
"2016 - Año del Bicentenario de la Declaración de la lndepeJenCia Nacional"

I Ministerio de Salud
: Secretaría de Politicas, Regulación e

Institutos
A.N.M.A.T

DISPOSICiÓN N~
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n 5 OCT 2016

VISTO, el expediente nO 1-47-3110-557/16-8 del Registro de la

Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médi a y,

CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones la firma BIOSYSTEMS S.A. olicita la

mOdificación de presentación del producto para Diagnóstico de uso 1lIn Vitro"

denominado HPV Direct Flow CHIP Kit (e-BRID) , autorizado por certihcado NO

008081.

Que

Productos

a fojas 114 consta el informe técnico producido por el Servicio de

para Diagnóstico que establece que los productos rebnen las

condiciones de aptitud requeridas para su autorización.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen

16.463, Y Resolución Ministerial N° 145/98 Y Disposición N° 2674/99;

Ley NO

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

De'cretos NO 1490/92 Y por el Decreto N° 101 de fecha 16 de diciembre 6e12015.

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA

DI S P O N E:

ARTÍCULO 10.- Autorizase a la firma BIOSYSTEMS S.A. la modificación de

presentación del producto para Diagnóstico de uso "In Vitro" denomitdo HPXt.
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Direct Flow CHIP Kit (e-BRIO) que en lo sucesivo se expenderá en en ases por

30 DETERMINACIONES,CONTENIENDO: a) PCR Reagents; Mix PCR (1800 ~I),

Hot Start DNA Polymerase (20 ~I), Uracil-DNA Glycosylase (40 ~I); b)

Hybridization Reagents: Solución de hibridización (Reactivo A: 80 mi), Solución

de bloqueo (Reactivo B: 35 mi), Complejo Estreptavidina-Fosfatas Alcalina

(Reactivo C: 18 mi), Solución de lavado I (Reactivo D: 65 mi), Sus rato NBT

(Reactivo E-l: 15 mi), Cromógeno BCIP (Reactivo E-2: 15 mi), So ución de

lavado 11 (Reactivo F: 50 mi), Membranas con array de sondas (HPV HIP-HS:

30 unidades) y el agregado del nuevo componente Uracil-DNA Gly osylase

(40 !JI), cuya composición de detalla a fojas 03 . l
ARTÍCULO 20.- Acéptense los nuevos proyectos de ~ótulos y M nual de

Instrucciones a fojas16 a 84. Desglosándose fojas 54 a 76 .

008081, cuando el mismo se presente acompañado de la fotocopia au enticada

de la presente Disposición.

ARTÍCULO 4°.- Regístrese; gírese a la Dirección de Gestión de Inf rmación

Técnica a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas notif quese al

interesado y hágasele entrega de la copia autenticada de la presente Dibposición

junto con los nuevos proyectos de Rótulos y Manual de Instrucciones. dumPlido,

archívese.-

-1

Dr.ROiJeA Ll!8!
Subadmlnlslrador aclonal

A.N.M. T.2

10952
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Screéning y genotipado del virus del papilo a,,
hum1ano mediante amplificación e hibridación

! específica
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W 30 tests

For in vitro diagnostic use
Directive 98/79/CE and ISO 18113-2
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1 0'9
HPV Direct Flow CHIP es un kit de diagnóstico in vitro del virus del papiloma humano (HPV). La i

con HPV es un factor esencial en carcinogénesis cervical y anogenital (zur Hausen et al, 1974; Wal oom

et al, 1999; zur Hausen, 1996; zur Hausen 2002).

En base a su asociación con distintos grados de lesiones, el HPV se clasifica (Muñoz 2003) en geno ipos de

alto riesgo u oncogénicos, que pueden inducir carcinogénesis; y HPVs de bajo riesgo, que causan verrugas

genitales y colaboran con los HPVs de alto riesgo. . I
El sistema HPV Direct Flow CHIP permite la detección cualitativa del virus HPV y el genotipado de f6 tipos

de HPV (Alto nesgo- HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 Y 82, Y baJolnesgo- 1,
HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 62, 67, 69, 70, 71, 72, 81, 84, Y 89 (=CP6108)) mediante reaoción de

PCR(reacción en cadena de la polimerasa), seguida de hibridación en fase reversa, basada en la te nología

DNA-Flow con el equipo automático e-BRID. Además, en este pwtocolo, las muestras clínicas ueden

amplificarse directamente, sin necesidad de una extracción previa de ADN.

Estado Microbiológico: Producto no estéril.

2 PRINCIPIO DEL MÉTODO

La metodología de HPV Direct Flow CHIP kit se basa en la amplificación de un fragmento de la regi n virica

Ll del papilomavirus mediante PCR, seguido de una hibridación sobre una membrana de ny on que I

contiene las sondas de ADN específicas mediante la tecnología DNA-Flow. La plataforma de hibrdación I
automática e-BRID, basada en la tecnologia DNA-Flow, permite una unión muy rápida entre el prodrcto de

PCR y su sonda específica en un ambiente tridimensional poroso, en contraste con la hibrida

l
ión en l.

superficie convencional. Una vez producida la unión entre los amplicones especificos y sus sondas ¡.
correspondientes, la señai se visualiza mediante una reacción inmunoenzimática colorimétrlca con

Estreptavidina-Fosfatasa y un cromógeno (NBT-BCIP), que genera precipitados insolubles en la merbrana
en aquellas posiciones en las que se ha producido la hibridación. Esta señal es capturada y anali ada de

forma automática mediante el software hybri50ft.

HPV Direct Flow CHIP no requiere la extracción previa de ADN de las muestras, sino que directamente se

puede proceder a la amplificación por PCRa partir de suspensiones' celulares, células fijadas o seccibnes de

t'ejido parafinado, con la consecuente reducción de tiempo en manipulación de muestras y obterlción de

resultados.

