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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
ANO DE LA DEFENSA DE LA VIDA, LA LIBERTAD Y LA PROPIEDAD

Disposicion
NUmero: DI-2024-5148-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Jueves 6 de Junio de 2024

Referencia: 1-0047-3110-001896-24-4

VISTO e Expediente N° 1-0047-3110-001896-24-4 del Registro de esta Administracion Naciona de
Medicamentos, Alimentosy Tecnologia Médica (ANMAT), y:
CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones WM Argentina SAA. solicita se autorice la inscripcion en el Registro
Productores y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM) de esta Administracién Nacional, de un nuevols
Producto/s Médico/s para diagnostico in vitro, Nombre descriptivo: HPV Direct Flow Chip kit.

Que en el expediente de referencia consta e informe técnico producido por € Servicio de Productos para
Diagnostico in vitro que establece que los productos retnen las condiciones de aptitud requeridas para su
autorizacion .

Que se hadado cumplimiento alos términos que establecen laLey N° 16.463, Resolucion Ministerial N° 145/98 y
Disposicion ANMAT N° 2674/99 y normas complementarias.

Que €l Ingtituto Nacional de Productos Médicos ha tomado laintervencidn de su competencia.
Que corresponde autorizar lainscripcion en el RPPTM del producto médico objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los Decretos N° 1490/92 y sus modificatorias.

Por €ello;
LA ADMINISTRADORA NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL

DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA



DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Meédica (RPPTM) de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
del producto médico para diagnéstico de uso in vitro, Nombre descriptivo: HPV Direct Flow Chip kit, de acuerdo
con lo solicitado por WM Argentina S.A. con los Datos Caracteristicos que figuran a pie de la presente.

ARTICULO 2°.- Autorizanse los textos de los proyectos de rétulo/s y de instrucciones de uso que obran en
documento N° IF-2024-59011699-APN-DVPCY AR#ANMAT .

ARTICULO 3°.- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar la leyenda " Autorizado por la
ANMAT PM 794-813 ", con exclusion de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase € Certificado de Autorizacion e Inscripcion en e RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta disposicion.

ARTICULO 5°.- La vigencia del Certificado de Autorizacion seré de cinco (5) afios, a partir de la fecha de la
presente disposicion.

ARTICULO 6°.- Registrese. Inscribase en € Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Meédica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese a interesado, haciéndole entrega
de la presente Disposicién, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizados y el Certificado
mencionado en el articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestion de Informacion Técnica a los fines de
confeccionar €l legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre descriptivo: HPV Direct Flow Chip kit
Marca comercia: Vitro SA.

Modelos;
1)HPV Direct Flow Chip Kit (HS-12)- Ref: MAD-003930M U-HS12-24
2)HPV Direct Flow Chip Kit (HS-12)- Ref: MAD-003930MU-HS12-48

Indicacion/es de uso:

Indicacion de uso: HPV Direct-Flow CHIP es un sistema de deteccion in vitro disefiado para screening y
genotipado simultaneo de 35 genotipos HPV ( Virus del Papiloma Humano) de alto riesgo oncogénico (HPV 16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73y 82) y bajo riesgo oncogénico (HPV 6, 11, 40, 42, 43,
44, 54, 55, 61, 62, 67, 69, 70, 71, 72, 81 y 84) mediante PCR (polymerase chain reaction), seguido de hibridacion
automética por reverse dot-blot, basada en la tecnologia DNA-Flow.



Forma de presentacion: 1) HPV Direct Flow Chip Kit (HS-12)- Ref: MAD-003930MU-HS12-24: Para 24 tests-
Uso manual

a) HPV Direct Flow Chip Kit (PCR Reagents)- Reactivos para PCR (Ref: MAD-003930MU-P-HS12-24):

-HPV PCR Mix (Ref: MAD-003930MU-MIX): 3 tiras x 8 tubos (liofilizado)
-RNASE /DNASE- FREE Distille Water ( Ref: MAD-DDW): Frasco x 60 ml
-HPV Chip (HS) (Ref:MAD-003930M-CH-HS-24): 1 x 24 unidades

b) Flow Chip Hybridization Reagents Type | (Manual) -Reactivos para hibridacién reversa Tipo | (Ref: MAD-
003925M-HS-12):

- Hybridization Solution ( Reagent A) (Ref: MADO03930MA-HS12-24): Frasco x 40 ml

- Blocking Solution (Reagent B)(Ref: MAD-003930M B-HS12-24): Frasco x 10ml

- Streptavidin Alkaline Phosphatase (Reagent C) (Ref:MAD-003930M C-HS12-24): Frasco x 10 ml
- Washing Buffer | (Reagent D) (Ref: MAD-003930M D-HS12-24): Frasco x 35 ml

- Reagent E (Ref:MAD-003930ME): Frasco x 10 ml

- Washing Buffer 11 (Reagent F) (Ref:MAD-003930M F-HS12-24): Frasco x 18ml

2)HPV Direct Flow Chip Kit (HS-12)- Ref: MAD-003930M U-HS12-48: Para 48 tests- Uso manual
a) Reactivos para PCR (Ref: MAD-003930M U-P-HS12-48):

-HPV PCR Mix (Ref: MAD-003930MU-MIX): 6 tiras x 8 tubos (liofilizado)

-RNASE/DNASE- FREE Distilled Water ( Ref: MAD-DDW): 2 Frascos x 60 ml (120 ml)

-HPV Chip (HS) (Ref:MAD-003930M-CH-HS-24): 2 x 24 unidades

b) Flow Chip Hybridization Reagents Type | (Manual) Reactivos para hibridacion reversa Tipo | (Ref: MAD-
003925M-HS12-48)

- Hybridization Solution ( Reagent A) (Ref: MADO03930MA-HS12-48): Frasco x 80 ml

- Blocking Solution (Reagent B)(Ref: MAD-003930M B-HS12-48): Frasco x 18 ml

- Streptavidin Alkaline Phosphatase (Reagent C) (Ref:MAD-003930M C-HS12-48): Frasco x 18 ml
- Washing Buffer | (Reagent D) (Ref: MAD-003930M D-HS12-48): Frasco x 70 ml

- Reagent E (Ref:MAD-003930M E-HS12-48) : Frasco x 18 ml

- Washing Buffer 11 (Reagent F) (Ref:MAD-003930M F-HS12-48): Frasco x 35 ml

Periodo de vida util y condicion de conservacion: -Reactivos para PCR (Ref: MAD-003930MU-P-HS12-24) y
(Ref: MAD-003930MU-P-HS12-48): Estables durante 24 meses a una temperatura de entre 2-8 °C y durante 18
meses a temperatura ambiente.

-Hybridization Reagents: Reagents A, B,D,E,F: Estables durante 18 meses almacenados a 2-8 °C

-Hybridization Reagents: Reagent C: Estables durante 12 meses almacenados 2-8°C

-HPV Direct Flow Chip kit: Estables al menos durante 24 meses almacenados a 2-8 ?C y al menos 6 meses si han
sufrido previamente un calentamiento a 37?2C 0 507C durante 14 dias.

Nombre del fabricante:
Vitro S.A.

Lugar de elaboracion:
Luis Fuentes Bejarano 60, Edificio Nudo Norte- Local 3, 41020- Sevilla— Espaia

Condicién de uso: Uso profesional exclusivo
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HPV Direct Flow Chip Kit

Deteccidn y genotipado del virus del papiloma
humano mediante amplificacion e hibridacién
especifica

para todas las plataformas hybriSpot

Ref. MAD-003930MU-HS12-24  \37 24test

Ref. MAD-003930MU-HS12-48 48 test
Ref. MAD-003930MU-HS24-24 24 test
Ref. MAD-003930MU-HS24-48 48 test
Ref. MAD-003930MW-HS12-48 48 test
Ref. MAD-003930MW-HS-48 48 test
Ref. MAD-003930ML-HS12-48 48 test
Ref. MAD-003930ML-HS-48 48 test

Para uso exclusivo en diagnéstico in vitro

- H ) /‘, ; -
WN AAGENTINA S.A. MAig

- , MFYEEIA PEU M;I:\?%Acg |'8NE
ANTON nﬁgﬂﬁﬁu DIRECTORA TECNICA
DIRECYOR - BIOQUIMICA
D.N.l. 12.798.080 M.N. 12496 M.P. 8220

Vitro SA IF-2024-59011699-APN-DVPCY AR#ANMAT
d Calle Luis Fuentes Bejarano, 60, Edificio Nudo Norte, Local 3, 41020 Sevilla (Spain). IVD 1/36
Tel: +34 854 933 200. vitro@vitro.bio; www.vitro.bio

Pégina 1de43 Rev: 2024-03-05




Jvitro CE

master diagndstica®

TABLA DE CONTENIDOS
1 USE PREVISTIO suunuuvsvwnis soussmnesssvansanss e v o s e ises it oo s s 90844 0 i 45 0 80 S S SR SV g 3
2 PRINCIPIO DEL METODO ..couvuurusissrssisscssesssssssssssesssssmmsssssssssssssesssssssssassss s sesssssasssasssssssassss st sesesssesasssessssssssensasas 4
3 o Lo 6l e e P T e — 4
4 MATERIAL Y EQUIPAMIENTO ADICIONAL REQUERIDO NO SUMINISTRADO ..cccimirinremnmmsirassissensanssassssssnsssenesins 8
4.1 MATERIAL ADICIONAL REQUERIDO NO SUMINISTRADO ......oiiiiiiie it imee e e aesiae s ssr e sbe et vannsrenas 8
4.2 EQUIPAMIENTO: ..ciiieieeiee e e s sar s e .............................................................. 8
5 CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD ...couvtitmreriiiiarmenissnsssssnasssnsns s s sssssnssssssssssnssssnssss 9
5.1 Condiciones de almacenamIlENEO o iwses o v et siisaraiessessssaiasveontvinge b siam i sals s s T o 9
5.2 Estabilidad de (05 COmMpONRNTES BN IS0 wimwisiuntinssiersinsiviiswsiissiom s i s a e dsissssisreoresidesssionios 9
53 Estabilidad de 10s cOMPONENTES BN TraNSPOITE: viiiiiiiiiticisicr sttt svesbe e s bessess e e s e sssssensesrsorens 10
6  ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES ...ciiioiicisiiisneiscnisticiassissisnsneiotiseinsbiisonnsss 6034008 stuaes inssnssnon bnnnsnss smnnsnenns pomnsans smos 10
7  PREPARACION DE LA MUESTRA .ccovmuiouiosmisscsinsimssismissisasassssmasss T — 11
7.1 Recomendaciones de almacenamiento de |as MUESIIES: ... e 11

8.1 Reaccion de PCR para formato de mix “Monotest IY0" ... st 19
8.2 Procedimiento para formato HPV-Direct Flow Chip BUulk LYo v WEL: .ivvviiiivisciisiisiss v 20
9 HIBRIDACION REVERSA POR FLOW-THROUGH ...covivvtiiriressnmnmninissssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnses 20

9.1 Muestra clinica directa y muestra pUrfiCa0a: .o s enen 21
9.2 Producto de amplificacidn obtenido con el kit Vitro HPV Screening (Vitro, S.A. Ref. MAD-003949M)......... 22
10 PROCEDIMIENTO DE CONTROL DE CALIDAD ..iiiiiiiiiniiireranrsnsrmsmnsnnsnmsrsrsrsnmsnssssssssssssnnsnssssrsssssnnsssssssssssnnnsnnssases 24
11 INTERPRETACION DE RESULTADOS uvovisvertesesssstsressseieisssssesessssssasasssesesssstssssesesessse e st st sessssssssessssssssssemsnsssnsssses 25

12 CARACTERISTICAS DEL FUNCIONAMIENTO .couuitisuersnaresssssessessssassssssssssssessssssssssssssssessnessssssesessssssssssssassssses 30

123 Fuhcionamiehto ANBITEICO e s s i s i e s e s 00 s 050 0 P10 V304 4 s k4o dnsmm b b nksmemmns e 30

12.2  FunciohaifiEntaieliMion e o dosvmimsmim oo e sosvs sy i s 03 48 o s s b s e o e s oo 32
A3 LINITACTONES . cccome b nmsnsnssimnsssios i s anian s snmssssn i 1ok ik omie s Lo o (s o s e s s st 33
14 PROBLEMAS Y SOLUCIONES ...ueeisvtermsessrsssssesssnssssssssssssassssse st sass et sssasssnssss sasssesssssnssssssessnnssnssssnnnessarnssanesssrnsan 34
15  REEERENGIAS BIBLIOGRAFIEAS: s pvsssessssissss s sty s vy oSt s m b i s i mioass 35
16 SIMBOLOS DE DA ETIQUETA YEAIA wuuvuccessusavassssnstasussssins ssswas uauss shosss Hassvsssensssans e vioi mises s s oo W By s e 36
17 HISTORICO DE CAMBIOS ..c.cuurererereniressasssnsaenessssesesessessastsessssesssssssnssessssssssssssssesesesasssnsonssssassssssesseveseseseresesesens 36

; B
WM A TINA S.A, ﬂ/
, WM ARGENTINA S.A.
ANTONIO SANTIAGO ANTOGNOLLI MARIA PAULA MARCHIONE
DIRECTOR - APODERADG DIRECTORA TECNICA
D.N.l. 12.798.060 : BIOQUIMICA

M.N. 12496 M.P. 8229

IF-2024-59011699-APN-DVPCY AR#ANMAT

Vitro, S.A.
d Calle Luis Fuentes Bejarano, 60, Edificio Nudo Norte, Local 3, 41020 Sevilla (Spain). IVD 2/36
Tel: +34 954 933 200, vitro@vitro.bio; www.vitro.bio

Péginaz de43 Rev: 2024-03-05



2N Vitro .

master diagndstica®

1 USO PREVISTO

HPV Direct Flow Chip Kit es un kit de diagnéstico in vitro para la deteccién del virus del papiloma humano (HPV).
La infeccion con HPV es un factor esencial en carcinogénesis cervical y anogenital (zur Hausen et al., 1974;
Walboomer et al., 1999; zur Hauéen, 1996; zur Hausen, 2002). En base a su asociacién con distintos grados de
lesiones cervicales, los diferentes genotipos de HPV se clasifican en genotipos de alto riesgo u oncogénicos, que
pueden inducir carcinogénesis; y HPV's de bajo riesgo, que pueden causar verrugas genitales (Mufioz et al., 2003).

