

En la sección anterior, relaliva al procedimiento para el equipo 7300 Real TIme peR System, se
\''' :;;~Q).describe un ejemplo de la modalidad de organizaci6n de un anáfrsis cuantitativo de algunas muestras,
~ . \ Con referencia a la documentación del instrumento, programar en el software especffico
(f)~...o _(Inslrument:> Thormal Cyder Protoool:> Thermal Profile),los parámetros del ciclo térmico:-<¡~ :)">. agregar, en la fase de amplificación, el paso (Add Step) de extensl6n 872'C;

~ .•.•::o liSio> la adqulsldón de la fluorescencia (Instruments :> Thermal Cycler Protocol :> Settlngs :> Data
m '!"' lo ;>(CQJ)ection) debe permanecer programada en el paso de hibridación a 6O'C.

_~bo-lN (
~-"
(IJ zZ~
:,. -m-_._~s;---------

~._-----

- modiftear los tiempos. como se indica en la siguiente tabla .Ciclo térmlco-;
- programar un número de 45 ciclos;
- programar el valor de volumen para la simulación soflware de la transferencia térmica en la

~

reaccl6n.fSample votumei a 30 pL;
en ('j" - opcional: agregar la lase de disociación (Add Oissociation Stage) y programar la temperatura en un

• __ rangode4OC-aSOC •. - - -
-!¿:: -

~ -

~~Cl._

U> O;,.º
. ~
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Reacción Control negativo Resultado de la prueba Amplificación I Deteccióndetector FAM "HSV1"

Ct No determinado NEGATIVO CORRECTA

Reacción Posltlve Control
Resultado de la prueba Amplificación I Deteccióndetector FAM "HSV1"

Ct:S25 posrnvo CORRECTA

Análisis cualitativo de los resultados

Los valores registrados de la fluorescencia ,emitida por la sonda especifica para H$V1 (detector
FAM ~HSV11 y por la sonda especIfica para el Control Intemo (detector VIC "en en las reacciones de
amplifICación deben ser analizados con el software del equipo.

Antes de efectuar el análisis. tomando como referencia la documentación del equipo, es necesario:
• programar manualmente (Results > Amplification plot > delta Rn vs Cycle) el intervalo de cálculo
del Nivel de fluorescencia de fondo (Baseline) desde el ciclo 6 al ciclo 15;

Nota: En caso de una muestra positiva con alto lItulo de HSV1, la fluorescencia FAM de la sonda especifICa
para HSV1 puede comenzar a crecer antes del 15' ciclo. En este caso el intervalo de cálculo del Nivel de
fluorescencia de fondo debe ser adaptado desde el ciclo 6 al ciclo en el cual la fluorescencia FAM
comienza a crecer.

Si se utiliza un equipo 7300 Rea'" nme PeR System:

• programar manualmente el Umbral (Threshold) para el detector FAM ~HSV1~en 0,1;
• programar manualmenle el Umbral (Threshold) para el detector VIC -cr en 0,05.

Si se utiliza un equlpo 7500 Fast Ox Real-11me PCR Instrument:

- programar manualmente el Umbral (Threshold) para el detector FAM ~HSV1. en 0,1;
• programar manualmente el Umbral (Threshold) para el detector VIC "cr en 0,1.

Los valores de fluorescencia emitidos por las sondas especlrrcas en eareacción de amplificación y el
valor Umbral de fluorescencia se utilizan para determinar el Ciclo Umbral (Ct, Threshold cycle), el ciclo en
el cual se ha alcanzado el valor Umbral de fluorescencia.

En la reacción de amplifteaci6n con el Posltive Contror. el valor de Ct para HSV1 (Results >
Report) se utiliza para confirmar la amplifJC8ci6n y la detección como se describe en la tabla siguiente:

Si el resullado de la reacción de amp~ficaci6n del Posltlve Control es Ct > 25 o CtNo determinado
(Undetermlned) para HSV1. no ha sido detectada correctamente la presencia de AON blanco. se han
verifJC8do probtemas en la fase de amplificación o en la de detección (dispensación Incorrecta de la mezcla
de reacción o del control positivo. degradación de la mezda de reacción o del controf poSitivo. programación
incorrecta de la posición del control positivo, programación incorrecta del cido térmico) que pueden
provocar resullados incorrectos. La sesión no es válida y se debe repetir a partir de la fase de amplificación.

"Nota: Cuando se utiliza este producto para la cuantificación del AON de HSV1, en vez de la reacción con
el Posltive Control se ha preparado la serie de reacciones con los Q • PCR Standard. En este caso para
convalidar la amplificación y la detección se debe tomar como referencia la reaccl6n de ampliflcación del
Q ~ PCR Standard 105 (Ct:S 25).

En la reacción de amplificación de Control negativo. el valor de Ct para HSV1 (Results > Report)
se utmza para confirmar la amplificación y la detección como se describe en la tabla siguiente:

U'\

SI el resultado de la reacción de amplificación del Control negativo es distlnto de Ct No ex>
determinado (Undetennlned) para HSV1. ha sido detectada la presencia de AON blanco. Se han
verificado problemas en la fase de amplificacl6n (contaminación) que pueden causar resultados incorrectos U1

_____ yJalsos positivos.-UI sesión no es válida y se debe repetir a -partir de la fase de amplificac16n. . .~ ~

En las reacciones de ampliflC8Ci6n de cada muestra, el valor de Ct para HSV1 se.'~aa ra'
detectar la presencia de AON blanco. mientras que los valores de Ct para el Controllntemo. .¡ítiU!~n pa
confirmar la extracción, la amplificación y la detección.
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1) agregar 20 pL