Máster Diagnóstica S.L.
Avda. Conocimiento, 100. P.T. Ciencias de la Salud. 18016. Granada (España).
Tel: +34958271449. master@vitro,bio;www.masterdiagnostica.com

Rev: 22/12/2015 3/19

mailto:master@vitro,bio;www.masterdiagnostica.com


MAD-003930MU-MIX-E-30 I
MAD-POL-2 I
MAD-UNG-l I

1 vial x 1800 111
1 vial x 2.0 111
1 vial x40 111

Tabla 1: Reactivos de PCR suministrados en el kit.

HPV PCR mix

Ha! 5tart DNA Polymerase

Uracil-DNA Glycosylase

~.l'J\ ..<\
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3 . COMPONENTES f-ó~5 2
El kit proporciona todos los reactivos necesarios para procesar 30 muestras mediante amplificaoión por

PCRmúltiple y posterior hibridación.

,1 I '1 ' I3.1 ReactiVos para a PCRmu tlP e,.
30 tests (MAD-003930MU-P-E-30):

~_master
_~ diagnóstica

La mezcla de PCR de HPV contiene el tampón de PCR, dNTPs (U/T), agua libre de DNasas/R asas y
cebadores biotinilados. Los cebadores incluidos son específicos para la amplificación de un fragm nto de
la región Ll de HPVy pueden detectar al menos 36 genotipos de HPV. Además, se incluyen cebado es para
la amplificación de un fragmento de ADN genómico humano (gen de beta-giobina) usado como control
interno de la reacción de PCR.

3.2 Reactivos para la hibridación reversa

MAD-003930MA-E-30

MAD-003930MB- E-3D

MAD-003930MC- E-3D

MAD-003930MD- E-3D

MAD-003930MEl- E-3D

MAD-003930ME2~ E-3D

MAD-003930ME

MAD-003930MF- E-3D

MAD-003930M-CH-E-30

SOml

90ml

3S mi

18 mi

65 mi
15 mi

15 mi

1x 30 unidades

Tabla 2: Reactivos de hibridación suministrados en el kit.

Hybridization Solution (Reagent Al

Blocking Solution (Reagent Bl
Streptavidin-Alkaline Phosphatase (Reagent el
Washing Buffer I (Reagent D)

$ubstrate (Reagent El)

Chromogen (Reagent E2)

Reagent E

Washing Buffer 11(Reagent F)

HPV Chip (e-BRID)

30 tests (MAD-003930M-H-E-30):

IMPORTANTE: Todos los reactivos se suministron en formato listo poro uso, excepto los reactivos E-1 y E-2 q e deben
mezclarse en proporción 1:1 justo antes de su uso, en el vial vaclo proporcionado paro tal fin y etiqueta~o como

"ReaCtivo e~.

I

1

LiC~ ZDiéZ
;:;tfv~~.
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4 MATERIAL ADICIONAL REQUERIDO NO SUMINISTRADO

4.1 Reactivos V material

o Guantes desechables

o Tubos eppendorf de 0.2/0.5/1.5 mi libres de DNasa/RNasa

o Puntas de pipeta con filtro

o Solución salina (tampón PBS) 1X (libre de DNasas/RNasas)

o Agua destilada

o Paraffin Tissue Processing Kit, Ref: MAD-003952M (30 tésts)

4.2 Equipos

o Microcentrífuga

o Micropipetas automáticas: P1000, P200, P20 y P2

o Termociclador,
o Baño termostatizado o bloque térmico

o Bloque hielo o placa de frío (4º C)

o Equipo automatizado para hibridación e-BRID
o HybriSoft Software

5 CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Reactivos de PCR.Envío a 2-8 oC*' Una vez recibido se debe conservar almacenado a -20 oC,siend estable

hasta la fecha de caducidad especificada. Descongelar en hielo justo antes de usar. Los reactivosl de PCR

deben ser conservados en zonas libres de contaminación por ADN o productos de PCR. EVit]r ciclos

múltiples de congelación y descongelación.

Reactivos de hibridación. Envío y conservación a 2-8 oC'. No congeiar. Tanto los reactívos como los HPV

CHIPs son estables hasta la fecha de caducidad especificada. La solución de revelado se debe. reparar

justo antes de usar. El reactivo de hibridación (Reagent A) debe estar a 41°C antes de ser usado v[el resto

de reactivos deben usarse a temperatura ambiente.

* Se incluye un indicador de temperatura con el embalaje. En caso de que la cadena de frío se rompa se recomienda con actar
con el fabricante antes de utilizar los reactivos.

5/19Rev:22/12/2015
Máster Diagnóstica S.L.
Avda. Conocimiento, 100. P,T. Ciencias de la Salud. 18016. Granada (España).
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6 ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

I
o Lea las instrucciones de uso antes de utilizar este producto.

o Recomendaciones de seguridad:

?
~Las precauciones de seguridad se describen en la ficha de seguridad. Este producto está d stinado

. únicamente para uso profesional en un laboratorio, y no como fármaco, para uso doméstico ni otros

fines. La versión actual de la ficha de seguridad de este producto se puede descargar del s tia web

wW.vitro.bio o puede solicitarse a regulatory.md@vitro.bio.

o Consideraciones generales para evitar la contaminación con producto de PCR:

~

. ~a ayor fuente de contaminación suele ser el propio producto de PCR amplificado
le andro lez

p endable llevar a cabo la manipulación de los productos' amplificados erIJun
B S te S.A. DI ro

MN 1
B í'"M
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donde se realiza la reacción de PCR. Es recomendable trabajar en áreas diferenciadas d D ~ ost-

PCRen donde se realice la manipulación del ADN problema y preparación de tubos de PCR (pr -PCR) y

la manipulación e hibridación de los productos amplificados (post-PCRl. Estas áreas deben estar

separadas físicamente y debe emplearse material distinto de laboratorio (batas, pipetas, pun~as, etc)

para evitar la contaminación de las muestras con el ADN amplificado, lo que podría conducir 6 falsos

diagnósticos positivos. El flujo de trabajo debe ir siempre en una única dirección, desde la zona de pre-

PCR hasta la zona de post-PCR y nunca en dirección opuesta. Se debe evitar el flujo de m terial y

personal desde la zona post-PCR a la zona pre-PCR.