El kit HPV Direct Flow Chip es un kit de diagnéstico in vitro disefiado para la deteccidn cualitativa y genotipado
simultaneo de 35 genotipos de HPV (alto riesgo- HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68,
73y 82y bajo riesgo - HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 62, 67, 69, 70, 71, 72, 81 y 84) mediante PCR (reaccién
en cadena de la polimerasa), seguida de hibridacién reversa sobre una membrana que contiene sondas
especificas. El kit estd optimizado tanto para el uso directo (sin purificacidn previa del DNA) como con extracciones
de DNA de muestras clinicas humanas de diferente origen tales como citologias en medio liquido, torundas
cervicales y anales, muestras cérvico-vaginales obtenidas con el kit de auto toma Cervico-Vaginal Self Collection
Kit, citologias en medio de transporte de Digene (STM) y secciones de tejido parafinado. Es mas, el kit ha sido
validado con el producto de amplificacidn obtenido con el kit “Vitro HPV Screening Kit” (Vitro, S.A. Ref. MAD-
003949M) pudiéndose hibridar directamente en los chips HPV para obtener resultados de genotipado de HPV.

El HPV Direct Flow Chip Kit presenta diversas modalidades que se adaptan a los equipos disponibles en el
laboratorio:

o Manual: el operario debe llevar a cabo la preparacién de la reaccién de amplificacion en un termociclador
adecuado y posteriormente realizar la hibridacién en el equipo hybriSpot 12 (VIT-HS12).

o  Automatico: la amplificacion se lleva a cabo en un termociclador adecuado v, tras la desnaturalizacidn del
producto de PCR, este se transfiere al equipo hybriSpot 24 (VIT-HS24) donde la hibridacién y lectura de
resultados se lleva a cabo de forma automatizada. En el caso de utilizar los equipos hybriSpot 12 PCR Auto
{(VIT-HS12A) o hybriSpot 24 PCR AUTO (VIT-HS24A), se puede realizar sin interrupcién la reaccion de
amplificacién, la desnaturalizacion del producto de PCR, el proceso de hibridacion y la lectura de
resultados.

HPV Direct Flow Chip Kit esta indicado para la deteccion y genotipado de 35 tipos de HPV en pacientes de cualquier
edad o sexo con lesiones sospechosas de infeccién por HPV, asi como para el genotipado de muestras procedentes
del cribado poblacional del HPV. Esta prueba es para uso profesional en laboratorios con personal formado en
técnicas de biologia molecular aplicadas a diagnéstico.

La infeccion por el virus del papiloma humano se puede dar tanto en hombres como en mujeres con
independencia de la edad o la condicién social. En general este tipo de virus se adquiere por via sexual, pero
también se puede contraer verticalmente de madre a hijo, por contacto con la mucosa cervical durante el parto,
por via transplacentaria y menos frecuentemente por transmisién herizontal durante la infancia. En la mayoria de
los casos, la infeccion por HPV es asintomdtica, transitoria y puede pasar desapercibida; en otros, las
manifestaciones clinicas son muy diversas y comprenden desde simples verrugas y otros procesos benignos, hasta
el desarrollo de neoplasias anogenitales tan severas como el cancer de cuello de ttero (el HPV es la principal causa
de este tipo de cancer en mujeres), cancer anal, de pene, vagina e incluso en otras zonas distantes como la
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orofaringe y la cavidad oral, en general. La deteccion y genotipado de la infeccion por HPV es vital para reducir
sustancialmente las complicaciones que pueden derivar de la misma. Por tanto, el uso final previsto de este kit
es la ayuda en el diagndstico de infeccion por HPV en combinacién con factores de riesgo clinicos vy

epidemioldgicos.

Estado Microbiolégico: Producto no estéril.

2 PRINCIPIO DEL METODO

La metodologia de HPV Direct Flow Chip Kit se basa en la amplificacién de un fragmento de la region L1 del genoma
del papilomavirus mediante PCR, seguida de hibridacién en membrana con sondas especificas de DNA. El proceso
de hibridacién se realiza mediante la tecnologia DNA-Flow en plataformas hybriSpot, tanto de forma automatica
como manual. Los amplicones biotinilados generados tras la PCR se hibridan en membranas que contienen un
array de sondas especificas para cada diana, asi como sondas de control de amplificacion e hibridacién. La
tecnologia DNA-Flow permite una unién muy rdpida entre el producto de PCR y su sonda especifica en un
ambiente tridimensional poroso en contraste con la hibridacion en superficie convencional. Una vez producida la
unién entre los amplicones especificos y sus sondas correspondientes, la sefial se visualiza mediante una reaccién
inmunoenzimatica colorimétriea con Estre@!@wdma—Fosfatasa y un cromdgeno (NBT-BCIP) que genera
precipitados insolubles en la membrana en aquellas’ posn:lones en las que ha habido hibridacién. Los resultados
son analizados autométicamente con el software hybnSoft“‘”.

La conjuncion de un método directo de amplificacion a partir de-muestras clinicas y la tecnologfa automatizada
DNA-Flow, hacen que el sistema sea altamente sensible y rapido.

3 COMPONENTES

HPV Direct Flow Chip Kit se comercializa en ocho formatos distintos dependiendo del formato de la mix de PCR,
el nimero de test y el tipo de plataforma de hibridacién que se vaya a emplear.

Los diferentes formatos tienen componentes muy similares:

- HPV PCR Mix: Es una mix de PCR que contiene buffer, dNTPs, DNA Polimerasa, Uracil DNA Glicosilasa, agua
libre de DNasa/RNasas y primers biotinilados. Los primers son especificos para la amplificacion de los
diferentes genotipos de HPV que se detectan con el kit (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66,
68, 73, 82, 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 62, 67, 69, 70, 71, 72, 81 y 84). Ademds, la mix contiene primers
para amplificar DNA gendmico humano usado como contrel interno de la calidad del material de partida y de
amplificacion. El formato “monotest lyo” de PCR Mix incluye 3 tiras de 8 tubos para 24 test, o bien, 6 tiras de
8 tubos para 48 test. En el formato “Bulk wet” la mix de PCR esta incluida en un vial que contiene cantidad
suficiente para realizar 48 test, y el formato “Bulk lyo” contiene mix de PCR liofilizada que una vez reconstituida
tiene cantidad suficiente para realizar 48 test.

- Agua libre de DNasa/RNasa (MAD-DDW): Agua que se utiliza para el procesamiento de las muestras. También
puede ser utilizada como control negativo.

- HPV Chips: Chips 0 membranas de nylon que contienen un array de cligonucleétidos especificos para cada una
de las dianas del kit.

- Reactivos de hibridacion: Reactivos necesarios para llevar el proceso de hibridacion.
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Los formatos/presentaciones del HPV Direct Flow Chip kit son los siguientes:

Presentaciones _ Referencias N2 Test Plataformas
HPV Direct Flow Chip Kit (Manual) MAD-003930MU-HS12-24 24 HS12
HPV Direct Flow Chip Kit (Auto) MAD-003930MU-HS24-24 24 HS24, HS12A y HS24A
HPV Direct Flow Chip Kit (Manual) MAD-003930MU-HS12-48 48 HS12
HPV Direct Flow Chip Kit (Auto) MAD-003930MU-HS24-48 48 HS24, HS12A y HS24A
HPV Direct Flow Chip Kit (Manual Bulk Wet) | MAD-003930MW-HS512-48 48 HS12
HPV Direct Flow Chip Kit {Auto Bulk Wet) MAD-003930MW-HS-48 48 HS24, HS12A y HS24A
HPV Direct Flow Chip Kit (Manual Bulk Lyo) | MAD-003930ML-HS12-48 48 HS12
HPV Direct Flow Chip Kit {Auto Bulk Lyo) MAD-003930ML-HS-48 48 HS24, HS12A y HS24A

Tabla 1. Formatos y presentaciones del HPV Direct Flow Chip Kit.
Componentes del kit en cada uno de los formatos disponibles:

e Formatos Monotest liofilizados:

HPV Direct Flow Chip Kit (Manual) para 24 test (Ref: MAD-003930MU-HS12-24)

COMPONENTE (REFERENCIA) CONTENIDO CANTIDAD

HPV Direct-Flow Chip Kit (HS12) (PCR Reagents) (Ref. MAD- .
Mix de PCR 1ud.
003930MU-P-H512-24) pede .
RNASE/DNASE-FREE DISTILLED WATER (Ref. MAD-DDW) Agua libre de DNasa/RNasa 1 ud.
; Array de sondas de DNA especificas para los genotipos

HPV Chips (Ref. MAD-003930M-CH-HS-24) de: 1PNy fosenrifrelassdel ki 1 ud.

Reagent A (Ref. MAD-003930MA-HS12-24) | Hybridization solution 1ud.
;Iog"_g"pt_ Reagent B (Ref. MAD-003930MB-HS12-24)} | Blocking sclution 1ud.

ridization

RZagents Type Reagent C (Ref. MAD-003930MC-HS12-24) | Streptavidin-Alkaline Phosphatase 1ud.
(Manual) Reagent D (Ref. MAD-003930MD-HS512-24) | Washing Buffer | 1 ud.
(Ref. MAD- Reagent E (Ref. MAD-003930ME-HS12-24) | Reagent E 1 ud.
003925M-HS12)

Reagent F (Ref. MAD-003930MF-HS12-24) | Washing Buffer Il 1ud.

Tabla 2. Formatos y presentaciones del HPV Direct Flow Chip kit (Manual) monotest liofilizados para 24 test.

HPV Direct Flow Chip kit (Auto) para 24 test (Ref: MAD-003930MU-HS24-24)

_ _ COMPONENTE (REFERENCIA) CONTENIDO _ CANTIDAD
HPV Direct-Flow Chip Kit (HS24) (PCR Reagents) (Ref. MAD- .
003930MU-P-HS24-24) bbecle PCR Lug.
RNASE/DNASE-FREE DISTILLED WATER (Ref. MAD-DDW) Agua libre de DNasa/RNasa 1 ud.
. Array de sondas de DNA especificas para los genotipos
HPV Chips (Ref. MAD-003930M-CH-H5-24) de HPV y los controles del kit. 1 ud.
Flow Chip Reagent A (Ref. MAD-003330MA-HS524-24) Hybridization solution 1 ud.
Hybridization | Reagent B (Ref. MAD-003930MB-HS24-24) | Blocking solution 1ud.
R:EEEHE‘ ';ype I Reagent C (Ref. MAD-003930MC-HS24-24) Streptavidin-Alkaline Phosphatase 1 ud.
(Auto) {Ref, Reagent D (Ref. MAD-003930MD-HS24-24) | Washing Buffer | 1 ud.
Ve MAD-003925M-
\ HS) Reagent E (Ref. MAD-003930ME-H524) Reagent E 1 ud.

Tabla 3. Formatos y presentaciones del HPV Direct Flow Chip Kit {Auto) monotest licfilizados para 24 test.
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HPV Direct Flow Chip Kit (Manual) para 48 test (Ref: MAD-003930MU-HS12-48)

COMPONENTE (REFERENCIA) CONTENIDO CANTIDAD

gg?\’/ggglt\e:lj_lgi\?;f:zg?t {(HS12) {(PCR Reagents) (Ref. MAD Mix de PCR 1 .
RNASE/DNASE-FREE DISTILLED WATER (Ref. MAD-DDW) Agua libre de DNasa/RNasa 2 uds.
HPV Chips (Ref. MAD-003930M-CH-HS-24) lempii d?:i?fy ;z Cz:’,ﬁolzi pde;"ﬁ;f‘s pAR los| i

Reagent A (Ref. MAD-003930MA-HS12-48) | Hybridization solution 1ud.
E\?;:igi:ifﬁon Reagent B (Ref. MAD-003930MB-HS12-48) | Blocking solution 1ud.
Reagents Type | Reagent C (Ref. MAD-003930MC-HS12-48) | Streptavidin-Alkaline Phosphatase 1ud.
(Manual) Reagent D (Ref. MAD-003930MD-HS12-48) | Washing Buffer | 1 ud.
(Ref. MAD-003925M- | Ragoent E (Ref. MAD-002930ME-HS12-48) | Reagent E 1ud.
HS12-48) Reagent F (Ref. MAD-003930MF-HS12-48) | Washing Buffer Il 1 ud.

Tabla 4. Formatos y presentaciones del HPV Direct Flow Chip kit (Manual) monotest para 48 test.

HPV Direct Flow Chip klt (Auto} para 48 test (Ref: MAD-003930MU-HS24-48)

COMPONENTE (REFERENCIA) | CONTENIDO CANTIDAD

HPV Direct-Flow Chip Kit (HS24) (PCR Reagents) (Ref. MAD-
003930MU-P-HS524-48)

RNASE/DNASE-FREE DISTILLED WATER (Ref. MAD-DDW) Agua libre de DNasa/RNasa 2 uds.

Array de sondas de DNA especificas para los

Mix de PCR 1ud.

HPV Chips (Ref. MAD-003930M-CH-HS-24) senotinos de HEVy los contrales dal ki 2 uds.
Flow Chip Reagent A (Ref. MAD-003930MA-HS24-48) | Hybridization solution 1 ud.
Hybridization Reagent B (Ref. MAD-003930MB-H524-48) | Blocking solution 1 ud.
Reagents Type | Reagent C (Ref. MAD-003930MC-HS24-48) | Streptavidin-Alkaline Phosphatase 1 ud.
(Auto) (Ref. MAD- Reagent D (Ref. MAD-003930MD-HS24-48) | Washing Buffer | 1 ud.
003525M-HS-48) Reagent [ (Ref. MAD-003930ME-HS524-48) | Reagent E 1 ud.