~

1
de Q-PCR Mix

~~~
2) agregar 20 pL
de ADN recolectado

3) agregar 20 pL ffde Control Negativo

--e- HSVl EUTe MGBe Kit
reactivo- -r Am- -lilltaCiÓn Real Time del AON

4) agregar 20 ~L
de Posltlve Control
o Q-PCR Standard

cg ~"t'lo~- 1()2 103 104 105

~ 3:: -. -º.f!r. SI la preparacl6n de la amplfflcac16n se realiza medianle el equipo «QIAsymphont SP/AS ••.
en Z O 'ntroa'tJcir la miaoplaca con los extractos. los reactivos y la microplaca de amplificación en )os alojamientos
-4 ....•:;u ~J~s, usando los adaptadores, luego respetar lo previsto en el manual de uso del preparador

••• rT1 f'" )lo :P l(jm~lICO y los pasos requeridos por el software.
;:-~("-
(fJ ~ Q ~ ----......
UJ zZ
}. -m. 0,..-
»~

~
?r . En caso de que se requiera un resu1lado cuantitativo del análisis (cuantificación del AON de HSV1):
!r.I _ Transferir, depositándolos cuidadosamente en la mezcla de reacción. 20 IJl de HSVl • PeR Standard
~ _. 1()2 en el pocillo correspondiente de la Ampllflcatlon mlcroplate como fue establecido previamente en
iD ~-a el Plan de trabajo. Mezdar bien el estándar pipeteando tres veces el HSVl a. peR Standard 102 en
3 - - - la mezcla de reacción. Prestar atención a no crear burbujas. Proceder de igual manera con los HSVl Q
en <3 peR Standard 103,t04, 105.
~ O 5. Sellar cuidadosamente la AmptHlcatlon mlcroplate con la Ampllflcatlon Seallng Sheet.

"!> <;5: 6. Transferir la Ampllflcatlon mleroplate en el thennal cyder para real lime ubicado en el área de
N -amplificación I deteeei6n" de los productos de amplifICación e iniciar el ciclo térmico de amplificación,

guardando la programación de la sesión con una identificación univoca y reconocible (por ej. ~año-mes-
dla.HSV'. EGSpA1.

Nota: Al finalizar el ciclo térmico, se debe quitar la AmpliflCation microplate con los productos de reacción del
equipo y se debe eliminar para no generar contaminaciones ambientales. Nunca levantar la AmpllUcatlon
Seallng Sheet de la Amplificatlon mlcroplate para evitar que se derramen los productos de reacción.

En la siguiente figura se ilustra de manera sintética el procedimiento para la preparación de las
reacciones de amplifrcaclón.
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Resultado de la muestra
genomas Equivalentes de HSV1 por reaccióndetector FAM "HSV1"

Cantidad> 1 X 106 SUPERIORES A 1.000.000

1 x 101 S Cantidad S 1 x 106 ;: Cantidad

Cantidad < 1 X 101 INFERIORES A 10

Si el valor del Coeficiente de correlación (R2) no está contenido dentro de los limites, ha ocurrido
un problema en la fase de amplificación o do detección (dispensación incorrecta de la mezcla de reacción o
de los estándares. degradación de la mezcla de reacción o de los estándares, programación Incorrecta de la
posición de los estándares, programacK>n incorrecta del ciclo térmico) que pueden .causar resullados
incorrectos. La sesión no es válida y se debe repetir a partir de ta fase do-amplificación. -

- - "- Los valores de Ct para HSV1 en las reacciones de amplifICación de cada muestra y la Curva
estándar de la sesión de amplificación son utilizados para calcular la Cantidad (Quantlty) de AON blanco
presente en las reacciones de amplificación correspondientes a las muestras.

este producto tiene capacidad para dosar de 1.000.000 a 10 coplas de AON del gen de la gpO de
HSVl por reacción de amplificación, correspondientes a los genomas Equivalentes por reacción {intervalo
de medición finea1 ver apartado sobre las Evaluaclon de DesempeFlo en la página 18), como se describe en
la siguiente tabla:

Donde:
Ve es el volumen de la muestra usado en la extracción expresado en mL:
Ep es la eficiencia del proceclimlento, extracción y amplificación. expresada en decimales;
Ve es el volumen total obtenido de la extraccl6n expresado en ~L:
Va es el volumen del producto de extracción usado en la reacción de amplifICaCión expresado en ~L:
Canlldad es el resultado de la reacci6n de amplificación correspondiente a la muestra expresado en gEq
por reacción.

Cuando se utillzan muestras de liquido celalorraquldeo y el kit de extraccl6n ••EXTRAgen", y se
desea obtener el resultado expresado en gEq I mL, la fórmula es:

Fórmula slm lificada ra rr uldo cefalorra ufdeo ••EXTRA ""en••

Nc (gEq I ml) ;: 12,5 x Canlldad

Los resultados (Cantidad) de cada muestra (Resufts > Report) son utilizados para calcular los
genomas Equivalentes (gEq) de HSV1 presentes en la muestra de partida (Nc) según esta fórmula:

Ve x Cantidad

VcxVaxEp
Nc (gEq I mL) ;: -------

-Cuando se utilizan muestras de sangre entera, plasma recolectadas en EOTA o liquido
cefalorraquldeo y el sistema de extracción ELITe GAlAXY System y se desea obtener el resultado
expresado en gEq I ml,la fórmula es:

Fórmula simplificada para sangre entera, plasma o Uquldo eefalorrnquldeo y
ELITe GALAXY S stem W

He (gEq I ml);: 35 x cantidad

Cuando se utilizan muestras de sangre entera, plasma recolectadas en EDTA o liquido
cefalorraquldeo y el sistema de extracción -ELITe STAR Syslem y se desea obtener el resultado expresado
en gEq I ml, la fórmula es:

Fórmula simplificada para sangre entera, plasma o liquido cefalorraquldeo y
EUTe STAR S stem

He (gEq I mL);: 28 x cantidad
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ro o. utnizados como se describe en la siguiente tabla:
3-D.
00.- " Reacción muestra Idoneidad de la Resultado de la00.

detector VlC "e(" muestra prueba ADN de HSVl. O detector FAM "HSV1"'" _ .. .f Ct>3So no Idónea no válido -ct No delennlnado
C1 No determinado

CU35 Idónea válido, negativo NO
DETECTADO

Ct:>350 Idónea válido, positivo DETECTADOCt No determinado
Ct Determinado

el S35 Idónea válido, positivo DETECTADO

Análisis cuantitativo de los resuhados

~ Después de realizar el procedimiento para el análisis cualitativo de los resultados se puede hacer el
2'~ nál'sls cuantitativo de los resu1tados correspondientes a las muestras positivas.

Los valores de et para HSVl en las reacciones de amplifICación de los cuatro Q - PeR Standard se
utilizan para calcular la Curva estándar (Results > Standard Curve) de la sesión de amplifICación y para

nf~~ar la amplificación y la detección como se describe en la siguiente tabla:

m .,.. »O - Curva estándar
....~...A -l» -. detector FAM "HSV1"

en ~~~ ~!_Iclénte de Correlación '(R2)
--~-ZZ- -- ~---» -m. C'lr»»

Si el resultado de la reacción de amplifICación de una muestra es Ct No determinado para HSV1 y
Ct > 35 o Ct No determinado para el Control Intemo, no ha sido posible detectar de manera eficiente el
ADN del Control Interno. En este caso se han verificado problemas en la lase de amplificación
(amplificación no elicienle o nula) o en la fase de extracción (pérdida de AON, presencia de inhibidores) que
pueden causar resultados iocolTectos y falsos negativos. La muestra no es apta, la prueba no es válida y
debe repetirse a partir de la extracción de una nueva muestra.

Si el resultado de la reacción de amplificación de una muestra es Ct No determinado para HSV1 y
Ct S 35 para el Control Intemo, el ADN de HSV1 no ha sido detectado en el ADN obtenido de la muestra,
pero no se puede exauir que el ADN de HSVl esté presente con un titulo Inferior allim~e de detecci6n del
producto '(ver Evatuacion de Desempeño en la página 18). En este caso el resuftado seria un falso negaUvo.

Los resultados obtenidos con esta prueba deben ser interpretados considerando todos los datos
c11nlcosy otros exámenes de laboratorio correspondientes al paciente.

Nota: Cuando en la reacdón de ampHlicac16n correspondiente a una muestra ha sido detectada la
presencia de AON de HSV1, la amplificación del Controf Interno puede dar como resuftado un Ct > 35 o Ct
No determinado. En electo, la reacción de amplificación de baja eficiencia del Control Interno puede ser
anulada por competición de la reacción de amplificación de alla eficiencia de HSV1. En este caso, la
muestra de todas maneras es apta y el resultado positivo de la prueba es válido.

Nota: Verificar con el software del equipo (Results > Amplíflcatlon plot > delta Rn vs CycIe) que el Ct sea
determinado por un aumento rápido y regular de los valores de fluorescencia y no por fenómenos de pico o

~

aumento gradual de la seflal de fondo (fondo Irregular O alto).

o r:: Este producto tiene capacidad para detectar una cantidad mlnlma de 10 copias de ADN del gen de
CP ~ la gpD de H$V1 por reacción de amplificación, correspondientes a los genomas Equivalentes por reacción-- 9, - (limite de detección del producto. ver Evaluacion de Desempetlo en la pAgina 18).

~ _. Los resultados como Ct de las reacciones de amplificación de cada muestra (Results > Report) son
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Cuando se utilizan muestras de sangre entera recolectada en EDTA y el kit de extracción
«EXTRAblood ••, y se desea obtener el resultado expresado en gEq f mL, la fórmula es:

•.•.•~ Fórmula slm Ilflcada ara san re entera ••EXTRAblood.

~ Ne (gEqI mL):;: 25 x canUdad

'S O ~ Cuando se utilizan muestras de plasma recolectado en EDTA o de liquido cefalorraquideo y el
iD W1Slslema. de extraccl6n ••NucllSENS

8
easyMAG." y se desea obtener el resultado expresado en gEq I ml.

3 o. ulaes:
~ -
en O Fórmula sim Ilficada ara Iasma Ii uide cefalorra uldeo ••NucIlSENS8 eas MAGa.. O!> ~. Ne (gEq J rnL) :;: 10 x cantidad

Cuando se utRizan muestras de plasma recolectado en EDTA y el sistema de extracción
••QIAsymphon~ SP/AS-, y se desea obtener el resullado expresado en gEq I mL,la fórmula es:

Fórmula sim Ilfieada ra lasma ••OlAs hen SP/AS"
Nc (gEq I ml) = 12 le Cantidad

Cálculo de los límites del Intervalo de medición lineal

los limites del Intervalo de medlc'6n lineal como gEq I ml de muestra, cuando se utiliza una
metodologla de extracción en particular, pueden calcularse a partir del intervalo de medición lineal de la
reacción de amplificación según la siguiente f6rmula:

Ve le 10gEq
Limite Inlerlor (gEq I ml) = -------

VCleVaxEp

Ve le 1.000.000 gEq

Limite superior (gEq I ml) = ---------
VcxValeEp

Cuando se ut~iza el sistema de extracción "EXTRAgen •• con muestras no celulares, la fórmula es:

Limites del Intervalo de medición lineal (oEa I mU con OlEXTRAaen"

Limite Inferior (gEq I ml) = 12,5 le 10 gEq

L1mftesuperior (gEq/ml) = 12,5 x 1.000.000gEq

de 125 a 12.500.000 gEq I ml

Cuando se utaiza el sistema de extracción EUTe STAR System con muestras celulares, la f6rmula

Umltes del Intervalo de medición lineal (gEa I mll con ELITe STAR Svstem

Umlte lñferior (gEq I ml) = 28 le 10 gEq

límite superior (gEq I ml) = 28 lC 1.000.000 gEq

de 280 a 28.000.000 gEq I ml

Cuando se utiliza el sistema de extracción EUTe GALAXY System con muestras celulares. la
f6rmulaes:

límites del Intervalo de medición lineal laEa I mL} con EUTe GALAXY Svstem

Lfmlte Inferlor (gEq I ml) = 35 x 10 gEq

Limite superior (gEq I ml) = 35 le 1.000.000 gEq

de 350 a 35.000.000 gEq I ml

Cuando se utiliza el sistema de extracción EUTe GALAXY System con muestras no celulares. la
fórmula es:

límites del intervalo de medición IIneallaEa I mL) con EUTeGAlAXY Svstem

límfte Inlerlor (gEq I ml) = 35 le 10 gEq

límftesuperlor (gEq/ml) = 35 le 1.000.ooogEq

de 350 a 35.000.000 gEq I ml

Cuando se utUlza el sistema de extracción ••NucIiSENS- easyMAGe •• con muestras no cetulares. la
f6rmulaes:

limites del Intervalo de medición lineal con (gEa I ml) "NucIlSENS. easyMAG-"

Umhe Inferior (gEq I ml) = 10 x 10 gEq

Umfte superlor (gEq I ml) = 10 x 1.000.000 gEq

de 100 a 10.000.000 gEq I ml

Cuando se utmza el sistema de extra0ci6n ••QlAsymphony8 SP/AS •• con muestras no celulares. la
fórmula es:

Cuando se utillza el kit de extracdón ••EXTRAblood" con muestras cetulares,la f6rmula es:

Limites del Intervalo de medición lineal (cEa I mU con oc EXTRAblood ••

RcvisI6n 1203111114

UmltéS del Intervalo de medición lineal (aEa I ml) con «QlAsvrnDhonv'" SP/AS"

L1mltelnfertor (gEq/ml) = 12 x 10gEq

Limite superior (gEq I ml) = 12 x 1.000.000 gEq

de 120 a 12.000.000 gEq I ml

Pág. 15t27Rovbi6n 12031111104

de 250 a 25.000.000 gEq I ml

L1mfte Inferior (gEq I ml) = 25 le 10 gEq

Limite supertor (gEq I ml) = 25 le 1.000.000 gEq

SCHmRTS03IPLD_M

m~~O m", \~O"-
~ Z ~ ~ ~uando se utiliza el sistema de extraoción EUTe STAR System con muestras no celulares, la
-i -' :ti ~fOFi;lt];';)-es:

~~~ ~<...;-. :t-=~L~¡m~-"~e~-S"d"e~I~ln~le~-rv~-~ál~O~d~e~m~ed~'~CI:6~n~lI~n~ea~,~(OEa~~'m~Ll~Ic~o~n~E:L:IT:.=ST::A:R,,:-,S=VSII:e:m=~'C/l ~ ¡iT1"" r-__. =.0> _~ _Umlte.lnferior...(gEq I ml) c- 28. le 10-gEq

~ ~ ffi limite superior (gEq I ml) = 28 le 1.000.000 gEq
- ()r f-------------------------J»» de 280 8 28.000.000 gEq I ml
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EVALUACION DE DESEMPENO

La sensibilidad anaUtIca de la prueba se ha verificado utRlzando un panel de diluciones de HSV1
dentro de la concentración limite junto con muestras de plasma y ELITe GAlAXY System. 8 panel se ha
preparado diluyendo la muestra HSV08.()1 del ~OCMO 2008 Herpes SimpJex Virus EOA Paner ~Onostics.
Ud, Escocia, Reino Unido) en plasma recolectado en EDTA y negativo para el AON de HSV1. Las
concentraciones virales variaban de 10 gEq / mL a 560 gEq / mL Cada muestra del panel se ha lestado en
doce repeticiones para llevar a cabo todo el procedimiento de análisis: extracci6n y configuración peR con
sistema de extracción automático ElITe GALAXY System y amplificación oon los productos ELlTechGroup
S.p.A. El análisis estadlstico se ha realizado oon la regresi6n Probil 8 limite de deteeel6n ha sido definido
como la concentración en la cual la probabilidad de obtener un resultado positivo es del 95%. Los resultados
se presentan en las siguientes tablas.

