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Ministerio de Salud .
Secretaría de Políticas, Regulación

e Institutos
A.N.M.A.T

DISPOSICiÓN N° 585 2

BUENOSAIRES, 3 1 MAYO 2016

y Disposición ANMAT N0 2674/99.

los términos que establece la Ley N0

VISTO el expediente NO 1-47-6105/11-6 del Registro de la Administración

Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnología Medica y,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma BIOSYSTEMS S.A. solicita

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

diagnóstico de uso "in vitro" denominados 1) HSV2 ELITe MGB Kit/ prueba

cJIi-cuantitativa para la detección y cuantificación de ADN del virus Herpes

si1Plex tipo 2 (HSV2) en muestras de líquido cefalorraquídeo, sangre entera y

plasma recolectado con EDTA, 2) HSV2 ELITe Positive Controlj Control

positivo en las pruebas cualitativas de detección con HSV2 ELITe MGB Kit 3)
I

I

HSV2 ELITe Standard /Control positivo y y ADN standard de cantidad conocida

pata la detección y cuantificación con HSV2 ELITe MGB Kit. o :'. o'.

Que a fojas 311 consta el informe técnico producido por el Servicio de

Productos para Diagnóstico que establece que los productos reÚnen las

Id' " d t't d"d t' "'con IClones e ap I u requen as para su au onzaclon.

Que la Dirección Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervención

~ d, '" ~:P::'::'~'dO ccmpllmleoto,
Y- 16J463, Resolución Ministerial NO145/98

£'
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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

D!SPOSICIÓN N° 585 2

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

Decretos N° 1490/92 el por el Decreto NO101/15 de fecha 16 de diciembre de
i

2d15.

Por ello;

ELADMINISTRADOR NACIONALDE LAADMINISTRACIÓN NACIONALDE

MEDICAMENTOS,ALIMENTOSY TECNOLOGÍA MÉDICA

DI S P O N E:

ARTÍCULO 1°.- Autorizase la venta a laboratorios de análi?is clínicos de los

productos de diagnostico para uso in Vitro denominados 1) HSV2 ELITe MGB

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

He'rpes Simplex tipo 2 (HSV2) en muestras de líquido cefalorraquídeo, sangre

I

entera y plasma recolectado con EDTA, 2) HSV2 ELITe Positive Control/
I
I

Control positivo en las pruebas cualitativas, de detección con HSV2 ELITe MGB

Kit: 3) HSV2 ELITe Standard /Control positivo y y ADN standard de ,cantidad
,

conocida para la detección y cuantificación con HSV2 ELITe MGB Kit el que será

I

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

im~ortado terminado por la firma BIOSYSTEMSS.A., en envases por 1) por 100

determinaciones conteniendo: HSV2 Q PCRMix 4 x 5401J1;2) control positivo 4 x

J 651J1;3) HSV2 Q-PCR Standard 102 2 x 2001J1,HSV2 Q-PCR Standard
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"2016 - Año del Bicentenario de la Declaración de la Independencia Nacional"

DISPOSICiÓN W
Ministerio de Salud

Secretaría de Políticas, Regulación
e Institutos

A.N.M.A.T

200IJI, con una vida útil VENTICUATRO(24) meses conservado a -20°C y que la

cOlnposición se detalla a fojas 157.
I

ARTICULO 2°.- Acéptense los proyectos de rótulos y Manual de Instrucciones a

fOjbs 238 a 241, 243 a 246, 248 a 305. (Desglosándose las fojas 238 a 241,

280 a 295, 304 y 305)debiendo constar en los mismos que la fecha de

1

vencimiento es la declarada por el elaborador impreso en los rótulos de cada

Parida.

ARTÍCULO 30.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

I

ARTICULO 4°.- LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE ¡MEDICAMENTOS,

AL~MENTOSy TECNOLOGÍA MEDICA se reserva el derecho de reexaminar los

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

determinen.
I

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

Téchica a sus efectos, por Mesa de Entradas de la Dirección Nacional de
!

Productos Médicos notifíquese al interesado

autlnticada de la presente Disposición junto

y hágasele entrega de i la copia

con la copia de los proyectos de

rótulos, manual de instrucciones y el certificado correspondiente. Cumplido,

arc~ívese.-

EXPEDIENTEN° 1-47-6105/11-6
I ,

DISFOSICION NO:

Fd
Dr. ROBERTO Le~E
Subadmlnlstrador Nacional

A.N.M.A.'1t'. '
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HSV2 ELITe MGBs Kitreactivo - r Am lificación Reaffimedél AOÑ'

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La prueba prevé la realizaci6n de una reaccl6n de amplificación real time en mlcroplaca con un
termostato programable con sistema óptico de deteodón de la fluorescencia (Ihermal cycIer para
ampliftcación real time).

En cada poclllo se efectúan dos reacciones de amplificación: una especifica para la región del gen
que codifica la glucoproteina G (gpG) de HSV2 y otra especifica para la reglón del gen humano que
codifica la beta Globlna (Control interno de inhibici6n) utmzando el ADN recolectado de las muestras en
examen. La sonda con tecnología ELITe MGB- especfftca para HSV2. marcada con el f1uoróloro FAM, se
activa cuando hlbrida con ef producto especifICO de la reacc16n de amplificación para HSV2.
la sonda con tecnología elITe MGae espedfica para el Controllntemo. marcada con el f1uor6foro AP525
(equivalente a VIC), se activa cuando hibrida con el producto de la reacción de amplificación para el Control
Interno. la emisión de la fluorescencia aumenta al aumentar de los productos especificas de la reacción de
amplificación y es medida y registrada por el aparato. La elaboración de los datos pennite detennlnar la
presencia y el Utulo del ADN de HSV2 en la muestra de partida.

Cuando finaliza una sesión. se puede analizar la curva de disociación (maltlng aJrve) y determinar la
temperatura de disociación (meltlng temperature) para confirmar la presencia del target correcto o identiOc:ar
la presencia de mutaciones.

la evaluaci6n de la prueba ha sido realizada con equipos 7300 Real TIme PCR System y 7500 Fast
Dx Real- TIme PeA Instrumenl.

En la f'9ura presentada a continuación se resume ef mecanismo de activación y emisión de la
fluorescencia de la sonda con tecnologfa ELITe MGBt'. Notar de qué manera la sonda no se hidroliza
durante el ciclo de amplificación y. por lo tanto, se puede utl1lzar para el análisis de la curva de disociación.

extensión
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-E1JTe MOa" y ellogo~ "ElITe MGB" estan fegistracbs COIT'O marcas comerciales en la Urü6n Europt'a.

HSV2 ELITe MGB@Kit
reactivo por AmplificadÓn-Rea.í Time-del AON ~

IREFI RTS032PLD

USO PREVISTO

USO PREVISTO
PRINCIPIO DE LA PRUEBA
PRESENTACiÓN OEL PRODUCTO
MATERIAL PROVISTO EN El PRODUCTO
MATERIAL REQUERIDO NO PROVlSTO EN EL PRODUCTO
OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS
MUESTRAS Y CONTROLES
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
PROCEDIMIENTO
UMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
EVAlUACION DE DESEMPEÑO
BIBUOGRAÁA
PROBLEMAS y SOLUCIONES
SIGNIFICADO DE lOS SIMBOLOS
AVISO AL COMPRADOR: UCENCIA UMITADA
HOJA DE TRABAJO

El producto ••HSV2 Eure MGS. Kit •• forma parte de una prueba cual~ativa y cuantitativa de
amplifteaci6n de los ácidos nucleicos para la deteccl6n y cuantificación del AON del virus humano

~

Herpe$ Simplex de tipo 2 (HSV2) en muestras de ADN recolectado de Ifquido cefalorraquldeo. sangre~__i . .entera recolectada en EDTA, plasma recolectado en 'EDTA.

~

'" 8 producto se uWlza para el diagnóstico y el monitoreo de la infección por HSV2, junto con los datos
~ - cllnlcos del paciente y con los resuhados de otros exámenes de laboratorio.
en z .<;.;:.:;:
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HSV2 ELITe MGB$ Kit
reactivo r Am lificación Real Time del AON jREFI RTS032PLD HSV2 ELITe MGB$ Kit

reactivo rAm lificación Real Time del AON .1REFj RTS032PLD

OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS

RevISión 1203f11114

MUESTRAS Y CONTROLES

Muestras

'Este producto debe ser utilizado con ADN recolectado de las siguientes muestras clínicas: líquido
cefalorraquídeo, sangre entera recolectada en EDT A, plasma recolectado en EDT A.
Liquido cefalorraquídeo

Las muestras de liquído cefalorraquídeo destinadas a la extracción de los ácidos nudeicos deben
ser recolectadas según las indicaciones del laboratorio evitando la contaminación con la sangre del
paciente, transportadas a +20 1+8 O Y conservadas a +20 I +8 CV por un máximo de cuatro horas, de lo
contrario deben congelarse y conservarse a -20 CP por un máximo de treinta días o bien a -70 O por
tiempos más prolongados.

Se aconseja dividir P./l diferentes alícuotas las muestras para eonservarlas congeladas y no
someterlas a repetidos ciclos de congelación I descongelación.
Nota: cuando se extrae el ADN con el sistema ccEXTRAgen» seguir las indicaciones del Manual de
instrUCCiones de uso partir con 300 pL de muestra, agregar 5 IJ.Lde ePE para el control mterno al Iniciar la •••.••••

-extraCCión, resuspender los áCidos nucleótldos en 60 pL de agua ultrapura. 1J~.r;;.;,~~

',<re. 0:'f;
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Para la extracción automática del ADN de las muestras a analizar, se aconseja utilizar el producto
genérico "ELITe GALAXY 300 Exlractlon Kit» (ELITechGroup S.p.A .• código INT021EX), kit de extracción
de los ácidos nuclelcos de muestras biológicas, con el instrumento "ELITE GALAXY" (ELlTechGroup
S.p.A., código INT020).

••EliTe GALAXY 300 Extraction Kit» y "ElITe-GALAXY ••constituyen ELITe GAlAXY System.
Para la configuración automática de la PeR con las muestras recolectadas, se recomienda el uso de

productos ElITe MGSe Kits (EUTechGroup S.P.A.), con el instrumento "eLITe GALAXV".

Para la extracción automática del ADN de las muestras a analizar, se aconseja utilizar los productos
genéricos «NucliSENS. easyMAG. Reagents» (bioMérieux SA, .códigos 280130, 280131,280132,280133,
280134, 280135), kit de extracción de los ácidos nucleicos de muestras biológicas, con el equipo
«NucliSENS. easyMAGe» (bioMérieux SA, código 200111).

. Para la extracción automática del ADN de las muestras a analizar, se recomienda también el
empleo del producto (cOIAsymphony. DSP Virus I Pathogen Mldl kit" (QIAGEN GmbH, código 937055),
kit de extracción de los ácidos nucleico de muestras biológicas, con el equipo (cOIAsymphony. SP/AS»
(códigos 9001297, 9001301) Y los relativos productos genéricos.

Como control positivo de extracción y -control de inhibición se requiere el empleo de producto
genérico «ePE - Internal Control" (ELlTechGroup S.p.A., código CTRCPE), una solución estabilizada que
contiene dos plásmido de ADN y ARN genómico del fago MS2.

Si estuviera previsto el uso de un equipo 7300 Real.Time PeR System, se aconseja utilizar el
producto genérico «O. PCR Mlcroplates» (ELlTechGroup S.pA, aldigo RTSACC01) microplacas 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 PeA Instrument, se aconseja
utilizar el producto genérico «O - PCR Microplates Fast" (ElITechGroup S.p.A., código ATSACC02)
microplacas con pocillos de 0,1 ml y láminas adhesivas para la amplificación real time.

Si se requiere la detección del ADN de HSV2 (análisis cualitativo), se aconseja usar el producto
«HSV2 • EUTe Posltlve Control" (ELlTechGroup S.p.A., código CTR032PLD), control positivo de ADN
plasmldioo.

Si -se requiere la detección y cuantificación del ADN <:leHSV2 (análisis cuantitativo) se aconseja usar
el producto «HSV2 ELITe Standard" (ELlTechGroup S.p.A., código STD032PLO), cuatro diluciones de ADN
plasmldico en cantidad conocida para obtener la curva estándar.
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MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO

Com onente
HSV2Q. PeR Mil(

PRESENTACION DEL PRODUCTO

Los reactivos para la extracci6n del ADN de las muestras a analizar, el control positivo de
extracción, las microplacas para la amplificación, el control positivo de amplificación y los ADN estándar de
cantidad conocida, no están incluidos en este producto.

Para la extracción manual del ADN de las muestras a analizar, se aconseja utilizar los productos

~

o genéricos «EXTRAblood,,-{EUTechGroup S.p.A., código EXTB01), kit de extracción del ADN de muestras
. .., celulares o ceEXTRAgen» (ELITechGroup S.p.A •• código EXTG01), kit de extracción de los ácidos nucleicos

~ de muestras no celulares.

~ _ Para la extracción automática del ADN de las muestras a analizar, se aconseja utilizar el productoen Zl -, .genérico «ELITe STAR 200 Extractlon Kit" (ELrTechGroup S.p.A., código INT011 EX), kit de extracción de
-f ....•.~:;;Jo~ácidos nucleicos de muestras biológicas, con e1 instrumento «ELITe STAR" "(ELlTechGroup S.p.A.,
m-'Iflo >:Z_ Código INT010).
~ :p. -i ?>c-::_ . «ELITe STAR 200 Extractlon Kit" y ••ELITe STAR •• constituyen ELITe STAR System.
en i'J m N"--:"oo

(/).~

~ ~ seH mRTS032PlD_"

:J MATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN EL PRODUCTO I
--Campana de flujo "laminar.
-"Guantes sin polvo descartables de látex o similares.
- Mezclador vortex.
- Microcentrlfuga de mesa (12.000 • 14.000 RPM).
- Micropipetas y tips estériles con filtro para aerosol o de dispensación positiva (0,5-10 IJ.l, 2-20 flL, 5-50 fll,
50~OO flL, 200-1000 IJ.L).

- Agua bidestilada estéril.
- Termostato programable con sistema óptico de detección de la fluorescencia 7300 Real Time peR System
07500 Fast Dx Real-TIme PCR Instrument calibrado según las indicaciones del fabricante.