De forma adicional, para evitar contaminaciones con productos de PCR, el kit incluye la enzim Uracil-

DNA Glycosylase que degrada productos de PCRque contengan dUTP.

r&n master
l-:J&>J diagnóstica

Se recomienda incluir controles negativos en la amplificación que contengan todos los reactivos de PCR

a excepción de la muestra de ADN.

7 PREPARACiÓN DE LA MUESTRA

HPV Direct Flow CHIP está optimizado para el uso directo de muestras clínicas, sin previa extra ció n de

ADN.

El sistema también se ha validado con ADN purificado a partir de muestras clinicas usando los si uientes 'r .

métodos de extracción:

• Maxwell@ 16 FFPE Tissue LEV DNA Purification Kit (Promega): para la purificación de DN de

muestras en fresco o incluidas en parafina.

• MagNa Pure (Rache): para la purificación de ADN de muestras en fresco.

Nota: El sistema no se ha validado .con otros métodos de extracción de ADN, por lo tanto, el uso de

cualquier otro método debe de ser previamente verificado.

Preparación de muestras para PCRdirecta:

7.1 Tomas cito lógicas

Tomas en torunda o cepillo (se recomienda que no contengan medio de transporte).

• Colocar la torunda o cepillo en 400 1-'1de tampón PBS IX .. Agitar la torunda dentro dei t bo para

que las células pasen al liquido.

6/19Rev: 22/12/2015
Máster Diagnóstica S.L.
Avda. Conocimiento, 100. P.T. Ciencias de la Salud. 18016. Granada (España).
Tel: +34 958 271 449. master@vitro.bio; www,masterdiagnostica.com

• Centrifugar 1 min a 2000 rpm, retirar el sobrenadante con cuidado.

• Resuspender el botón celular resultante en 25-50 1.11de tampón PBS IX (dependiendo del tamaño

del botón celular obtenido) para obtener una suspensión homogénea de células.

~< • Mezclar la muestra mediante pipeteo y tomar 61-'1 de la suspensión homogénea como t mplado?- de ADN para la reacción de PCR. El volumen restante de muestra se puede almacenar 4. C o

? I congelado a -20. C, siendo estable a 4 • C durante una semana y a -20. C durante 2 mes I

LiC.t~Z/:;{£tems S.A.
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7.2 Citologías líquidas 10952
• Decantar las células (dejar que se depositen por gravedad en el fondo del tubo), recupe ar 150-

200 ~I de suspensión celular (del fondo del tubo) en un tubo de 1.5-2 mI.

• Centrifugar 1 min 2000 rpm y descartar sobrenadante con éuidado.

• Lavar el botón celular con .400 ~I de tampón PBS lX. Centrifugar 1 min 2000 rpm y d scartar

sobrenadante con cuidado.

•

•

Resuspender el botón resultante en 2S-50 ~I de tampón PBS lX (dependiendo del tamaño del

botón celular obtenido) para obtener una suspensión homogénea de células.

Mezclar la muestra mediante pipeteo y tomar 6 ~1de la suspensión homogénea como templado

de ADN para la reacción de PCR. El volumen restante de muestra se puede almacenar a[4 o Ca

congelado a _200 C, siendo estable a 4 o C durante una semana y a -20 o C durante 2 meses.

El Sistema se ha validada para PCR directa (sin extracción previa de AON) con las siguientes m dios de

transporte:
• Thinprep (H%gic)

• Surepath (Becton Oickinson)

• Novaprep (Novacyt)

• CellPrep (Biodyne)

7.3 Medio de Transporte de Digene (5TM )

• Colocar 500-1000 ~I de la suspensión celular en un tubo de'1.5- 2 mI.

• Centrifugar 1 min 2000 rpm y descartar sobrenadante con cuidado.

• Lavar el botón celular con 400 ~I de tampón PBS lX. Centrifugar 1 min 2000 rpm y descartar

sobrenadante con cuidado.

• Resuspender el botón resultante en 25-50 ~I de tampón PBS lX (dependiendo del ta año del

botón celular obtenido) para obtener una suspensión homogénea de células.

• Mezclar la muestra mediante pipeteo y tomar 6 ~I de la suspensión homogénea como t mplado

de ADN para la reacción de PCR. El volumen restante de muestra se puede almacenar J 4 o Ca

congelado a _200 C, siendo estable a 4 o C durante una semana y a -20 o C durante 2 meses.1

~

iC j droD~
O O

O stems ..
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7.4 Secciones de tejido parafinadas

Aunque el sistema funciona correctamente con PCR directa de muestras de tejido en parafi a, con

objeto de evitar posibles contaminaciones ligadas a la inclusión V manipulación de los blo ues de

parafina, es recomendable trabajar con ADN purificado.

o Para la extracción de ADN a partir de secciones incluidas en parafina se recomienda seguir

métodos estándar de purificación para tejidos parafinados (ver apartado 7). Tomar 6 ~I e ADN

purificado para la PCR

o Para preparar las muestras de tejido fijadas en formalina tamponada e incluidas en parafina para

su uso en PCR directa, se recomienda utilizar los reactivos incluidos en PARAFFIN jTISSUE

PROCESSINGKIT (Ref: MAD-003952M) V trabajar con el siguiente protocolo: i.

o Tomar con unas pinzas 1-3 secciones de tejido incluido en parafina (dependie do del

tamaño de la biopsia) de 10 ~m de grosor V colocarlas en un tubo Eppendorf d~'Ia.5 mI.