Umlte de detección 'COnmuestras de plasma y ELITE GALAXY System (gEq / mL)

Intervalo de fiabilidad del 95%

Valor inlerior I Valor superior

95% resuttado posUlvo I 95 gEq / mL 55 gEq / mL I 554 gEq/mL

Sensibilidad analltlca: limite de deteccl6n

__ ~la sensibflidad analítica de esta -prueba permite identificar la presencia de aproximadamente -10
moléculas de ADN blanco en las 20 IJ.Lde ADN agregadas a la reaoci6n de amplificación.

la sensiblndad analitlca de la prueba. como limite de detección. ha sido testada utilizando un ADN
plasmldico que contiene el producto de amplifteaci6n cuya concentración inicial ha sido medida
espectrofotométricamente. El ADN plasmldico ha sido diluido -con un titulo de 10 copias / 20 IJ.Len ADN
gen6mico humano oon un titulo de 500 ng / 20 IJL. Dicha muestra fue utilizada en 50 repeticiones para
realizar la amplificación con el producto EllTechGroup S.pA

los resultados finales se resumen en la siguleme tabla.

Muestras N positivas negativas
10 oopias ADN p1asmldico + 500 ng de ADN gen6mico humano 50 50 O

La sensibilidad analitica de la prueba se ha verificado utilizando un panel de diluciones de HSV1
dentro de la concentraci6n Ifmite junto con muestras de sangre entera y EUTe GAlAXY System. El panel
se ha preparado diluyendo la muestra HSV08001 del ~acMO 2008 Herpes SimpJex Virus EOA Panar
(Onostics, Ud, Escocia. ReIno Unido) en sangre enlera recdectada en EDTA y negativa para el ADN de
HSV1. Las concentraciones virales variaban de 10 gEq / mL a 560 gEq / mL. Cada muestra del panel se ha
testado en doce repeticiones para llevar a cabo todo el procedimiento de análisis: extracci6n y oonflguraclón
PeR con sistema de extracci6n automático ElITe GAlAXY System y amplilicací6n con los productos
EllTechGroup S.p.A. El análisis estadlstico se ha realizado con la regresl6n Problt. El limite de deteocl6n ha
sido definido como la"COncentración en la cual la probabilidad de obtener un resultado positivo es del 95%.
los resultados se presentan en las siguientes tablas.

Limite de deteccl6n con muestras de sangre entera y EUTE GAlAXY System (gEq / ml)

Intervalo de fiabilidad del 95%

Valor inferior "1 Valor superior
95% resultado positivo I 211gEq/mL 135gEq/mL I 498 gEq/ mL

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

~

c: Utilizar con este .PfoclUcto s610 el AON recolectado de las siguientes muestras elink:as: Ifquido
~ O cefalorraquldeo. sangre entera rerolectada en EDTA, plasma recolectado en EDTA.

No utilizar con este producto el AON recolectado de muestras heparinizadas: la heparina inhibe la
-- ro acción de amplificación de los ácidos nuclelcos y produce resuttados no válidos.~ 8.o' No utilizar con este producto AON recolectado contaminado por hemoglobina. dextrano, AcoP, etanol

<1>3 ~2-propanol: estas sUS1ancias inhiben la reacción de amplifICación de k)s: ácidos nudeicos y pueden causar
CIl Q. dos no válidos.

O a Con este producto no utilizar AON que contenga elevadas cantidades de AON geoomico humano,
~ O dado que puede inhibir la reacción de amplilicad6n de los ácidos nucleioos.
"!> \ (D' No están disponibtes datos referidos a las prestaciones de este producto con el AON reco~do de

N las siguientes muestras dínk:as: tampones de lesiones mlJOO-CUtAneas.liquido amniótico.
No son disponibles datos releñ::los a eventuales fenómenos de Inhlblcl6n por parte de fármacos

antibióticos, antivira\eS, qulmloterápicos o Inmunosupresores.
los resultados obtenidos con este producto dependen de la correcta identificación, recoleoci6n.

transporte. conservación '1 preparación de las muestras; para evitar resultados erróneos es necesario tener
una particular atención a estas lases y seguir atentamente las instrucciones provistas con los productos para la
extracción de los ácidos nucleicos.

La mel0d0klgfa de ampliflcacl6n real tlme de los ácidos nudeicos utilizada en este producto, debido a
su alta sensfblfldad anaIllica, está sujeta a contaminación por parte de muestras clinicas positivas para HSV1.
de los controles posi1ivos y de los mismos productos de la reacción de amptiflcación. las contaminaciones
llevan a resultados laJsos posi1ivos. Las modalidades de realizacxm del producto son capaces de redLtCir las
contaminaciones; sin embargo. estos fen6menos pueden evitarse sólo oon una buena práctica de las técnicas
de laboratorio y siguiendo atentamente las lnslrucciones provistas en este manual.

Este producto requiere personal oompetente e instruido para la ma~ipulaci6n de muestras bioJógicas
capaces de transmitir infecciones y de preparados qufmlcos clasifICados como peflgrosos, para evitar
accidentes con oonsecuencias potencialmente graves para el usuario u otras personas.

Este producto requiere indumentaria y áreas de trabajo adecuadas para la manlpulaci6n de muestras
biológicas capaces de transmitlr inlecclones y de preparados qulmic:os clasificados 'como peligrosos, para
evitar acddentes oon consecuencias potencialmente graves para el usuario u otras personas.

Este producto requiere personal oompetente e instruido para los procedimientos de biologfa molecular.
oomo la extra0ci6n, la amplifICación y la detección de áciclos nucleioos para evitar resubados incorrectos.

Este producto requiere Areas separadas para la extraccl6n / preparación de las reacciones de
amplifICación y para la amplificación / detección de los productos de ampIiflCaci6n para evitar resullados falsos
posi1ivos.

Este producto requiere el uso de Indumentaria de trabajo e instrumentos destinados a la extraccl6n /
preparación de las reacciones de ampfrlicacl6n y para la amplifICación / deteccl6n de los productos de
amplificación para evitar resultados falsos posi1ivos.

Debido a las árlerencias JntrInseeas en las diferentes tecnclogias, se recomienda realizar estudios de
correlación para esUmar estas diferencias antes de pasar a un producto nuevo.

Un resultado negalivo obtenido con este producto inálCa que el ADN de HSV1 no ha sido detectado en
el ADN recolectado de la muestra, pero no se puede excluir que el ADN de HSV1 esté presente oon un titulo
inferior alllmile de deteocl6n del producto (ver Evaluacion de Desempeflo en la página 18): en este caso el

r'\. resultado seria un 1atso negativo.
h'\. Un resultado no várlCfo obtenido con este producto incflC8 ~e no ~~ ha pocflCfodetectar dE: modo

O ~ iclente el ADN del Control Interno; en este caso se deberá repetir el análisIS de la muestra a partlf de la
OJ ~ tu' e cd6n oon posibles retrasos en la obtención del resultado. g,
O. los posfb~ polimorfIsmos en la reglón del genoma viral en los aJa1es hibridan los Or'90nucle6tidos
CJ)~ rime y la sonda del producto podrlan perjucftea.rla deteccl6n y cuantifICación del ADN de HSV1. Sensibilidad analftlca: Intervalo lineal de medición •••••••••
-< z O ~...- Como para aJak¡uier otro disposllJvo de diagnóstico, los resultados obtenidos con este producto deben La sensibilidad analltica de esta prueba permite determInar un !£tulo de 1.000.000 a 10 motéculas da .....,
~ .•.•::o •.;~terpretados oonsiderando todos los dalos dinlcos y otros exámenes de laboratorio 'COrrespondientes al ADN blanco en los 20 IJ.Lde ADN agregados a la reacci6n de amplirtcaci6n .

.•.. f11.l>-:> 'me;- # ••
~ ~ i;; Como para cuak¡uler otro dispositivo de diagnóstico. e_xi~e un, riesgo I~!ent_ed~_obtener res~~~s no La_ senslbllktad anatrtlca de la ,prueba, oomo.lntervak> Iineal- de medicl6n; ha sido determinada -- ~ • -

---enNni ~»__r~, falsos posJIlvos y-fatsos negatlvos oon este producto. Dicho nesgo latente no puede ser elrminado ni utilizando un panel de diluciones (1 1og10entre una dilución y la siguiente) de ADN plasmldico que contiene
en ...• n Z r~nnente. Este nesgo latente en situaciones particulares. como los diagn6sticos prenata~ y de el producto de amplificacl6n roya concentración inicial ha sido medida espectrofotométrlcamente. Los ~
. ~ m urgencia. puede oontribuir a decisiones incorrectas con oonsecuenclas potencialmente graves para el puntos del panel de 10

7
moléculas por reacci6n a lO' moléculas por reaccl6n han sido utillzados en _~ ~

"? ~ ~ padente. repeliciones para efectuarla amplificación 'COnel producto EUTechGroup S.p.A. ~/~~ .••...