~

_. El producto ccHSV2 ELITe MGa" Kit» provee la mezcla de reacción completa y lista para su uso
!:!?~. "HSV2 a - PCR MixM para la amplificación real time en una solución estabilizadora, previamente dosificada
O en cuatro tubos. Cada tubo contiene 540 IJ.Lde solución, suficiente para 25 test. --
~ ro Los ol¡gonucleó~idos 'p~imers y la ~onda para HSV2, (estabilizada por el grupo MGB", marcada con
!!l. 8.O' ellluoróforo FAM y con Inactividad determinada por un quencher no fluorescente), son especificos para una
f1) ~regiÓn del gen que codifica la gpG de HSV2 (región US4).
3 a Los oligonucleótidos primers y la sonda para el Control Interno, (estabilizada por el grupo MGB",
Ul O m da con el fluoróforo AP52S, equivalente a VIC, y con inactividad determinada por un quencher no
~ O fluorescente), son específicos para la región promotora y 5' UTR del gen humano que codifica la beta
l> ¡:¡;" Globina.

N La mezcla de reacci6n suministra el tampón, el cloruro de magnesio, los nucleótidos trifosfatos y el
fluoróforo APS93, usado en lugar del ROX o del CyS como referencia pasiva para la normalización de la
fluorescencia, la enzima Uracil-N-glicosidasa (UNG) para la inactivación de las contaminaciones por
productos de amplificación y la enzima AON polimerasa Platinum Tli exo- de activación térmica (hot start).

El producto permite efectuar 100 determinaciones, estándar y controles incluidos.
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Nota: cuandose realizala extracciónde ADNde muestrasde líquidocefalorraquídeo(líquido)usandoel Plasmarecolectadoen EDTA

~

c ELITe,STARSystem, con versión de software 3,"4.13(o versiO,nesposteriorese,qUivalen,tes),'utiJiz8,rel Lasmuestrasde sangredestinadasa la extracciónde los ácidosnucleicosdebenser recolectadas
!P. 9 protocolode extracción~UUNLE100S200_ElI.,queemplea200IlL demuestray atuyeel ARNrecolectado enEDTAsegúnlas indicacionesdel laboratorio,transportadasa +2Q I +8 'C yconservadasa +2g f +8 'C por:. g en 100 IlL (la aluciónse realizaen 115III efectivos,de los cualesse recuperan100IlL). Lasmuestrasen un máximode tresdías,de-lo -contrariodeben-sercongeladasy conservadasa -20 "C: por un máXImode
-< las tubosprimariaspuedencargarsedirectamenteen el «ELITeSTAR". Es necesariosiempreun volumel!-___ ~ tr~"!~a_d¡as_o_biella..::?O_':Cpor..tiemposmásp.rolongados.. _. ,_

:~.-r.--=-it~;,.- ínlmode 400-600llt-para cadamuestrasegúnla c1ase-de-tUbO"Utilizadá7Agregar200'~L~de--'CPE'eÍllos ' ~---~' '--'Se -aconsejasubdividir~en"'1tarjas-alícuotasI.asmuestrasquese debenconservarcongeladas,para
3 <D:J ubosde Proteinase-Carrier,comose indicaen el manualdel kit de extracción.Para-conocerdetallessobre nosometerlasa repetidosciclosde congelaciónI descongelación.
~ ~ p,prr;o~cedimientode extracción,seguiratentamentelas,indicacionesdelManualde instruccionesde usodel Nota:cuandose.realizala extracciónde ARNde muestrasdeplasmausandoel ELITeSTARSystem,con""la ~ ~ versión de software 3.4.13 (o versionesposterioresequivalentes),utilizar el protocolode extracción

, ~ ~ Nota: cuandose realizala extracciónde ADNde muestrasde líquid~'Cefalorraquídeousandoel ELITe wUUNI_ElooS200_ELI",queemplea200 I1L.demuestray eluyeel ARNrecolectadoen 100I1L(laeluciónse
N GALAXY Syslem, con versión de software 1.3.1 (o versionesposterioresequivalentes),utilizar el realizaen 115 IlL efectivos,de los cuales se recuperan100 j.iL).Las muestrasen las tubos primarias
1 protocolode extracciónxNAExtraction (Universal),queemplea300I1Ldemuestray eluyeel productode pueden cargarsedirectamenteen el «ELITe STAR". Es necesariosiempre un volumen mínimode

la extracciónen 200I1L(laeluciónse realizaen 210 I1Lefectivos,de loscualesse recuperan.200I1L).Las 400-600IlL paracadamuestrasegúnla clasede tubo.utilizado.Agregar200 pl de CPEen los tubosde
muestrasen lastubosprimariaspuedencargarsedirectamenteen "ELITeGALAXY".Es necesariosiempre Proteinase-Garrier,como se indica en el manualdel kit de extracción.Para conocerdetallessobre el
para cada muestraun volumen minimo de 400.650 IlL según la clase de tubo .utilizado.Agregar procedimientode extracción,seguiratentamentelas indicacionesdelManualde instruccionesde usodel kit.
10pl I muestradeCPE(alCPEdebeagregarseellC + Carrier solutlon, comose indicaen el manualdel Nota; cuandose realizala extracciónde ADNde muestrasde plasmausandoel ELITeGAlAXY System,
kit de extracción).Para conocerdetallessobre el procedimientode extracción,seguir atentamentelas con versión de software 1.3.1 (o versionesposterioresequivalentes),utilizarel protocolode extracción
indicacionesdelManualde instruccionesde usodel kilo xNAExtraction (Universal),queemplea300IlL de muestray eluyeel productode la extracciónen 200IJL

ti> e (la eluciónse realizaen 210 IJLefectivos,de los cualesse recuperan200 I1l). Lasmuestrasen las tubos
Nota: cuandoseextraeel ADNde líquidocefalorraquídeoconel equipo«NucIlSENSeasyMAG ", utilizar primariaspueden-cargarsedirectamenteen «ELITeGALAXY".Esnecesariosiempreparacadamuestraun
el protocolode extracciónGenerle 2.0.1y respetarestas indicaciones:distribuir500 Jll de muestraen la volumenmínimode 400-650IJl segúnla clasede tuboutilizado.Agregar10 IJl / muestradeCPE{al ePE
Stripde 8 pociDosy comenzarcon la extracción.Despuésde 10minutosde incubación,agregar5 pL de debeagregarseelle + Carrier solution, comose indicaen el manualdel kit de extracción).'Paraconocer
CPEa cadamuestraparael controlInterno,antesde agregarNucliSENS.easyMAGtI>MagneticSiliea y detalles sobre el procedimientode extracción, seguir atentamente las indicacionesdel Manual de
continuarconlaextracción.Recuperarel AONcon100pl de tampónde elución. instruccionesde usodel kit.

SangreenterarecolectadaenEDTA Nota:cuandoseextraeel AONde plasmaconel equipo«NucIiSENS.easyMAGe••, utilizarel protocolode
"-as muestrasde sangreentera destinadasa la extracciónde los ácidosnucleicosdeben ser extracciónGenerie2.0.1y respetarestasindicaciones:distribuir500pl de muestraen la Stripde 8 pocillos

recolectadasenEOTAsegúnlas indicacionesdel laboratorio;transportadasa +2Q
/ +8 'C y conservadasa y comenzarcon la extracción.Despuésde 10minutosde incubación,agregar5 J.lLdeCPEa cadamuestra

+2Q I +8 'C porunmáximodetresdias,de locontrariodebensercongeladasy conservadasa -20 'C porun para el..control interno,antes de agregarNucllSENStlleasyMAG. Magnetlc SlIIca y continuarcon la
máximode treintadíasobiena -70 'C portiemposmásprolongados. extraCClon.Recuperarel ADNcon100pl de tampónde elución.

Seaconsejasubdividiren variasalrcuotaslas muestrasquese debenconservarcongeladas.para Nota: cuandose realizala extraccióndel ADNde muestrasde plasmacon el equipo«QIAsymphony.
nosometerlasa repetidosciclosdecongelaciónI descongelación. SP/AS" el kit ",QIAsymphony.OSPVirus / PathogenMldl kit••, con versión de software 3.5, utilizarel
Nota: cuandose realizala extracciónde AONde muestrasde 'sangreentera usandoel ELITe STAR protocolode extracción"Virus Cel! free 500_V3_DSP_defaultIC" y seguirestas indicaciones:el equipo
System, con versión de software 3.4.13(o.versionesposterioresequivalentes),utilIzarel protocolode tiene la capacidadde utilizar directamenteel tubo primario,el volumen de muestra retiradopara la
extracción"UUNI_El00S200_ELI",que emplea200 IlL de muestrai¡ eluyeel ARNrecolectadoen 100IJl extracciónes 500 IJl, siemprese requiereunvolumenmuertomínimode 1001Jl.Prepararla soluciónque
(la eluciónse realizaen 115j.iLelectivos,de los cualesse recuperan100IJL).las muestrasen las lubos contieneel bufferAVEy el carrierARNsegúnlas instruccionesdel Manualde instruccionesde usodel kit
primariaspuedencargarsedirectamenteenel ••ELITeSTAR".Es necesariosiempreunvolumenmínimode de extracción.Agregara la solución6 pL de CPEparacadamuestrarequerida.Cargaren el equipo,en la
400-600IJLparacadamuestrasegúnla clasede tubo utilizado.Agregar200 ~l de CPEen los tubosde posiciónprevistapara las tubos~controlinterno~las tubosquecontienenla solución,comose indicaen el
Proteinase-Carrier,como se indicaen el manualdel kit de extracción.Para conocerdetallessobre el Manualde instruccionesde usodel kit; indicarla posiciónen la cualsedistribuiránloseluatosy especificar
procedimientodeextracción,seguiratentamentelasindicacionesdelManualde instruccionesde.usodel kit. el volumende elución a 85 pL (la elución se produceen 115 I1Lefectivosde los cuales 85 IJLson

recuperados).Para conocer detalles sobre el procedimientode extracción, seguir atentamentelas
Nota: cuandose realizala extracciónde ADNde muestrasde sangreenterausandoel ELITeGAlAXY indicacionesdel Manualde instruccionesde usodel kit.
System, con versión de software 1.3.1 (o versionesposterioresequivalentes),utilizar el protocolode
extracciónxNA Extraction (Universal),queemplea300III demuestray eluyeel productode la extracción Sustancias interferentes
en 200pL (laeluciónse realizaen 210 I1Lefectivos,de los cuales'serecuperan200llt)o'Lasmuestrasen El ADN recolectadode la muestrade partidano debecontenerheparina,hemoglobina,dextrano,
las tubosprimariaspuedencargarsedirectamenteen «ELITeGALAXV".Es necesariosiempreparacada Ficolrs,etanolo 2-propanolparaevitarfenómenosde inhibicióny la apariciónde frecuentesresultadosno

J))muestraunvolumenmínimode 400-650IJl segúnla clasede tuboutilizado.Agregar10 pL / muestrade válidos.
O CPE(al ePE debeagregarseelle + earrler solutlon, comose indicaen el manualdel kit de extracción). CanlitadeselevadasdeADNgen6mrcohumanoenel ADn recolectadode la muestrapuedeninhibir

. .- - ro' Paracon.oce~.detalles_sobreel procedi~ientode extracción,seguiratentamentelasindicacionesdel Manual_. - la reaccióndeamplificaci6n:- - ---- "..-- - -----
-- .'. de instruccionesdeusodelkit., No son disponiblesdatos referidosa eventualesfenómenosde inhibiciónpor partede tármacos
__ ~~ Nota: cuandose realizala extraccióndel ADNde sangreentera"conel kit «EXTRAbloodll'se deben antibióticos,antivirales,quimioterápicoso inmunosupresores.

-< -~respetarlas Indicacionesdel Manualde instruccionesde uso:partirde unamuestrade 200pL (2 millones Controlesde amplificación
~,..... - 7"derelulascomomáximo),recuperarelADNcon100pl de tampóndeelución.
--,--, Es absolutamentenecesarioconvalidarcadaunade lassesionesde amplificaciónprepa.á;dou~~»~¿~..-~::::..~__ reaCCió"P~~aC~~:~t~~~~~t~~~i~:~~~ad~i~~;:i~~~o::~i (noprovista~n-~Iproducto)a~re-~;¡~~~-~>'~
~ ~ ~ ~ reacciónen lugardelAONrecolectadode lamuestra. ,n,'D::. ;

~ z Z Para el control positivo utilizar el producto ••HSV2 ~ ELITe Positive Control" o el P.h&fi ctoi. ~
» ñm «HSV2ELITeStandard". \ll' \,,~
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Programación de la sesión de amplificación real lime
(A realizarse en el área de amplificación I visualización deJos productos de amplificación)

Si se utiliza un equipo 7300 Rea~T1me peR System:

Antes de iniciar la sesión. tomando como referencia ta documentación del equipo, es necesario:
• encender el thermal cyder para real time. encender el computador de control, Iniciar el software
destinado y abrir una sesión ~absolute quantification~;
• programar (Detector Manager) el-detector'" para la sonda para H$V2 con el ~reporter" • -FAM- ,y el
-quencher'" •• -none~ (no fluorescente) y denominarlo ~SV2-;
• programar (Cetector Manager) el -detector'" -para la sonda de control Interno 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 microplaca. programar {WeU InspectOr) los ~detector- (tipo de
fluorescencia a medir). el ~passlve reference" ., -ROX- (se usa AP593 en lugar del AOX,
normalización de la fluorescencia medida) normalización de la fluorescencia medida) y el tipo de
reacción (muestra, control negativo de amplifteaeión. 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 bien imprimir la organización de la
micro placa. 8 Plan de traba)o deberá seguirse oon atención durante la transferencia de la mezcla
de reacción y de las muestras a los pocillos.

Nota: para la determinación del titulo del AON en la muestra de partida es necesario preparar una serie de
reacciones oon los O ~ PCR Standard (105 copias, 1()4 copias, 103 coplas, 102 coplas) para obtener la
Curva estándar.

Se ilustra a continuación. a módo de ejemplo. cómo puede organizarse el análisis cuantitativo de 12
muestras.

Leyenda: Cl • C12: Muestras a analizar; eN: Control negativo de amplificación; •..•
~-----1 02: Estándar 102 coplas; 1()3: Estándar 1()3 copias; 1()4: Estándar 1()4 copias; 105: Estándar 10S 00

Con referencia a la documentación del instrumento, programar en el software,~
(Instrument> Thermal Cycler,Protoool > Thennal ProfOe). &osparámetros del ciclo térmico: '/i'rii'

• agregar. en la fase de amplificación (Add Step), el paso de extensión a 722C; :0:-

P6g.7m_1203111114

Controles de calidad Advertencias y precauciones específicas para los componentes

se aconseja confirmar todo el procedimiento de análisis de cada una'de las sesiones. extracción y "'a HSV2 Q. PeR Mix debe ser conservada en lugar oscuro a .20.C.

itr-amplifICación, utmzalldo una muestra negativa y una muestra positiva ya testadas o del material de la HSV2 Q • peR Mlx puede ser congelado y descongelado por un máximo de tres veces. Otros
_--_-_-_tD O' - referencia calibrado. .- ~ - • - -. - _ __~ =~_cicIos de congelación I descongelación pueden provocar una pórdida do las prestaciones del produdo. ~~_

O' . . la HSV2 a - peR Mlx no .presenta frases de riesgo (R) y presenta los siguientes consejos deI ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES I prudencia(S):
~ 1) . . ----------------------- S 23-24/25. No respirar los gaseslhumoslvaporeslaerosoles. Evitar el contacto con los ojos y la piel.ro a. Este producto es para uso exclusivo In vUro.