Nota: es conveniente retirar el máximo posible de parafina de los bordes de las sJcciones

de tejido.

o Añadir 400 ~I de aceite mineral.

o Calentar a 9S'C durante Z min

o Centrifugar a ZOOO rpm durante 1 min V eliminar los restos de aceite mineral.

o Añadir 60 ~I de Tampón de extracción V 1.5 ~I de DNArelease al tubo.

o Incubar durante 30 min a 60 'C seguido de 10 min a 98 'C (se puede usar para cal ntar un

bloque térmico o un termociclador).

o Centrifugar a ZOOO rpm durante 1 mino

o Usar 6 ~I del sobrenadante (evitando coger restos de tejido del fondo del tub9) como

templado de ADN para la reacción de PCR. El volumen restante de muestra se puede

almacenar a 4 oCo congelado a -20 'C, siendo estable a 4 'C al menos durante una kemana l.
V a -20 oCdurante 2 meses.
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Notas:

o Para secciones de tejido mayores de 1 cm2 se recomienda incrementar el volumen de Tampón de

extracción y DNArelease proporcionalmente, hasta asegurarse de que el tejido queda

completamente sumergido.

o Si después de la incubación se observa que el tejido no ha sido completamente digerido se

recomienda añadir de nuevo el volumen proporcional de Tampón de extracción y DNAr lease y

repetir la incubación durante otros 30 min a 60 oCy 10 min a 98 oc.
o El protocolo de PCR directa no ha sido ensayado para otro tipo de muestras clínicos de partida

(extensiones citolágícas o seccíones de tejido teñidas) sobre las que también es posible re /izar el

test de HPV, por lo que se recomienda seguir un procedimiento de purificoción de AD sobre

dichas muestras.
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8 PROCEDIMIENTO DE ANÁLISIS

8.1 Reacción de amplificación por PCR múltiple I
Se recomienda hacer alícuotas de la mezcla de PCR la primera vez que se use para evitar así repetidos

ciclos de congelación y descongelación:

• Descongelar el tubo HPV PCRmix en hielo.

• Añadir al tubo de PCR mix el volumen completo de Hot Start DNA Polymerase y Ur cil-DNA

Glycosylase, mezclar bien la mezcla invirtiéndola varias veces y centrifugar brevemente.

• Realizar alícuotas de 54'.11 en 30 tubos de PCRy conservar a -20°C (estable durante 6 mese )..

Descongelar, un tubo de PCRy añadir 6 ~I de la muestra problema, preparada según protocolo d tallado

en el apartado 7.
Si la mezcla de PCRse prepara justo antes de usarla, hacerlo siguiendo las siguientes instrucciones:

HPV PCR Mix 52.2111

Het 5tart DNA Polymerase 0.6 111
Uracil-DNA Glycosylase 1.2111
Muestra problema 6111

Tabla 3: Reactivos y volúmenes necesarios para la preparación de una reacción de peRo

Nota: Para evitar /0 degradación de las enzimas contenidas en la mezcla de PCR se recomienda realizar el p'rotocolo

entero en hielo.
Colocar los tubos de PCRen el termociclador y programar las condiciones de amplificación que f guran a

continuación:
1 ciclo 2S'C 10 min
1 ciclo 94.C 3 min

94'C 30,
15 ciclos 4rc 30 ,

7rc 30,
94.C 3D,

3S ciclos 60'C 30,
72'C 30,

1 ciclo 72"e s min
8'C ~

Tabla 4: Programa de PCR

Mantener los tubos refrigerados a 8-10 oCcuando finalice la reacción. Si no se van a procesar las

en el momento, se pueden almacenar en la zona de post-PCR a 8-1Q°C durante 1-2 días. Para alma

durante un periodo mayor de tiempo se recomienda hacerlo a -20°(,

uestras
enarlos
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8.2 Preparación de los reactivos de hibridación

Todos los reactivos son suministrados en formato "listo para uso".
La solución de revelado de la hibridación se suministra como dos reactivos (Reactivos El y E2) q

mezclarse en proporción 1:1 justo antes de su uso en el vial "Reactivo E", con un volumen en fu

nQ de muestras a procesar (ver tabla 5). Tras cada uso es necesario limpiar el vial con agua destil

evitar el acúmulo de precipitados por usos sucesivos.
'1

Las me~br nas son de un solo uso y se deben manejar con guantes.

Lic. jan a Di~
er
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Nota: Configurar el instrumento siguiendo las instrucciones del manual de usuario (proporcionadas con el instrumento).

Antes de comenzar el proceso de hibridación:

1. Desnaturalizar los productos de PCR calentando a 95 oC durante 10 min en un termoci lador y

enfriar rápidamente en hielo durante al menos 2 mino

2. Abrir los tubos de PCRy ponerlos en la posición correcta en la plataforma e-BRID.

3. Seleccionar el programa de hibridación y el número de muestras a procesar.

4. Identificar las muestras en el programa.
5. Verificar los volúmenes de cada reactivo. Situar cada reactivo en la posición correspondien e.

6. Precalentar el Reactivo A (Reagent A) a 41°C.

7. Situar cada HPV Chip en la posición indicada en la plataforma e-BRID.

8. Preparar el Reactivo E (Reagent E) en el momento de usar, mezclando en proporción 1:1 los

componentes 1 y 2 suministrados en el kit. En la siguiente tabla se indican los vol' menes

requeridos de reactivo El y E2 en función del número de tests:

8.3 Hibridación reversa por flow-through

Todo el proceso de hibridación se realiza de forma automática en e-BRID. La gestión d11aOnQe al la

captura de las imágenes y el análisis e informe de los resultados se realizan a través del software h)\briSoft.

El

E2 1500 2400 3200 4000

Tabla 5: Volúmenes de reactivos EI-E2 que se deben mezclar en el vial E en función del nº de test a procesar.