SCHmRTS03'PlD_~ 0311'"' """",'" P6g.17127 SCHmRTS031P1.D_" 031111" R"""," 12 ~ 'l~ ;~~
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Todas las muestras se han Identificado correctamente. Los resultados cuantItativos obtenidos están
comprendidos en el intervalo definido por el Consensus:!: 1 Desviación EstAndar.
saimRT5031Pt.D es 03f11114 R~ 12 P6g.19127 Revisión 1203111/1 ••SCH mRTS031 PlD_os

Todas las muestras negativas han sido detectadas correctamente. Las muestras postttvas están
comprendidos en el intervalo teórico definido (280 coplas I mL) han skfo detectadas correctamente por el
Consensus de las pruebas:!: 1 Desviación EstAndar, tal como es requerido. Una muestra por debajo del
Ifmlte de detccd6n teórico del sistema (103 copias I mL) se informó negativo. Las muestras con el Ululo
debajo del limite de detecci6n pueden ser reportados estocásticamente como positivo o negativo.

Se han realizado otras pruebas utilizando materlal de referencia calibrado. un panet de diluclones de
HSV1 comprendido dentro del límite de concentración (OCMD 2012 Herpes Simplex Virus ONA roA Panel.
Qnostics Lid, EscocIa, Reino Unido). Cada muestra ha sido testada en duplicado para realizar lodo el
procedimiento de análisis: extracción y configuración PCR con el sistema de extracción automático
ELITE GALAXY System y amplificación con los productos -EUTechGroup S.pA Los resuttados se resumen
en la siguiente-tabla.

Todas las muestras negativas han sido detectadas correctamente. Las muestras positivas estAn
comprendidos en el inlervalo definido por el Consensus de las pruebas comerciales :!: 1 Desviación
-Estándar, tal como es requerido. Una de las dos repeticiones de la muestra HSV12,,7 no se detectó. Los
resultados discrepantes pueden explicarse por el bajo titulo de la muestra (103,28 gEq I mL), denlro del
Ifmlle de deteccl6n del método. La muestra todavfa se ~ positiva. _

Pruebas con material de referencia calibrado y EUTe GALAXY System

Consensus Desviación Positivas I Promedio de los
Campione Logl0 cene. viral Estándar Repeticiones ~~~~slon. ImL
HSV12.Q1 NeQativo NA - 0/2
HSV12.Q2 HSV1 3910 0582 212 3903
HSV12.Q3 HSV2 1948 0305 0/2
HSV12.()4 HSV1, 3,680 0,547 212 3,893
HSV12.QS HSV2 1352 0629 0/2
HSV12-06 HSV1 2318 0441 212 2227
HSV12.Q7 HSV1 2014 0,296 1/2 1986
HSV12.Q8 HSV2 3424 1098 0/2 -
HSV12.QS N ativo NA - 0/2 -
HSV12.10 HSV2. 3417 , 042 0/2 -

Pruebas con material de referencia callbrado y EUTe STAR System

Consensus Desviacl6n Positivas I Promedio de los
Muestra log10 cone. viral Estándar Repeticiones resultados

loa,. cEo / ml
HSV12.Q1 N ativo NA - 0/2
HSV12"2 HSV1 3910 0582 2/2 4046
HSV12.Q3 HSV2 1948 0305 0/2
HSV12.()4 HSVl 3680 0547 2/2 4080
HSV12.Q5 HSV2 1 352 0629 0/2
HSV12.QS HSVl 2318 0441 2/2 2374
HSV12.Q7 HSV1 2014 0296 0/2
HSV12.Q8 HSV2 3424 1098 0/2
HSV12..Q9 NeQativo NA - 0/2
HSV12.10 HSV2 3,417 1042 0/2

Se han realizado otras pruebas utilizando material de referencia calibrado, un panel de diluciones de
HSVl comprendido dentro del limite de concentración (OCMO 2012 Herpes Simplex Virus ONA EOA Panel,
Qnostics Lid, Escocia. Reino Unido). Cada muestra ha sido testada en duplicado para realizar todo el
procedimiento de anAllsis: extracd6n con el sistema de extraccl6n automático EUTE STAR System y _

- - amplirlcación con los productos EllTechGroup S.pA -Los resultados se resumen en la siguiente tabla.

Intervalo lineal de medición
_. -

Limite superior I 1.000.000 coplas ADN I reaccl6n
Limite inferior I 10 copias ADN I reacción

Pruebas con material de referencia "calibrado
Consensus de los Desviación Positivas I Promedio de los

Muestra sistemas comerciales Estándar Repeticiones resultados

c~

Loa,,, conc. viral loo,. cEc 1ml
HSV07.Ql HSV2 4243 0730 012 No detectado
HSV07.Q2 HSVl 4282 0363 2/2 4292

en V07.Q3 Ncaativo NA NA 0/2 No detectado

~~;HSV07.()4 HSVl 2593 0536 212 3040
Z ~ .•...HSV07.Q5 HSV2. 2695 1,301 0/2 No detectado
\;:~~-":;¡~07..Q6 N alivo NA NA 012 No detectado
z.. -1 P'e: ":::"'",,:H5V07.Q7 HSV1 7292 0387 2/2 7396

:~ ~~Y07.Q8 HSV1 4204 0339 212 4336
HSV07-Q9 HSV2 1890 0313 012 No detectado

Z ~07.10 HSVl 5275 0292 2/2 - -- 5 1_
_ofTJ. -HSV07.11 HSV2 6134 0,897 0/2 No detectado>j; HSV07.12 VZV NA NA 0/2 No detectado

En la página 15 están calculados los limites dellnlelValo de medición Iloeal gEq I ml referldos al kit
de extracción utilizado.

Senslbllldad anaUllea: Precisión y Exacthud

La precisión de la prueba. entendida como variabilidad de los resullados obtenidos en una misma
sesión de ampUflcación oon distintas repeticiones de una muestra, permitió determinar un Coeficiente de
Variación porcentual (CV %) promedio del 22.7% dentro dellntervalo de 106 moléculas a 10 moléculas en
los 20 ~Lde AON agregados a la reacci6n de amplificación.

La exactitud de la prueba, como diferencia entre el promedio de los resultados obtenidos en una
misma sesión con distintas repeticiones de una muestra y el valor te6rico de la concentración de la muestra,
permiti6 obtener una Inexactitud porcentual promedio del 10,1% dentro del intervalo lineal de medición de
1()6 moléculas a 10 moléculas en los 20 IJLde ADN agregados a la reacción de amplificación.

La precisión y la exactitud han sido determInadas utnizando los datos obtenidos en las pruebas para
el estudio del intervalo de medición lineal.

Senslbllldad analítica: reproduclbllldad con material de referencia calibrado

La sensibilidad analltlca de la prueba, como reprodudbRidad de los resultados en comparacl6n con
los resultados obtenidos con otras metodologlas y en distintos laboratorios. ha sido verifICada con un panel
pare proflCiency test.

Las pruebas se reaOzaron utillzando como material de referencia calibrado un panel de diluciones de
HSVl dentro de la concentración limite (OCMD 2007 Herpes simplex virus Proficiency Panel, Qnostics Ud,
Escocla, Reino Unido). Cada muestra del panel fue utilizada en 2 repeticiones para realizar todo el
procedimiento de anAlisis, extracción y amplificación, con los productos EUTechGroup S.pA Los
resullados se presentan en la siguienle tabla.

m

~
-<
Ul
-<
m

......•..•~
Ul

-->

El análisis de los datos obtenidos, realizado con la regresión lineal. ha demostrado que la prueba
. '.M1P~~i.nta una respuesta linealp"a lodos los punlosdel panel (ceefidenle de cxmetacl6nlinealsuperiora

• El limite superior del intervalo lineal de medición ha sido fijado en 106 moléculas por reacción,
(r correspondientes a los ganamas Equivakmtes por reacción, en tomo a un logaritmo del valor del estándar

_ -. O • de amplificación Q. PCR Standard de coñt:entracl6n más alta. (105 moléculas /20 ¡JL). - - - ~
- -< El límite inferior del ¡nlerva~ lineal de medic~n ha sido fijado en 1~ moléculas por reacción.

UI O~. correspondientes a los genomas EqUIvalentes por reacción. en tomo a un logaritmo del valor del estándar
O de amplificación Q. PeR Standard de concentración más alta, (102 moléculas /20 Ill).

3 o. Los resultados finales se resumen en la siguiente labla.
~n~0°. O», _.. ro

N
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especificidad de diagnóstico: confirmacIón de muestras negativas
La especificidad de diagnóstico de la prueba, entendida como conlirmaclón de muestras negativas.

ha sido evaluada utilizando algunas muestras clínicas de liquido cefalorraquideo y un panel de muestras de
sangre entera de donantes presumiblemente negativos para el AON de HSV1, resultando igual al 98.0 'Yo.

la especifrcidad de diagnóstico ha sido evaluada u1i1izando como material de referencia 28
muestras de Ifquido cefakmaquideo. negativas para el ADN de HSV1 (probados con un producto CE rvD de
ampliflcaclón real time) y 24 muestras de sangre entera recolectada en EOT A. de donadores normales
presumiblemente negativos para el AON de HSV1 (BIoIogk:a1 Sample Ubrary Europe S.A.S .• L16n. Francia).
Para realizar todo el procedimiento de análisis. extracción y ampfificación. en cada muestra se utifizaron los
productos EUTechGroup S.pA

los resultados se presentan en la siguiente tabla.

Muestras
_.

N positivas negativas

liquido cefalorraquldeo negativo para el AON de HSV1 28 O 27
Sangre entera recotectada en-EOTA negativa para el ADN de HSV1 2. 1 23

Todas las muestras posltivadas para el AON de HSV1 se han identificado correctamente como
positivos. La sensibilidad de diagnóstico de la prueba fue Igual a 100%.

especificidad analítica: ausencia de reactlvtdad cruzada con marcadores potencialmente Interferentes
la especifICidad analflica de la prueba. como ausencia de .feactividad cruzada con otros marcadores

potencialmente interferenles. ha sido evaluada confrontando las secuencias con bases de datos
nueteotldicas.

El análisis de la a~neación de las secuencias de los ollgonutleótldos primers y de la sonda
fluorescente con las secuencias disponibles en la base de datos de organismos distintos del HSV1. entre los
cuales se encuentran las de los gene mas completos de HSV2 y VZV. el herpesvirus humano más parecido
al HSV1. ha demostrado su espedlicldad y la ausencla de homologfas significativas.

la especifICidad analltica de la prueba. como ausencia de reactividad cruzada con otros marcadores
potendalmente Interlerentes. ha sido verificada utilizando un panel para proficlency test.

la especiflcidad analitica ha sido verifICada utifizando como material de referencia calibrado un
panel con mueS1ras positivas para HSV2 y VZV (OCMO 2007 Herpes simplex virus ProflCiency Panel,
Onos1ics Ud, Escocia. Reino Unido). Cada muestra del panel fue utilizada en 2 repeticiones para rearlZar
todo el procedimiento de análisis, extracci6n y amplificación, con los productos EUTechGroup S.pA

los resultados obtenidos se presentan en el apartado -SensibDidad analitica: reproduc!bilidad con
panel para proflcfency lesr.