3 <D :J '. ~------------------_a Advertencias y 'precauciones generales PROCEDIMIENTO
(1) a. Manipular y eliminar todas las muestras biológicas como si pudiesen transmitir agentes infecciosos.
~ O EVI el contacto directo con las muestras biológIcas. No producir salpicaduras ni aerosol. El material que

-iD' está en ntacto con las muestras biológicas debe ser tratado con hipoclorito de sodio al 3 % por al menos
N 30 minutos o bien, tratado en autoclave a 121C.durante una hora antes de ser elimInado.

Manipular y eliminar todos los reactivos y todos los materiales utiliZados para realizar la prueba
como si fuesen potencialmente infecciosos. evitar el contacto dIrecto coo los reactivos. No producir
salpicaduras ni aerosol. Los residuos deben ser tratados y eliminados según normas de seQuridad
adecuadas. El material combustible monouso debe ser incinerado. Los residuos liquidas que contienen
ácidos 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. fumar o aprrcarse cosméticos en el área de trabajo.
Lavarse bien las manos después del manejo de muestras y reactivos.
8iminar los reactivos sobrantes y los residuos según las normas vigentes.
Leer atentamente todas las instrucciones provistas en el producto antes de realizar la prueba.
Respetar las Instrucciones provistas en el produclo durante la ejecución de la prueba.
Respetar la fecha de caducidad del producto.
Utilizar $ólo los reactivos presentes en el producto y los aconsejados por el fabricante.
No usar reactivos que provengan de lotes diferentes.
No utilizar reactivos de otros fabricantes.

Advertencias y precauciones en los procedimientos de blologla molecular
los -procedimientos de biologla molecular, como la extracción. la amplifICación y la detección de

ácidos nucle1cos. requieren personal competente e instruido para evitar el riesgo de resultados Incorrectos,
en particular a causa de la degradación de kls ácidos nucleicos de las muestras o de la contamin~i6n de
las mismas por parte de productos de amplifteación.

Es necesario disponer de áreas separadas para fa extracción I preparación de las reacciones de
amplilicacl6n o para la amplificación I detecci6n de los productos de amplificación. Nunca Introducir un
producto de amplificación en el área de extracción I preparación de las reacciones de amplif~ción.

Es necesario disponer de batas, guantes e instrumentos destinados para la extracción I preparación
de las reacciones de amplificación y para la ampliflcaclón I detección de productos de amplificación. Nunca
transferir batas, guantes e instrumentos del área de amplifICación I detección de productos de amplificación
al área de extracción 1preparación de las reacciones de amplificación.

Las muestras deben ser destinadas exclusivamente a este tipo de anállsls. las muestras deben ser
manipuladas bajo una campana de "ujo laminar. Las tubos que contengan muestras diferentes nunca deben
ser abIertas al mismo tiempo. Las pipetas utilizadas para manipular las muestras deben ser destinadas sólo

~

a este uso. Las pipetas deben ser del tipo de dispensación positiva o usar tips con filtro para aerosol. los
O ' .-tips utilizados deben ser estériles. sin la presencia de AONasa y ARNasa, sin la presencia de AON y ARN.~i..-rn- 'fu los reactivos deben ser manipulados bajo campana de flujo laminar. los reactivos necesarios para

O Uiñ . ~a amplifICación deben ser preparados de manera tal que sean utiflzados en una sola sesión. Las pipetas
U'J 3: . <n -LUllzadas para manipular los reactivos deben ser destinadas sólo a este uso. Las pipetas deben ser dellipo
-< 2: ti ,~& dispensaeión positiva o usar tips coo filtro para aerosoles. Los tips utffizados deben ser estériles, sin la
~ ••• ;:o ?'tc::eneia de ACNasa y ARNasa. sin la presencia de ADN y ARN.
l'Tf':A- )lo ....:;;,.~ los productos de amplificación deben ser manipulados en modo de limitar al mAximo su dispersión
~ z.. -t »<P~-el"'nmblente para evitar cootamlnaciones. Las pipetas utilizadas para manipular los productos de ..~
en ~~rn N r ieaci6n deben ser destinadas sólo a este uso.
en z
),. -m. ()r

~~
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Nota: la adquisición de la fluorescencia (lnstruments > Thermal Cycler Protocol > Settings > Dala
Collection) debe permanecer programada en el paso de hibridación a 602C.

Ciclo térmico
Fase Temperaturas Tiempos

Descontaminación 5OC. 2 mino
Desnaturalización inicial 94Co 2 mino

94C. 10 sag.
Amplificación y detección 60C2 (adqUiSició~)de la 30 sag.(4S ciclos) fluorescencia

72C. 20 seg.

Ciclo térmico
Fase Temperaturas Tiempos

Descontaminación SOCo 2 mino
Desnaturalización inicial 94Co 2min.

94Co 10'5eg.
Amplificación y detección 600 (adqUiSiciÓ~lde la 30 seg.(4S ciclos) fluorescencia

nco 20 seg.

9SC. t5 seo.

Disociación(opcional) 'OC. t minoaoc. 15,
SOC. tS seo.

Preparación de la amplificación
(A realizarse en el área de extracción I preparación de la reacción de amplificación)

Antes de iniciar la sesión es necesario:
- extraer y descongelar las tubos con las muestras a analizar. Agitar delicadamente las tubos,
centrifugarlas durante 5 segundos para obtener en el fondo el contenido y mantenerlas en hielo;
- extraer y descongelar las tubos HSV2 Q • PeR Mix necesarias 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 mantenerlas en
hielo;
- extraer y descongelar la tubo de HSV2 • PosUlve Controlo bien las tubos de HSV2 Q - PeR
Standard. Agitar delicadamente las tubos, centrifugarlas durante S segundos para obtener en el
fondo el contenido y mantenerlas en hielo;
- extraer la Ampliflcatlon mlcroplate que será utilizada en la sesión, prestando atención de
manejarla con guantes sin polvo y de no dañar los pocillos.

1. Transferir, depositándolos cuidadosamente en el fondo sin crear burbujas, 20 J.ll de mezcla de reacción
HSV2 Q - PeR MIX en los pocillos de la Amplificatlon mlcroplate como fue establecido previamente
en el Plan de trabajo.

Nota: Si no se utiliza toda la mezcla de reaccíón, conservar el volumen restante en lugar oscuro a ~20CQpor
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 reacción, 20 J.ll de ADN recolectado de la

primera muestra en el correspondiente pocillo de la Amplification microplate como fue establecido
previamente en el Plan de trabajo. Mezclar bien la muestra pipeteando tres veces el volumen de 20 IlL
en la mezcla de reacción. Prestar atención a no crear burbujas. Proceder del mismo modo con todos
los otros AON recolectados.

3. Transferir, depositándolos cuidadosamente en la mezcla de reacción, 20 J.ll de Agua bldestilada
estéril (no provista en el producto) en el pocillo de la Amplification microplate de control negativo de
amplificación como fue establecido previamente en el Plan de trabajo. Mezclar bien el.control negativo
pipeteando tres veces el agua bidestilada estéril en la mezcla de reacción. Prestar atención a no crear
burbujas.

4. En base al tipo de resultado requerido (cualitativo o cuantitativo), seguir una de las dos opciones:
~ En caso de que se requiera un resultado cualitativo del análisi~ (detección del ADN de :<l.
Transferir, depositándolos cuidadosamente en la mezcla de reacctón, 20 J.ll de HSV2 a Q. -:z;
Control en el pocillo correspondiente de .Ia Amplification .. mlc~oplate como fue es idt N 'O .-g.
previamente en -el Plan de trabajo. Mezclar bien el control po.SltlVOpipeteando tres veces é~ V2: ~ e . ~
Positivo Conlrol en la mezcla de reacdón. Prestar atendó" a no crear burbujas. .\ E,,.~ ~

SCHmRTS032PLD es 03111114 Revlsi6n 12 pa~ ••.tD. ~
- '\~ • T~ .

~modificar los tiempos, como se indica en la siguiente tabla "Ciclo térmico";
~programar un número de 45 ciclos;
• programar el valor de volumen para la simulación software de la transferencia térmica en la
reacción ("Sample volume") a 30 J.lL; .
~-opcional: -agregarta fase de disociación .(Add Oissociation Stage) y programar la temperatura en un
rango de 4Oco a SOCo.

Pág. 9/27

15 s
30 s
15
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95C.
40COaoco
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Disociación( opcional)

SCHmRTS032PlD_es

Si se utiliza un equipo 7500 'Fast Ox Real- Time PCR Instrument:

Antes de iniciar la sesión, tomando como referencia la documentación del equipo, es necesario:
• encender el thermal cycler para real time, encender el computador de control, iniciar el software
destinado y abrir una sesión ~absolute quantification" y programar "Run mode: Fast 7500";
~programar (Detector Manager) el "detector'" para la sonda para HSV2 con el-reporter" '" ~FAM" Y el
nquencher" '" "none" (no fluorescente) y denominarlo UHSV2";
~ programar (Oetector Manager) el "detector" para la sonda de control intemo con el "reporterO '"
"VIC" (APS2S equivalente al VIC) y el "quencher" '" "none" (no fluorescente) y denominarlo "CI";
~ para cada pocillo en uso de la microplaca, programar (Well Inspector) los "detector" (tipo de
fluorescencia a medir). el "passive reference" '" "CyS. (se usa APS93 en lugar del CyS,
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 bien imprimir la organización de la
microplaca. El Plan de trabajo deberá seguirse con atención durante la transferencia de la mezcla
de reacción y de las muestras a los pocillos.

Nota: para la determinación del título del ADN en la muestra de partida es necesario preparar una serie de
reacciones con los Q - PCR Standard (105 copias, 104 coplas, 103 copias, 102 copias) para obtener la
Curva estándar.

En la sección anterior, relativa al procedimiento para el equipo 7300 Real TIme PCR System, se
describe un ejemplo de la modalidad de organización de un análisis cuantitativo de algunas muestras.

Con referencia a la documentación del instrumento, programar en el software específico
(Instrument > Thermal Cycler Protocol > Thermal Profile), los parámetros del ciclo térmico:

• agregar, en la fase de amplificación, el paso (Add Step) de extensión a 72'2C;

i:iota: la adquisición de la fluorescencia (Instruments > Th-ermal Cycler Protocol > Settings > Data
.C~lection) debe permanecer programada en el paso de hibridación a 60~C.

~modificar los tiempos, como se indica en la siguiente tabla ~Ciclo térmico";
• programar un número de 45 ciclos;

~

• programar el valor de volumen para la simulación software de la transferencia térmica en la
ro _. reacción ("Sample volume") a 30 J.ll;
O'. ~opcional: agregar la fase de disociación (Add Dissociation Stage) y programar la temperatura en
~ un rango de 40Coa SOCo,

~~cn,!~ ~
~ ~

N
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En la siguiente figura se ilustra de manera sintética el procedimiento para la preparación de las
reacciones de amplificación.
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Reacción Posltlve Controi
Resultado de la prueba Amplificación I Deteccióndetector FAM "HSV2"

ct:S:2s POsmvo CORRECTA

Reacción Control negativo
Resultado de la prueba Amplificación I Deteccióndetector FAM "HSV2"

Ct No determinado NEGATIVO -CORRECTA

Si el resultado de la reacción de ampfilicaci6n del Posltlve Control es Ct > 25 o CtNo determinado
(Undetermlned) para HSV2, no ha sido detectada .correctamente la presencia de AON blanco. Se han
verifrcado problemas en la fase de amplificación o en la de detección (dispensación incorrecta de la mezcla
de reacción o del control positivo, degradación de la mezcla de reacción o del control positivo. programación
incorrecta de la posición del control positivo, programación Incorrecta del ciclo térmico) que pueden
provocar resultados Incorrectos. la sesión no es válkia y se debe repetir a partir de la fase de ampliftcación.

.Nota: Cuando se utiliza este producto para la cuantificación del AON de HSV2, en vez de la reacción con
el Positiva Control se ha preparado la serie de reacciones con los Q • PeR Standard. En este caso para
convalidar la amplificación y la detección se debe tomar como referencia la reacción de amplificación del
Q - peR Standard lOs (Ct S 25).

En la reacción de amprrticaclón de Control negativo, el valor de Ct para HSV2 (Results :> Report)
se utiliza para confirmar la amplificación y la detección como se describe en la labia siguiente:

Análisis cualitativo de los resultados

Los valores registrados de la fluorescencia emitida por la sonda especifica para HSV2 (delectar
FAM -HSV21 y por la sonda especllica para el Control Interno (detector VIC -el1 en las reacciones de
amplifit;ación deben ser analizados oon el so!~are del equipo.

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

Nota: En caso de una muestra positiva con alto titulo de HSV2, la fluorescencia FAM de la sonda especIfica
para HSV2 puede comenzar a crecer antes del Isa ciclo. En eS1ecaso 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 Real- TIme PCR System:

• programar manualmente el Umbral (Threshold) para el detector FAM "HSV2" en 0,1;
- programar manualmente el Umbral (Threshold) para el detector VIC -cr en 0,05.
Si se uliUza un equipo 7500 Fast Ox Real- TIme PeR Instnrmen1:

• programar manualmente el Umbral [Threshold) para el detector FAM -HSV2" en 0,1;
• programar manualmente el Umbral .(Threshold) para el detector VIC "Cr en 0,1.

los valores de fluorescencia emitidos por las sondas especificas en la reacción de ampfificaclón 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 vaJor Umbral de fluorescencia.

En la reacc:i6n de amplifICación con el Positiva Centrar, el valor de Ct para HSV2 (Results :>
Aeport) se utiliza para confirmar la amprrfrcación y la detección como se describe en la tabla siguiente:

SI el resurtado de la reacción de amplificación del Control negatfvo es distinto de Ct No
determinado (Undetermlned) para HSV2. ha sido detectada la presencia de AON blanco. Se han
veriftcado problemas en la fase de ampliflCllCión (contaminación) que pueden causar resultados incorrectos
y lalsos positivos. la sesión no es válida y se debo repetir a partir de la fase de amplificación;

En las reacciones de amplificación de cada muestm, el valor de Ct para HSV2 se utniza para
detectar la presencia de AON blanco. mientras que los valores de CI para el Controllntemo se utilizan para
confirmar la extracción, la amplificación y la detección. . :/

'.i \ ~ ?! :
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.--1
•••2) agregar 20 lJl

de AON recolectado

1) agregar 20 IlL
de Q-PCR Mlx

- En caso de que se requiera un resultado cuantitativo del anáfisis (cuantificación del AON de HSV2):
Transferir, depositándolos cuidadosamente en la mezcla de reacción, 20 pL de HSV2 - PeR Standard
102 en el poelUo correspondiente de la AmplHicatlon mlcroplate como fue estableddo previamente en
el Plan de trabajo. Mezclar bien el estándar pipeteando Ires veces el HSY2 Q. peR Standard 102 en
la mezcla de reacción. Prestar atención a no crear burbujas. Proceder de igual manera con los HSV2 Q
- peR Standard 103, lC)4, 105.