Protocolo de hibridación automático:

10/19Rev:22/12/2015
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I
a) Establecer la temperatura del equipo a 41°C. Añadir 500 ¡.tI de Reactivo A (Solu ión de

Hibridación) precalentada a 41°C a cada Chip e incubar durante 3 min a 41°C.

b) Eliminar el reactivo A (Solución de Hibridación) activando la bomba de vacío.

c) Mezclar 40 ¡.tI cada muestra de PCR (previamente desnaturalizada y mantenida en hielo) con 500

¡.tI de Reactivo A (Solución de Hibridación) (41°C) Y dispensar la mezcla sobre el H V Chip

correspondiente.

d) Incubar a 41°C durante 5 mino
e) Activar la bomba para eliminar el reactivo.
f) Lavar 3 veces con 500 ¡.tI con Reactivo A (Solución de Hibridación) (41°C).

g) Fijar la temperatura en 30 oC.
h) Realizar 2 incubaciones con 500 ¡.tI de Reactivo B (Solución de Bloqueo) cada una e incubar

durante 2 min a 30 oC.

i) Activar la bomba para eliminar el reactivo B.
j) Cuando la temperatura haya alcanzado 30 oC, añadir 500 ¡.tI de Reactivo C (Streptavidin Alkaline

Phosphatase) a cada Chip

¿:. k) IncJbar durante 3 min a 30 oC.
1) A ivar la bomba para eliminar el reactivo.

m) ijar la temperatura en 36 oC.

tkn) Lavar las membranas 4 veces con 500 ¡.tIcon reactivo O (Washing buffer 1).
li . ,,1 01 dro Diez

rado~
'B yst .A.
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o) Cuando la temperatura alcance los 36 .C, añadir 500 111de reactivo E (Solución 1! reÍ/el do) a

cada Chip. Incubar durante 4 min a 36 .C.

p) Activar la bomba para eliminar el reactivo.

q) Lavar las membranas con 3 veces con 500 111de reactivo F (Washing buffer 11). 1 O 5 t
r) Activar la bomba para eliminar el reactivo.
s) Realizar la captura de imágenes, análisis e informe de resultados siguiendo instruccio es del

manual de usuario de hybriSoft.

9 PROCEDIMIENTO DE CONTROL DE CALIDAD

HPV Flow Chip kit contiene varios controles necesarios para evaluar la calidad de los resultados.

~ Sonda -1 - -- - - Control ---- ~I

-- -
B Control de hibridación

C Control de amplificación endógeno

Tabla 6: Sondas control incluidas en HPV Flow Chip.

Control de hibridación: Tras el revelado de las membranas debe aparecer una señal intensa en I s cinco

posiciones de control de hibridación (B) que sirve como control de calidad. Esta señal indica que los

reactivos de hibridación y revelado han funcionado correctamente. Si no' aparece señal indicará qwe se ha

producido un error durante el proceso de hibridación o que algún reactivo no se ha usado correct mente.

Además, esta señal permite que el software pueda orientar correctamente el panel de sondas para su

posterior análisis.

I
i
I,,

Control de amplificación endógeno (C): Sonda para la detección del gen de la beta-globina umana

contenido en la muestra problema, que es co-amplificado durante la PCR. Todas las muestras ande el

ADN problema se haya amplificado correctamente tendrán una señal positiva en el corltrol de
I

amplificación endógeno (C). Esta señal es indicativa de la calidad/cantidad del ADN empleado en la

amplificación. Una señal positiva indica que la amplificación ha funcionado correctamente y que IJ calidad

y cantidad del ADN de partida han sido óptimas. La ausencia de señal para este control nos indi
I
a fallos

durante la amplificación, baja calidad/ cantidad del ADN utilizado -en la amplificación o ausencia de ADN

humano en la muestra. Este último caso es posible cuando la cantidad de células humanas presen es en la

muestra problema esté por debajo del limite de detección. Si además no se detectan señales ositivas

para ningún genotipo de HPV el software hybriSoft incluirá el siguiente mensaje en el informe: " I usencia

de ADN humano/Presencia de inhibidores de PCR".

Cuando la muestra es positiva para cualquiera de los HPVs incluidos en el kit, pero no hay señal para el

control de amplificación endógeno, el software hybriSoft incluirá el siguiente mensaje en el ilnforme:

"Ausencia de ADN humano". El usuario debe de verificar el proceso y la calidad de las muestras ntes de

validar los resultados.

11/19Rev: 22/12/2015
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r. El usuario es responsable de determinar los procedimientos de control de calidad apropiados para su

~ laboratorio y cumplir con la reglamentación aplicable.

::J¿iC.lea~ro piez
dada
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10 INTERPRETACiÓN DE RESULTADOS