Tabla5.  Formatos y presentaciones del HPV Direct Flow Chip Kit (Auto) monotest para 48 test.
Formatos Bulk Wet:

HPV Direct Flow Chlp Klt (Manual Bulk Wet) para 48 test (Ref: MAD-003930MW-HS12-48)

COMPON ENTE (REFERENCIA) , CONTENIDO CANTIDAD

HPV Direct Flow Chip Kit
(Bulk Wet) (PCR Reagents) HPV PCR mix {Ref. MAD-003930M-MIX-W) | Mix de PCR 1 ud.
(Ref. MAD-003930MW-P-48)

RNASE/DNASE-FREE DISTILLED WATER (Ref. MAD-DDW) Agua libre de DNasa/RNasa 2 uds.

Array de sondas de DNA especificas para los

HPV Chips (Ref. MAD-003930M-CH-HS-24) geriotipes de HPVy los controlesdel kit 2 uds.
Reagent A (Ref. MAD-003930MA-HS12-48) | Hybridization solution 1 ud.
Flow Chip Hybridization Reagent B (Ref. MAD-003930MB-HS12-48) | Blocking solution 1 ud.
Reagents Type | (Manual) Reagent C (Ref. MAD-003930MC-HS512-48) | Streptavidin-Alkaline Phosphatase 1 ud.
(Ref. MAD-D03925M-H512- | Reagent D (Ref. MAD-003930MD-HS12-48) | Washing Buffer | 1 ud.
5 Reagent E (Ref. MAD-003930ME-HS12-48) | Reagent E 1ud.
Reagent F (Ref. MAD-003930MF-H512-48) | Washing Buffer Il 1ud.

Tabla 6. Formatosy presentaciones del HPV Direct Flow Chip kit (Manual Bulk Wet).
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HPV Direct Flow Chip Kit (Auto Bulk Wet) para 48 test (Ref: MAD-003930MW-HS-48)

CONTENIDO

Ce

* COMPONENTE (REFERENCIA)

| CANTIDAD

HPV Direct Flow Chip Kit (Bulk Wet) (PCR | HPV PCR mix {Ref. MAD- Mix de PCR 1ud
Reagents) (Ref. MAD-003930MW-P-48) | 003930M-MIX-W ’
(RNASE/DNASE-FREE DISTILLED WATER) (ref. MAD-DDW) Agua libre de DNasa/RNasa 2 uds.
. Array de sondas de DNA especificas para los

. MAD- -CH-HS- ;
HPV Chip (HS) (Ref. MAD-003930M-CH-HS-24) gatintoede HPVy I8s cafitrales GaliL 2 uds
Flow Chip Reagent A (Ref. MAD-D03930MA-HS24-48) Hybridization solution 1ud.
Hybridization Reagent B (Ref. MAD-003930MB-HS24-48) Blocking solution 1ud.
Reagents Type | (Auto) | Reagent C (Ref. MAD-003930MC-HS524-48) Streptavidin-Alkaline Phosphatase 1ud.
(Ref. MAD-003925M- | Reagent D (Ref. MAD-003930MD-HS24-48) Washing Buffer 1 ud.
H5-48) Reagent E (Ref. MAD-003930ME-HS48) Reagent E 1ud.

Tabla 7. Formatos y presentaciones del HPV Direct Flow Chip Kit (Autoc Bulk Wet).

e Formatos Bulk Lyo

HPV Direct Flow Chip kit (Manual Bulk Lyo) para 48 test (Ref: MAD-003930ML-HS12- 48)

COMPONENTE (REFERENCIA) CONTENIDO CANTIDAD |
HPV Direct Flow Chip Kit | HPV PCR mix (Ref. MAD-003930M-MIX-L) Mix de PCR 1 ud.
(Bulk Lyo) (PCR Reconstitution solution (Ref. MAD-LYO-SOL) Solucién de reconstitucién 1 ud.
Reagents) (Ref. MAD-
003930ML-P-48) Vial A (Ref. MAD-003900-VA) Vial vacio 1 ud.
RNASE/DNASE-FREE DISTILLED WATER (Ref. MAD-DDW) Agua libre de DNasa/RNasa 2 uds.
. Array de sondas de DNA especificas para los
£. MAD- -CH-HS-

HPY Chibs (Ref MAD-DOSIDNFCh B genotipos de HPV y los controles del kit. 2 uds.

Reagent A (Ref. MAD-003330MA-HS12-48) Hybridization Solution 1ud.
Flow Chip Hybridization | Reagent B {Ref. MAD-003930MB-HS12-48) Blocking Solution 1 ud.
Reagents Type | (Ref. Reagent C (Ref. MAD-003930MC-HS12-48) Streptavidin-Alkaline Phosphatase 1 ud.
Manual) (Ref. MAD- Reagent D {Ref. MAD-003530MD-HS12-48) Washing Buffer | 1 ud.
003925M-HS12-48)

Reagent E (Ref. MAD-003930ME-H512-48) Reagent E 1ud.

Reagent F {Ref. MAD-003930MF-HS12-48) Washing Buffer Il 1ud.

Tabla 8. Formatos y presentaciones del HPV Direct Flow Chip kit {(Manual Bulk Lyo).

HPV Direct Flow Chip Kit (Auto Bulk Lyo) para 48 test (Ref: MAD- 003938ML-H52 8}

NOMBRE Y REFERENCIA

CONTENIDO

| CANTIDAD

HPV Direct Flow Chip Kit HPV PCR mix (Ref. MAD-003930M-MIX-L} Mix de PCR
(Bulk Lyo) (PCR -
" Reconstitution solution (Ref. MAD-LYO-SOL) Solucién de reconstitucion 1 ud.
Reagents) (Ref. MAD
003530ML-P-48) Vial A (Ref. MAD-003900-VA) Vial vacio
RNASE/DNASE-FREE DISTILLED WATER (Ref. MAD-DDW) Agua libre de DNasa/RNasa 2 uds.
i Array de sondas de DNA especificas de los
HPY Ealps {Ref. MAD-OREEUM-CHHE20 genotipos de HPV y los controles d el kit. 2 uds.
Reagent A {Ref. MAD-003930MA-HS524-48) Hybridization solution 1 ud.
Flow Chip Hybridization | Reagent B (Ref. MAD-003930MB-HS24-48) Blocking solution 1ud.
Reagents Type | (Auto) . .
f. MAD-003930MC-HS24- - ;
(Ref. MAD-003925M- Reagent C (Re 3 $24-48) Streptavidin-Alkaline Phosphatase 1lud
HS-48) Reagent D (Ref. MAD-003930MD-HS24-48) Washing Buffer 1ud.
Reagent E (Ref. MAD-003930ME-HS48) Reagent E 1 ud.

Tabla9. Formatos y presentaciones del HPV Direct Flow Chip kit (Auto Bulk Lyo).

Vitro, 5.A.

10 SANTIAGO mmGNﬂlU

DINECTOR - APODERADG

amn 7068 080

Calle Luis Fuentes Bejarano, 60, Edificio Nudo Norte, Local 3, 41020 Se'
Tel: +34 954 533 200. vitro@vitro.bio; www.vitro.bio

WMARGENTINA S.A.

MARIA PAULA MARCHIG)
DIRECTORATEC ! B30ina 7 de 43

IVD

BIOQUIMICA
M.N. 12496 M.P. 8229

F-2024-59011699-APN-DVPCY AR#ANMAT

7/36

Rev: 2024-03-05



Ce

master diagndstica®

4 MATERIALY EQUIPAMIENTO ADICIONAL REQUERIDO NO SUMINISTRADO

4.1 MATERIAL ADICIONAL REQUERIDO NO SUMINISTRADO

A. Reactivos y materiales comunes para todos los formatos:

= Guantes desechables.

= Puntas de pipeta con filtro libres de DNasa/RNasa.

= Tiras de tubos/placas para PCR.

= En el caso de que se usen muestras directas de parafina, utilizar el kit Paraffin Tissue Processing Kit, Ref:
MAD-003952M.

®  En los casos en que se requiera la extraccion del DNA de la muestra serd necesario el uso de un kit
adecuado. Se han validado los siguientes: |

Equipos y kits de extraccion de DNA valldados con HPV Direct Flow Chlp Klt

Equipos de extraccion Kit de extraccion

MagNA P-ure Compact Instrument. (Roche MagNa Pure (Roche)
Diagnostics)
Maxwell® 16 (Promega) Maxwell® 16 FFPE Tissue LEV DNA Purification Kit (Promega)
Molecular Automated Integral Solution (MAIS) Vitro RNA/DNA Pathogen Extraction Kit (MAD-003955M)
Victoria V-96 Vitro RNA/DNA Pathogen Extraction Kit (MAD-003955M)
FFPE DNA Kit
Viral DNA/RNA/NA Kit
Robot Nextractor NX-48S Urine/Swab DNA Kit
RNA/DNA Pathogen Extraction Kit (Robot Nextractor NX-485) MAD-
003955M-EX

Tabla 10. Equipos vy kits de extraccién de acides nucleicos.

B. Especifico para formatos compatibles con plataformas automaticas HS12a, H524 y H524a:
»  Washing Reagent (ref. MAD-003930WSH).

C. Especifico para plataformas con termociclador HS12a y H524a:
= Placas de PCR MAD-003900-PCRP.
= Tapones (ref. NST-406012)

4.2 EQUIPAMIENTO:

A, Equipamiento comun para todos los formatos:

= Cahina de flujo laminar

®  Microcentrifuga para tiras de tubos de PCR o placas de 96 pocillos.

= Micropipetas automaticas: P1000, P200, P20 y P2,

¥ Enloscasos en que se requiera [a extraccion del DNA de la muestra sera necesario el uso de un dispositivo
adecuado. Los equipos de extraccion automética de acidos nucleicos que se han validado pueden verse

en la Tabla 10.
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8 Software hybriSoft.

B. Equipamiento especifico para formatos compatibles con las plataformas HS12 y H524:

= Termociclador. Se han validado los siguientes:

Termocicladores validados con HPV Direct Flow Chip Kit

Applied Biosystems™ Veriti™ 96-Well Thermal Cycler MJ Mini Personal Thermal Cycler (Bio Rad)
Mastercycler® Nexus (Eppendorf) 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems)
T Professional ThermoCycler (Biometra) SimpliAmp Thermal Cycler (ThermoFischer)
GeneAmp PCR System 7900 (Applied Biosystems) LifeECO Thermal Cycler (Bioer Technology)

Tabla 11. Termocicladores validados con HPV Direct Flow Chip Kit.
= Blogque térmico para calentar tubos de PCR (puede ser sustituido por un termociclador).

= Placa de frio {2-8 °C).
= Baifio termostatizado/estufa (solo para HS12).

5 CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

5.1 Condiciones de almacenamiento

Componente Formato del kit T2 Almacenamiento
' HPV Flow Chip kit (monotest): MAD-003930M-MIX | Se almacena de 2-8°C
Mix de PCR HPV PCR mix “Bulk Wet": MAD-003930-MIX-W Se almacena a-10a-30°C
HPV PCR mix "Bulk Lyo”: MAD-003930-MIX-L Se almacena de 2-8°C
Solucidn de reconstitucién ,
Solo en formatos “Bulk Lyo” Se almacena de 2-8°C
MAD-LYO-S0L
Agua libre de RNAasa y DNAasa Todos los formatos, es un componente comun Se almacena de 2-8°C
(MAD-DDW)
HPV Chips Todos los formatos, es un componente comun Se almacena de 2-8°C
Soluciones de hibridacion Todos los formatos Se almacenan de 2-8°C

Tabla 12. Condiciones de almacenamiento de los compenentes de HPV Direct Flow Chip Kit.

5.2 Estabilidad de los componentes en uso:

| Compone‘ntéi : Formato del kit | Condiciones de uso

Una vez abierto el envase que contiene la tira de tubos con
la mezcla de PCR liofilizada, conservar los tubos sobrantes
hasta un maximo de 21 dias a 2-8 *C en el embalaje original.

HPV Flow Chip kit (PCR Mix): MAD-
003930M-MIX Monotest Lyo

Mix de PCR HPV PCR mix “Bulk Wet": MAD- La mix de PCR soporta hasta 6 ciclos de
003930-MIX-W congelacién/descongelacion.
HPV PCR mix "Bulk Lyo”: MAD- La mix de PCR soporta hasta 6 ciclos de
0035930-MIX-L congelacién/descongelacion una vez resuspendida.

Una vez abierto el envase que contiene los chips, mantener

HPV Chips HPV Chips: MAD-003930M-CH-HS-24 | esponja y desecante en su interior hasta fin de uso para
asegurar una correcta conservacion de las membranas.
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_ Condiciones de uso
Mantener a la temperatura de 2-8°C mientras no se esté
usando.

Reactivos de
hibridacion

Reactivos de hibridacién

Tabla 13. Condiciones de uso de los componentes de HPV Direct Flow Chip Kit.

5.3 Estabilidad de los componentes en transporte:

Todos los formatos de HPV Direct Flow Chip Kit se transportan a una temperatura de 2-8°C.

6 ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

¢ Lea las instrucciones de uso antes de utilizar este producto.

e Las precauciones de seguridad y eliminacidon de residuos vienen descritas en la Ficha de Datos de Seguridad
de este producto. Este producto esta destinado Unicamente para uso profesional en un laboratorio, y no como
farmaco, para uso doméstico ni otros fines. La versién actual de la Ficha de Datos de Seguridad de este
producto puede ser descargada en la pagina web www.vitro.bio o solicitada en regulatory@vitro.bio.

e HPV Direct Flow Chip kit no requiere la extraccidn previa de ADN de las muestras, aungue puede realizarse si
se prefiere. Se puede proceder directamente a la amplificacién por PCR a partir de suspensiones celulares,
células fijadas o secciones de tejido parafinado. En caso de utilizar un kit de extraccion de acidos nucleicos, es
responsabilidad del cliente incluir los controles necesarios para verificar que el sistema funciona
adecuadamente.

e Consideraciones generales para evitar la contaminacion con producto de PCR:

La mayor fuente de contaminacién suele ser el propio producto de PCR amplificado, por lo cual es
recomendable llevar a cabo la manipulacién de los productos amplificados en una zona diferente a donde se
realiza la reaccion de PCR. Es recomendable trabajar en areas diferenciadas de pre- y post-PCR en donde se
realice la manipulacion del ADN problema y preparacién de tubos de PCR (pre-PCR) y la manipulacién e
hibridacion de los productos amplificados (post-PCR). Estas areas deben estar separadas fisicamente y debe
emplearse distinto material de laboratorio (batas, pipetas, puntas, etc) para evitar la contaminacion de las
muestras con el ADN amplificado, lo que podria conducir a falsos diagndsticos positivos. El flujo de trabajo
debe ir siempre en una Unica direccidn, desde la zona de pre-PCR hasta la zona de post-PCR y nunca en
direccidn opuesta. Se debe evitar el flujo de material y personal desde la zona post-PCR a la zona pre-PCR.
Ademas, a fin de evitar [a contaminacion con productos de PCR previos, se incluye en el kit la enzima Cod-UNG,
que degrada productos de PCR que contengan dUTP.