~

. Sellar cuidadosamente la Ampllflcatlon mlcroplate con la Ampllflcatlon Seallng Sheet.

2? ~ 6. Transferir la AmplificaUon mlcroplate en el thermal cycler para real time ubicado en el área de
"amplificación J detección- de los productos de amplifICación e iniCiar el ciclo térmico de amplifICación,

!R - guardando la programación de la sesl6n con una kientlflcacl6n univoca y reconoclble (por ej. -afo.mes-~ 8. O' dla.HSV2-EGSpA").

<03~ota: Al finalizar el ciclo térmico. se debe quitar la Ampliflcaoon microplate con los productos de reacción del
(f) O 9= ulpo y se debe ehmlnar para no generar contamInaciones ambientales. Nunca levantar la Ampllflcatlon
(f) O se' g Sheet de la Ampllficatlon mlcroplate para evitar que se derramen los productos de reaccIón

;., r?
N

3) agregar 20 ~L U
de Centrol Negativo LJ

4)8gregar20~ ff~~~do PositivoCon',,! .
o Q-PCR Standard

b£;'
~m ~ Nota: Si la preparación de la amplifICación se realiza mediante el equipo aQIAsymphony8 SP/AS ••,

it= introducir la microplaca con los extractos, los reactivos y la microplaca de amplificación en tos alojamientos
en J .••_especlllcos. usando k)s ada~tadores, luego respetar lo previsto en el manual de uso del preparador
-r ..• automático y los pasos requeridos por el software.
m,Po ~ ••~;~-~
~ZZ~» -me£ SCHmR=PlD_"
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Nc (gEq Iml) = ------

Cuando se utll1zan muestras de sangre entera, plasma recolectadas en EDTA o liquIdo
cefalorraquldeo y el sistema de extracción EUTe GALAXY System y se desea obtener el resultado
expresado en gEq Iml, la fórmula es:

Fórmula simplificada para sangre entera, plasma o Ilquldo cefalorraquldeo y ~ ~.- .~
ELITe GAlAXY S stem , ;.~.; :-<l

Nc (gEq I ml) = 35 x Cantidad r.

Vc x Va x Ee

Donde:
Vc es el volumen de la muestra usadoen la extracción expresado en mL;
Ea es la eflciel'lClade la extra0ci6nexpresada en decimales;
Ve es el volumen total obtenido de la extracciónexpresado en IAL;
Va es el volumendel producto de extracci6n usadoen la reacciónde amplifteaciónexpresado en IAL;
Cantidad es el resuhadode la reacci6n de amplifICacióncorrespondientea la muestra expresado en gEq
por reacción.

Cuando se utilizan muestras de lfquldo cefalorraquldeo y el kit de extracción ••EXTRAgen••, y se
desea obtener el resultado ex resado en E I mL, la fórmula es:

Fórmula slm Iiflcada ara 11uldo cefalorra ufdeo ~EXTRA en••
Nc (gEq I mL) = 12,5 x Cantidad

Cuando se utilizan muestras de sangre entera, plasma recolectadas en EOTA o liquido
cefalorraquídeo y el sistemade extracciónELITe STAR System y se desea obtener el resuhadoexpresado
en gEq ImL, la fónnula es:

Fórmula simplificada para sangre entera, plasma o liquido cefalorraquideOY
_ ELITe STAR 'Svstem "

Hc (gEq I ml) = 28 x Cantidad

Resultado de la muestra genomas Equivalentes de HSV2por reacción
detector FAM "HSV2"
Cantidad> 1 x 106 SUPERIORESA 1.000.000

1 x 101SCantidad S1 x 106 = cantidad

Cantidad < 1 x 101 INFERIORESA 10

los resultados (Cantidad) de cada muestra (Results > Report) son utilizados para calcular los
genomas Equivalentes (gEq) de HSV2 presentesen la muestra de partida {Nc) según esta fórmula:

Ve x Cantidad

Pilg.13127Rovbi6n 1203.111114

0.0Jt Reacción muestra Idoneidad de la Resultado de la

....detectorFAM"HSV2" detector VlC "cr muestra prueba ADN de HSV2

.••••.•.• Ct>350
no idónea no válido .

Ct No determinador Ct No determinado
Cts35 Id6nea villldo,negatlvo NO

DETECTADO

Ct>350 Idónea válido, positivo DETECTADO
Ct No determinado

Ct Determinado
CtS35 idónea villldo, positivo DETECTADO

Si el valor del Coeficiente de correlación (R2) no está contenido dentro de tos límites. ha ocurrido
Nota: Verificar con el softwaredel equipo (Results ,. Amplificationplol ,. detta Rn vs Cycle) que el Ct sea un problema en la fase de amplificación o de deleccl6n (dispensación incorrectade la mezda de rased6n o
determinadopor un aumento rápido y regularde los valoresde fluorescenciay no por fenómenosde pico o de los estándares. degradaciónde la mezclade reaccióno de los estándares, programación incorrecta de la
aumentogradual de la selial de fondo (fondo Irregularo allo). posición de los estándares. programación incorrecta del ciclo térmico) que pueden causar resullados

Este prodlJClo-tiene-capacidadpara detectar una cantidadminima de 10 copiasde AONdel gen de incorrcctos. La sesión no es váfida y se debe repetir a partir de la fase de amplificación.
la gpG de HSV2 por reacciónde amplificación,correspondientesa los genomas Equivalentespor reacción - - los valores-de~Ct~p3ra~HSV2 en las reacclOnesde-"amplificación de cada muestra y la Curva
(limite de deteccióndel producto,ver Evaluacionde Desempeñoen la página 18). estándar de la sesión de amplificación son utilizados para calcular la Cantidad (Quantlty) de AON blanco

los resuhadoscomo Ct de las reaccionesde amplificaciónde cadamuestra (Rcsutts > Report) son presente en las reaccionesde amplificacióncorrespondientesa las muestras.
11izadoscomo se describeen la siguientetabla: Este producto tiene capacidad para dosar de 1.000.000 a 10 copias de AON del gen de la gpG de

HSV2 por reacción de amprtficación,correspondientesa los genomas Equiva~ntes por reacción (intervalo
de medición lineal ver apartado sobre Ias.CaracterfsUcasde las prestaciones en la página 18), oomo se
descnbe en la siguiente tabla: "

Si el resuhadode la reacciónde amplifICaCiónde una muestraes.et No determinado para HSV2 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 ampfificación
(amplificaciónno eficienteo nula)o en la fase de extracción(pérdidade AON, presenciade inhibidores)que
pueden causar resultados incorrectos y 1alsosnegativos.La muestrano es apta, la prueba no es válida y
debe repetirsea partir de la extracciónde una nuevamuestra.

Si el resuhadode la reacciónde amplificaciónde unamuestraeset No determinado para HSV2 y
Ct S 35 para el Control Interno, el ADN de HSV2 no ha sido detectadoen el AON obtenido de la muestra,
pero no se puede excluir que el ADN de HSV2esté presentecon un titulo Inferioralllmile de detecci6ndel
producto (ver Evaluacionde Desempeñoen la pftglna 18).En estecaso el resultadoserraun falso negativo.

Los resultados obtenidos con esta prueba deben ser interpretadosconsiderando lodos los datos
c1inicosy otros exámenesde laboratoriocorrespondientesal paciente.
Nota: Cuando en la reacción de amplificación correspondiente a una muestra ha sido detectada la
presenciade ADN de HSV2. la amplificacióndel'ContTotInternopuededar como resullado un Ct > 3So Ct
No determinado. En e1ecto,la reacción de amplifICaciónde baja eficiencia del Control Interno puede ser
anulada por competición de la reaccl6n de amplificación de alta efICienciade HSV2. En este caso, la
muestrade todasmanerases aptay el resultadopositivode la pruebaes válido.

AnálisIs cuantitativo de los resultados
Despuésde realizarel procedimientopara el análisiscualitativode los resuhadosse puede hacer el

análisis cuantitativode tos resultadoscorrespondientesa las muestrasposItivas.

~

.., Los valores de Ct paraHS~2 en las reaccionesde amplifICaciónde los ~atro Q. ~R Standard se
~_::o. ' utilizan para calcular la Curva esUmdar (Aesurts > S!andard Curve) de la sesión de amplifICacióny para

confirmar la amplificacióny la deteccióncomo se descnbeen la siguientetabla:
n-< Curva estándar~ ~ _~ detector FAM"HSV2" Intervalo de aceptación Ampll1lcaclón I Detección

m b-}:> ~~flciente de Correlación (R2) 0,990SR2S1,000 CORRECTA - .•...--
~:"'-1 _,
~_(JlNmNe-