En el siguiente esquema se muestra la disposición de las sondas en el Chip de HPV:

~~~~..--
42 '71 16
43 72 18
44/ 89 26
ss

u 45 68 54 84 31 58 40 71
16 .51 73 61 B 33 59 44/ 72

ss
;18 52 82 62/ e 35 66 54 89

81
126 53 6 67 u 39
lr31 56 11 69 42 45
I

8 40 70 43 51

•..",. master_~ diagnóstica

"B": Control de hibridación
"C': Control de amplificación endógeno (gen defl-globino humano)
"VII: Sonda Universal HPV
"X": Sondas específicosporo codo genotipo de HPV

Todos los sondas están duplicados poro gorontizor lo fiabilidad en el análisis automático de los resultados.

El control de hibridocián (8) está repetido en 5 posiciones y permite que el software puedo orientar

correctamente el panel de sondas poro su posterior análisis.

12/19Rev: 22/12/2015
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Las siguientes tablas indican las posiciones de las sondas en el Chip y la interpretación de los resultados.

¡/
35 S9 43 72 18 S3 6 69
39 66 44/55 89 26 56 11 70
45 68 54 84 31 58 40 71
51 73 61 B 33 59 44/55 72
52 82 62/81 e 35 66 54 89
53 6 67 u 39 68 61 84
56 11 69 42 45 73 62/81
B 40 70 43 51 82 67

rabIe 7a: Posición de las sondas incluidas en HPV Direct Flow Chip

mailto:master@vitro.bio;
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HPV 16 1E-6A lA-lB-21-SE-8A 1C-SF .- / 1D-5G

HPV 18 lf-6B lA-lB-21-SE-8A 1C-5F -- / 1D-5G

HPV 26 lG-6C 1A-1B-21-5E-8A lC-SF -- / 1D-5G

HPV 31 lH-6D lA-lB-21-SE-8A lC-5F -- / 1D-5G

HPV 33 lA-6E lA-lB-21-SE-8A 1C-5F -- / 1D-5G

HPV 35 2B-6F lA-lB-21-SE-8A lC-SF -- / 1D-5G

HPV39 2C-6G lA-lB-21-SE-8A lC-SF -- / 1D-5G

HPV 45 2D-6H lA-1B--21-SE-8A lC-SF -- / 1D-5G

HPV 51 2E-61 lA-lB-21-SE-8A lC-SF -- / 1D-5G

HPV 52 2F-7A lA-lB-21-SE-8A lC-SF -- / 1D-5G

HPV 53 2G-7B lA-lB-21-5E-8A lC-SF -- / 1D-5G

HPV 56 2H-7C lA-lB-21-5E-8A lC-SF -- / 1D-5G

HPV 58 3A-7D lA-1B-21-SE-8A lC-SF -- / 1D-5G

HPV 59 3B-7E lA-1B-21-5E-8A lC-5F -- / 1D-5G

HPV 66 3C-7F 1A-1B-21-5E-8A 1C-5F -- / 1D-5G
,
HPV 68 3D-7G 1A-1B-21-5E-8A lC-SF -- / 1D-5G

,

i HPV 73 3E-7H lA-1B-21-SE-8A lC-SF -- / 1D-5G

HPV 82 3F-71 lA-1B-21-SE-8A lC-SF -- / 1D-5G

1 HPV 6 3G-8B lA-1B-21-5E-8A 1C-5F -- / 1D-5G

i HPV 11 3H-8C lA-1B--21-5E-8A lC-SF -- / 1D-5G

! HPV 40 31-8D lA-1B-21-5E-8A lC-SF -- / 1D-5G

!, HPV 42 4A-SH lA-lB-2[-5E-8A lC-SF -- / 1D-5G

HPV 43 4B-51 lA-lB-21-5E-8A 1C-SF -- / 1D-5G

HPV 44/55 4C-8E 1A-1B-21-SE-8A 1C-SF -- / 1D-5G

HPV 54 4D-8F 1A-1B-21-SE-8A lC-5F -- / 1D-5G

HPV 61 4E-8G 1A-1B-21-SE-8A 1C-5F -- / 1D-5G

HPV 62/81 4F-8H 1A-1B-21-SE-8A lC-SF -- / lD-5G

HPV 67 4G-81 lA-1B-21-SE-8A 1C-5F -- / 1D-5G

HPV 69 4H-9B lA-1B-21-SE-8A 1C-SF -- / 1D-5G

HPV 70 41-9C 1A-1B-21-SE-8A 1C-SF -- / 1D-5G

HPV 71 SA-9D 1A-1B-21-SE-8A 1C-SF -- / 1D-5G

HPV 72 SB-9E 1A-1B-21-SE-8A 1C-SF -- / 1D-5G

HPV 89 SC-9F lA-1B-21-SE-8A 1C-SF -- / 1D-5G

HPV 84 SD-9G 1A-1B-21-SE-8A 1C-SF -- / 1D-5G

HPV POSITIVO GENOTIPO NO 1A-1B-21-SE-8A
1C-SF 1D-SG

DETERMINADO
--

RESULTADO NEGATIVO -- 1A-1B-2K-6F-10A 1C-SF --
RESULTADO NO --
VÁLIDO/AUSENCIA DE ADN -- lA-1B-2K-6F-10A
HUMANO/PRESENCIA DE

--

INHIBIDORES DE PCR

ERROR EN LA HIBRIDACiÓN -- -- -- --

Máster Diagnóstica S.L.
Avda, Conocimiento, 100, P,T, Ciencias de la Salud. 18016. Granada (España).

Tel: +34 958 271449. master@vitro,bio;www.masterdiagnostica.com
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~ Tabla 7b: Posición de las sondas incluidas en HPV Direct Flow Chip e interpretación de resultados.

*La sensibilidad de la sonda universal para HPV (U) es diferente para cada genotipo de HPV, por lo que en algunos casos se
observa una señal débil o negativa en esta sonda cuando la muestra es positiva para alguno de los genotipos de PV. Este
resultado n invalida el análisis; la sonda "Un está diseñada para cubrir un amplio espectro de genotipos HPV de I mucosa,

además d los específicos contenidos en este kit.

~
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11 CARACTERíSTICAS DEL FUNCIONAMIENTO

11.1 Analítico

11.1.1 Repetitividad

La repetitividad del método se realizó analizando al menos cuatro veces cada uno de los gel otipos

incluidos en el panel. El test fue realizado por el mismo operador, en la misma localización, el mis o día, y
usando el mismo lote de reactivos .

Tabla 8: Ensayo de repet.itividad para cada genotipo incluido en el panel. NT: no testado.

, .

14/19Rev: 22/12/2015
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HPV 16 4/4 100%

HPV 18 5 4/4 100%

50 Z/4 50%
HPV 26 500 4/4 100%
HPV 31 50 4/4 100%

50 3/4 75%
HPV 33 500 4/4 100%

HPV 35 500 4/4 100%

HPV 39 50 4/4 100%

HPV 45 500 4/4 100%

HPV 51 50 4/4 100%

HPV 52 50 4/4 100%

50 0/4 0%
HPV S3 500 4/4 100%

HPV 56 500 4/4 100%

HPV 58 50 4/4 100%

HPV 59 500 4/4 100%

HPV 66 50 4/4 100%

HPV 68 500 4/4 100%

HPV 73 50 4/4 100%

50 4/4 100%
HPV 82 4/4 100%500
HPV 6 50 4/4 100%

HPV 11 so 4/4 100%

HPV 40 50 4/4 100%

HPV 42 50 4/4 100%

HPV 43 50 4/4 100%

HPV 55 50 4/4 100%

HPV 54 50 4/4 100%