Se recomienda incluir controles negativos de amplificacién de todos los reactivos utilizados en el proceso,
desde la extraccién hasta la amplificacion, con excepcion de la muestra, con objeto de detectar y controlar
cualguier posible contaminacién de los reactivos con muestras problema o con productos amplificados. La
hibridaciéon en membrana de este control debe ser negativa, marcandose solo el control de hibridacién vy el
control exdgeno de amplificacién. De este modo se comprueba que no existe contaminacion de ADN de
pacientes y/o de ADN amplificado en la zona de pre-PCR.

o Eliminacién de residuos: La manipulacién de residuos generada por el uso de los productos comercializados
por Vitro, S.A., debe realizarse de acuerdo con la legislacion vigente en el pais en el que estos productos sean
usados. Como referencia, la siguiente tabla indica la clasificacion de los residuos generados por este kit de
acuerdo con la legislacidén europea, especificamente de acuerdo con la decision de la comision europea del 18
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de diciembre de 2014 enmienda de la decision 2000/532/CE sobre la lista de residuos conforme a la directiva
2008/98/CE del parlamento europeo y del consejo:

RESIDUOS POTENCIALES GENERADOS CODIGO

| TIPO.DE RESIDUO DE ACUERDO A ELW
TRAS EL USO DE ESTE PRODUCTO ELW* ‘

1. Basura/Residuos generados a partir de “Residuos acuosos Il’q gue contienen sustancias '

los reactivos de hibridacion peligrosas” después de afiadir un 10% del volumen total de

2. Desecho de Residuos liguidos 161061 un agente desinfectante. Si la desinfeccion no es llevada a

(“Residuos” en los equipos manuales y cabo, estos residuos deben considerarse como “residuos

automdticos) cuyo almacenamiento y eliminacion es sometida a
requisitos especiales a fin de prevenir infeccién”

3. HPV Chips

4. Fungibles (tubos, puntas, papel de “Residuos cuyo almacenamiento y eliminacion es

aluminio, etc.) 180103 | sometida a requisitos especiales a fin de prevenir

5. Cualquier elemento que haya estado en infeccién”

contacto con ADN

6. Contenedor para reactivos usados
clasificados como peligrosos (de acuerdo a 150110
|a Ficha de Datos de Seguridad)

Tabla 14. Tabla 9: Clasificacion de residuos generados por el kit HPV Direct Flow Chip de acuerdo con la legislacion
europea. *ELW: Acrdnimo del inglés European Legislation of Waste.

“Envases que contienen residuos o contaminados por
sustancias peligrosas”

Esta clasificacion se incluye como pauta general de actuacion, estando bajo la responsabilidad final del usuario el
cumplimiento de todas las regulaciones locales, regionales y nacionales sobre la eliminacién de este tipo de materiales.

7  PREPARACION DE LA MUESTRA

HPV Direct Flow CHIP Kit estd optimizado para el uso directo de muestras clinicas tales como torundas cervicales
y anales, citologias en medio liquido, muestras cérvico-vaginales obtenidas con el kit de auto toma Cervico-Vaginal
Self Collection Kit, citologias en medio de transporte de Digene (STM) y secciones de tejido parafinado, sin previa
extraccién de ADN. El sistema también se ha validado con ADN purificado a partir de muestras clinicas usando los
métodos de extraccidn indicados en la Tabla 10.

A El sistema no se ha validado con otros métodos de extraccion de ADN, por lo tanto, el uso de cualquier otro
método debe de ser previamente verificado.

7.1 Recomendaciones de almacenamiento de las muestras:

Las recomendaciones de almacenamiento para los distintos tipos de muestras son las siguientes:

e las citologias liquidas se introducirdn en un recipiente estéril con un liquido conservante y se mantendran
a temperatura ambiente (15 a 25°C) hasta su procesamiento. Las muestras son estables hasta 10 dias a la
temperatura indicada.

e Los hisopos se introduciran en un tubo estéril y se mantendran a temperatura ambiente (15 a 25°C) hasta
su procesamiento. Las muestras son estables hasta 10 dias a la temperatura indicada.

e lasmuestras cérvico - vaginales obtenidas con el kit de autotoma se mantendran a temperatura ambiente
(15 a 25°C) hasta su procesamiento. Las muestras son estables hasta 10 dias a la temperatura indicada.
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e las citologias en medio de transporte de digene® (digene® Specimen Transport Medium) se introduciran
en un tubo de transporte de polipropileno que contenga 1 mL de medio de transporte de muestras. El
tubo debe taparse bien con un tapén de rosca, etiquetarse, transportarse y conservarse a -20°C hasta su
posterior andlisis. El tubo que contiene la muestra debe invertirse varias veces para asegurarse de que
ésta entre perfectamente en contacto con la solucién. Las muestras se pueden enviar entre 2 y 30°C por
transporte de un dia para otro al laboratorio de anélisis y volverse a congelar a -10°C/-30°C a la recepcidn.
La muestra es estable durante tres afios. La integridad del ADN no variard con tres ciclos de
congelacion/descongelacion como maximo.

e las secciones de teiido parafinado se mantendran a temperatura ambiente (15 a 25°C} hasta su

procesamiento.

e El producto de amplificacién obtenido con el kit “Vitro HPV Screening Kit” (Vitro, S.A. Ref. MAD-003949M)
se mantendrd almacenado a -10°C/-30°C hasta 6 meses.

| WM ARGENTINA S.A.

WM ARGENTINA S.A. R B CRICA
ANTONIO SANTIAGO ANTOGNOLL! BIOQUIMICA

DIRECTOR - APODERAGO M.N. 12496 M.P. 8229

D.N.1. 12.788.080
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Protocolos de preparacion de muestras para PCR directa:

TORUNDAS CERVICALES Y ANALES

Descripcion breve procedimiento

Utilidad

Ce

APN-DVPCY AR#ANMAT

_:.__uo..wm:nmm
Agitar la torunda en 400 pl agua bidestilada libre de DNasa/RNasa dentro | Recogida del material de Muy alta " Material insufi iente, resultado “blanco”.
de un tubo de 1.5-2 ml. partida.
Usar solamente agua bidestilada libre de DNasa/RNasa para Evitar |a inhibicidn de la Muy alta El uso de otro tampdn como PBS para recolectar
recoger las células y afiadir al tubo de PCR PCR. las células puede provocar la inhibicidn de la PCR.
20 - Mezclar muestra con vértex a velocidad baja-media. - Conseguir muestra celular | Muy alta Células sedimentadas:
- Preparar la PCR: homogénea. - Si aspira sélo sobrenadante -> Material
e  Formatos monotest liofilizado: Tomar 30 ul de la suspension - Evitar grumos celulares. insuficiente, resultado "blanco"
homogénea como ADN molde para la reaccién de PCR. - Siaspira del pellet -> grumo o exceso de
¢  Formatos Bulk Wet y Bulk Lyo: Tomar 8l de la suspension material -> Posible inhibicion PCR, resultado
homogénea como ADN molde para la reaccién de PCR “blanco”.
Mezclar bien la suspension celular antes de afadirla al tubo de
PCR
3e Una vez afiadidas las muestras a los tubos de PCR, amplificar Evitar la exposicién de las Muy alta Las células se comienzan a lisar y liberan
inmediatamente. polimerasas a las proteasas. proteasas que pueden destruir la polimerasa,
resultado “blanco”.

sl

Tabla 15. Protocolo de preparacion de muestra para PCR directa a partir de torundas cervicales y anales.

Vitro, S.A.

Calle Luis Fuentes Bejarano, 60, Edificio Nudo Norte, Local 3, 41020 Sevilla (Spain).
Tel: +34 954 933 200. vitro@vitro.bio; www.vitro.bio
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OLO A DICU 9 DO RA R @ i) A DB BJi 0 B 4 L) U A R D 1 i
8 U Re AVD 0 i )
Paso Pe pcion breve procedimiento dad portancia onsecuencia de no nacerio correctamente W_A%Qu
1 Tomar 400 pl de muestra homogeneizada mediante vdrtex, y Recogida del material de partida. Muy alta Material insuficiente, resultado “blanco”. : %% 3
depositar en un tubo de 1.5-2 ml. rmE M
28 Centrifugar 1 min a 2000 rpm y retirar el sobrenadante. Concentracidn del material de Muy alta Material insuficiente, muy diluido, resultade “blanco”. l._MT s
partida ) Wmmv%
3e Lavar pellet con 400 pl de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa. Eliminar agentes inhibidores de la Muy alta Inhibicién de la PCR, resultado “blanco”. = : %.MT!%
Centrifugar 1 min a 2000 rpm y retirar el sobrenadante. PCR. MWRBM
49 Resuspender el pellet resultante en 300 pul de agua bidestilada libre Obtener una muestra homogénea Alta Exceso de material. Posible inhibicidon PCR, resultado WMM s
de DNasa/RNasa para obtener una suspensién homogénea de en medio liquido. “blanco". =
células.
Usar solamente agua bidestilada libre de DNasa/RNasa para | Evitar la inhibicién de la PCR. Muy alta El uso de otro tampdn como PBS para recolectar las
9 recoger las células y afiadir al tubo de PCR células puede provocar la inhibicién de la PCR.
5¢ Mezclar muestra mediante vortex. - Conseguir muestra celular Muy alta Células sedimentadas:
Preparar la PCR: homogénea. - Si aspira solo sobrenadante -> Material insuficiente,
e  Formatos monotest liofilizado: Tomar 30 pl de la - Evitar grumos celulares. resultado "blanco"
suspension hecmogénea como ADN molde para la reaccidn - Si aspira del pellet -> grumo o exceso de material ->
de PCR. Posible inhibicién PCR, resultado “blanco”.
e  Formatos Bulk Wet y Bulk Lyo: Tomar 8l de la suspensidn
homogénea como ADN molde para la reaccion de PCR
Mezclar bien la suspension celular antes de afiadirla al tubo
de PCR
62 Una vez afiadidas las muestras a los tubos de PCR amplificar Evitar la exposicion de las Muy alta Las células se comienzan a lisar y liberan proteasas que
inmediatamente. polimerasas a las proteasas. pueden destruir la polimerasa, resultado “blanco”.
Tabla 16. Protocolo de preparacién de muestra para PCR directa a partir de citologias en medio liquido 0 muestras cérvico - vaginales obtenidas con el kit de auto toma ..n. M w o
Cervico-Vaginal Self Collection Kit. = < %..
< m ul o
b Si tras seguir este protocolo “Citologias en medio liquido / Muestras cérvico-vaginales obtenidas con el kit de Auto toma Cervico-Vaginal Self X W Wm -
Collection Kit se observa suciedad en la membrana, se recomienda seguir el protocolo alternativo que se indica a continuacion: N w Wu M.m
Vitrg, S.A. N‘T .I.
Calle Luis Fuentes mm_.mnw:o\ mP ma.&n_o Nudo zozmw Local 3, 41020 Sevilla {Spain). _<U < W m N
Tel: +34 954 933 200. vitro@vitro.bio; www.vitro.bio = m a0
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| Descripcion breve procedimiento Importancia

. Consecuencia de no hacerlo correctamente

N-DVPCYAR#ANMAT

1o Tomar 50 ul del fondo de la muestra SIN homogeneizar con Recogida del material de partida. Muy alta | Material insuficiente, resultado “blanco”. m
vartex, y depositar en un tubo de 1.5-2 ml. ._H
22 Afadir 350 pl de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa. Eliminar agentes inhibidores de la Muy alta Inhibicién de la PCR, resultado “blanco”. MW
Centrifugar 2 min a 2000 rpm vy retirar el sobrenadante. PCR. “H__ M.u
32 Resuspender el mm:mﬁ resultante en 400 pl de agua bidestilada Obtener una muestra homogénea en Alta Exceso de material. Posible inhibicién PCR, mw AM% 2
libre de DNasa/RNasa para obtener una suspension homogénea | medio liquido. resultado “blanco". 4 oT o
de células. S mmmnﬁ
9 Usar solamente agua bidestilada libre de DNasa/RNasa | Evitar la inhibicién de la PCR. Muy alta El uso de otro tampdén como PBS para recolectar H.__/u_ WW%M
para recoger las células y anadir al tubo de PCR las células puede provocar la inhibicion de la PCR. 1T EMOQM
49 Mezclar la muestra mediante vortex. - Conseguir muestra celular Muy alta Células sedimentadas: _Hemmmm
Prepararla PCR: homogénea. - Si aspira sdlo sobrenadante -> Material % =
e  Formatos monotest liofilizado: Tomar 30 pl de la - Evitar grumos celulares. insuficiente, resultado "blanco” | mm =
suspension homogénea como ADN molde para la - Si aspira del pellet -> grumo o exceso de
reaccion de PCR. material -> Posible inhibicién PCR, resultado
e«  Formatos Bulk Wet y Bulk Lyo: Tomar 8pl de la “blanco”.
suspension homogénea como ADN molde para la
reaccion de PCR
Mezclar bien la suspension celular antes de afadirla al
‘9 tubo de PCR
5¢ Una vez afiadidas las muestras a los tubos de PCR amplificar Evitar la exposicion de las polimerasas | Muy alta Las células se comienzan a lisar y liberan proteasas
inmediatamente. a las proteasas. que pueden destruir la polimerasa, resultado
“blanco”.
Tabla 17. Protocolo alternativo de preparacion de muestra para PCR directa a partir de citologias en medio liquido o muestras cérvico - vaginales cbtenidas con el kit de
auto toma Cervico-Vaginal Self Collection Kit.
El sisterma se ha validado para PCR directa (sin extraccion previa de ADN} con los siguientes medios de transporte de citologia liquida: Thinprep (Hologic), Surepath (Becton Dickinson),
Novaprep (Novacyt), CellPrep (Biodyne), CY-PREP™ Pap Test (FJORD Diagnostics) y HURO PATH® Cell-Preserve Solution (CelltraZone) . 5
(=]
528%
. <954
i @ E Xz q
b Egan
=, N
ozE"
il
Vitro, S.A. < W Lz
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CITOLOGIAS EN MEDIO DE TRANSPORTE DE DIGENE {STM)