(Jl~ '"
~~~K e :.: ij;: SO< mRTS032PlD_~
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Cuando se utDizan muestras de plasma recolectado en EOTA y el sistema de extracción'
••QIAsymphony8 SP/AS", y se deseaobtener el resunadoexpresado en gEq J ml,la fórmutaes:

Fórmula slm Ilfleada ra lasma ••alAs han SP/AS••
Nc (gEq I ml) = 12 x Cantidad

LImites -dellnlervalo de medición lineal {cEa I mU con ELITe STAR Svstem
-

Limite Inferior {gEq I ml) = 28 x 10gEq

Limite superior (gEq I ml) = 28 x 1.000.000gEq

de 280 a 28.000.000 gEq I ml

Cuando se utDizael sistema de extracción ELITe sr AR Syslem con muestrascelulares, la fórmula

LImites dt!llntervalo de medición IIneal1nEn I mU con ELITe STAR Svstem

Umltelnfi:ulor .(gEq/ml) = 28 x 10gEq
Limite superior (gEq J ml) = 28 x 1.000.000gEq

de 280 8 28.000.000 gEq I ml

es:

Cuando se utiliza el sistema de extracción ELITe sr AR System con muestras no celulares, la
fórmula es:

••NucliSENS. easliflcada ara lasma 11uldo cefalorra uldeo
Nc (gEq I ml) = 10 x Cantidad

Cuando se utilizan muestras de sangre entera recolectada en EOTA y el kit de extracción

~

••EXTRAbIOOd'"y se desea obtener el resultadoexpresado en gEq J ml, la f6rmula es:

r;. ' Fórmula slm IlfIeada ara san re entera ••EXTRAblood••
!:e Nc (gEq Iml) = 25 x Cantidad .
(/)0 __.ro a. O ,Cuando se uU6zanmuestras de plasma recolectado en EOTA o de liquidO cefalorraquídeo y t!1
3 O - . tema de extracci6n ••NucIlSENS8 easyMAG8••y se deseaobtenerel resultadoexpresado en gEq I ml,(/) a laf es:
en O
?> .c¡;

N

03111114

limites del Intervalo de medicl6n lineal (nEn Iml' con ••NucIlSENS. easvMAG8••-- limite Inferior (gEq' ml) = 10 x 10gEq

lfmlte superior (gEq J ml) = 10 x 1.000.000gEq

de 100 a 10.000.000gEq ImL

!=:!L~fm~fle~'S~d~e~I~ln~t~e~M1!!!!IO~d~e!:i!m~e~d~fC~f6~n~l~fne~a~,fl¡S¡n'E~';'~"1'~m~l\¡;¡:;,c~o~n:!E~LIT¿¡;e~G~A~L~A!XrY}slYist~e~m~
limite Inferior (gEq J ml) = 35 x 10 gEq
limite superior (gEq I ml) = 35 x 1.000.000gEq

de 350 8 35.000.000gEq I mL

Cuando se utiliza el sistema de extracción EUTe GAlAXY System con muestras no celulares. la
f6rmula es:

'-limltes dt!llntervalo de medicl6n IlneallaEa J mU con Eure GAlAXY S stem'
llmlte Inferlor (gEq I ml) = 35 x 10 gEq

limite superior (gEq I ml) = 35 x 1.000.000gEq

de 350 8 35.000.000gEq I ml

Cuando se utiliza el 'sistemade extraccl6n ••NucIlSENS~easyMAGe••con muestrasno celulares.la
f6rmulaes:

Cuando se utiliza el sistema de extraccl6n ••QlAsyrnphont SP/AS•• oon muestrasno celularesma...::__
f6rmuiaes: ~

Umltes dellrrtervalo de medición lineal {cea Imi:.,con .QIAs SPJAS••

limite Inferior (gEq/ml) = 12 x 10gEq

limite superior (gEq/rnL) = 12 x 1.oDO.ooogEq

de 120 a 12.000.000gEq I ml

Cuando se utiliza el sistema de extracción ELrre GAlAXY System con muestras celulares, la
f6rmulaes:

Pág. 15f27Ruvb.i6n 12

Ve x Va x Ee

Cuandose utmzael sistemade extracción ••EXTRAgenD conmuestrasnoeetulares,la f6rmula es:

lfmltes del Intervalo de medición lineal tnE J mll con ••EXTRAaenlO

limite Inferior (gEq I ml) = 12,5 x 10 gEq

lfmlte superior (gEq I ml) = 12,5 x 1.000.000gEq

de 125 8 12.500.000gEq I ml

Cuandose ut~izael kit de extraccl6n••EXTRAblood••con mu~s celulares,la f6rmula es:

Umites del Intervalo de medición lineal lnE I mU con ••EXTRAbloodOl

limite Inferior (gEq I ml):: 25 x 10 gEq

limite superior (gEq J ml) = 25 x 1.000.000gEq

de 250 a 25.000.000gEq I ml

límite superior (gEq Iml) = ---------
Ve x 1.000.000gEq

limite Inlerlor (gEq J ml) = -------
Ve x 10gEq

VcxVaxEe

Cálculo de los lImitt!s del Intervalo de medición lineal

los IIml1esdel intervalo de medición 6neal oomo gEq J ml de muestra, cuando se uti6za una
metodologla de extracci6n en particular, pueden calcularse a partir del intervalo de medición lineal de la
reacciónde amplificaciónsegún la slgulentt!16rmula: .
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negativas

O
positivas

50
N

50

limite de deteccl6n con muestras de sangre entera y ELITE GALAXY System'{gEq I ml)
Intervalo de fiabilidad del 95%

Valor ¡nlerior I - Valor superior

95% resultado positivo I 171 gEq ImL 112gEq/mL I 505 gEql mL

La sensibilidad analítea de la prueba se ha verifICado utAizanclo un panel de diluciones de HSV2
dentro de la concentración fímlte Junto con muestras de plasma y ELITe GALAXY System. El panel se ha
preparado diluyendo la muestra HSV08.12 del -OCMO 2008 Herpes Simplex Virus EOA Panel- ,(Onostics,
Ud, Escocia, Reino Unido) en plasma recoleetado en EOTA y negativo para el AON de HSV2. las
concentraciones virales variaban de 10 gEq I mL a 560 gEq I mL. Cada muestra del panel se ha testado en
doce repeticiones para llevar a cabo todo el procedimiento de análisis: extracción y configuración PCR con
sistema de extracción automático EUTe GALAXY System y ampliflcaci6n con los productos EUTechGroup
S.pA El análisis estadlstico se ha rea6zado con la regresi6n Problt. El limite de detecci6n ha sido definido
como la concentración en la cual la probabilidad de obtener un resultado poshtvo es del 95%. Los resultados
se presentan en las siguientes tablas.

sensibilidad analfUca: Intervalo lineal de medlc16n

La sensibilidad analrtica de esta prueba permite determinar un titulo de 1.000.000 a 10 moléculas de
AON blanco en los 20 ~L de AON agregados a la reacci6n de amplificad6n.

La sensibilidad analftica de la prueba, como Intervalo lineal de medIci6n, ha sido determinada
utilizando un panel de diluciones (1 1og10entre una dilución y la siguiente) de AON plasmklic:o que contie
el produclo de amplificación cuya concentración inicial ha sido medida espectrofotométricamentli-'
puntos del panel de 107 moléculas por reacci6n a 10' moléculas por rea0ci6n han sido utiflzad ~
repeticiones para efectuar la amplificación 'con el producto ELlTechGroup S.pA D :

El análisis de los datos obtenidos, realizado con la regresl6n lineal, ha demostrado que 1 bA
presenta una respuesta lIneal para todos los puntos del panel (coefIciente de correlación lineal s' r ¡É
0.99). \\"{!¡ i
SCHmATS032PLO es 03(1"14 Rovbi6n 12 Pág~:- ~.~

D.

EVALUACION DE DESEMPENO

Sensibilidad analltlca: limite de detección

La sensibilidad analítica de la prueba se ha verifICado utilizando un panel de diluciones de HSV2
dentro de la concentraci6n limite junto con muestras de sangre entera y ,EUTe GAlAXY System. El panel
se ha preparado diluyendo la muestra HSV08.12 del -OCMO 2008 Herpes Simplex Virus EOA Paner
(Onosties, Ud, Escocia, Reino Unido) en sangre entera recolectada en EOTA y negativa para el AON de
H$V2. Las concentraciones virales variaban de 10 gEq I mL a 560 gEq I mL •.Cada muestra del panel se ha
testado en doce repeticiones para llevar a cabo todo el procedimiento de análisis: extracci6n y conflguraci6n
PCR con sistema de extracci6n automático ELITe GALAXY System y amplificación con los productos
ELrrechGroup S.p.A. El análisis estadlstico se ha realizado con la regresi6n Probit. El limite de detección ha
sido definido como la concentración en la cual la probabilidad de obtener un resultado positivo es de' 95%.
Los resultados se presentan en las siguientes tablas.

limite de detección con muestras de plasma y ELITE GALAXY System (gEq I ml)
Intervalo de fiabilidad del 95%

Valor inlerior I Valor superior

, 95% resultado positivo 95gEq/ml 55 g'Eq I mL I 554 gEq/mL

la sensibilidad analitica de esta prueba permite Identificar la presencia de aproximadamente 10
.. mol~1as de AON blanco enJas 20 ~L de AON agregadas a la reacci6n de amplificación.

-- la sensibilidad añalltiCa de laprueba. como limite de detección, 'ha sido testada utilizando -un AON ------
plasmldico que contiene el producto de amplificaci6n cuya concentración inicial ha sido medida
espectrolotométricamente. El AON plasmldico ha sido diluido con un titulo de 10 coplas I 20 IJl en AON
genómico humano con un titulo de 500 ng I 20 ~L. Dicha muestra fue utilizada en 50 repeticiones para
realizar la amplifrcaci6n con el producto EUTechGroup S.p.A.

Los resultados linales se resumen en la siguiente tabla.

Muestras
10 coplas AON plasmldico + 500 ng de ADN gen6mlco humano

I LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO I

~

C:_ Utnizar con este producto s610 el AON recolectado de las siguientes muestras clínicas: líquido
-- ~ _. ..::; cefalorraquídeo. sangre entera recolectada en EI;)T A, plasma recolectado en EOTA. _ __

No utilizar con este producto el AON recolectado de muestras heparinizadas: la heparinalnhibC la --"- ----~.- -
~ 8.O" reacción de amplificación de los ácidos nudelcos y produce resultados no válidos.
~ ~NO utilizar con este producto AON recolectado contaminado por hemoglobina. dextrano, FICOIf!>,
(h ••• et 2-propanol: estas sustancias inhiben la reac<:i6n de ampllficacl6n de los acldos nuclelcos y pueden
en O causar asul1ados no válidos.
}> 1.~ Con este producto no utilizar AON que contenga elevadas cantidades de AON genómico humano,
• ~ dado que puede inhibir la reacción de amplificación de los ácidos nuclelcos.

No están disponibles datos referidos a las prestaciones de este producto con el AON recolectado de
las siguientes muestras cllnicas: tampones de lesiones mlJCO-CUtáneas, liquido amni6tlco.

No son disponibles dalOs referidos a eventuales fen6menos de inhibición por parte de fármacos
antibi6ticos, antlvlrales, quimioterápicos o Inmunosupresores.

Los resultados obtenidos con este producto dependen de la correcta identiflCaci6n, reco~i6n,
transporte, conservación y preparación de las muestras; para evitar resuttados err6neos es necesario tener
una partiaJlar atendón a estas fases y seguir atentamente las Instrucciones provistas con tos prodlletos
para la extracción de Jos ácidos nucleicos.

La metodologla de amplificación real time de tos ácidos nuclelcos utUizada en este producto, debido
a su alla sensibUidad analítica, está sujeta a contaminación por parte de muestras dlnicas positivas para
HSV2, de los controles positivos y de los mismos productos de la reacción de amplifieación. las
contaminaciones llevan a resultados falsos positivos. Las modalidades de realizaci6n del producto son
capaces de reducir las contaminaciones; sin embargo, estos fenómenos pueden evllarse sólo con _una
buena práctica de las técnicas de laboratorio y siguiendo atentamente las instrucciones provistas en este
manual.

Este producto requiere personal competente e instruido para la manipulación de muestras biológicas
capaces de transmitir infecciones y de preparados qutmicos clasificados como peligrosos, para evitar
accidentes con consecuencias potencialmente graves para el usuario u otras pc~nas.

Este producto requiere indumentaria y áreas de trabajo adecuadas para la manipulación de
muestras biológicas capaces de transmitir infecciones y de preparados qulmicos clasificados como
peligrosos, para evitar accidentes con consecuencias potendalmente graves para el usuario u otras
personas.

Este producto requiere personal competente e Instruido para los procedimientos de biok>gia
molecular, como la extracción, la amplil1cación y la deteccl6n de ácidos nuclelcos para evitar resultados
incorrectos.

Este produclo requiere áreas separadas para la extracd6n I preparación de las reacciones de
amplifICación y para la amplificaci6n I detección de los productos de amplificación para evitar resultados
falsos positivos.

Este produclO requiere el uso de Indumentaria. de trabaJo e instrumentos destinados a la extracci6n I
preparación de las reacciones de amplificación y para la amplificación I detección de los productos de
amplificación para evitar resultados falsos positivos.

Un resultado negativo obtenido con este producto indica que el AON de HSV2 no ha sido detectado
en el AON recolectado de la muestra. pero no se puede excluir que el ADN de HSV2 esté presente con un
titulo Inferior allfmile de detección del produclo (ver Evaluacion de Desempeño en la pAgina 18); en este
so el resultado seria un falso negativo.

• Como para cualquier otro dispositivo de diagnóstico, los resultados obtenidos con este producto
~~» _ ben ser interpretados considerando todos los datos clfnlcos y otros exámenes de laboratorio
~ b. -i c:- correspondientes al paciente.
cn'~ Como para cualquier otro dlsposltivo de dlagn6stico, existe un riesgo latente de obtener resultados-
en •.• (")» nOVáfiOos, falsos posl1ivos y falsos negativos con este producto. Dicho riesgo latente no puede ser
}lo ~ ~ eliminado ni reducido ulteriormente. Este riesgo latente en situaciones particulares, como los diagnósticos
. (")r- prenatales y de urgencia. puede contribuir a decisiones Incorrectas con consecuencias potencialmente

( :>» graves para el paciente.
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Todas las muestras negativas han sldo detectadas correctamente. Las muestras p'ositlvas están
comprendijos en el intervalo te6rico definido (350 copias / mL) han sido detectadas correctamente por el
Consensus de las pruebas t 1 Desviación Estándar, tal como es requerido. Una muestra por debajo del
lfmlle de deteccl6n te6rico del sistema (22,5 copias / ml) se Informó negativo. Las muestras con el título
debajo dellfmite de detección pueden ser reportadosestocásticamentecomo positivo o negativo.

Todas las muestras se han ldent1ficadocorrectamenle. Los resultados cuantitativosobtenidos están
comprendidosen el intervalodefinido por el'Consensus:f: 1 Desviaci6n'Estándar.

Se han realizadootras pruebas UlDizandomaterial de referenciacalibrado, un panel de diluciones de
HSV2 comprendidodentro delllmile de concentración (OCMD 2012 Herpes SimptexVirus ONA EOAPanel,
Onostics Ud, Escocia, Reino Unido). Cada mueslra ha sido testada en duplicado para realizar lodo el
procedimiento de análisis: extracción y configuración PCR con el sistema de exlracel6n automático
EUTE GAlAXY System y amplificacióncon los productosElfTechGroup S.pA. Los resultados se resumen
en la siguiente labia.

Pruebas con material de referencia calibrado y EUTe GALAXY System

Consensus DesvIación Positivas/ Promediode los
'Campione resultados

loglO conc. viral Estándar Repeticiones l ,oEo/ml
HSV12-Q1 NMativo NA 012 -
HSV12-Q2 HSV1 3910 0582 212
HSV12-Q3 HSV2 1948 0305 012 2123
HSV12-Q4 HSV1 3680 0547 212
HSV12-QS HSV2 1 352 0629 012
HSV12-Q6 HSV1 2318 0441 212
HSV12-Q7 HSV1 2014 0296 112 -
HSV12-Q8 HSV2 3424 , 098 0/2 3.677
HSV12-Q9 N atlvo, NA - 012 -
HSV12.10 HSV2 3417 , 042 012 3865

- -
Pruebas con material de referencia calibrado y ELITe STAR $ystem

Consensus Desviación Positivas/ Promedio de los
Muestra resultados