50 2/4 50%
HPV 61 4/4 100%500
HPV 62 50 4/4 100%

50 4/4 100%
HPV 67 4/4 100%500
HPV 69 NT
HPV 70 50 4/4 100%

HPV 81 50 4/4 100%

HPV 71 50 4/4 100%

HPV 72 so 4/4 100%

50 0/4 0%
HPV 89 4/4 100%500
HPV 84 50 4/4 100%

Máster Diagnóstica S.l.
Avda. Conocimiento, 100. P.T. Ciencias de la Salud. 18016. Granada (España).
Tel: +34 958 271449. master@vitro.bio; www,masterdiagnostic3.com,
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11.1.2 Reproducibilidad . ~ ..fb,'f¿.....;o.
la reproducibilidad del método se analizó mediante el procesamiento de 10 muestras positat) P\\~~'"

procedentes tanto de infecciones simples como múltiples, a dos co.ncentraciones de GE distintas, adem

de 20 muestras negativas para HPV, conteniendo cada una de ellas 10 ng de ADN genómico humanb. Estas

muestras se procesaron en dos laboratorios distintos, usando diferentes lotes de reactivos, y dif~rentes

equipos y operadores. Cada una de las muestras se ensayó tres veces en días diferentes. No sejobtuvo

ningún falso positivo (el 100% de las muestras negativas para HPV dieron el resultado esper do). El

porcentaje de resultados positivos se indica en la Tabla 9. Solo en la muestra que contiene S GE 6e HPV

18/reacción se obtuvo menos de un 100% de positividad. Concordancia del ensayo (detecJión de

genotipo vs negativos): Kappa=O.96. I

! '
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HPV 16 so 3/3 100% 3/3 100%

S 3/3 100% 3/3 100%

HPV 18 so 3/3 100% 3/3 100%

S Z/3 66% 1/3 33%

HPV 31 soo 3/3 100% 3/3 100%

so 3/3 100% 3/3 100%

HPV 3S soo 3/3 . 100% 3/3 100% I
so 3/3 100% 3/3 100% I

HPV 6 soo 3/3 100% 3/3 100% I
so 3/3 100% 3/3 100%

HPV 11 soo 3/3 100% 3/3 100%

so 3/3 100% 3/3 100%

HPV 16 + HPV 18 soo 3/3 100% 3/3 100% I
so 3/3 100% 3/3 100% I

HPV31+HPv6 SOO 3/3 100% 3/3 100% I
so 3/3 100% 3/3 100%

HPV 16 + HPV 45 + soo 3/3 100% 3/3 100% I
HPV6 so 3/3 100% 3/3 100%

HPV18+HPV31+ soo 3/3 100% 3/3 100%

HPV 42 so 3/3 100% 3/3 100%

Tabla 9: Reproducibilidad ¡nter-laboratorio para el kit HPV Direct Flow Chip

.3 Especificidad analitica

nalizó la es ecificidad de cada enoti o de HPV incluido en el anel usando Sx10' GE reacci nc

11.1

Se a p g P P / omo
material de partida para cada reacción de PCR. No se observaron reacciones cruzadas entre los gJnotiPos

de HPV del panel, a excepción de los genotipos 44 y SS Y de los genotipos 62 y 81. Por esta ralón, las

sondas 62 y 81 Y las sondas 44 y 55 están localizadas en la misma posición en el Chip, y el softl",are de

análisis, no es capaz de discriminar entre los genotipos 44-55 y 62-81. J
No se observaron reacciones cruzadas con otras bacterias y virus analizados: Herpesvirus simp e 1 y 2,

Neisseria gonorrhoeae, y Chlomydio trachomatis.
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it Se estableció como punto de corte (valor de gris) de positividad un valor de 10.

@m:I1J';ID @!}
~ 03.(.1 rro ro tffiJ ~ ~ ~a:m;mu

GlSil <1IID W emt1b¡'*~ ~ i3'ffil1hhw'B
16 5 10/10 100 7Z.3-100 100 97.1-99.81

18 5 10/10 100 7Z.3-100 100 96.1-99.4!

50 5/10 SO 29.9-70.1 100 98.5-1001
26

500 10/10 100 7Z.3-100 100 98.6-1001

31 50 10/10 100 7Z.3-100 100 98.6-1001

33 50 10/10 100 7Z.3-100 100 98.6-1001

35 SO 10/10 100 7Z.3-100 100 98.5-1001

39 SO 10/10 100 7Z.3-100 100 98.5-1001

45 SO 10/10 100 7Z.3-100 100 98.5-100,

51 SO 10/10 100 7Z.3-100 100 98.5-100:

52 SO 10/10 100 7Z.3-100 100 98.5-100

50 0/10 O 0-27.8 100 98.S-10~
53

500 10/10 100 7Z.3-100 100 98.6-100

50 5/10 50 29.9-70.1 100 98.S-10~
56

500 10/10 100 7Z.3-100 100 98.5-100

58 50 10/10 100 7Z.3-100 100 98.5-10d

59 50 10/10 100 7Z.3-100 100 98.5-10~

50 4/10 40 16.8-68.8 100 98.5-100
66

500 10/10 100 7Z.3-100 98.5-100100

68 50 10/10 100 7Z.3-100 100 98.5-10q

73 50 10/10 100 7Z.3-100 100 98.6-100

8Z 50 10/10 100 7Z.3-100 100 98.6-1oq

6 50 10/10 100 7Z.3-100 100 98.6-100

11 50 10/10 100 7Z.3-100 100 98.6-10q

40 50 10/10 100 72.3-100 100 98.6-100

42 50 10/10 100 72.3-100 100 98.6-100

43 50 10/10 100 7Z.3-100 100 98.6-100

44/55 50 lO/lO 100 7Z.3-100 100 98.6-lOq

54 50 10/10 100 7Z.3-100 100 98.6-10

50 5/10 50 29.9-70.1 100 98.5-10
61

500 lO/lO 100 72.3-100 100 98.6-10

62/81 50 lO/lO 100 72.3-100 100 98.6-10q

67 50 lO/lO 100 72.3-100 100 98.6-10q

69 NT I

70 50 10/10 100 72.3-100 100 98.6-100

71 50 10/10 '100 7Z.3-100 100 98.6-100

72 50 10/10 100 7Z.3-100 100 98.6-109
50 0/10 O 0-27.8 100 98.5-100

89 lO/lO 100 7Z.3-100 100 98.6-100500

84 ¡f 50 10/10 100 72.3-100 100 98.6-100
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11.1.4 Sensibilidad analitica I

El limite de sensibilidad de cada genotipo de HPV fue calculado usando diluciones seriaqa~e tlásGi9s o r;
genes sintéticos de cada genotipo junto con 10 ng de ADN humano genómico por reacción. Cada ~uestra

fue repetida diez veces con el objeto de calcular la sensibilidad especificidad e intervalos de confiahza del

k