No se ha detectado ninguna reactividad cruzada con las mueS1ras positivas para el ADN de HSV2 y

los resultados se resumen en la siguiente tabla.

Muestras N po.sltlvas negativas

liquido cefalorraqurdeo positivado para el AON de HSV1 20 20 O
Plasma recolectado en EOTA positivado para el AON de HSV1-_ - 30 30 .0 -
Sangre entera recolectada en EOTA positivada para el AON de HSV1 30 30 O

---- -- - - -

PAg.21127Revisión 12031'11/14

Muestras
.- - - .

N positivas negatlvás

Liquido oofalorraquldeo positivado para el AON de HSV1 22 22 O
Plasma recolectado en EOTA positivado para el AON de HSV1 30 30 O
Sangre entera recolectada en EDTA positivada para el AON de HSV1 30 27 1

Muestras N positivas negativas

, Uquido oolalorraquldeo poshivado para el AON de HSV1 21 21 O
Sangre entera recolectada en EDT A positivada para el ADN de HSV1 20 20 O

Todas las muestras positivadas para el AON de HSV1 se han identificado umeetamente como
positivo.

la sensibilidad de diagnósllco ha sido evaluada utilizando 22 muestras de liquido oefalorraquldeo
negativas para el AON de HSV1. positivadas a ba)o trtulo añadiendo la muestra HSVOS-07 (OCMD 200S
Herpes SJmplex Vrrus EOA Panel. Onostics Ud. Escocia, Reino Unk:lo). 30 muestras de plasma recolectado
en EOT A negativas, positivadas a bajo titulo para el AON de HSV1 al'ladiendo la muestra HSVOS-Qa (OCMD
2008 Herpes Simplex Virus EOA Panel. OnesUcs lid. Escocia. Reino Unido) y 30 muestras de sangre
entera recolectada en EDTA negativas. posltlvadas a bato Utulo para el AON de HSV1 añadiendo la muestra
HSVOS-Q3 (OCMD 2008 Herpes Simplex Virus EOA Panel, Onostics Ltd, Escocia. Reino Unido). Cada
muestra ha sido testada para realizar todo el procedimiento de análisis: extracción con el sistema de
extracción automático EUTe STAR System y amplificación con los productos EUTechGroup S,pA

Los resullados se resumen en la siguiente tabla.

Dos muestras de sangre entera positivas para HSV1 no eran válidas.
O ~ Una muestra reportó un resuttado negativo. La sensil:lftidad de diagnóstico de la prueba fue Igual a Una muestra de liquido cefalorraquídeo dio un resunado no válido por la probable presencia de un

, 7(>1 inhlbldor.5<:i~ la sens"Hkladde dlagn6slJ<oha sidoevaluadaulrr~endo20 muestrasde l;quldoce!aloffaquldeo Unamuestrade sangreenle,. ha errojadoun resultadopo~t~odiscordantecon un tituloviralmuy
m, 3:~ . as para el AON de HSV1. posilivadas a bajo titulo aliadiendo la muestra HSVOa-Q7 (QCMD 2008 bajo (menor a 1 gEq I reacción). Dicha muestra. que resutt6 negativa válida en una sesión de ampllfrcaci6n
-<~z~ e~ Slmplex Virus EOA Panel. OnesUes Ud. Escoc1a, Reino Unido), 30 mueS1ras de plasma recolectado independiente. está por debajo del limite de detección de este producto y por lo tanto puede arrojar

• ~ _ ;::o ~~cn;A negativas. posltivadas a bajo tiMo para el AON de HSV1 añadlendo la muestra HSV08-Q3 (QCMO resuftados positivos o negativos de manera aleatoña en distintas sesiones. 8 resuttado discordante se-m"" »> ._Herpes Slmplex Virus EOA Panel, Onostics ltd, escocia. Reino Unido) y 30 muestras de sangre puede explicar considerando que la muestra de sangre entera es sólo presumiblemente negativa~"" »~tera~lectada en EDTA negativas. positivadas a bajo lltulo para el AON de HSV1 afladiendo la muestra ADN de HSV1. un virus muy difundido entre la pobtación en forma latente. -------
en N m VO .Q3 (OCMO 200a Herpes Simplex Virus EQA_ Panel. Onostics Ud. -Esoocla, -Reino Unido): Cada -----------laespeclncid<id de diagnóstico ha sido eva~ada utDizando 24 muestras de Uquldo oofalo

---U>- -"-o ~ - mu ha sido testada para .reallzar lodo el procedimiento de análisis: extracción y configuración PeR con negativas para el AON de HSV1, 30 muestras de plasma recolectado en EOT A negativas para
. ~ m el slst a de extracción automático EUTe GALAXY System y amplifICación con los productos HSV1 y 30 muestras de sangre entera recolectada en EOTA negativas para el ADN de HSVl (te
". C1 r ELlTechGroup S.pA un producto CE-IVO de amplifrcación reaHime).,,»

~

senslbllldad dlagn6stlca: eficiencia de detección y cuantificación en distintos genotipos J subtipos

a:J _. la sensibilidad diagnóstica de la prueba, como eficiencia de deleccl6n y cuantificación en distintos
genotipos I subtipos. ha sido evaluada confrontando las secuencias con bases de datos nucleotklicas.

!::R <D El análisis de las regiones elegidas para la hibridación de los ollgonucle6lidos primers y de la sonda
!!l.~O _. fluorescenle sobre la alineact6n de las secuencias disponibles en la base de datos del gen qué codifICa la ".

..o..- (])3 ::l O de HSV1 ha demostrado su conservación y la ausanaa de mutaciones signifICativas.-o.
fI) O Senslbllldad de diagnóstico: confirmaelón de muestras positivas
U>» º la sensibilidad de diagnóstico de la prueba, entendida como confirmación de muestras dinlcas
• , (1) positivas, se ha evaluado utilizando algunas muestras clínicas de liquido cefalorraquldeo positlvadas con el

N AON de HSV1 y un panel de muestras de sangre entera de donadores positivados para el AON de HSV1 y
ha sido mayor 8197,6 %.

la sensibilidad de diagn6stico ha sido evaluada utilizando como material de referencia 21 muestras
de liquido cefalorraquldeo negativas, positivadas a bajo titulo para el AON de HSV1 con tos puntos
HSV07-o2, HSV07-QS, HSV07.10 del QCMO 2007 Herpes slmplex vIrus Proficiency Panel (Onostlcs Ud,
Escocia. Reino Unido) y 20 muestras de sangre entera recolectadas en EOT A, de donadores noonales,
presumiblemente negativos para el ADN de HSV1 (Biological Sample Ubrary Europe SAS., U6n, Francia).
poshivadas a bajo tllulo para el AON de HSV1 con el punto HSVOS-Q3 del OCMD 2008 Herpes slmplex virus
EOA Panel (Onostlcs Ud, Escocia. Reino Unido). Para realizar todo el procedimlenlo de análisis, extracción
y amplificación. en cada muestra se u1i1izaron los productos EUTechGroup S.p.A.

los resultados se resumen en la sigufente labla.
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Cada muestra ha sido testada para realizar lodo el procedimiento de análisis: extracción con el
sistema de extracción automático ELITe STAR System y amplifICaCión con kls productos ELlTechGroup
S.pA Los resultados se resumen en la siguiente tabla.

Muestras N positivas negativas

liquido ccfalorraquldeo negativo para el AON de HSV1 24 O 24
Plasma recolectado en EDTA negativo para el AON de HSV1 30 O 30
Sangre entera recolectada en EOTA negativa para el AON de HSVl 30 1 28

Una muestra negativa de sangre entera por HSV1 ha arrojado un resultado -no válido.
Una muestra reportó un resultado positivo oon un Iítukl viral de 65 gEq J mL. Debido a la titulación

viral baja, las muestras pueden no se han detectado durante el análisis con el método de referencia. la
especificidad de diagnóstico de la prueba lue Igual a 98,8%.

La especificidad de diagnóstico ha sido evaluada utmzando 22 muestras de liquido cefaJorraqufdeo,
negativas para el ADN de H$Vl, 34 muestras de plasma recolectado en EDTA negativas para el AON de
H$V1 y 36 muestras de sangre entera recolectada en EDT A negativas para el ADN de HSV1 (lestadas con
un producto CE.IVD de ampfilicacl6n real-tlme). Cada muestra ha sido testada para realizar todo el
procedimiento de análisis: extraoción con el sistema de extraoción automático EUTe GALAXY System y
amplifICación con los productos ELITechGroup S.pA

Los resultados se resumen en la siguiente tabla.

PROBLEMAS Y SOLUCIONES

AON blanco no detectado en la reaccl6n de Posltlve Control' o del Q ~PCR Standard o Coeflclente
de correlacl6n de la Curva estllndar no válido

Causas posibles Soluciones

Dispensar cuidadosamente los reactivos en la microplaca
siguiendo el plan de trabajo.

Error en la dispensacl6n de la microplaca.
Controlar los volúmenes de mezoa de reacción
dispensados.
Controlar los volúmenes de control posilivo O los estándar
distribuidos.

Degradación de la sonda. Ulmzar una nueva alícuota de la mezcla de amplificación.

Degradacj6n del control positivo o estándar. UIOizar una nueva allaJota de control positivo o estándar.

Controlar la posición de las reacciones del control positivo
Error en la programación del equipo. o del estándar programada en el equipo.

Controlar el cido ténnico nrtV'lramado en el eouioo.

Muestras
... - N positivas negativas

Uquldo ce1alorraqufdeo negativo para el ADN de HSV1 22 O 22

Plasma recolectado en EDTA negativo para el AON de HSVl 34 O 34
. Sangre entera recolectada en EDTA negativa para el AON de H$V1 3S O 3S

Todas las mueslras se han identifICado correctamente como negativas para el AON de HSV1.
La especificidad de diagnóstico de la prueba fue igual a 100%.