log,o conc. viral £stándar Repeticiones l EalmL
HSVOS-Q1 HSV1 2215 0789 -
HSVOS-Q2 HSV2 2236 0938 , 709
HSVOS-Q3 HSV2 32S3 0915 3746
HSV09-Q4 HSV2 2314 08S8 2372
HSVOS-QS Ne ativo NA -
HSV09-Q6 HSV1 2402 066S -
HSVOS-Q7 HSV1 4189 0599
HSV09-Q8 HSV2 2389 0,827 2391
HSV09-QS N ativo NA
HSVOS-10 HSV1 320S 0767

Se han realizadoolras pruebas utmzandomateria!de referenciacalibrado. un panelde dilucionesde
HSV2 comprendidodentro del limite de concentración(QCMO 200SHerpesSimplex Virus ONA,EQAPanel.
Qnostics Ud, EscocIa, Reino Unido). Cada muestra ha sido testada en duplicado para realizar todo el
procedimiento de análisis: extracción con el sistema de extracci6n automático EUTE STAR System '1

__ ampllncaci6ncon los_productosEUTectlGroup ~.p.A. Los resullados se resumen en la siguiente labia._.~.-_...

Sensibilidad analitica: reproduclbilldad con material de referencia calibmdo
La senslbflidadanaUticade la prueba, como reprocfuclbJlidadde los resultadosen comparacl6ncon

los resultadosobtenidosoon otras metodologiasy en distintos laboratorios,ha sido veriftcadacon un panel
para proficiencytest.

las pruebas se realizaronutilizandocomo materialde referenciacalibradoun panelde dilucionesde
HSV2dentro de la concentración limite (OCMD 2007 Herpesslmplex virus ProficiencyPanel.Onostics Ud,
Escocia, Reino Unido). Cada muestra del panel fue utilizada en 2 repeliclones para realizar todo el
procedimientode análisis, extracci6ny amplifICación,con los prodUC10s.ELlTechGroupS.pA.

Los resultadosse presentanen la siguiente labia.

Pruebas con materlal de referencia calibrado
Consensusde los Promediode los

M sistemascomerciales' Desviación Positivas/ resultados
uestra l conc.viral Estándar Repeticiones l £ /ml

HSV07-Q1 HSV2 4243 0730 2/2 4688
HSV07-Q2 HSV2 4 82 O363 O/2 Nodetectado
HSV07-Q3 Ne ativo NA NA O/2 No detectado
HSV07-()4 HSV2 2593 O536 O/2 No detectado
HSV07-Q5 HSV2 2695 1 301 2/2 3687

4C'~ HSV07.(}6 N ativo NA NA 0/2 No detectado
UJ HSV07-Q7 HSV2 7292 O387 O/2 No detectado
~;: ~ ..";'¿::HSV07-Q8 HSV2 4204 0339 0/2 No detectado

• ~""'~ --"'"""llSV07-Q9 HSV2 1890 0313 2/2 1993
UJNmN SV07-10 HSV2 5275 0292 0/2 Nodetectado~ »~ z HSV07-11 HSV2 6134 0897 2/2 6567
>- _ m 07-12 VZV NA NA 0/2 No detectado

C
.~s;: Todas las muestras se han identifICadocorrectamente.los resultadoscuantitativosobtenidosestán

comprendidosen el intervalodefinidopor e1Consensus ::t. 1DesviaciónEstAndar.
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Sensibilidad analltlca: Precisión y Exactitud
la precisión de la prueba, entendida como variabHidadde k>sresultadosobtenidos en una misma

sesión de ampliftcacióncon distintas repeliciones de una muestra, permitió determinar un Coeficiente de
Variaciónporcentual (CV%) promediodel 18,6%.dentrodel intervalode 1()6moléculasa 101moléculasen
los 20 ~l de ADNagregadosa la reacciónde amplifICación.

La exactitud de la prueba, como diferencia entre el promedio de los resultados obtenidos en una
mismasesión con distinlas repeticionesde una muestray el valor teóricode la concentraci6nde la muestra,
permitió obtener una Inexactitudporcentual promediodel 14,4%dentro del intervalo lineal de medición de
1()6mo'écutasa 101motécutasen los 20 ~l de ADN agregadosa la reaocl6nde amplificación.

la precisión y la exactitud han sido determInadasutnlzandolos datos obtenidosen las pruebaspara
el estudiodel intervalode medición lineal.

"'~~ El Iímile superior del inlervalo lineal de medición ha sido fijado en 106moléculas por reacción,
c)" correspondientesa los genomas Equivalentespor reaocl6n.en tomo a un logarttmodel valor del estándar
(1) de amplificacióna • PeA Standardde concentraciónmás alta. (tOSmoléculas/20 ~L).

.:....=...-.. ~--o _. - - El limite ~nferlordel intervalo lineal de medición ha sido_lijado en.1 O molécutas por reacción,ro a. O correspondientesa los genomas Equivalentespor reacción,en tomo a un logaritmodel valor del estándar
3 c. e amplificaciónQ. peA Standardde concentraciónmás afta. (1Q2moléculas120 ~l).
<1' (3 Los resultadosfinales se resumenen la siguientetabla.
</>?> O Intervalolinealdemedición

~. limite superior 1.000.000copiasAONI reacción
limite inferior 10 copiasADN I reacción

En la página 15 están calculadoslos límitesdellnlervalo de medición linealgEq I ml referidos a! kit
de extracciónutilizado.
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Todas las muestras se han identificadocorrectamentecomo negativaspara el AON de HSV2.
. La especificidadde diagnósticode la prueba fue igual a 100%.

Cinco muestras de liquido cefalorraquldeo han arrojado un resultado no válido por la probable
presenciade un inhlbidory no han sido utilizadaspara el cálculo de la especificidad,

La especllicidad de diagnóstico ha sido evatuada U1ilizando24 muestrasde liquido cefalorraquideo.
negativas para el ADN de HSV2. 30 muestras de plasma recolectado en EOTA negativas para el AON de
HSV2 y 30 muestras de sangre entera recolectadaen EDTA negativas para el ADN de HSV2 (testadas con
un produc1oCE.IVD de ampijftcac16nrea~lime). cada muestra ha sido testada para realizar todo el
procedimiento de análisIs: extracción con el sistema de extracción automático ELITe STAR System y
amplifICacióncon los productos€LlTechGroup S.pA Los resultados se resumenen la siguientetabla.

Muestras N positivas negatfvas

liquido cefalorraquideonegativo para el AONde HSV2 2. O 2'
Plasma recolectadoen EOTA negativo para el ADNde HSV2 30 O 30
Sangre entera recolectadaen EOTA negativapara el AON de HSV2 30 O 30

Especificidad de diagnóstico: conflrmaclón de muestms negativas
La senstbifdadde dlagn6sticode la prueba, entencfldacomo confirmaciónde muestras negativas.ha

sido evaluadaU1ilizandoalgunasmuestrasdínicas de liquidocefakmaquldeoy de sangreentera recolectadaen
EOTAnegativasparael AONde HSV2, resutlandomayor al 98.0%.

La especificidad de diagn6sfioo ha sido evaluada utilizando como material de referencia 31
muestras de liquido cefalorraquldeo. todas negativas para el AONde HSV2 (probadas con un prodUClo"CE
IVO de amplfllcación real time) y 24 muestras de sangre entera recolectada en EOTA de donadores
presumiblementenegativos para el ADN de HSV2 (Biological Sample Ubrary Europe SAS .• Li6n. Francia).
Para realizar todo el procedimientode análisis. extraocióny amplificación.en cada muestra se utilizaron los
productosELlTechGroup S.pA

Los resultados se presentan en la siguiente tabla.

Muestras N positivas negativas
líquido celalorraqurdeonegativo para el AONde HSV2 31 O 26
Sangre entera recolectadaen EOTAnegativa para el ADNde HSV2 2. O 2.
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Todas las muestras posllivadas para el ADN de HSV2 se han identificadocorrectamente como
positivos.La senslbl1idadde diagnósticode la prueba fue Igual a 1000/0.

Muestras-
- - N positivas negativas

LIquidocefalorraquldeoposltivadopara el AONde HSV2 22 22 O

Plasmarecolectadoen EDTAposilivadopara el ADNde HSV2 30 30 O

recolectadaen EOTAposltlvadapara el AONde HSV2 30 2. O

Todas las muestras positivadas para el AON de HSV2 se han identificado correctamente como
positivo.

La sensibilidadde diagn6stico ha sido evatuadautilizando22 muestras de liquido cefalorraquldeo
negativas para el ADN de HSV2. positivadas a bajo titulo añadiendo la muestra 1OC032RH de
EllTechGroup S.p.A., 30 muestrasde plasma recolectadoen EOTA negallvas,positivadasa bajo titulo para
el AONde HSV2añadiendola muestraHSV08.12(OCMO2008HerpesSimplexVirus EQA Panel. Qnostics
Ud, Escocia. Reino Unido) y 30 muestras de sangre entera reooleetadaen EDTA negativas, positivadas a
baJoUtub para el ADN de HSV2añadiendo la muestraHSV08-12(OCMO2008HerpesSlmplex Virus EQA
Panel. -Qnostics LId. Escocia. Reino Unido). Cada muestra ha sido testada para realizar lodo el
procedimiento de análisis: extracción con el sistema de extracción automático EUTe STAR System y
amplifICacióncon los productosELlTechGroupS.pA

Los resultadosse resumenen la siguientetabla.

Muestras N positivas negativas

Uquido cefalorraquldeoposilivadopara el ADNde HSV2 21 21 O
Sangreentera recolectadaen EOTA posilivadapara el ADNde 20 20 O
HSV2

- positivasMuestras N negativas

J.lauidocefalorraquldeopositivadopara el AONde HSV2 21 21 O
Plasmarecolectadoen EDTAposilivadopara el AONde HSV2 . 30 30 - 0-
: Sangreentera recolectadaen EDTAposltivadapara el ADNde HSV2 32 32 O

Una muestrapositivade sangreenterapara HSV2no era válida.
La sensibllidadde diagnÓSticode la pruebafue igual a 100%,
La sensibilidad de diagn6stico ha sido evaluadautilizando 21 muestras de liquido cefatorraquldeo

negativaspara el ADN de HSV2.positivadasa bajo trlulo añadiendola muestraHSV2MQP01- High sample
(MolecularO Panel HSV2MOP01.OnosticsUd. Escocia.ReInoUnido), 30 muestrasde plasma recolectado
en EDTA negativas,positivadasa bajo titulo para el AONde HSV2añadiendola muestraHSV08-12 (OCMD
2008 Herpes Simplex Virus EOA Panel. Qnostics Ud, Escocia. Reino Unido) y 30 muestras de sangre
entera recolectadaen EDTA negativas.poslllvadasa baJotitulo para el AONde HSV2añadiendo la muestra

OJ HSV08.12 (OCMD2008HerpesSlmplexVirus EOAPanel.OnosticsLtd, Escocia,ReinoUnido) y la muestra

;;
m HSV08.10 (OCMD 2010 Herpes Simplex Virus EOA Panel, Qnostics lid. Escocia. Reino Unido). Cada

. - n~ muestraha sido testada para realizar todo el procedimientode análisis: extra0ci6ny configuraciónPCR con
-< ~ I sistema de extracci6n automático ELITe GALAXY System y ampliftcación con los productos
en '7J'" -o. UTechGroupS.p.A.
~ ~ ~~ ~ Los resuhadosse resumenen la siguientetabla.

~ b> ~ f"lt::"
cn.~.~~
en . z Z
> ñm. ~s;:

sensibilidad de diagnóstico: c:onfinnación de muestras positivas Especificidad analítica: ausencia de reactlvidad cruzada con marcadores potencialmente Interferentes

~

La sensib~idadde diagn6sticode la prueba,entendidac:omoconfirmaciónde muestrasdinicas positivas, la especificidad analftlca de la prueba, como ausencia de reacllvk:ladcruzadacon otros marcadores
ro c: ha sidoevaluadautilizandoagunas muestrasdinlcas de fiquoo cefalorraquideoy de sangreenterarecolectada potencialmente inlerterentes, ha sido evaluada confrontando las secuencias con bases de datos.=.. __ en EDTApositivadasconel AONde HSV2.resuttandomayor00197,6%. nucleotldicas.
'< 'C La sensibilidadde diagnósticoha sidO'"';aluadautiliiando"eomo malerial de referencia21 muestras _.- -------- --E-' an~lis- de- Ia~aline~ac''''n~d'e-'as-secuenciasde los olirlonuClé6tldos primers y de la sonda
~ O !P. liquido cefalorraquldeo negativas, posltivadas a bajo trlulo para el AON de HSV2 con el OCMD 2007 d '" IV 'l' ------
ro Herpes simplex virus Proficiency Panel (Onostics Ud, Escocia, Reino Unido) y 20 muestras de sangre fluorescentecon las secuenciasdisponibles en la base de datos de organismosdistintos del HSV2.entre los
3 tera recolectadasen EDTA.de donadores presumiblementenegativos (BiologicalSample Library Europe cuales se encuentran las de los genomas completos de HSV1y VZV, el herpesvlrus humano más parecido
<n S . ,U6n, Francia), positivadasa bajo titulo para el AON de HSV2 con el OCMO2008 Herpes slmplex al HSV2, ha demostradosu especificidady la ausencia de homologlas significativas.

virus EOA Panel (OnosticsUd. seotland. UK). Para realizar todo el procedimientode anál1sis,extracción y La especifrcidad analiUca de la prueba. como ausencia de reactividad cruzada con. olros
ampliftcación.en cadamuestrase utilizaron los prodUClOSELlTechGroupS.pA marcadores potencialmentefnterferentes,ha sido verifteadaU1ilizandoun panel para proflciencytesl.

Los resutladosse resumenen la siguientetabla. la especificidad analítica ha sido verificada utmzando como materlal de referencia 'Calibradoun
panel con muestras positivas para HSV1 y VZV (OCMD 2007 Herpes slmplex virus Proficlency Panel.
Qnosllcs Ud, Escocia, Reino Unido). Cada muestra del panel fue utllizada en 2 repeticiones para realizar
lodo el procedimientode análisis. extracción y amplifICación.con los productos ELlTechGroupS.pA

los resuttados obtenidos se presentan en el apartado -Sensibilidad analftica: reproducibllidad con
panel para proficiencytesr.

No se ha detectado ninguna reactividadcruzada con las muestraspositivas para el ADN de HSV1y
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La especificktad de diagnóstico ha sido evaluada utilizando 22 muestras de líquido cefalorraquideo.

~

egalivas para el AON de HSV2, 34 muestras de plasma recolectado en EDTA negativas para el AON de
ce !:: HSV2 y 36 muestras de sangre entera reoolectada en EDlA negativas para el AON de H$V2 (lestadas con
_. un producto CE.IVO de ampnficaci6n real-Ume). Cada muestra ha sido testada para realizar todo el
en rocedimiento de análisis: extracción oon el sistema de extracción automático ELITe GALAXY System y
~ 0_. lif¡cación con los productos ELITechGroup S.pAro Q O Los resultados se resumen en la siguiente tabla.
3([>::J
en Muestras N positivas negativas

llq. cefalorraquldeo negativo para el AON de HSV2 22 O 22

Plasma recolectado en EDT A negativo para el AON de HSV2 34 O 34

Sangre entera recolectada en EOT A negativa para el ADN de HSV2 36 O 36

Todas las muestras se han identifICado correctamente como negativas para el ADN de HSV2.
La especifICidad de diagnOstico de la prueba fue igual a 100%.

Nota: Los datos y los resullados completos de las pruebas realizadas para evaluar las evaluacion de
desempeño del producto con las matrices y los equipos están señaladas en la Sección 7 del Fascrculo
Técnico del Producto "HSV2 ELITe MGee Kit-, FTP RTS032PLD.

PROBLEMAS Y SOLUCIONES

AON blanco no detectado en la reaccl6n de Posltlve Control I o del Q - PeA Standard o Coeficiente
. de correlacl6n de la Curva esUlndar no válido

Causas •••.•slbles SolucIones
Dispensar cuidadosamente los reactivos en la mlcroplaca
siguiendo el plan de trabajo.

Error en la dispensación de la mlcroplaca.
Controlar los votúmenes de mezcla de reacción
dispensados.
Controlar los volúmenes de control positivo o los estándar
cfistribuldos.

, Degradación de la sonda. Utilizar una nueva alícuota de la mezcla de amplificación.

Degradaci6n del control positivo o estandar. Utilizar una nueva allcuota de control.positivo o estAndar.

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

Controlar el ciclo térmico •.••.•.••.•ramado en el oouloo.
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ular o elevada en las reacciones
Soluciones

Mezclar (;uidadosamente, pipeteando tres veces,
muestras. control negativo y control positivo o esténdar en
la mezcla de reaceión. Evitar crear burbu as.