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11.1.5 Evaluación del funcionamiento del protocolo directo

Se comparó el funcionamiento de HPV Direct Flow Chip con los dos tipos de protllfol<Q 9s5it'2
protocolo directo (sin extracción previa de ADN) vs uso de ADN purificado. Seanalizaron 2~5 casoshnicos
de forma simultánea con los dos tipos de protocolos. Seobtuvo una concordancia de resultados p6sitivos
del 100% (Kappa=O.99) entre los dos métodos analizados. Los resultados obtenidos para los tres tipos de
muestras, torunda citológica, citología líquida y seccionesparafinadas, se resumen en la siguiente tabla:

"

95,4 % (Koppo=0.957)43.6 % (41/94)

flD1!.IOQtB'f .••,;'.áuN';Wfi"FJli1flGl)
(lli(A.¡iN,~

45.7 % (43/94)I •- 69.2% (54/78) 70.5% (55/78) 99 % (Koppo=0.97)

Tabla 11: Funcionamiento de HPV Direet Flow Chip Kit con muestras directas y con AON purificado.

71.7% (38/53) 71.7% (38/53) 100 % (Koppo=l)

11.2 Clínico

-- - - - - -- . -- - --
@@iJltl CIi\b l:üI*O\!P

TotaI1n=552) 45% 29.3%

NllM (n= 388) 33.7% 22.3%

A5CU5 (n=71) 59.1% 33.8%

LSll (n= 59) 84.7% 61%

ASC-H (n= S) 40% 40%

HSIl/CIN 11 (n=8) 100% 100%

CIN I (n=21) 76.2% 23.8%

Se analízaron 552 muestras cervícales de rutina para evaluar el funcionamiento clínico del test. Estas
muestras incluían torundas cito lógicas (n= 440), citologías líquidas (n= 75) y secciones de tejido pa{afinado
(n=35). Se detectaron 249 muestras positivas para HPV, de las cuales 232 fueron genotipadas
correctamente, mientras que 17 fueron positivas para la sonda universal de HPV y negativas hara las

sondas específicasde genotipo.

Tabla 12: Distribución de grupos diagnósticos y positividad para HPV. HR: hlgh risk, alto riesgo.

12 LIMITACIONES

17/19Rev: 22/12/2015
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HPV Direct Flow CHIPha sido validado con torundas cito lógicas, citologías líquidas y secciones de tejido
parafinado (ver apartado 7). El empleo de cualquier otro tipo de muestra puede generar rJsultados
erróneos y debe de ser previamente verificado su funcionamiento.
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stHada
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el funcion miento
e-BRID. Rep tir el

Purificar el ADN de la muestr y
repetir el ensayo.

Preparar una nueva mezcla d
sustrato mezclando los reacti~1os El y
E2 (1:1) justo antes de su uso.
Repetir el ensayo.

Limpiar con agua d
abundante y repetir el experi

Limpiar bien las zonas de tra~ajo y
repetir el experimento. I
Repetir la PCR aumentando I
cantidad de muestra de part; a.
Repetir el ensayo.

Comprobar que todos los r activos
se han añadido corree! mente
durante el proceso de hlbrida ión.

Lavar bien el vial de Reactivo E con
agua destilada antes de cada uso
para evitar el acúmulo de
precipitados de usos consec tivos.
Repetir el ensayo.
Comprobar la fecha de caducidad de
todos los reactivos y las con iciones
de almacenamiento. Repetir el
ensayo.

Comprobar la fecha de eadcidad y
las condiciones de almacen miento
de los reactivos y los Chips. Repetir
el ensayo.

Comprobar
correcto de
ensayo.

degradadas por
reactivos

(ej. Lejía) en los

Presencia de inhibidores de PCR..

El vial de preparación de Reactivo E
tiene restos de Reactivo E de usos
anteriores.

Error durante el protocolo de
hibridación.

El reactivo E no está recién
preparado.

Cantidad insuficiente de ADN en la
muestra clínica.

Reactivos de hibridación caducados
o almacenados de forma errónea.

Reactivos de PCRy/o hibridación
caducados o almacenados de forma
incorrecta.

Sondas del Chip
restos de
descontaminantes
pocillos.
Problemas de contaminación en las
zonas de pre.PCR y post-PCR.

13 PROBLEMAS Y SOLUCIONES

No se observa ninguna señal!
no hay señal de hibridación.

Presencia de HPV en control
negativo. ,

Ausencia de señales en el control de
amplificación endógeno.

Presencia de precipitados del
cromógeno en el Chip después de la
finalización del protocolo de
hibridación.

18719Rev: 22/12/2015

Comprobar el correcto
funcionamiento de e-BRID y el

protocolo de hibridación. Retetir el
ensayo.

Comprobar que el paso prevo de
desnaturalización del produ to de
PCR se ha realizado de formá
correcta. Repetir el ensayo. I
Aumentar la cantidad de mues
de ADN en la reacción <D>r
Repetir el ensayo. R

El producto de PCR no se ha
desnaturalizado de forma adecuada
antes de la hibridación.

Baja calidad/cantidad de ADN en la
muestra

Error durante el protocolo de
hibridación.
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Señales débiles en la hibridación.t
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15 SíMBOLOS DE LA ETIQUETA

Explicación de los símbolos de la'etiqueta del producto:
11

¡Ivol Producto sanitario para diagnóstico in vitro ~ Fecha de caducidad

IREFI Número de catálogo % límite de temperatura

ILOTI Código de lote M8I Fabricante

[El Consúltese las instrucciones de uso W Contenido suficiente para <n> ensayos

1
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