Nota: Los datos y los resuhados completos de las pruebas realizadas para evaluar las evaluacion de
desempef\o del producto con las matrices y los equipos están señaladas en la Secci6n 7 del Fascfculo
Técnico del Producto ~HSVl ELITe MGB- Kit~, FTP RTS031PLO.

BIBLIOGRAFíA
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AON blanco detectado en la reacción de Control neaa11vo
Causas posibles SolucIones

Evitar esparcir el contenido de las tubos de las muestras .
'Cambiar siempre el tip entre una muestra y la otra.

Error en la dispensación de la microplaca. Oispensar cuidadosamente muestras, control negativo y
control pos~: o estándar en la microplaca siguiendo el
clan de traba .

Error durante la programación del equlpo.
Controlar la posici6n de muestras, control negativo y
controloositivo o estándar nmnramada en eloouoO,

Microplaca mal cerrada. Cerrar con cuidado la microplaca.

Contaminaci6n del agua bidestilada estér". Utilizar una nueva allcoola de agua estéril.

Contaminación de la mezda de amplificaci6n. Ulaizar una nueva allcuo1a de la mezcla de amplificación.

Contaminación del área de extraocl6n I limpiar superficies e instrumentos con detergentes
~~acI6n de las reacciones de
a i1icación.

acuosos, lavar batas, sustituir tubos y tips en uso.

Rovisi6n 12

uler o elevada en las reacciones
Soluciones

Mezdar cuidadosamente, pipeteando tres veces,
muestras. control negativo y control positivo o estándar en
la mezcla de reacción. EvItar crear burbu as.
Programar el intelVaJo de cálculo de "baseline~ en una
zona de deles en la cual la fluorescencia de fondo ya se
encuentre estabBizada (controlar tos registros ~Resuhs.,
.Componenl1 y que la fluorescencia de la senaJ no haya
comenzado a crecer todavla. por ejemplo del cldo 6 a
clcfo 15. -
Programar el cAlculo automático de la
seleccionando la o • n -autobaseline~.

03/11114

Error en la programacl6n de la "baseline-.

Presencia de fluorescencia de fondo I
Causas slbles

Error en la dispensación de la muestra.

Pllg.23127Rovbl6n 12SCH mRTS031PlO_e5



SIGNIFICADO DE LOS SIMBOLOS
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AVISO AL COMPRADOR: LICENCIA LIMITADA

HSVl ELITe MGBo Kit
-r -Am lificaCiórí Real Time del AON

Los reactivos de detección ELITe MGB8 están cubiertos por una o más patentes U.S. número
5,801,155; 6.127.121; 6,312,894; 6,426,408; 6,485.906; 6,492.346; 6,660.845; 6.699,975; 6,727.356;
6,790.945; 6.949.367; 6.972.328;.7.045;610; 7,319,022; 7,368.549; 7,381.818; 7,556,923; 7,662,942;
7.671.218; 7,715,989; 7,723,078; 7,759,126; 7.767.834; 7,794,945; 7,897.736. 8,008.522. 8.067.177. RE
38,416 Y de las patentes EP '0819133, 1068358, 1144429. 1232157. 1261616 Y 1789587, así como de
solicitud de patentes que están actualmente pendientes.

Este producto se vende sobre la base del contrato de licencia entre Epoch 8iosciences, LlC y lite
Technologies, lne. El precio de compra de este producto incluye los -deret:hos • limitados y no transferibles -
de usar -esta -cantidad de producto. unicamente-para las-actividades del-comprador que sean direclamente
relacionadas con el diagnóstico humano. Para obtener información sobre la adquisición de una licencia de
este producto para fines diferentes a los definidos anteriormente. por 1avor comuníquese con el
Departamento de Licencias de Life Technologies, Inc.,5791 Val Allen Way. Cartsbad. CA 92008. Correo
electrónico: outlicensing@lifetech.com.

IREFI RTS031PLD

Soluciones

Controlar que el el del detector FAM sea inferior a 30.
Cantidades elevadas de producto de amplificación
presentes al finalizar la reacción puedéñ interferir en- el
análisis de la curva de disociación.
Repetir la amplificación de la muestra para confirmar la
presencia de un ADN blanco con una posible mutación.
Para confirmar la presencia de una mutación, se debería
secuenciar el ADN blanco resente en la muestra.