Paso

Descripcion breve procedimiento

Ce

Importancia

Consecuencia de no hacerlo correctamente

DVPCY AR#ANMAT

Calle Luis Fuentes Bejarano, 60, Edificio Nudo Norte, Local 3, 41020 Sevilla (Spain).
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2 Tomar 500-1000 pl de suspension celular y poner en un tubo de 1.5-2 ml. Recogida del material de partida. | Muy alta Material insuficiente, resultado “blanco”. o
29 Centrifugar 1 min a 2000 rpm y retirar el sobrenadante. Concentracién del material de Muy alta Material insuficiente, muy diluido, resultado Ww
partida. “blanco”. =y
3¢ Lavar pellet con 400 pl de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa. Centrifugar | Eliminar agentes inhibidores dela | Muy alta Inhibicion de la PCR, resultado “blanco”. mw
1 min a 2000 rpm y retirar el sobrenadante. PCR. <
Usar solamente agua bidestilada libre de DNasa/RNasa para recoger | Evitar la inhibicién de la PCR. Muy alta El uso de otro tampdn como PBS para recolectar m
9 las células y afiadir al tubo de PCR las células puede provocar la inhibicion de la L
PCR. B
4¢ Resuspender el botdn celular resultante en 300 pl de agua bidestilada libre Obtener una muestra Alta Exceso de material. Posible inhibicién PCR,
de DNasa/RNasa para obtener una suspensién homogénea de células. homogénea en medio liquido. resultado “blanco”.
50 Mezclar muestra mediante vortex. - Conseguir muestra celular Alta Células sedimentadas:
Preparar la PCR: homogénea. - Si aspira sélo sobrenadante -> Material
e  Formato monotest liofilizado: Tomar 30 ul de la suspension - Evitar grumos celulares. insuficiente, resultado "blanco”
homogénea como ADN molde para la reaccidn de PCR. - Si aspira del pellet -> grumo o exceso de
e  Formato Bulk Wet y Bulk Lyo: Tomar 8pl de la suspension material -> Posible inhibicion PCR, resultado
homogénea como ADN molde para la reaccién de PCR “blanco”.
Mezclar bien la suspensién celular antes de afiadirla al tubo de PCR - Conseguir muestra celular Muy alta
b homogénea.
- Evitar grumos celulares.
62 Una vez afiadidas las muestras a los tubos de PCR amplificar inmediatamente. | Evitar la exposicion de las Muy alta Las células se comienzan a lisar y liberan
polimerasas a las proteasas. proteasas que pueden destruir la polimerasa,
resultado “blanco”.
Tabla 18. Protocolo de preparacidn de muestra para PCR directa a partir de citologias en medio de transporte de Digene.
Vitro, S.A.
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SECCIONES DE TEJIDO PARAFINADO

~Utilidad _BwoquMm_w‘\ " Consecuencia de no hacerlo

| Paso Descripcion breve procedimiento

correctamente

Tomar 1-3 secciones de tejido nma‘m‘:mn_o (dependiendo del tamafio de la seccion Recogida del material de

Material insuficiente, resultado "blanco".

3 Lo,
tisular) de 10 um grosor. partida. W M% by
Colocar en tubo Eppendorf de 1,5 ml., e M%mwm
Nota: es conveniente retirar el mdximo posible de parafing de los bordes de lus secciones de tejido. ﬁ rMWM
29 Afadir 400 pl de aceite mineral (Ref kit: MAD-003952M). Eliminar parafina. Muy alta Restos de parafina que interfieren con la < ©
Calentar a 95°C durante 2 min. lisis del tejido posterior {32 paso). %N_
Centrifugar 1 min a 2000 rpm. % AAEIM
Eliminar restos de aceite mineral. anlnm =
32 Afadir al pellet: Garantizar correcta Muy alta Material insuficiente por lisis insuficiente =
- 60 pl de Tampon de extraccidn. (Ref Kit: MAD-003952M). actuacion de los agentes del tejido, resultado "blance".
- 1.5 pl de DNA Release (Ref Kit: MAD-003952M). de lisis.

Nota: para secciones de tejido >1 cm2:
- Incrementar volumen de Tampdn de extraccién y DNA Release proporcionalmente.
- Asegurar que el tejido queda completamente sumergido.

40 Incubar en dos pasos: a. Digestion enzimatica Muy alta Sin paso a. -> lisis insuficiente de las
(a) 30 mina6&0°C mediante proteasas. células y material tisular que impiden
(b) 10 mina98°C b. Inactivacion de que el ADN quede en solucidn, resultado
proteasas. “blanco”.
Sin paso b. -> alto riesgo de que
degraden la ADN polimerasa de la PCR,
resultado “blanco”.
Sitras la incubacién el tejido no ha sido completamente digerido, se recomienda | Fomentar la lisis celulary | Alta Lisis insuficiente de las células y material
9 afiadir de nuevo el volumen proporcional de Tampdn de extraccién y DNA | tisular para liberar el tisular que impiden que el ADN quede en
Release. Repetir |a incubacion durante otros 30 min a 60 °C y 10 mina 98 °C. ADN. solucidn, resultado “blanco”.

Comprobar que la seccién utilizada para la determinacién de HPV contiene lesidn. Para
ello se recomienda realizar H&E en la primera y Ultima seccidn y usar las secciones

intermedias para extraer ADN. Si se comprueba que las dos secciones primera y (ltima < MW e

tienen lesidn, esto indica que las secciones centrales que se van a usar para PCR-HPV son w 3 M nﬂm_

validas. Sino hay lesidn en las dos secciones extremas hay riesgo de que las secciones % .HM WI w ©

" v — g

usadas para PCR hayan perdido la lesion. = 2~

= = = M o~

o & ol

O=c .

Vitro, S.A. o m m -
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Paso

SECCIONES DE TEJIDO PARAFINADO

Descripcion breve procedimiento

El protocolo de PCR directa no ha sido ensayado para otro tipo de muestras clinicas de
partida (extensiones citolégicas o secciones de tejido tefiidas) sobre las que también es
posible realizar el test de HPV, por lo que se recomienda seguir un procedimiento de
purificacion de ADN sobre dichas muestras.

Utilidad

_imQ:mznmw

Consecuencia de no hacerlo

correctamente

NEDOVPCY ARFANMAT

[
1
d
e
L
Y
la

- Centrifugar 1 min a 2000 rpm -> decantar restos tisulares.

- Preparar la PCR:

Monotest liofiliado: Afiadir por tubo de reaccién 27 pl de agua bidestilada libre de

DNasa/RNasa y 3 pl de la suspension celular homogénea como ADN molde para PCR,

evitando tomar restos de tejido del fondo del tubo (“debris”).

Bulk wet y bulk lyo: Afiadir por tubo de reaccidon 5 pl de agua hidestilada libre de

DNasa/RNasa y 3 pl de la suspensidn celular homogénea como ADN molde para PCR,

evitando tomar restos de tejido del fondo del tubo (“debris”).
Nota: pueden quedar restos de aceite mineral en la parte
superior del sobrenadante (Phase 1), estos restos no
interfieren en la PCR posterior, pero hay que asegurar gue
se coge sobrenadante ocuoso (Phase 2) que es el que
contiene el ADN.

Muestra de partida apta
para ser amplificada.

Muy alta

Posibles problemas de inhibicion de PCR m
por aspiracion de restos tisulares, o toma |

de aceite mineral en lugar de

sobrenadante, el resultado del test seria
“blanco”.

LU IIVULILIY

Una vez afiadidas las muestras a los tubos de PCR, amplificar inmediatamente.

Evitar la exposicién de las
polimerasas a las
proteasas.

Muy alta

Las células se comienzan a lisar y liberan
proteasas que pueden destruir la
polimerasa, resultado “blanco”.

Vitro, S.A.
E Calle Luis Fuentes Bejarano, 60, Edificio Nudo Norte, Local 3, 41020 Sevilla (Spain). _<U
Tel: +34 954 933 200. vitro@vitro.bio; www.vitro.bio

Tabla 19. Protocolo de preparacién de muestra para PCR directa a partir de secciones de tejido parafinade.
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El procedimiento de analisis a utilizar cuando se parte del producto amplificado obtenido con el kit Vitro HPV
Screening kit (Vitro, 5.A. Ref. MAD-003949M) se describe en el apartado 9.2.

8 PREPARACION DE LA PCR

La preparacion de la mix de PCR variaria segin el formato del kit utilizado:

8.1 Reaccidn de PCR para formato de mix “monotest lyo”

La mix en formato monotest lyo la contienen las siguientes presentaciones del Kit:
| N© Test

Presentaciones } Referencias Plataformas

HPV Direct-Flow Chip Kit (Manual) MAD-003930MU-H512-24 24 HS12
HPV Direct-Flow Chip Kit (Auto) MAD-003930MU-H524-24 24 HS24, HS12A y HS24A
HPV Direct-Flow Chip Kit {Manual) MAD-003930MU-HS512-48 48 HS12
HPV Direct-Flow Chip Kit {Auto) MAD-003930MU-H524-48 48 HS24, HS12A y HS524A

La reaccién de PCR se lleva a cabo en un volumen final de 30 ul para los formatos “monotest lyo”.

Tomar un tubo que contiene la mezcla de PCR liofilizada por muestra a analizar.
e Afiadir la muestra:
o Muestra directa: Afiadir 30 pl de muestra directa a excepcion del siguiente caso:
= Muestra de tejido parafinado: afiadir por tubo de reaccion 27 pl de agua bidestilada
libre de DNasa/RNasa y 3 pl de la suspension celular.
o Muestra extraida (ADN purificado): afiadir en primer lugar 18 pl de agua bidestilada libre de
DNasa/RNasa al tubo y posteriormente afiadir 12 pl de ADN.

e Homogenizar la mezcla mediante pipeteo y centrifugar durante unos segundos.

¢ Sjel nimero de muestras a analizar es inferior o superior a 8, se pueden separar de la tira los tubos
gue sean necesarios sin tener que emplear tiras completas. El resto de |a tira de tubos con la mezcla de
PCR liofilizada que no se vaya a usar en el momento debe ser almacenada durante un maximo de 3
semanas a 2-8°C en el embalaje original.

e En caso de realizar la PCR en el equipo HS12A o HS24A, seguir las instrucciones del equipo. En caso de
realizar la PCR externamente, homogenizar la mezcla mediante pipeteo y centrifugar durante unos
segundos.

o Ver los termocicladores validados en la Tabla 11.
o Colocar los tubos en el termocicladory programar las siguientes condiciones de amplificacion:

__PROGRAMAPCR
25°C 5 min 1 ciclo
85°C 5 min 1 ciclo
g5°C¢ 15seg
42°C 15 seg 5 ciclos
72 30seg
s, 5 Lo 45 ciclos
60 °C 40 seg

Tabla 20. Programa de PCR.

IF-2024-59011699-APN-DVPCY AR#ANMAT
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Mantener los tubos refrigerados a 2-8 °C cuando finalice la reaccién no mas de 72h. Si no se van a procesar
las muestras en el momento, se pueden almacenar a -10 °C/-30 °C hasta 6 meses.

8.2 Procedimiento para formato HPV-Direct Flow Chip “Bulk Lyo” y “Bulk Wet":

Las presentaciones que contienen estos formatos de mix ”Bulk” son los 5|gU|entes

_Tipo de PCR mix | Presentaciones Referencias . Plataformas
Bulk wet HPV Direct-Flow Chip Kit (Manual Bulk Wet) MAD-003930MW-HS512-48 HS12
HPV Direct-Flow Chip Kit (Auto Bulk Wet) MAD-003930MW-HS-48 HS24, HS12A y HS24A
Bk HPV Direct-Flow Chip Kit (Manual Bulk Lyo) | MAD-003930ML-HS12-48 HS12
HPV Direct-Flow Chip Kit (Auto Bulk Lyo) MAD-003930ML-HS-48 HS24, HS12A y HS24A

e Tomar un tubo que contiene la mezcla de PCR. En el caso del formato liofilizado, resuspender en el
tubo opaco donde esta la pastilla afiadiendo 660pL del componente MAD-LYO-SOL. Una vez
resuspendido, si se desea realizar alicuotas automaticamente con el robot MAIS en la placa de PCR
(MAD-003900-PCRP), tomar todo el volumen y afiadirlo al tubo vacio (MAD-003900-VA). En el caso del
formato “bulk” wet no es necesario resupender. Este formato puede ponerse directamente en el robot
y alicuotarse siguiendo las instrucciones del equipo. Las alicuotas puede hacerse manualmente para
ambos formatos si se desea. El volumen por pocillo de mix es de 12pl.

e Una vez realizadas las alicuotas de [a mix de PCR, afiadir 8 pl de muestra directa o ADN purificado en
cada tubo, a excepcién de la siguiente:

o Muestra de tejido parafinado para muestra directa: afiadir por tubo de reaccién 5pl de agua
bidestilada libre de DNasa/RNasa y 3 pl de la suspensién celular.

e En caso de realizar la PCR en el equipo HS12A o HS24A, seguir las instrucciones del equipo. En caso de
realizar la PCR externamente, homogenizar la mezcla mediante pipeteo y centrifugar durante unos
segundos.

o Ver los termocicladores validados en la Tabla 11.
o Colocar los tubos en el termociclador y programar las siguientes condiciones de amplificacion:

PROGRAMA PCR

25%C 10 min 1 ciclo
855€ 3 min 1 ciclo
95°C 30 seg
55°C 45 seg 40 ciclos
72°C 30seg
72°C 5 min 1 ciclo
8°C oo

Tabla 21. Programa de PCR.