Programar el intervalo de calculo de "baseline- en una
zona de clclos en la cual la fluorescencia de fondo ya se
encuentre estabilizada (controlar los registros -Results- I

"Componenn y que la fluorescencia de la senal no haya
comenzado a crecer todavfa. por ejemplo del ciclo 6 al
ciclo 15.
Programar el calculo automátlco de la
seleccionando la o Ión -autobaseline-.

03111114

Error en la programación de la ~asenne-.

Presencia de fluorescencIa de fondo irre
causas slbles

Error en la dispensación de la muestra.

AON blanco detectado en la reaccl6n de Control neoatlvo
Causas "'oslbtes 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. Dispensar cuidadosamente muestras, control negativo y
control positivo o estándar en la microplaca siguiendo el
lan de traba~.

Error durante la programación del equpe.
Controlar la posición de ~U~~":,S,control negativo y
control nnsitivo o estandar r ramada en el eauiOO.

Microplaca mal cerrada. Cerrar con cuidado la microplaca.

Contaminación del agua bidesl1lada estéril. Utilizar una nueva alicuota de agua estén1.

Contaminación de la mezcla de amplilicación. Utilizar una nueva alicuota de la mezcla de amplificación.

Contaminación del área de extracción I Umpiar superficies e instrumentos con detergentes
preparación de las reacciones de
amnlilicación.

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

Pág. 23127AovIsi6n 1203f11114

E. AureUus et al. (1993) J. Med.Virofogy~: 179 -186
E. A. Lukhtanov et al. (2007) NucJefcAcids Res.~: e30
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HSV2 ELITe MGB~ Kitreactivo' rAm !ificac1ón ReafTíme del ADN'
jREF[ RTS032PLD

HSV2 ELITe MGB~ Kit
-reactivo r~Am ¡"¡ficación"Real Tfmedel'AON IREFI RTS032PLD

Presencia de curva de disociación anómala
Causas oosibles Soluciones

Controlar que el el del detector FAM sea inferior a 30.
. Cantidades elevadas de producto de amplificación

Ausencia de un pic,adefinido.
presentes al finallzar -la reacción pueden -interferir en -el

Pico definido pero diferente del de otras
análisis de la curva de disociación.
Repetir la amplificación de la muestra para confirmar la

mu~stras y de los estándares. presencia de un AON blanco con una posible mutación.
Para confirmar la presencia de una mutación, se debería
secuenciar el ADN blanco oresente en la muestra.

SIGNIACADO DE LOS SIMBOLOS

Número de catálogo.

Limite superior de temperatura.

Código de lote.

Utilizar antes del último día del mes.

AVISO AL COMPRADOR: LICENCIA LIMITADA

Este producto se vende sobre la base del contrato de licencia entre Epoch Biosciences, LLC y Life
Technologies, Inc. El precio de .compra de este producto incluye los derechos - limitados y no transferibles •
de usar esta cantidad de ,producto, unicamente para las actividades del comprador que sean directamente

-----------'-e-Ia-clonadas con eIClla1fncjsticb~Uinano-;--Para-obtener-información sobre la adquisición de una licencia de
este producto para fines diferentes a los definidos anteriormente, por favor comuníquese con el
Departamento de Licencias de Life Technologies, Inc., 5791 Val AlIen Way, Carlsbad, CA 92008. Correo
electrónico: outlicensing@tifelech.com.

Los reactivos de detección ELITe MGse 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.

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 'i 5,876,930 Y las correspondientes patentes extranjeras, unicamente para usar este producto en
un análisis 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 patente 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, sólo para el diagnóstico humano. Ni
ELITechGroup S.p.A., ni sus licenciadores conceden cualquier otra licencia, explicita o implícita para
cualquier otro propósito.

¡¡VD I Dispositivo médico diagnóstico in vitro.

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

Revisión 1203111/14

..QlAsymphO~M es una marca registrada de QIAGEN.

Plafinurrf Tfi es una marca registrada de Lile 1echnologies lne.

~Nu::liSB'JS" BasyMAG-. son marcas registradas de bioMérleux .

Pág. 25127Revisión 1203111/14

Fabricante.

Atención, consultar las instrucciones de uso.

Mantener alejado de la luz solar.

Contenido.

Contenido suficiente para ~N~test.

mailto:outlicensing@tifelech.com.
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IREFI CTR032PLD

Clasificación eU uetadoCantidad

-4x 65¡.rl
Desen 16n

llOIud6n do ptti'mIdo

Com onente
HSV2. Poslttvo Control

MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO

IMATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN EL PRODUCTO I
--campana de flujo laminar.
- Guantes sin poNO deseartables de látex o sImilares .
• Mezclador vortex.
- MicrocentrHuga de mesa (12.000 - 14.000 RPM).
_ Mlcropipetas y tips estériles con filtro para aerosol o de dispensación positiva -{2.20 IJL. 5-50 IJL.

50-200 1Jl}.
- Agua bides1ilada esténl.
_Termostato programable con sistema óptico de detección de la fluorescencia 7300 Real Time PCR System

07500 Fast Ox Real-TIme PCR Instrument cafibrado segun las Indicaciones del fabricante.

OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS

HSV2 - ELITe Posltive Control
control ositivodeAON-lásmídlcó ---'r: análiSlscualitativo

ElITechGroup•
ELlTechGroup S.p.A.
C.SO Svlzzera, 185

10149 Torlno ITALY
OfltJNls: Te!. +39-011 976 191 Fb: +39'011"936 7611

E. maU: emd.Bupport@elitechgroup.com
sitio WEB: www.elltechgroup.com

CE
,_..,..;H-,-S.V2- ELITe Positive Control .~

control positivo de ADN plásmidico por análisis cualitativot-20'ClREFi CTR032PLD

Los reactlvos para la amp1iflcacl6n no están Incluidos en este producto. Para realizar estas fases
anallticas se aconseja la utillzaci6n de los siguientes productos producidos por EllTechGroup S.pA:

eHSV2 ELITe MGBe KIt- (código RTS032PlD), mezcla de reacel6n completa y lista para su uso
para la amplificación real tIme en una solución estabilizadora.

Para la extrac:cl6n manual del ADN de las muestras a anarazar, se aconseja utilizar los productos
genérioos eEXTRAblood. (EllTechGroup S.pA, código EXTB01), kit de extracción del AON de muestras
eeMares o eEXTRAgen. (EllTechGroup S.pA, código EXTG01). kit de extra0ci6n de los écldos nudeicos
de muestras no celulares.

Para la extracc:l6n automática del AON de las muestras a analizar, se aconseja utJ1lzar los productos
genéricos NucIISENSC!) easyMAGC!) Reagents (bioMérieux SAo códigos 280130, 280131, 280132, 280133,
280134, 280135), kit de extracción de los éddos nuclelcos de muestras biológicas, con el equipo
NucIiSENS4' eaSyMAG4' (bloMérieux SA, código 2oo111).

Para el control positivo de extracd6n y control de inhibición se requiere el uso de k>s productos
genéricos eCPE.oNA Internal Control. {EUTechGroup S.pA., código CTREXTG) o
eCPE - Internal Control. (ELlTechGroup S.p.A., o6c:Ilgo CTRCPE), control posItivo de extracción de AON
plasmldioo para extracciones del ADN de muestras no celulares.

Si estuviera previsto el uso de un equIpo 7300 Real- TIme PCR System, se aconseja utlllzar el
producto genérico eQ - PCR Mlcroplates. (EUTechGroup S.pA, código RTSACC01) mlcroptaeas con c.n
pocillos de 0,2 mL y Iilminas adhesivas pam la amplifteacl6n real time.

Si estuviera previsto el uso de un equipo 7500 Fast Dx Real-Tlme PCR Instrument, se aconseja c::::I)
utilizar el producto genérico eQ • PCR Mlcroplates Fasb (ElITechGroup S.pA, código RTSACC02)
microplacas con poclIlos de 0,1 ml y láminas adhesivas para la ampUflC8c16n real time.

Si se requiere la deteocl6n y cuantiftcaeión del AON de HSV2 (anáUsls cuantitativo) se aconseja usar C:n
el producto eHSV2 ELITe Standard. (EUTechGroup S.pA, código ST0032PlO), cuatro diluciones de ADN .••
plasmldioo en cantidad conocida para obtener la curva esténdar. "'-' .

Pltg.114

pflg.1
pilg.1
pág. 2
pAg.2
pág. 2
plig.3
pig.4
plig.4
pflg.4

Rtl'YIsl6n 08""""
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El producto eHSV2 - ELITe Posltlve Control. se utiliza como oontrol positivo en las pruebas
cualitativas de ampliflcacl6n de tos ilcldas nucleJcos para la detección del AON del virus humano Herpes

~

Simplex de tipo 2 (HSV2) con el producto eHSV2 ELITe MGBo KIt- de ElITechGroup S.pA.

'" - ---------------------<O.J~~\ I PRESENTACiÓN DEL PRODUCTO I
~~!.,. El producto provee el Positiva Control, una solución estabie de plá.smido que contiene la secuencia~-.:..It- d~ interés, dosificada en cuatro probetas y listas para su uso. Cada probeta contiene 65 Vl de solución,
m ",. _ sufICiente para 3 sesiones.

:!: ~ m El plásmldo contiene una región del gen codiflCSnte, la glicoproteina G (gpG) de HSV2. La
~ ••• () ~ deteccl6n del AON blanco durante la reaccl6n de ampllflCacl6n confrrma su capacidad para identificar la

(Ir Z Z ¡itesencia de AON de HSV2.-m
~ ()r El producto permite efectuar 12 reacciones de ampllficacl6n utilizando 20 ~l por reacci6n.

J' :r.•

mailto:emd.Bupport@elitechgroup.com
http://www.elltechgroup.com


HSV2 - ELITe Positive Control
control ositivo deAON" lásmidico r análisIs cualitativo
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S 23-25. No respirar los gaseslhumoslvapores/aerosoles. Evitar el contacto con los ojos.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
PROCEDIMIENTO

Revisión 0828105113

Fabricante.

Contenido.

Atención, consultar las instrucciones de uso.

Contenido suficiente para "W test.

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

Código de lote.

Número de catálogo.

Limite superior de temperatura.

El producto «HSV2 - ELITe Positiva Control. debe ser usado con la mezcla completa de reactivo
del producto «HSV2 ELITe MGB~ Klb.

Antes de uso, extraer y descongelar las probetas de HSV2 -. -Posltlve Control. Agitar delicadamente
las probetas, centrifugarlas durante 5 segundos para obtener en el fondo el contenido y mantenerlas en
hielo.

El HSV2 • Positivo Control está listo para su uso, por 10 tanto debe utilizarse agregándole 20 IJL
directamente a la mezcla de reacción.

.El procedimiento completo, que prevé la preparación y la realización de una reacción de
amplificación real time en micro placa con un termostalo programable con sistema óptico de detección de la
fluorescencia (thermal cycler para amplificación real time), se describe de manera detallada en el manual de
instrucciones para el uso que se adjunta al producto «HSV2 ELITe MGB" Kib.

Las características de las prestaciones y los limites del procedimiento de la prueba completa para la
detección del ADN de HSV2 se describen de manera detallada en el manual de instrucciones de uso
adjunto al producto «HSV2 ELITe MGBe Kit-

Nota: El HSV2 - Positive Control puede ser congelado y descongelado hasta tres veces.

BIBLlOGRAFIA

Utilizar antes del último dla del mes.

SIGNIFICADO DE LOS SIMBOLOS

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

Dispositivo médico diagnóstico in vitro.

Pág. 3/4Revisión oa28105/13

Este producto es para uso exclusivo In vltro.
Advertencias y precauciones generales

Manipular y eliminar todas las muestras biológicas como si pudiesen transmitir agentes infecciosos.
Evitar el contacto directo con las muestras biológicas. No producir salpicaduras ni aerosol. El material que
está en contacto con las muestras biológicas debe ser tratado con hipoclorito de sodio al 3% por al menos
30 minutos o bien tratado en autoclave a 121CQdura nte una hora antes de ser eliminado.

Manipular y eliminar todos los reactivos y todos los materiales usados para realizar la prueba como
si fuesen agentes infecciosos. 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 líquidos que contienen ácidos o bases deben ser

~

eutralizadOS antes de la eliminación.
Q? c:: Usar indumentaria de protección y guantes adecuados, protegerse los ojos o la cara.
O » . No pipetear con la boca ninguna solución.
::;q No comer, beber, fumar o aplicarse cosméticos en el área de trabajo.it go. Lavarse bien las manos después del manejo de muestras y reactivos.
3~ Eliminar los reactivos sobrantes y los residuos según las normas vigentes.
"" O Leer atentamente todas las instrucciones provistas en el producto antes de realizar la prueba.~ g Respetar las instrucciones provistas en el producto durante la ejecución de la prueba.
;t> iD. Respetar la fecha de caducidad del producto.
)N Utilizar sólo los reactivos presentes en el producto y los aconsejados por el fabricante.

No usar reactivos que provengan de lotes diferentes.
No utilizar reactivos que provengan de productos de otros fabrican les.

Advertencias y precauciones en los procedimientos de biología molecular
Los procedimientos de biologia molecular, como la extracción, la transcripción inversa, la

amplificación y la delección de ácidos nucleicos, requieren personal competente y instruido para evitar el
riesgo de resultados incorrectos, en particular a causa de la degradación de los ácidos nucleicos de las
muestras o de la contaminación de las mismas por parte de productos de amplificación.

Es necesario disponer de áreas separadas para la extracción I preparación de las reacciones de
amplificación o para la amplificación I delección de los productos de amplificación. Nunca introducir un
producto de amplifICación en el área de extracción 1preparación de las reacciones de amplificación.

Es necesario disponer de batas, guantes e instrumentos destinados para la extracción I preparación
de las reacciones de amplificación y para la amplifICación I detección de productos de amplificación. Nunca
transferir batas, guantes e instrumentos del área de amplifICación 1 detección de productos de amplificación
al área de extracción 1preparación de las reacciones de amplificación.

~

Las muestras deben ser destinadas exclusivamente a este tipo de análisis. Las muestras deben ser
\ manipuladas bajo una campana de flujo laminar. Las probetas que contengan muestras diferentes nunca
. O deben ser abiertas al mismo tiempo. Las pipetas utilizadas para manipular las muestras deben ser

~_i". . destinadas sólo a e~~e uso. Las pipetas d~b.en se~ del tipo de d.ispensación positiva o usar.tips con filtro.para
~~ aerosol. Los tips utilizados deben ser eslenles, sin la presenCia de ADNasa y ARNasa, sin la presencia de
en () ~~ ADN YARN.
~ ~ ~ ~. Los reactivos deben ser manipulados bajo campana de flujo laminar. Los reactivos necesarios para
.-;\,....;:O -:<~ la amplificación deben ser preparados de manera tal que sean utilizados en una sola sesión. Las pipetas
rn -!"- » uljMzadas para manipular los reactivos deben ser destinadas sólo a este uso. Las pipetas deben ser del tipo