Ausenci~ de un pico-definido.
Pico definido pero diferente del de -otras
muestras y de los estándares.

~~~

~

HSVl ELITe MGBo Kit
r- reactivo.- r'Am -iHrcaéión Real Ti"me del ADN"

; o:: P,esenclade curvade dlsadaciónanómala
Causas sibles

Número de catálogo.

limite superior de ,temperatura.

Código de lote.

Utilizar antes del último día del mes.

La compra de este producto incluye una licencia limitada. no transferible y no exclusiva (sin derecho
a revender. volver a empaquetar, o sublicenciar) sobre la base de las patentes U.S. número 6,030,787;
5,723.591 Y 5,876.930 Y las correspondientes patentes extranjeras, unicamente para usar este producto en
un analisis en el que la detección de una secuencia de un ácido nucleico no incluya el corte de una sonda
de ácido nucleico. con exclusión de cualquier otro propósito. Ninguna otra licencia en virtud de estas
patentes o cualquier otra paten1e es concedida, expresamente. implícitamente o en forma excepcional.

Esta licencia limitada permite a la persona o entidad legal a la cual se proporcionó este producto, de
usar el producto y los datos generados por el uso del producto, s610 para el diagnóstico humano. Ni
EUTechGroup S.p.A., ni sus licenciadores conceden cualquier otra licencia, explícita o implícita para
cualquier otro propósito.

Dispositivo médico diagnóstico in vitro.

CE
W
&

Conforme a los requisitos de la Directiva Europea 98\79\CE correspondiente a los
dispositivos médicos diagnósticos in vitro.

Contenido suficiente para ~N. test.

Atención, consultar las instrucciones de uso.

Mantener aleJado de la luz solar.

PlalinurrfJ Tfi es una marca registrada de Ufe Tethnologies lne•

• ~ easyMAG&" son marcas registradas de bioMérieux.

--- ---..(jIAsymphO~. eswa ma-;-~--;;;glstr~~;;; QIAGEt.l
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Clasificación eti uetado!Descrl 16n
soludón do p&m ito

Co nente
HSV1• P~ftlve control

MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO

HSVl • ELITe Posltive Control
control ositivo deAON -1áS"rrndoo por análisis cuafitativo

• Campana de flujo lamina' .
• Guanles sin pokfo descarta~es de látex o similares.
• Mezclador vortex.
- Mcrocmtrlfuga de mesa (12.000. 14.000 RPM).
_ foIicropipelas y tip:; estériles con filro para aercsol o de dispensación poortiva (2-20 ~L, 5-50 lJl.
50-200 "L).

- Agua bidestila:la esténl.
_ Termostato progrcmatoo con sistema 6p1ioo de detección de la fh..orescencia 7300 Real Tine PCR System

07000 Fasl Ox Real-iime PCR Instnmentcalibrado según las indicaciones del fabrlcanle.

•••MOlKlILM O!MjN05llCS

ELlTechGroup S.p.A.
C.so Svluera, 185

10149 Torlno ITAlY
OOclnas TeL+3~11976191 Fax +39.0119367611

e. maD: emd.~port@elltechgroup.com
sitio WEB: _.elilechgroup.com

CE

HSV1 - ELITe Positive Control
ositivo de ADN-Iásñiidico or análisis cualitativo

IREFICTR031PLD

¡NDICE OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS

PRESENTACION DEL PRODUCTO

El produdo eHSV1 - EUTe Posltive Control. se utITlza como control positivo en las pruebas
cualitativas de OOlpliflcaci6n de bs éddos nuclecos para t:I delsccl6n del ADN del virus humano Herpes
Slmplex de tipo 1 (HSV1) Cal el procilr::to eHSV1 ELITe MGB~ Klb de ElfTechGrol() S.pA

~

El producto provee el HSV1 - Posltive Control. una solución estalie de pt¥.>mido que cortiene t:I
[JJ -.., secuencia de Irterés. dosificada e n cuatro probetas y listas para su uso. Cada probeta contiene 6S ¡L.
O ,~. e solución, sufICiente para 3 sesiones. .

~....9 i- \ El plásmido cortiare una región del gen codiflcmte. la glicoprotelna D (gpD) de HSV1. la
-< Z,ª~ deféccl6n del ADN blanco durente la reacción de amplirlCa:ión confirma su capacijad para idEntifICar B
~ -":-..: eneia de .ADN de I-GV1.~ .",.
~ ~ )lo ~EI P'Oducto permite efectuar 12 reacciones da amplificación utnlzanoo 20 IJl por reaa:ión.

en ~ ~ --=_~_
en ~ ~ ~ -'<::' -. .. -- -- .. -. .. .
:> ~m.~---

Los reactivos para la OOlpllcación no están i'lcluidos en este producto. Para rearlZ8r estas fases
anafllcas se a:onseja la utilización 00 los siguiertes proÓJCtos produ:idos por ELfTechGroup S.pA:

«HSV1 ELITe MGB~ KIt» (código RTS031PLD), mezcla de reaoción complEja y lista para su uso
para la amp6f1cación real lime en una soluci6n establ1izadaa.

Paa la extracd6n manual del AON de las muestras a enarlZa", se aconseja utirlZ8f los p-odu:tos
gerérloos eEXTRAblood. (afTechGroup S.p.A.. c6dgo EXTB01), kit de extracción del.ADN de muestras
celulares y no celuares o cEXTRAgen. (ELfTechGroup S.pA. código EXTG01), kit de extracclOl del .ADN
de muestras no celulares.

Paa la exIraccon automática del AON de las muestre; a analizar, se aconseja utiliza" los p-odu:tos
geréric:os NucliSEN~ easyMAG€l Reagents (bioMérieux SAo códigos 280130, 280131, 280132, 280133.
280134. 280135). kit de extracd6n de tos écidoo nudeicos de muestras tiol6gicas. con el equipo
eN udlSENSe easyMAGf>>> (bioMérieux SAo código 200111).

Paa a ectracciOn artomélca del .ADN de las muestras a anaizar. se recomienda también el
empleo del prc:duc:to eQIAsymphont OSP Virus I Pathogen Mldl klb (QIAGEN GmbH. código 937055).
kit de exIraccoo de bs écidos nu:leico de mL.eStras biológicas. con el equipo ealAsymphon~ SP/AS.
(códigos 9001297. 9001301) Y los relativos productos genéricos.

Como control pooitivo de extraxiál de écidos nuclek::os de muestras no celuares y cortrol de
intlblción se reCJ,liere el empleo de produ::tos genéricos .CPE~NA. Intemal Control. (B.fTechGrol()
S.p.A, código CTREXTG), control positivo de extraxl6n de ADN p1asmijico o
eCPE -Inlemal Control. (afTectGroup S.pA, c6dgo CTRCPE), control positivo de extracción de AON y
ARN plasmldeo.

Si estuviera ¡:revisto el uso de un equipo 7300 Real-Tlme PC~ System. se acon;seJ8 utilizar e1t.r-,
proÓJcto genérico .a - PCR Mlcroplates» (ElfTechGroup S.pA, códlQo RTSACC01) mlCJq)lacas CCll
paelloo de 0.2 ml y talminas acflesivas pa-a la OOlpliflCOCi6nreal lime. . .c:ao

Si esluviera previsto el uso de un equipo 7500 Fast Ox Real-Tme PCR nstrument, se acoroeJl
utilizar el proÓJCto genérico ca • PCR Mlcroplat.es Fasb (EUTect'Group S.p.A., código RTSACCO~_

. micrqllacas con paellas de_0.1 ml y láminas adhesivas para la amplifICaci6n real time. ~

Si se requiere la detección y cuantificación del.ADN de HSV1 (anáisis aJan1ita a -.~
el P'Odu:to eHSV1 ELITe Standard. (ELfTechGroup S.pA, c6dig:) STOO31PlO). cu . ~ones _
plasmldico en carildoo corocida para obtener laaJrv8 esléndar.

'1lI.' 'TI.

~ eTR03'" ro 28,()5f13 Re'04s1tw1 08 l$'~: ";7)S...., m n.u_e5 ~'9-. A
:t.:<'Q . ~
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Revisión 0028X1SJ13

Contenido sufICiente paa -N" test.

Fabricante.

Atención, consula- las instruccbnes de uso.

Contenido.

Confonne a los requisitos de la Diectiva Europea 98\79\CE correspondiente a bs
dispositivos médicos di8Jnósticos in vitro.

Código de lote.

Número de catábgo.

Unite slllerior de temperatlJ"a.

SCH mCTR031 F\D_es

PROCEDIMIENTO

HSV1 - ELITe Posilive Control
control positivo de ADN plásmidico por análisis cualitativo

Utilizar antes del último dia del mes.

Dispositivo médico diagnóstico in vitro.

El producto «HSV1 • EliTe Positive Corirol» debe ser usado con la mezcla completa de reactivo
del ¡roducto «HSV1 ELITe MGB4DKit».

Antes de uso, extraer y descongelar las probetas de HSV1 • Positlve Control. ft{¡itar delcadamente
las probetas, certrifugarlas durante 5 segundos para obtener en el fondo el cootenido y mantener1as en
hielo.

El HSV1 • Positiva Control está isto para su uso, por lo tanto debe utilizarse agregándole 20 ¡A.
directamerte a la mezcla de reacción.

El procedimiento completo, que prevé la prepara:::i6n y la realización de una rea::ción de
amplifICación real time en meroplaca con un termostato programable con sistema óptico de detección de s
fkJorescencia (therma! cycler para amplificación rml time), se describe de manera detallooa en el manual de
instrucciones para el uso que se adjunta al producto cHSV1 ELITe MGBI!IKlb.

las característeas de las prestaciones y los limites del procedimiento de la prueba completa para s
detección del AON de HSV1 se describen de manera detallada en el maroal de instrucciones de uso
adj.mto a producto «HSV1 ELITe MGBfl KIt»

Nota: El HSV1 - Positive Cortrol puede ser congelado y desoongelado tasta tres veces.

SIGNIFICADO DE LOS SíMBOLOS I

BIBLlOGRAFIA

E. Aurelius el. al. (1993) J. Med. Virofogy~: 179 - 186

Pág. 314
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HSV1 - ELITe Posilive Control
.control poSitivo de ADN plásmidico por análisis cualitativo

~

c: I ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
~ Este producto es para uso exclusivo in vitro.
$' a. o: yertendas y precauciones generales
3 ~ Mampular y eliminar todas las muestras biok)glCas como SI pudiesen transmitir agentes "fecclosos
(1) O .....• ltar el contacto directo con las muestras blOlógcas. No produc~ sa~lcaduras ni aerosol. El material que
(J') O es en contacto con las muestras biológiCas debe ser tralado con hlpoclorlto de sodIO al 3% por al menos}::.º 30 mInutos o bIen tratado en autoclave a 121C°dura ote una hora antes de ser elimInado.
.~. Manipular y eliminar lodos bs reoctivos y todos los materiales usaoos para reaizar la prueba cemo

si fuesen agentes ¡nfaccesos. Evita- el contacto directo con los reactivos. No produc¡' salpicadlKas ni
aerosol. Los residuos deben ser tratados y eliminados segun normas de se!J.lridad adecuadas. El material
combustible menouso dehe ser i1cinera:lo. I.os residJos Ilquidos que contienen ácidos o bases deben ser
neutralizados antes de la eliminación.

Usar indumentaria de putecci6n y guantes a:lecuados, protegerse los ojos o la cara.
No pipetear con la boca ninguna solución.
No comer, beber, fumar o aplicarse cosméticos en el área de trabajo.
Lavarse bien las manos después del manep de muestras y reactivos.
Eliminar los reactivos sobrantes y los residuos según las namas vgenl:es.
Leer atentamente todas las instruccbnes provistas en el producto antes de realizar la prueba.
Respetar las i'lstruccbnes provStas en el producto dLl'ante la ejecu::ión de la ¡rueba.
Respetar la recta de caducida:l del producto.
Utilizar sólo los reactivos presentes en el producto y los aconsejados porel fabricante.
No usar reactivos que ¡rovengan de lotes diferentes.
No utilizar reactivos que provergan de productos de otros fabricantes.

Advertendas y pre cauciones en los procedimientos de blologia molecular
los procedmientos de biología moleclAar, como la extracción, la transcripción inversa, la

amplifICación y la detecciál de ácidos nucleicos, requieren personal competente y instnido para evitar el
riesgo de resultados ircorrectos, en particular a causa de la degrada:::ión de los á:idls nucleicos de las
muestras o de la contamnación de las mismas por parte de productos de amplifi::ación.

Es necesario disponer de áreas separa:las pa'"a la extracciál f prepara:::iÓll de las reacciones de
amplifICación o pa-a la amplificación f detección de los productos de amplifICación. Nunca inlrod...::ir un
producto de amplificación en el área de extracción I preparaci6n de las reacciones d3 amplificc:ción.