Mantener los tubos refrigerados a 2-8 °C cuando finalice la reaccién no mds de 72h. Si no se van a procesar las
muestras en el momento, se pueden almacenar a -10 °C/-30 °C hasta 6 meses.

9  HIBRIDACION REVERSA POR FLOW-THROUGH

Todos los reactivos son suministrados en formato “listo para uso”.
Las membranas son de un solo usc y se deben manipular con guantes.
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El procedimiento a seguir dependera del tipo de muestra y equipo hybriSpot a utilizar.

9.1 Muestra clinica directa y muestra purificada:

9.1.1 Hibridacién reversa manual con HS512:

Una vez realizada la PCR siguiendo el paso anterior, todo el proceso de hibridacion se realiza de forma manual
en hybriSpot (HS12) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el wizard del equipo “HPV-DNAFlow”. La
gestién de las muestras, la captura de las imagenes y el andlisis e informe de los resultados se realizan a través
del software hybriSoft.

Nota: Configurar el instrumente siguiendo las instruccicnes del manual de usuario (proporcionadas con el instrumento).

Antes de comenzar el proceso de hibridacién:
1. Desnaturalizar los productos de PCR calentando a 95 °C durante 10 min en un termociclador y enfriar
rapidamente en hielo durante al menos 2 min.
Precalentar el Reactivo A (Reagent A) a 41 °C.
3. Situar cada HPV Chip en la posicion indicada en la plataforma (HS512).

Protocolo de hibridacién manual:
a) Establecer la temperatura del equipo a 41 °C. Afadir 300 pl de Reactivo A (Hybridization Solution)
precalentada a 41 °C a cada Chip e incubar durante al menos 2 min a 41 °C.
b) Eliminar el reactivo A (Hybridization Selution) activando la bomba de vacio.
¢) Mezclar 30 pl de cada muestra de PCR (previamente desnaturalizada y mantenida en hielo) con 270 pl

de Reactivo A (Hybridization Solution) (41 °C) y dispensar la mezcla sobre el HPV Chip correspondiente.
Nota: Cuando se trabaje con muestras procedentes de PCR directa se recomienda no tomar el contenido del fondo del tubo
de PCR que contiene los restos celulares.

d) Incubara 41 °C durante 8 min.

e) Activar la bomba durante al menos 30 s para eliminar los productos de PCR.

f) Lavar 3 veces con 300 pl con Reactivo A (Hybridization Solution) (41 °C).

g) Fijar la temperatura en 29 °C.

h) Afiadir 300 pl de Reactivo B (Blocking solution) e incubar durante 5 min.

i} Activar la bomba para eliminar el Reactivo B.

j)  Cuando la temperatura haya alcanzado 29 °C, afiadir 300 pl de Reactivo C (Streptavidin-Alkaline
Phosphatase) a cada Chip.

k) Incubar durante 5 mina 29 °C.

1) Activar la bomba para eliminar el reactivo.

m) Fijar la temperatura en 36 °C.

n) Lavar las membranas 4 veces con 300 pl con Reactivo D (Washing buffer I).

o) Cuando la temperatura alcance los 36 °C, afiadir 300 pl de Reactivo E (Reagent E) a cada Chip. Incubar
durante 10 min a 36 °C.

p) Activar la bomba para eliminar el reactivo.

g) Lavarlas membranas 2 veces con 300 pl de Reactivo F (Washmg buffer 11).

r) Activar la bomba para eliminar el reactivo.
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s) Realizar la captura de imédgenes, andlisis e informe de resultados siguiendo instrucciones del manual
de usuario HS12.

9.1.2 Hibridacion reversa automatizada con HS24

Una vez realizada la PCR siguiendo el paso anterior, todo el proceso de hibridacién se realiza de forma
automatica en hybriSpot 24 (H524) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el wizard del equipo “HPV
Direct Flow Chip”. La gestion de las muestras, la captura de las imagenes y el anélisis e informe de los resultados
se realizan a través del software hybriSoft.

Nota: Configurar el instrumento siguiendo las instrucciones del manual de usuarioc (proporcionadas con el instrumento).

Antes de comenzar el proceso de hibridacién:

1. Desnaturalizar los productos de PCR calentando a 95 °C durante 10 min en un termociclador y enfriar
rapidamente en hielo durante al menos 2 min.

2. Colocarlos tubos de PCR, los HPV Chips y los reactivos en sus correspondientes posiciones del hybriSpot
24,

3. Seleccionar el protocolo correspendiente en el equipo (HPV Direct Flow Chip) para que comience el
proceso automatico.

9.1.3 Hibridacién reversa automatizada con HS12A y HS24A

Los procesos de amplificacién por PCR y de hibridacion se realizan de forma automatica en la plataforma HS12a
y HS24a siguiendo las instrucciones proporcionadas por el wizard del equipo “HPV Direct Flow Chip”.

El procesamiento de la muestra, la captura de imagenes y el analisis de los resultados se lleva a cabo mediante
el software hybriSoft.

Antes de comenzar el proceso, se recomienda leer con atencién el manual de usuario (incluido en el equipo
HS12a y HS24a) y seguir las instrucciones para colocar las tiras de tubos, chips y reactivos de hibridacién en el
instrumento.

9.2  Producto de amplificacion obtenido con el kit Vitro HPV Screening (Vitro, S.A. Ref. MAD-003949M)

Una vez obtenido el producto de amplificacidon con el kit Vitro HPV Screening kit, se procede directamente al
proceso de hibridacidn reversa por Flow-through.

Nota: Todos los reactives son suministrados en formato “listo para use”. Las membranas son de un solo uso y deben
manipularse con guantes.

9.2.1 Hibridacién reversa manual con HS12

Todo el proceso de hibridacién se realiza de forma manual en hybriSpot (H512) siguiendo las instrucciones
proporcionadas por el wizard del equipo “HPV_RT". La gestidn de las muestras, la captura de las imagenes y el
andlisis e informe de los resultados se realizan a través del software hybriSoft.

Nota: Configurar el instrumento siguiendo las instrucciones del manual de usuario (proporcionadas con el instrumento).

Antes de comenzar el proceso de hibridacion:
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1. Desnaturalizar todo el producto de amplificacién obtenido con el kit Vitro HPV Screening (Vitro, S.A.
ref. MAD-003949M) calentando a 95 °C durante 10 min en un termociclador y enfriar rapidamente en
hielo durante al menos 2 min.

Precalentar el Reactivo A (Reagent A) a 41 °C.
3. Situar cada HPV Chip en la posicién indicada en la plataforma (HS12).

Protocolo de hibridacién manual con H512:

a) Establecer la temperatura del equipo a 60 °C. Afladir 300 pl de Reactivo A (Hybridization Solution)
precalentado a 41 °C a cada Chip e incubar durante al menos 2 min a 60 °C.

b) Eliminar el reactivo A (Hybridization Solution) activando la bomba de vacio.

c) Mezclar el producto de amplificacidn obtenido con el kit Vitro HPV Screening (Vitro, S.A. ref. MAD-
003949M) (previamente desnaturalizada y mantenida en hielo) con 270 pl de Reactivo A (Hybridization
Solution) precalentado a 41 °Cy dispensar la mezcla sobre el HPV Chip correspondiente.

d) Incubara 60 °C durante 1 min.

e} Establecer la temperatura del equipo a 41°C y cuando alcance dicha temperatura, incubar la muestra
durante 6 minutos.

f}  Activar la homba durante al menos 30 s para eliminar los productos de PCR.

g) Establecer la temperatura del equipo a 29°Cy Lavar 3 veces con Reactivo A (Hybridization Solution)
precalentado a 41 °C mientras el equipo baja la temperatura hasta alcanzar los 29°C.

h) Afiadir 300 pl de Reactivo B (Blocking solution) e incubar durante 5 min.

i) Activar la bomba para eliminar el Reactivo B.

j)  Afiadir 300 pl de Reactivo C (Streptavidin-Alkaline Phosphatase) a cada Chip.

k) Incubar durante 5 mina 29°C.

[} Activar la bomba para eliminar el reactivo.

m) Establecer la temperatura del equipo a 36°C y lavar las membranas 4 veces con 300 pl con Reactivo D
(Washing buffer I) mientras el equipo alcanza la temperatura de 36°C.

n) Cuando la temperatura alcance los 36 °C, afiadir 300 pl de Reactivo E (Reagent E} a cada Chip.

o) Incubar durante 10 min a 36 °C.

p) Activar la bomba para eliminar el reactivo.

g) Lavarlas membranas con 2 veces con 300 pl de Reactivo F (Washing buffer I1).

r) Activar la bomba para eliminar el reactivo.

s) Realizar la captura de imdgenes, analisis e informe de resultados siguiendo instrucciones del manual
de usuario HS12.

9.2.2 Hibridacion reversa automatizada en HS24.

Todo el proceso de hibridacidon se realiza de forma automaética en hybriSpot 24 (HS24) siguiendo las
instrucciones del wizard del equipo “HPV Direct Flow Chip (RT Genotyping)”. La gestién de las muestras, la
captura de las imagenes y el analisis e informe de los resultados se realizan a través del software hybriSoft.

Nota: Configurar el instrumento siguiendo las instrucciones del manual de usuario (proporcionadas con el instrumento).
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Tener en cuenta que el nimero de muestras maximo a hibridar en el equipo H524 con el producto de “Vitro
HPV Screening kit” es de 12 muestras.

Antes de comenzar el proceso de hibridacion:

1. Desnaturalizar los 20 pl del producto de amplificacion obtenido con el kit Vitro HPV Screening (Vitro, S.A.
ref. MAD-003949M) calentando a 95 °C durante 10 min en un termociclador y enfriar rapidamente en
hielo durante al menos 2 min.

2. Colocar los tubos de PCR, los HPV Chips y los reactivos en sus correspondientes posiciones del hybriSpot
24,

3. Seleccionar el protocolo correspondiente (HPV Direct Flow Chip (RT Genotyping)) en el equipo para que
comience el proceso automdtico de hibridacién.

9.2.3 PROCEDIMIENTO Hibridacién reversa automatizada en H512a y H524a.

Los procesos de amplificacién por PCRy de hibridacién se realizan de forma automatica en la plataforma H512a

y HS24a siguiendo las instrucciones proporcionadas por el wizard del equipo ““HPV Dirct Flow Chip (Rt-

Genotyping)”.

El procesamiento de la muestra, la captura de imagenes y el analisis de los resultados se lleva a cabo mediante

el software hybriSoft.

Antes de comenzar el proceso, se recomienda leer con atencién el manual de usuario (incluido en el equipo '
HS12a y HS24a) y seguir las instrucciones para colocar las tiras de tubos, chips y reactivos de hibridacion en el

instrumento.

10 PROCEDIMIENTO DE CONTROL DE CALIDAD

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

Control

Control de hibridacién

C Control de amplificacidén endégeno

Tabla 22. Sondas control incluidas en HPV Flow Chip.

Control de hibridacién (B): Tras el revelado de las membranas debe aparecer una sefial intensa en las cinco
posiciones de control de hibridacién (B) que sirve como control de calidad. Esta sefial indica que los reactivos
de hibridacién y revelado han funcionado correctamente. Si no aparece sefial indicara que se ha producido un
error durante el proceso de hibridacién o que algiin reactivo no se ha usado correctamente. Ademas, esta sefial
permite que el software pueda orientar correctamente el panel de sondas para su posterior analisis.

Control de amplificacién enddgeno (C): Es una sonda disefiada para la deteccion del gen de la B-globina
humana contenido en la muestra problema y es co-amplificada durante la PCR. Todas las muestras donde el
ADN problema se haya amplificado correctamente tendran una sefial positiva en el Control de amplificacién
endégeno (C). Esta sefial es indicativa de la calidad/cantidad del ADN empleado en la amplificacién. Una sefial

IF-2024-59011699-APN-DVPCY AR#ANMAT

%5 Vitro, 5.A.
Calle Luis Fuentes Bejarano, 60, Edificio Nudo Norte, Local 3, 41020 Sk IVD 24/36
Tel: +34 954 933 200. vitro@vitro.bi itro.bi
\ARGENTINA §.A. A AT ARG ONE Rev: 2024-03-05
ANTORIO SANTIAGO ANTOGNOLLI DIRECTORA TECNIAgIna 24 de 43
DIRECTOR - APODERADD BIOQUIMICA

D.N.Il. 12. 708 o8 M.N 12408 M P 2229



Rvitr

master diagndstica®

Ce

positiva indica que la amplificacién ha funcionado correctamente y que la calidad y cantidad del ADN de partida
han sido dptimas. La ausencia de sefial para este control nos indica fallos durante la amplificacion, baja calidad/
cantidad del ADN utilizado en la amplificacién o ausencia de ADN humano en la muestra. Este (ltimo caso es
posible cuando la cantidad de células humanas presentes en la muestra problema esté por debajo del limite de
deteccién. Si ademas no se detectan sefiales positivas para ninglin genotipo de HPV, el software hybriSoft
incluird el siguiente mensaje en el informe: “BLANCO. Material inadecuado. Material insuficiente. PCR
inhibida”.

Cuando la muestra es positiva para cualquiera de los HPVs incluidos en el kit, pero no hay sefial para el control
de amplificacion enddégeno, el software hybriSoft incluird el siguiente mensaje en el informe: “Material
insuficiente”. El usuario debe de verificar el proceso y la calidad de las muestras antes de validar los resultados.

El usuario es responsable de determinar los procedimientos de control de calidad apropiados para su
laberatoric.

11 INTERPRETACION DE RESULTADOS

Las siguientes tablas indican las posiciones de las sondas en el Chip y la interpretacion de los resultados.

33 58 42 ik 16 52 B

2 BB
B B 35 59 43 72 18 53 6 69
c & 39 66 | 44/55 26 56 11 70
D u 45 68 54 84 31 58 40 71
E 16 51 73 61 B 33 59 | 44/55 72

F 18 sy 82 | 62/81 C 35 66 54

G 26 ) 6 67 U 39 68 61 84
H 31 56 i 69 42 45 73 | 62/81
Vli 7 B 40 70 43 5. 82 67

Tabla 23. Posicidon de las sondas incluidas en HPV Direct Flow Chip.