s:: .:o. -; }:>:<:::""' de dispensación positiva o usar tips con filtro para aerosoles. Los tips utilizados deben ser estériles, sin la
cn~ m N <presencia de ADNasa y ARNasa, sin la presencia de ADN y ARN.
(J) ~ Los productos de amplificación deben ser manipulados en modo de limitar al máximo su dispersión
» - m en el ambiente para evitar contaminaciones. Las pipetas utilizadas para manipular los productos de
~_r amplificación deben ser destinadas s610 a este uso.
» Advertencias y precauciones específicas para los componentes

El HSV2. Positive Control debe ser <:ongelado y descongelado por un máximo de tres veces.
El HSV2 ~ Positive Control no presenta frases de riesgo (R) y presenta los siguientes consejos

de prudencia (S):
SCH rnCTR032PLD_es
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• Campana de 1IuJolaminar.
_Guantes sin polvo descartables de látex o similares.
- Mezclador vortex.
• Microcentrlfuga de mesa (12.000 - 14.000 RPM).
• Micropipetas y tips estériles con filtro para aerosol o de dispensaci6n positiva (2.20 IJL, 5--50 IJL,

50-200 VL).
• Agua bidestnada estérD.
• Tennostato programable con sistema 6ptico de deteccl6n de la fluorescencia 7300 Real TIme PCR System

o 7500 Fast Ox Real- nme PCR Instrument calibrado segun las Indicaciones del fabricante.

Comnonente DescriDClón Cantidad Clasificación v ellnuetado

HSV2 Q • PCR Standard 10S
soIucI6n de pl!,rrido en 2 • .200 .,L
ptClbela con tapón ROJO

HSV2 Q. PeR Standard 10-
soIuci6n de pléSlrido en h200JIl.probeta con tap6n AZUL

HSV2 Q. PeR standard 1l)J 8OI!.d6n de plásmido en 2;1( 200 Id- -probetII con tapón VERDE

HSV2 Q. PeR Standard 1()2 solUcl6n de pl6:smldo en 2ll200~ -probetll con hipó" AMARUO

I MATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN EL PRODUCTO I

Los reactivos para la amplificación no están Induldos en este producto. Para realizar estas fases
analltlcas se aconseja la utl1izaci6n de tos siguientes productos accesorios producidos por EUTechGroup
S.pA:

eHSV2 ELITe MGBe KIt» (código RTS032PLO). mezcla de reeocl6n completa y lista para su uso
para la ampliftcaci6n real Ume en una solución estabilizadora.

Para la extracción manual del AON de las muestras a analizar, se aconseja utilizar los productos
genértcos eEXTRAblood. (ELlTechGroup S.p.A., c6digo EXTB01), kit de extracción del AON de muestras
celulares o eEXTRAgen. (ELITechGroup S.pA, código EXTG01), kit de extracd6n de los 8cldos nudelcos
de muestras no celulares.

OTROS PRODUCTOS REQUERIDOS

HSV2 ELITe Standard
-co--n-ti~oI-d-e~A-D-N--lásrnidioo ranálisis cuantitativo

MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO

pllg. 1
pAgo 1
pAgo 2
pág. 2
pAgo 2
pAgo 3
pllg. 4
pAg. 4
pAgo 4
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ELlTechGroup•
ELITechGroup S.p.A.
C.so Svlzzera, 185

10149 lorlno ITALY
.00000nas: Te!' +3g..()1197&191 FllI +39-411936 7611

~ E. mall: cmd.support@elltechgroup.com
sitio WEB: www.elitechgroup.com
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control de ADN plásmidico por ariéTiSiSCUantilatiVcl- ...-
HSV2 ELITe StandardI~---~~~-"=',.,--.

~
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?> ,ro" PRESENTACiÓN DEL PRODUCTO

. N MATERIAL PROVISTO EN EL PRODUCTO
MATERIAL REQUERIDO NO PROVISTO EN EL PRODUCTO
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
PROCEDIMIENTO
BIBUOGRAÁA
SIGNIFICADO DE LOS SfMBOLOS

El producto .HSV2 ELITo Standard. se utDlza como control poslllvo y AON estándar de cantidad
conocida en las pruebas cualitativas de ampliftcaci6n de los Aeidos nucleicos para la detección y
cuantificac:lón del AON del virus humano Herpes Slmplex de tipo 2 (HSV2) con el producto .HSV2
ELITe MGBe KIt» de ELITechGroup S.pA

PRESENTACiÓN DEL PRODUCTO

Para la extracd6n automática del AON de las muestras a analizar, se aconseja utilizar los productos
genéricos NucllSENSf:l easyMAGf:l Reagents (bioMérieux SA, códigos 280130. 280131, 280132, 280133.
280134, 280135). kit de extracd6n de los ácidos nudelcos de muestras biológicas, <:cn el equipo
NucIlSENSf:l easyMAGe .(bioMérieux SAo código 200111).

Para el control positivo de extracci6n y control de inhibici6n se requiere el uso de los productos
genéricos .CPE.QNA Internal Control. (ELITechGroup S.pA, código CTREXTG) o
.CPE • Internal Control. (EUTechGroup S.p.A.. código CTRCPE). control poslllvo de exttacci6n de ACN
plasmldico para extracciones del ADN de muestras no celulares.

SI estuviera previsto el uso de un equipo 7300 Real.Time PCR System. se aconseJa utilizar el
producto genérico .Q • PCR Mlc:roplates. (EllTechGroup S.pA, código RTSAOC01) miclOplacas con
pocillos de 0.2 mL y láminas adhesivas para la ampliftcación real time.

Si estuviera previsto el uso de un equipo 7500 Fast Dx Real- Time PCR Instrument, se aconseja
utillzar el producto genérico eQ • PCR Mlc:roplates Fast» (ELlTechGroup S.pA, código RTSACC02)
mlcroplacas con poclIlos de 0,1 mL y lámInas adhesivas para la amplifICación real time.

Si se requiere la delecclón del AON de HSV2 (análisis -cualitativo). se aconseja usar el p
.HSV2 • EUT(l Posltlve Control. (ELITechGroup S.pA. código CTR032PLO), control positivo d ":9~
pls.mld"",. .r,; ¡ p;'-¡" ~
SCHmSTD032P1..D_e5 2M)SI13 RtmsI6n08 PA') i~ fJ ~:g ¡.-e O i

':,~ .~
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El producto suministra los Q • PCR Standard, cuatro soluciones estabilizadas de plAsmido. de

~

o título conocido que contienen las secuencias de Inlerés, dosificadas en dos probetas cada una y listas
~ ;;c'" para su uso. Cada probeta contiene 200 IJl de solucl6n, suficiente para ocho sesiones.

0- ~ El plásmido contiene una región del gen codiflC8nte, la gllc:oprotelna G (gpG) de HSV2. La
-< ~¡= deteccl6n del AON blanco durante la reacción de ampliflCaCi6n real time confrnna su capacidad para
en ~ oldenliflCar la presencia del AON de HSV2 y permite calcular la curva estándar.

~ ;: ~ _ El producto permite efectuar 16 sesiones analíticas distintas utilizando 20 IJL por reacción.

3::.. ...•~_.
-<nNm~ .en~o estando disponibles materiales de referencia de orden superior o aprobados por la OMS para HSV2, la
. ! ffi conoentrad6n del estándar ,ha sido detenninada espectrofotométricamente a trav.és da la medicl6n .de la
"?" ~ s;: absorbencia de la preparación de AON del pltlsmldo.

~

mailto:cmd.support@elltechgroup.com
http://www.elitechgroup.com


HSV2 ELITe Standard
"coritrol de AON lásmidico or analisis cUantitativo

lREFI STD032PLD
HSV2 ELITe Standard

'coñtrorde ADN lásmidico r análisis cuantitativo. jREFI STD032PLD

S 23-25. No respirar los gaseslhumoslvaporeslaerosoles. Evitar el contacto con los ojos.

Revisión 08

Contenido.

Atención, consultar las instrucciones de uso.

Contenido suficiente para -N" test.

"Fabricante.

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

U'I

~

D~~~'
~ i'd ¡;¡ 's:1~~~?Y

Dispositivo médico diagnóstico in vitre.

Código de lote.

Utilizar antes del último día del mes.

limite superior de temperatura.

Número de catálogo .

BIBLIOGRAFíA

PROCEDIMIENTO

SIGNIFICADO DE LOS SIMBOLOS

E. Aurelius et al. {1993) J. Med. Viro'ogy~: 179 - 186

El producto «HSV2 ELITe Standard_ debe ser usado con la mezcla completa de reactivo del
producto «HSV2 ELITe MGBII Kitlt.

Antes de uso, extraer y descongelar las probetas de HSV2 Q • PCR Standard. Agitar delicadamente
las probetas, centrifugarlas durante 5 segundos para obtener en el fondo el contenido y mantener1as en
hielo.

El HSV2 Q - PCR Standard está listo para su uso, por lo tanto debe utilizarse agregándole 20 ~L
directamente a la mezcla de reacción.

El proceclimiento completo, que prevé la preparación y la realización de una reacción de
amplificación real time en micro placa con un termostato programable con sistema óptico de detección de la
fluorescencia (thermal cycler para ampiificación real time), se describe de manera detallada en el manual de
instrucciones para el uso que se adjunta al producto «HSV2 ELITe MGBII Klb.

las características de las prestaciones y los limites del procedimiento de la prueba completa de
detección y cuantificación del ADN de HSV2 se describen de manera detallada en el manual de
instrucciones para el uso que se adjunta al producto «HSV2 ELITe MGBe Kit».

Nota: El HSV2 Q • PCR Standard debe ser congelado y descongelado por un máximo de ocho veces.
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Este producto es para uso exclusivo In vitre.

Advertencias y precauciones generales
Manipular y eliminar todas las muestras biológicas como si pudiesen transmitir agentes infecciosos.

Evitar el- contacto directo con las muestras-biológicas: No producir salpicaduras ni aerosol. El material que
está en contacto con las muestras biológicas debe ser tratado con hipoclorito de sodio al 3% por al menos
30 minutos o bien tratado en autoclave a 121C"dura nte una hora antes de ser eliminado.

Manipular y eliminar todos los reactivos y todos los materiales utilizados para realizar la prueba
como si fuesen potencialmente infecciosos. 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
ácidos o bases deben ser neutralizados antes de la eliminación.

Usar indumentaria de protección y guantes adecuados, protegerse los ojos f la cara.
No pipetear COfl la boca ninguna solución.
No comer, beber, fumar 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 realizar la prueba.
Respetar las instrucciones provistas en el producto durante la ejecución de la prueba.
Respetar la fecha de caducidad del producto.
Utilizar sólo los reactivos presentes en el producto y los aconsejados por el fabricante.
No usar reactivos que provengan de lotes diferentes.
No utilizar reactivos que provengan de productos de otros fabricantes.

Advertencias y precauciones en los procedimientos de biología molecular
los procedimientos de biología molecular, como la extracción, la trascripción inversa, la

.amplificación y la detección de ácidos nucleicos, requieren personal competente e instruido para evitar el
riesgo de resultados incorrectos, en particular a causa de la degradación de los ácidos nucleicos de las
muestras o de la contaminación de las mismas por parte de productos de amplificación.

Es necesario disponer de áreas separadas para la extracción I preparación de las reacciones de
amplificación o para la amplificación f detección de los productos de amplifICación. Nunca introducir un
producto de amplificación en el área de extracción I preparación de las reacciones de amplificación.

Es necesario disponer de batas, guantes e instrumentos destinados para la extracción I preparación
de las reacciones de amplificación y para la amplificación I detección de productos de amplificación. Nunca
transferir batas, guantes e instrumentos del área de amplificación I detección de productos de amplificación
al área de extracción I preparación de las reacciones de amplificación.

las muestras deben ser destinadas exclusivamente a este tipo de análisis. las muestras deben ser
manipuladas bajo una campana de flujo laminar. las probetas que contengan muestras diferentes nunca
deben ser abiertas al mismo tiempo. las pipetas utilizadas para manipular las muestras deben ser
destinadas sólo a este uso. las pipetas deben ser del tipo de dispensación positiva o usar tips con filtro para
aerosol. los tips utilizados deben ser estériles, sin la presencia de AONasa y ARNasa, sin la presencia de
ADNyARN.

O O los reactivos deben ser manipulados bajo campana de flujo laminar. los reactivos necesarios para
~ f)j ~ la amplificación deben ser preparados de manera tal que sean utilizados en una sola sesión. las pipetas
O m\: utilizadas para manipular los reactivos deben ser destinadas sólo a este uso. las pipetas deben ser del tipo
cn-_ n~ de dispensación positiva o usar tips con filtro para aerosoles. los tips utilizados deben ser estériles, sin la
-<~r::!fl::' presencia de ADNasa y ARNasa, sin la presencia de ADN y ARN.
~ ~J los productos de amplificaCión deben ser manipulados en modo de limitar al máximo su dispersión
m ~~ en el ambiente para eVitar contaminaCiones las pipetas utilizadas para manipular los productos de
5: -P;~~ - amplificaCión deben ser destinadas sólo a este uso
(j) ~ ~~ _ Advertencias y precauciones específicas para los componentes
ú:j-~ El Q • PCR Standard debe ser congelado y descongelado por un máximo de ocho veces Otros
}.. O m ciclos de congelación I descongelación podrian causar una pérdida de titulo.
. >- ~ El Q • PCR Standard no presenta frases de riesgo {R) y presenta los siguientes consejos de

( ":J: prudencia (5):

~ SCHmSTOO32PLD_~ ,&O~" ""';,., Da
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CERTIFICADODEAUTORIZACIÓN DE VENTA DE

PRODUCTOSPARADIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

"2016 - Año del Bicentenario de la Declaración de la Indepen~encia Nacional"

Ministerio de Salud
Secretaría de Políticas, Regulación

e Institutos
A.N.M.A.T

1

1

1

1

1

1

1 Expediente nO1-47-6105/11-6

Se autoriza a la firma BIOSYSTEMSS.A. a importar y comercializar los Productos
1

para diagnóstico de uso in vitro denominados 1) HSV2 ELITe MGBKit/ prueba
1 .

Cu¡¡li-cuantitativa para la detección y cuantificación de ADN del vin,Js Herpes

Sirhplex tipo 2 (HSV2) en muestras de líquido cefalorraquídeo, sangre entera y

pl~sma recolectado con EDTA, 2) HSV2 ELITe Positive Control/ Control

po,~itivo en las pruebas cualitativas de detección con HSV2 ELITe MGB Kit 3)

HS¡V2ELITe Standard / Control positivo y y ADN standard de cantidad conocida

pa~a la detección y cuantificación con HSV2 ELITe MGB Kit. En envases por 1)

100 determinaciones conteniendo: HSV2 Q PCRMix 4 x 540jJl; 2) control positivo
I '.

4 x 65jJl; 3) HSV2 Q-PCR Standard 102 2 x 200jJl, HSV2 Q-PCR Standar,d 103 2 x

i

200jJl, HSV2 Q-PCR Standard 104 2 x 200jJl y HSV2 Q-PCR Standard! 105 2 x

20djJI. Vida útil: VENTICUATRO (24) meses conservado a -20°C. Se le asigna la
I

categoría: venta a Laboratorios de análisis clínicos por hallarse en las condiciones

1

I

establecidas en la Ley N° 16.463 Y Resolución Ministerial N° 145/98. Lugar de
I

elab¡oración: 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 ADMINISTRACION
¡

::l1n~8~.l.~2~.2NTOS, ALIMENTOS y TECNOLOGIA MEDICA. ce!rtificado

¡

~
?. /7..

,1

1
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ADMINISTRACIO~ NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS y TECNOLO\GIA
MEDICA I i¡ . ,

'1 . . I
Buenos Aires, i \~JMAYO 2016 f

I \ Firma y sello

I Oro ROBERTO LEO!:
Subadmlnlslrador 'Nacional

I A.N.M.A.~.
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