Es recesario disponer de batas, guantes e instrumentos destinados pa-a la extracción I prepara:::i6n
de las reaccbnes de amplificación y para la amplifICc:ciáll detección de productos de anpliflCaci6n. Nunca
tlCl1sferir batas, guartes e instrumentos del área de anpificaci6n I detección de prodl£tos de ampliflCc:ci6n
al área de extracción f preparación de las reaccbnes de amplifeación.

las muestras deben ser destinadas exclusivanente a este tipo de análisis. Las muestras deben ser
manipuladas bajo una can pana de fl~o laminar. Las protetas que contengan muestras diferentes nunca
deten ser abiertas al mismo tiempo. Las pipetas utilizadas para manipular las muestras deben ser
destinadas s610 a este uso. Las pipetas deben ser del tipo de dispensación positiva o uear tips Cal Utro para
aerosol. Los tips utilizados deten ser estériles, sin la presencia de ADNasa y ARNasa, sin la presencia de
AONY ARN.

los reactivos deben ser mMipula:los bap campana de flujo laminar. Los reactfios necesarios para
a amplificc:ción deben ser prepara:los de manera tal que sean utilizados en una sos sesión. Las pipetas
utilizadas para manipula- los reactivos deben ser destinadas sólo a este uso. Las pipetas deben ser del tilXl
de dispensación positiva o usa- tips con filtro para aerosoles. Los tips utirlzados daben ser estériles, sin s
I?resencia de ADNasa y ARNasa, sin la presencia de ADN y ARN.
",--~~ los productos de amplifica::ión deben ser manipulados en modo de Imitar al máximo su dispersión

3:~ ~ N n_..~l aTlgiente para eviar contaminaciones. Las pipetas utilizadas pa-a manpular bs productos de
U) ....•.C1» í'me!ifr.aci6n deben-ser destinadas sólo-a este uso. _
rn z Z ~13rtendas y precauciones específicas para los componentes
» O.~__ ~~_HSV1 • Positlve Control debe ser congelado y descongelooo por un máximo de tres veces.

» }> El tB\l1 - Positiva Control ro preserta frases de riesg> (R) Y presenta los sigLientes consejos
de prudencia (S):

S 23-25. No resprar los gaseslhJmoslvapaesfaerosoles. Evitar el contc:cto oon loo ojoo.
SCHmCTR031 F\D_e5 28AJ5J13 Revisión 00
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,MATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN EL PRODUCTO I
- Campanada nujo lamina'.
- Guantes sin po •••.o descartat:jes de tfItex o similares.
- Mezclador vortex.
- Mcrocmtrlfuga de mesa ,(12;000 - 14.000 RPM).
_ Mcroplpetas y tips estériles con filro para aeroool o de dispensación positiva (2-20 lIL. 5-50 IJl.

50-200 "L).
- /l(lua bidestilooa estéril.
~Tennostato prognmable con sistema óptico de detección de la flUOfescencia 7300 Real Tine PCR System
o 7fílOFast Ox Real-TITTle PCR Inslnment calibrado según las indicaciones del f<:tlricante.

OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS

Los reactivos para la ampllcación no estén OCluidos en este producto. Para realizar .estas fases
enalicas se aconseja la utilizaci6n de los siguientes productos accesorios producidos pcr EUTechGro~
SepA:

«HSV1 EUTe MGBe 'Klb (código RTS031PLD), mezcla de reaccon complete y lista para su uso
para la amplifICaCión reallirne en una sotud6n estabilizadaa.

P8'8 la extracci6n manual del ADN de las muestras a analiz8', se acons~a utilizar los prodLCtos
geréricos «EXTRAblooeb (8.rTa::hGroup S.p.A., código EXTB01~ kit de extracd6n del AON de muestras
celulares y no oeluares o cEXTRAigen. (ELrTechGroup S.pA, código EXTG01), kit de extracciál del AON
de muestras nooelulares.

Paa la extraceon automática del AON de las muestras a analizar. se acons~a utiflZ8' los rrodLJ::tos
geréricos NucIiSENS(f) easyMAG(f) Reagents (bioMérieux SA, códigos 280130, 280131, 280132, 280133,
280134, 280135), kit de extracci6n de los écidos nudeeos de muestras biológicas, con el equilX)
«NudISENS~ easyMNJ,titI. (tioMériaJx SAo código 200111).

P8'8 B extracción aJlomitcR del ADN de las muestras a aoalzar, se recomienda también el
empleo del producto «QIAsymphon'f' DSP Virus I Pathogen Mldl kib (QIAGEN GmbH, código 937055),
kit de extraccí:,~n de bs écidos nLCIeico de mlestras biológicas, con el equ~o «QIAsymphonyl' SP/AS»
(códigos 9001297, 9001301) Y los relativos productos genéricos.

Como contra! positivo de extra;cl6n de écidos nucleicos de muestras no <:ehAares y co1'ira! de
InNbición se requiere el empleo de produdOS genéricos cCPE.cNA ~ Intemal Control. (ELrrechGro~
S.p.A., código ClREXTG). control positivo de extracción de AON p1asmldico o
«e PE -Intemal Control. (ElrTecl"Group S.pA, c6dgo CTRCPE), control positivo de extracci6n de AON y
ARN plasmldeo.

Si estuviera ~visto el uso de un equipo 7300 Real-Time PCR System, se aconseja utilizar ef
prociJcto ~nérico «Q • PCR Mlcroplates» (ELrTechGroup S.pA .. código RTSACC01) m1ctq)Iacas CCI'l
poctlla; de 0,2 ml y ~minas adleslvas p8'a la anpliflC8Ci6n real time.

S; estwiera ¡:revisto el uso de un equipo 7500 Fasl Ox Real-Tine PCR hstru ~
utilizar el prociJcto genérico ca - PCR Mlcrop;lates Fasb (EllTectGroup S.pA. c ~
mlcf'q)!acas con poellos de O,1 mL y láminas adhesivas para la amplifICaci6n real time. ~ :

Si se requiere la detección del ADN de HSV1 (análisis cualitativo), se acom al'
«HSV1 - ELITe Posltive Control. (ElrTechGroup S.pA, código CTR031PLD), cont sir
plasmldico.

- 'C-;-~nente DescriDCI6n
--

1Caltldad Clasificación vetlaoetado

HSV1 Q-.PCRSUindard iD.
sduclOo do p 1'JsmJc:loen 211200",lptCIbela con tapón ROJO

HSV1 Q. PCR Standard 10.
sdue&l do pliismklo on 21: 200Jllpltlbo13 con tap6nAZUL

HSV1 Q • PCR Standard 102
sducbl de p~mi;lo en

2x200",LplDbobcon tap6nYERDE

HSY1 Q. PCR Standllrd 102 sducr¥1 dltp1'Jsmklo en 2X20°IolLprobet8 al" tapón AMARn.1.O

HSV1 ELITe Standard
"'Ca-IiTróT deAt5NIi~rdico r análisis o.Úuítltativo
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IREFI STD031PLD

INDlCE

USO PREVISTO

USO PREVISTO
PRESENT/lClóN Da PRODUCTO
MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO
MATERIAL REQUERDO NO PROVISTO EN EL PRODUCTO
OTROS PRODUCTOS REQUERDOS
ADVERTENCIAS y PRECAUCIONES
PROC EDIMIENTO
BIBUOGRAFIA
SIGNIFICADO DE LOS s1MBOLOS

El ¡:roducto slSRinlstra los Q ~ PCR Standard. cuatro soluciones estabAizadas de plésmldo~ de
titulo conocido qw contienen las SeaJ8n;ias de interés, dosificadas en dos probetas cada una y listas
para su uso. Cada probeta cortlere 200 IJL de solu::ión, sufICiente pa-8 ocho sesiones.

~

o El plflsmido cort1ere una región del gen codificalte, la gllcoprotelna D (gpD) de HSV1. La
~\ij detección del AON blanco d1Xante la reacc~n de emplirlC8CiOn mal time corirma su capa::idad p8'8
O m . . ,entiflCar 9 presencia del AON <le HSVl y permite calcular la curva esléndar.

~~ El producto permite efectuar 16 seslones analiticas distintas Utilizando 20 IJL pcr reacci6n
-cn~,_. 'J

-t --";O .,...:.:>m~» __':'I'iD.ettancb disponibles matEriales de referencia de adEll superior o aprobados pa la OMS para HSV1, 9
:s: A: ~ N c~,..cerit"8c16n del estánd8' ha sido deteminada"espectráetomélrlcamerte s-través de '9 medición de 9.
(f) ~ ~::t>c::a~.orb3ncla de la ~paración de AON del ptásmkfo.CJf'-z.,z_ <.....
:> -m -Oro-

>)>

El procIudo «HSV1 alTe Standard» se utiliza cano contra! positivo y ADN esténdar de certidad
conc:clda en las lJ'Uebas cualitativas de amplifICaCión de los ácidos nucleicos para la detección y
cuantlficaci6n del ADN del virus humano Herpes Sllf1)lex de tipo 1 (HSV1) con el ¡:rodocto «HSV1
ELITe MGBII Kit» de ELlTechGroup S.p.A.

http://www.eUl:echgroup.com


HSVl ELITe Standard
control de ADN plásmidico por análisis cuantitativo

IREFI STDD31PLD HSVl ELITe Standard
control de ADN plásmldico por análisis OJantitativo jREFI STDD31PLD

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
S 23-25. No respi"ar los gasesll"lJmoslvapores/aerosoles. 'Evitar el ccnta:to con los ojos.

PROCEDIMIENTO

El producto «HSV1 ELITe Standard» debe ser usaoo con la mezcla completa de reactivo del
producto «HSV1 ELITe MGa- Kil..

Antes de uso, extraer y descongelar las probetas de HSV1 Q • PCR Standard. Agitar deli;adamente
las probetas, certrifugarlas durante 5 segundos para obtener en el fondo el cootenido y mantenerias en
hielo.

El HSV1 Q - PCR Standard está listo para su uso, por lo tanto debe utilizarse agregá'ldole 20 IJL
directamerte a la mezcla de reacci6n.

El procedimiento completO, que prevé la preparación y la realización de una reacción de
amplificación real time en mcroplaca con un termostato programable con sistema 4ltico de detección de la
flJorescencia (thermal cycler para amplifICación real time), se describe de malera detalla:la en el manual de
instrucciones pa-a el uso que se acijunta al producto cHSV1 ELITe MGBtIKb.

LBs característi::as de las prestaciones y los límites del procedimi:!nto de la prueba completa de
detección y cuantifICación del AON de HSV1 se describen de manera detallada en el manual de
instrucciones p••.a el uso que se adjunta al producto cHSV1 ELITe MGBe Kit».

Nota: El HSV1 Q • PCR Standard debe ser congelado y descongelado por un máximo de ocho veces .

.BIBLIOGRAFiA

E. Aurelius el al. (1993) J. Med. Virofogy~: 179.186

Número de catálogo.

Línite superior de temperatura.

C(xligo de lote.

Utilizar antes del último dia del mes.

Dispositivo médico diagn6sti::o in viro.

ContanDO suficiente para -N" test.

Conforme a los requisitos de la Di'activa Europea 96\79\CE correspondiente a bs
dispositivos médicos diagnósticos in vnro.

ReYlsión 0828105/13

ContenDO.

Fabricante.

Atención, consultar las instlUCciooes de uso.
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"2016 - Año del Bicentenario de la Declaración de la Independencia Nacional"

Ministerio de Salud
Secretaría de Políticas, Regulación

e Institutos
A.N.M.A.T

I,, CERTIFICADO DE AUTORIZACIÓN DE VENTA DE

PRODUCTOSPARADIAGNOSTICO DE USO IN VITRO
1

Expediente nO 1-47-:5539/11-1

Se autoriza a la firma BIOSYSTEMSS.A. a importar y comer¡cializar los Productos

p¡ira diagnóstico de uso in vitro denominados 1) HSVl ELITe MGBKit/ prueba

cLJali-cuantitativa para la detección y cuantificación de ADN del Vi~USHerpes

Siimplex tipo 1 (HSV1) en muestras de líquido cefalorraquídeo, sangrr entera y

plasma recolectado con EDTA, 2) HSVl ELITe Positive Control/ Control
I I

pdsitivo en las pruebas cualitativas de detección con HSV1 ELITe 1GB Kit 3)

HSVl ELITe Standard /Control positivo y ADN standard de cantidad conocida

pJra la detección y cuantificación con HSV1 ELITe MGB Kit. En enva1sespor 1)

1JO determinaciones conteniendo: HSVl Q PCRMix 4 x 5401J1;2) contlo, positivo

41
X 651J1;3) HSV1 Q-PCR Standard 102

: 2 x 2001J1,HSV1 Q-PCR Standard 103
: 2

X

1
2001J1,HSV1 Q-PCR Standard 104: 2 x 2001J1y HSV1 Q-PCR Standa1d 105

: 2 x

2(301J1.Vida útil: VENTICUATRO (24) meses conservado a -20°C. Se le asigna la

c~tegOría: venta a Laboratorios de análisis clínicos por hallarse en las c~ndiciones
1

establecidas en la Ley NO 16.463 Y Resolución Ministerial NO 145/981 Lugar de
,

elaboración: ELITechGroup SpA, Corso Svizzera 185, 10149, Torino (Italia). En

las etiquetas de los envases, anuncios y prospectos deberá constar PRODUCTO
I

PARA DIAGNOSTICO USO IN VITRO AUTORIZADO POR LA ADMINISTRACIÓN
I .

NAW~L DE MEDJ-IAMINTOS, ALIMENTOS y TECNOLOGIA MEDICA. Certificadof J"~:1v..u.8.4.~.4 .
A .
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