“B”: Control de hibridacién

“C": Control de amplificacion endégeno (gen de f-globina humano)
“U”: Senda Universal HPV

“X”: Sondas especificas para cada genotipo de HPY

Todas las sondas estdn duplicadas para garantizar la fiabilidad en el andlisis automdtico de los resultados. Ef
control de hibridacicn (B) estd repetido en 5 posiciones y permite que el software pueda orientar correctamente
el panel de sondas para su posterior andlisis.
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Sonda/posiciones (columna-fila)

Resultados esperados Sonda ; B (Control de \ C (Control'end"c’;geno u* (Sondaf
genotipo HPV. ' hibridacion) 1 de amplificacion) universal HPV)
HPY 16 1E-6A 1A-1B-21-5E-8A | 1c5F ~/1D5G6
HPV 18 1F-6B 1A-1B-21-5E-8A 1C-5F -/ 1D-5G
HPV 25 1G-6C 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F -/ 1D-5G
HPV 31 1H-6D 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F -/ 1D-5G
HPV 33 2A-6E 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F - /1D-5G
HPV 35 2B-6F 1A-1B-21-5E-8A 1C-5F —/1D-5G
HPV39 2C-6G 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F —/1D-5G
HPV 45 2D-6H 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F ~/1D-5G
HPV 51 2E-61 1A-1B-21-5E-8A 1C-5F - /1D-5G
HPV 52 2F-7A 1A-1B-2]-5E-8A 1C-5F --/1D-5G
HPV 53 2G-78 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F ' -/ 1D-5G
HPV 56 ZH-7C 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F -/ 1D-5G
HPV 58 3A-7D 1A-1B-2|-5E-8A 1C-5F -/ 1D-5G
HPV 59 3B-7E 1A-1B-2I-5E-8A 1C-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 1C-5F -/ 1D-5G
HPV 73 3E-7H 1A-1B-21-5E-8A 1C-5F — [ 1D-5G
HPV 82 3F-7I 1A-1B-2-5E-8A 1C-5F -/ 1D-5G
HPV & 3G-8B 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F -- /1D-5G
HPV 11 3H-8C 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F -/ 1D-5G
HPV 40 31-8D 1A-1B-2|-5E-8A 1C-5F -/ 1D-5G
HPV 42 4A-5H 1A-1B-21-5E-8A 1C-5F -/ 1D-5G
HPV 43 4B-5I 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F —~/1D-5G
HPV 44/55 4C-8E 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F --/1D-5G
HPV 54 4D-8F 1A-1B-2|-5E-8A 1C-5F --/1D-5G
HPV 61 4E-8G 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F --/1D-5G
HPV 62/81 4F-gH 1A-1B-2|-5E-8A 1C-5F ~/1D-5G
HPV 67 4G-81 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F —/1D5G
HPV 69 4H-9B 1A-1B-21-5E-8A 1C-5F - /1D-5G
HPV 70 41-9C 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F ~/1D-5G
HPV 71 5A-9D 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F —~/1D-5G
HPV 72 5B-9E 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F - [ 1D-5G
HPV 84 5D-9G 1A-1B-2I-5E-8A 1C-5F -~ /105G
HPV POSITIVO GENOTIPO NO
DETERMINADG - 1A-1B-21-5E-8A 1C-5F 1D-5G
RESULTADO NEGATIVO - 1A-1B8-21-5E-8A 1C-5F iz
BLANCO. Material inadecuado o £
insuficiente. PCR inhibida - Tl ohobhi -
Error de hibridacion - = 5 -
Tabla 24, Posicién de las sondas incluidas en HPV Direct Flow Chip e interpretacién de resultados.

*La sonda universal para HPV (U}, incluye un “pool” de sondas disefiadas dentro de la region L1 del virus. Su
secuencia es compartida por todos los genotipos del panel y por otros genotipos de mucosa no incluidos en
este kit. Si bien hay que tener en cuenta, que la sensibilidad para cada genotipo con esta sonda es diferente de
la sensibilidad con cada una de las sondas especificas. Por este motivo puede haber resultados de positividad

con una sonda genotipo-especifica y no con la sonda U; en estos casos, la ausencia de positividad en la sonda

F-2024-59011699-APN-DVPCY AR#ANMAT

Vitro, S.A. P
3 Calle Luis Fuentes Bejarano, 60, Edificio Nudo Norte, Local 3, 41020 Se ']I IVD 26/36
W’M A\ GENT|N."\ ge'li‘+34 954 933 200. vitro@vitro.bio; www.vitro.bio WM AR' EANFHIA S.A
; < MARIA PAULA MARCHIBHE na 26 de 43 Rev: 2024-03-05
ANTONICA SANTIAGO ANTOGNOLL) DIRECTORA TECNI Ina e

DIRECTOR - APODERADQ BIOQUIMICA
D.N.I. 12.798.060 M.N. 12496 M.P. §229



master diagnodstica®

U no invalida el anélisis ni el resultado positivo para un genctipo especifico. Cuando sélo aparece sefial de HPV
(U) no asociada a positividad de sonda especifica, el software interpreta la muestra como “HPV POSITIVO,
GENOTIPO NO DETERMINADOQ". Este resultado estaria indicando que la muestra es positiva pero que no se ha
identificado el genotipo especifico, pudiendo tratarse de otro genotipo diferente a los incluidos en el panel.

A continuacion, se expone un ejemplo de un informe en el que el caso analizado ha sido positivo para HPV 56.
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PCR: HPV0014U g 30/12/2020
Chips: HPVE-56 & 30/12/2019

Reactivo: HO57-5

§ 30/12/2020

DETALLES DE LA MUESTRA
ID MUESTRA:  Muestra-22 TIPO DE MUESTRA:

ID PACIENTE: PACIENTE:
SEXO: = FECHA NAC.: EDAD:

INFORME

HPV POSITIVO

Nuestra positiva para:

Alte Riesge:

56

hiussira negstive para ef resto de genotipos incluidez en el test HPW direct fow chip.

PROTOCOLO

Deteccion y genotipade del virus HPV mediante PCR y reverse dot blot, genotipas:
- sito riesgo: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 50, 66, 68, 73, 2.

- Bajo riesgo: 6, 11, 40, 42, 43, 4455, 54, 61, 62/81, 67, §9, 70, 71, 72, 04,
Preparacion de la musstra/extraccion del ADN

- Ussr la suspension celular/ONA para amplificar por PCR

Protocolo PCR HPV Direct Flow Chip: 2x 25°C 10 min, 1x 94°C Smin; 15x84-47-72°C (30°-30-30"), 55x 04-65-72°C (307-30"-30"), 1x 72°C 5 min.

Pratocolo REVERSE-DOT BLOT:

- Hibridacidn del producto de PCR biotinilado con HPV CHIP
- Lavados post-hibridacion

- Incubacion con enzima Estreptavidina-Fosfatasa

- Revelzdo con NBT-BC1P

Andlisis automatico da resultados

NOTAS

FACULTATIVO: Default Doctor, doctor : Validado: 20/03/2019
Realizado por: Default Tech, tech Procesado: 20/03/2018
Instr. : Mock Serial N%: 100001 hybriSoft: HSHS 2.2.0.R00 / HSHS IPL 1.0.0.R05
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EQ Vi E rmcj HPV Direct Flow Chip Kit
master diagndstica® LOTES
PCR: HPVO014U § 30/12/2020
Chips: HPVE-56 g 30/12/2018
Reactivo: HO57-5 8 30/12/2020
DETALLES DE LA MUESTRA
ID MUESTRA: Muestra-22 TIPO DE MUESTRA:
ID PACIENTE: . PACIENTE:
SEXO: = FECHA NACL.: EDAD:
INFORME

- 5pot B: Control de hibridacidn {5 puntos para orientar correctamente el CHIP)
- Spot C: Centrol interno de DMA (Sonda de DNA gendmino humano)

- Spot U: Sonda universal para HPY

- Spot & Sandas especificas para cada genotipe HPY

Todos los puntos estan imprasas por duplicado.

INFORMACION DEL ANALISIS

Umbral: 6
FACULTATIVO: Default Doctor, doctor Validado: 20/03/2019
Realizado por: Default Tech, tech Procesado: 20/03/2019
Instr. : Mock Serial N2: 100001 hybriSoft: HSHS 2.2 0.R00 f H5HS IPL 1.0.0.R05
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12 CARACTERISTICAS DEL FUNCIONAMIENTO
12.1 Funcionamiento Analitico
12.1.1 Repetibilidad

La repetibilidad se analizé ensayando el método 6 veces para cada una de las dianas incluidas en el panel. Este
ensayo se llevo a cabo de forma idéntica en todos los formatos (Monotest lyo, “Bulk wet” y “Bulk lyo”), utilizando
como molde fragmentos sintéticos de DNA correspondientes a todos los genotipos de HPV dianas del kit. El
ensayo se realizd para cada formato por un mismo operador, en una sola localizacion y usando un mismo lote
de reactivos. Los resultados obtenidos con este formato se consideran aceptables ya que para todas las dianas
se obtuvo una repetibilidad del 100%.

12.1.2 Reproducibilidad

La reproducibilidad del método se analizé simulando la variabilidad inter-laboratorio, variando el operador, los
equipos utilizados en el proceso y los lotes de reactivos. Este ensayo se llevd a cabo de forma idéntica en todos
los formatos (Monotest lyo, “Bulk wet” y “Bulk lyo”) utilizando como molde fragmentos sintéticos de cada
genotipo de HPV diana del kit a una concentracion igual a su limite de deteccion. Cada determinacion se ha
realizado por duplicado en cada laboratorio. La concordancia de los resultados obtenidos en los dos
laboratorios se evalud utilizando el “indice kappa”, el cual es un estadistico que indica la concordancia entre
datos cualitativos. Los resultados obtenidos de reproducibilidad de todos los formatos se consideran aptos,
puesto que mostraron una concordancia del 100% entre los resultados obtenidos por ambos laboratorios,
obteniéndose un indice kappa de 1, un error estdndar de cero y un IC 95% de 1-1.

12.1.3 Especificidad analitica

Especificidad intrapanel: Se analizé la especificidad de cada genotipo de HPV incluido en el panel usando 5x10°
GE/reaccion como material de partida para cada reaccién de PCR. Las muestras se hibridaron en la plataforma
hybriSpot usando el software hybriSoft para el analisis de los resultados. No se observaron reacciones cruzadas
entre los genotipos de HPV del panel, a excepcién de los genotipos 44 y 55 y de los genotipos 62 y 81. Por esta
razon, las sondas 62 y 81 y las sondas 44 y 55 estan localizadas en la misma posicién en el Chip.

Reacciones cruzadas con otros patégenos: No se observaron reacciones cruzadas con otras bacterias y virus
analizados: Herpesvirus simple 1y 2, Neisseria gonorrhoeae, y Chlamydia trachomatis.

Ensayo de sustancias interferentes: El potencial de interferencia con los resultados de la prueba de sustancias
que pueden estar presentes en las muestras se evalué utilizando una muestra negativa para HPV. Esta muestra
se contamind de forma artificial con un fragmento de DNA sintético de HPV16 a una concentracion tres veces
superior a su limite de deteccion, esto es, a 150 copias/test y se analizd por duplicado en presencia o ausencia
de las siguientes sustancias:
e Interferentes enddgenos (procedentes del propio organismo):
-Moco: Se ensayo a una concentracion del 0.3%.
-Sangre: Se ensayo a una concentracién del 5%.
r‘ sInterferentes exdégenos (componentes que no son parte del organismo):
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-Crema de clotrimazol y crema de miconazol: La crema de clotrimazol (20 mg/g) y la de miconazol (2%)
se ensayaron a una concentracion del 0.3%.
-Crema lubricante vaginal: Para el ensayo se utilizd Vagisil lubricante intimo a una concentracion del
0.3%.
Tanto con el protocolo de muestra directa como con el DNA purificado, no se observé interferencia o inhibicién
con ninguna de las sustancias probadas a las concentraciones ensayadas.

12.1.4 Sensibilidad analitica

Se realizd un ensayo para determinar la sensibilidad analitica del kit HPV Direct Flow Chip. El ensayo se llev6 a
cabo de forma idéntica en todos los formatos (Monotest lyo, “Bulk wet” y “Bulk lyo”) utilizando como molde
fragmentos sintéticos de DNA genémico de los distintos genotipos de HPV gue incluye el panel de deteccién
del kit.

La siguiente tabla muestra un resumen de los resultados obtenidos con cada genotipo HPV, todos los formatos
mostraron el mismo limite de sensibilidad para cada genotipo:

Genotipo HPV I.'OD DNA. & ! Reqllc.a S RoSitivas) Sensibilidad al LoD
(Copias/reaccion) | Réplicas totales |
HPV16 50 6/6 100%
HPV3®S 50 6/6 100%
HPV68 50 6/6 100%
HPV58 50 6/6 100%
HPV52 50 6/6 100%
HPV18 50 6/6 100%
HPV33 50 6/6 100%
HPV59 500 6/6 100%
HPV73 50 6/6 100%
HPV53 500 6/6 100%
HPV35 500 6/6 100%
HPV26 500 6/6 100%
HPV56 500 6/6 100%
HPV51 500 6/6 100%
HPV82 50 6/6 100%
HPVGE 50 6/6 100%
HPV54 50 6/6 100%
HPV84 50 6/6 100%
HPV42 50 6/6 100%
HPV71 50 6/6 100%
HPV11 50 6/6 100%
HPV69 500 6/6 100%
HPV61 500 6/6 100%
HPV43 50 6/6 100%
HPV72 50 6/6 100%
HPV44 50 6/6 100%
HPVE2 50 6/6 100%
HPV40 50 6/6 100%
HPV70 50 6/6 100%
A __HPV45 50 6/6 100%
HPV31 50 6/6 100%
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, LoD DNA Réplicas positivas/ B
Genottrpoilr-IPV (Copias/reaccion) ~ Réplicas totales bensiilidacalro
HPV66 500 6/6 100%
HPV67 50 6/6 100%
HPV55 50 6/6 100%
HPV81 50 6/6 100%
Tabla 25. Resultados del ensayo de sensibilidad analitica para el HPV Direct Flow Chip Kit.

Los resultados obtenidos con todos los formatos cumplen con el criterio de aceptacién establecido
mostrando una sensibilidad del 100% para la concentracién ensayada para cada genotipo.

12.2 Funcionamiento clinico

El rendimiento clinico del kit HPV Direct Flow Chip se evalué determinado los pardmetros de sensibilidad y
especificidad diagnéstica, valor predictivo positivo y negativo e indice kappa. Estos parametros se definen y se
calculan de la siguiente manera:

e La especificidad diagndstica se define como la probabilidad de que el resultado de la prueba sea
positivo en una persona infectada por el virus HPV. Se expresa como un porcentaje (fraccién numérica
multiplicada por 100}, calculada come 100 x el nimero de valores verdaderos negativos (VN) dividido
por la suma del nimero de valores verdaderos negativos (VN) mas el niimero de valores falsos positivos
(FP), 0 100 x VN/ (VN + FP).

® La sensibilidad diagnéstica se define como la probabilidad de que el resultado de la prueba sea
negativo en una persona sana, que no esté infectada por el virus HPV. Se expresa como un porcentaje
(fraccién numérica multiplicada por 100), calculada como 100 x por el nimero de valores verdaderos
positivos (VP) dividido por la suma del nimero de verdaderos positivos (VP) mas el nimero de valores
falsos negativos (FN), 0 100 x VP/ (VP + FN).

e El valor predictivo positivo (VPP) determina el porcentaje de pacientes con resultados positivos que
tienen la infeccion. Se calcula de la siguiente manera: VPP = [VP / (VP + FP)] x 100.

o El valor predictivo negativo (VPN) determina el porcentaje de pacientes con resultados negativos que
no presentan la infeccion. Se calcula de la siguiente manera: VPN = [VN / (VN + FN)] x 100.

e Elindice kappa es un estadistico que indica la concordancia entre datos cualitativos. Un valor de kappa
de 1 indica que los resultados obtenidos por dos métodos concuerdan al 100% mientras que un valor
0 indica que la concordancia se debe al azar. La interpretacion de los valores kappa se muestra a
continuacién:

La validacion clinica del kit HPV Direct Flow Chip (formato Monotest lyo) se llevé a cabo en las instalaciones de
la empresa fabricante Vitro S.A. El estudio comparativo consistié en el analisis retrospectivo de un total de 428
muestras de citologia liquida procedentes del Hospital Universitario Virgen del Rocio (Sevilla), del Hospital
General Universitario Santa Lucia (Cartagena, Murcia) y del Hospital del Mar (Barcelona). Como método de
referencia se utilizé el kit con marcado CE por el organismo notificado CEQ123 “Vitro HPV Screening Kit” (Vitro,
S.A, Ref. MAD-003949M-W). Se ha considerado como resultado HPV positivo aquellas muestras positivas para
cualquiera de los 14 genotipos de alto riesge oncogénico especificados anteriormente y como resultado HPV
negativo cuando la muestra era negativa para HPV o positiva para el resto de los genotipos incluidos en el kit
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(probable alto riesgo o bajo riesgo). Los resultados discordantes (positivos vs negativos) se analizaron con un
tercer método de referencia, Cobas® 4800 HPV Test (Roche). En el andlisis de discordantes se considerd como
verdadero positivo o verdadero negativo aquel resultado concordante en dos de los tres métodos utilizados.
El DNA de las muestras fue extraido con el kit “Vitro RNA/DNA Pathogen Extraction kit” (Vitro, ref. MAD-
003955M).

Los resultados de especificidad y sensibilidad diagnéstica, asi como el valor predictivo positivo y negativo e
indice kappa obtenidos del andlisis de los casos clinicos indicados anteriormente se muestran en las siguientes

tablas:

- Nede Sensibilidad L | Especificidad
imuestras Diagnostica % | Diagnéstica

.
| 1€95%

HPV 61 0 365 2 428 99% (0.99 - 1) 100% (1-1)

N2 de
} ) muestras |
HPV 61 0 365 2 428 100% (1-1) 97% (0.92 -1.01)
Tabla 27. Valor predictivo positivo (VPP) y valor predictive negativo (VPN) del kit HPV Direct Flow Chip.

IC 95% | IC95%

ADNdiana  INDICEKAPPA = ERROR ESTANDAR IC 95% FUERZA DE LA CONCORDANCIA

HPV (0.96 - 1.01) Muy buena
Tabla 28. indice kappa del kit HPV Direct Flow Chip.
Los resultados obtenidos en el ensayo de validacion clinica del kit HPV Direct Flow Chip en formato Monotest

lyo son éptimos ya que cumplen con los criterios de aceptacidn previamente establecidos.

La verificacidn del correcto funcionamiento del kit HPV Direct Flow Chip en formato “Bulk Wet” y “Bulk Lyo” se
llevé a cabo en las instalaciones de la empresa fabricante Vitro S.A. El funcionamiento de ambos formatos se
evalué partiendo tanto de muestra directa como de DNA purificado. El funcionamiento clinico del kit es
equivalente en los tres formatos. La concordancia de los resultados obtenidos con el formato “Bulk Wet” y el
formato “Bulk Lyo” vs Monotest lyo fue del 100% (Kappa = 1) con los cuatro tipos de muestra directa que se
incluyercn en el ensayo: torundas citolégicas, citologia liquida, muestras cérvico-vaginales obtenidas con el kit
de auto toma “Cervico-vaginal self collection kit” y secciones parafinadas.

Ademas de este estudio, el kit HPV Direct Flow Chip Kit se ha utilizado en numerosas publicaciones cientificas.
En el apartado de bibliografia, las publicaciones de la 6 a la 17 estan relacionadas con el kit mencionado.

13 LIMITACIONES

- Los resultados de la prueba deben ser evaluados por un profesional sanitario en el contexto del historial
médico, los sintomas clinicos y otras pruebas de diagnéstico.

- El kit HPV Direct Flow Chip Kit ha sido validado con hisopos vaginales y anales, citologia liquida, muestras
cérvico-vaginales obtenidas con el kit Cervico-Vaginal Self Collection , citologia en medio de transporte de
muestras (STM) Digene y cortes de tejido parafinados (ver seccidn 7). Es mas, el sistema ha sido validado
utilizando como material de partida el producto de amplificacién obtenido con el kit Vitro HPV Screening
(Vitro, S.A. Ref. MAD-003949M). El uso de cualquier otro tipo de muestra puede generar resultados
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erroneos y debe verificarse previamente su funcionamiento.
- El correcto funcionamiento de la prueba depende de la calidad de la muestra; tanto la extraccién del acido
nucleico como la preparacion de la suspensidn celular deben hacerse de forma adecuada. Una forma

Ce

inadecuada de recoleccion, almacenaje y/o transporte de las muestras puede dar lugar a falsos negativos.
- Se puede detectar un bajo nimero de copias del molde diana, inferiores al limite de deteccién del test,

pero los resultados pueden no ser reproducibles.
- Untest positivo para HPV no excluye la posibilidad de que otros patégenos estén presentes en la muestra

clinica.

- Un resultado negativo del test no excluye que haya una infeccion por HPV y no deberia usarse como Gnico

método diagndstico para establecer una pauta de tratamiento o de manejo del paciente.

- Unresultado negativo del test debe ser analizado en el contexto de la historia clinica del paciente y de los

datos epidemiologicos.

14 PROBLEMAS Y SOLUCIONES

Problema

No se observa ninguna sefial/
no hay sefial de hibridacién.

- Cau;',:;s

Error durante el
hibridacién.

protocolo de

| Soluciones

Comprobar que el equipo hybriSpot funciona
de forma adecuada y todos los reactivos se
correctamente. Repetir el

han afiadido

ensayo.

Reactivos de hibridacion caducados o
almacenados de forma errdnea.

Comprobar la fecha de caducidad y las
condiciones de almacenamiento de los

reactivos y los Chips. Repetir el ensayo.

Sondas del Chip degradadas por
restos de reactivos descontaminantes

(ej. Lejia) en los pocillos.

Limpiar con agua destilada abundante vy
repetir el experimento.

Deteccion de HPV en el
control negativo.

Problemas de contaminacién en las
zonas de pre-PCR y/o post-PCR.

Limpiar bien las zonas de trabajo y repetir el
experimento.

Ausencia de sefales en el
control de amplificacién
endogeno.

Cantidad insuficiente de ADN en la
muestra clinica.

Repetir la PCR aumentando la cantidad de
muestra de partida. Repetir el ensayo.

Presencia de inhibidores de PCR.

Purificar el ADN de la muestra y repetir el
ensayo.

Presencia de precipitados del
cromogeno en el Chip
después de la finalizacion del
protocolo de hibridacion.

Alto contenido en células y/o sangre
de la muestra.

Repetir la PCR diluyendo la muestra de
partida.

Sefiales débiles en la

Reactivos de PCR y/o hibridacién
caducados o almacenados de forma
incorrecta.

Comprobar la fecha de caducidad de todos
los reactivos y las condiciones de
almacenamiento. Repetir el ensayo.

Volumen de muestra erréneo usado

Repetir el ensayo usando el volumen correcto

hibridacién. para resuspender el liofilizado de muestra
Error durante el protocolo de Comprobar el correcto funcionamiento de
hibridacion. hybriSpot HS12/12a/24/24a y el protocolo de
hibridacién. Repetir el ensayo.
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Problema Causas Soluciones

Bja calidad/cantidad de ADN en la Concentrar la muestra durante su

muestra precesamiento afadiende menos volumen de

agua.
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MODELO DE ROTULOS HPV DIRECT FLOW CHIP KIT

Etiqueta de la caja HPV Direct Flow Chip Kit (24 tests)
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Etiqueta de la caja Flow Chip Hybridization Reagents Type | ( Agentes de
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WM Argentina S.A. coloca el siguiente rétulo:

HPV Direct Flow Chip Kit (24 tests)
Fabricante: Vitro S.A.-Espafia

Argentina.

PROFESIONAL
Autorizado por AN.M.A.T — PM-794-813

Importador: WM Argentina S.A.- Choele Choel 1010 — Lanus, Prov. de Buenos Aires,

Directora Técnica: Biog. Maria Paula Marchione - Matricula Nacional: 12496
At. al cliente: +54 9 11 6748-4052/ atencionalcliente@wmargentina.com.ar

VENTA EXCLUSIVA A LABORATORIOS DE ANALISIS CLINICOS. EXCLUSIVO USO
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Etiqueta de la caja HPV Direct Flow Chip Kit (48 test)
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WM Argentina S.A. coloca el siguiente rétulo:

HPV Direct Flow Chip Kit (48 tests)
Fabricante: Vitro S.A.-Espana

Importador: WM Argentina S.A.- Choele Choel 1010 — Lanus, Prov. de Buenos Aires,
Argentina.

Directora Técnica: Biog. Maria Paula Marchione - Matricula Nacional: 12496
At. al cliente: +54 9 11 6748-4052/ atencionalcliente@wmargentina.com.ar

VENTA EXCLUSIVA A LABORATORIOS DE ANALISIS CLINICOS. EXCLUSIVO USO
PROFESIONAL

Autorizado por AN.M.A.T — PM-794- 813
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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
ANO DE LA DEFENSA DE LA VIDA, LA LIBERTAD Y LA PROPIEDAD

Certificado - Redaccion libre

Numero: CE-2024-59763239-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Jueves 6 de Junio de 2024

Referencia: 1-0047-3110-001896-24-4

CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION
PRODUCTO MEDICO PARA DIAGNOSTICO IN VITRO

Expediente N° 1-0047-3110-001896-24-4

La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia Médica (ANMAT) certifica que de
acuerdo con lo solicitado por WM Argentina S.A. ; se autorizalainscripcion en el Registro Nacional de
Productores y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM), de un nuevo producto con |os siguientes datos
identificatorios caracteristicos:

DATOSIDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre Descriptivo: HPV Direct Flow Chip kit
Marca comercia: Vitro SA.

Model os;
1)HPV Direct Flow Chip Kit (HS-12)- Ref: MAD-003930M U-HS12-24
2)HPV Direct Flow Chip Kit (HS-12)- Ref: MAD-003930M U-HS12-48

Indicacion/es de uso:
Indicacion de uso: HPV Direct-Flow CHIP es un sistema de deteccion in vitro disefiado para screening y



genotipado simultaneo de 35 genotipos HPV ( Virus del Papiloma Humano) de alto riesgo oncogénico (HPV 16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73y 82) y bajo riesgo oncogénico (HPV 6, 11, 40, 42, 43,
44,54, 55, 61, 62, 67, 69, 70, 71, 72, 81 y 84) mediante PCR (polymerase chain reaction), seguido de hibridacion
automética por reverse dot-blot, basada en la tecnologia DNA-Flow.

Forma de presentacion: 1) HPV Direct Flow Chip Kit (HS-12)- Ref: MAD-003930MU-HS12-24: Para 24 tests-
Uso manua

a) HPV Direct Flow Chip Kit (PCR Reagents)- Reactivos para PCR (Ref: MAD-003930M U-P-HS12-24):

-HPV PCR Mix (Ref: MAD-003930MU-MIX): 3 tiras x 8 tubos (liofilizado)
-RNASE /DNASE- FREE Distille Water ( Ref: MAD-DDW): Frasco x 60 ml
-HPV Chip (HS) (Ref:MAD-003930M-CH-HS-24): 1 x 24 unidades

b) Flow Chip Hybridization Reagents Type | (Manual) -Reactivos para hibridacion reversa Tipo | (Ref: MAD-
003925M-HS-12):

- Hybridization Solution ( Reagent A) (Ref: MADO003930MA-HS12-24): Frasco x 40 ml

- Blocking Solution (Reagent B)(Ref: MAD-003930M B-HS12-24): Frasco x 10ml

- Streptavidin Alkaline Phosphatase (Reagent C) (Ref:MAD-003930M C-HS12-24): Frasco x 10 ml
- Washing Buffer | (Reagent D) (Ref: MAD-003930M D-HS12-24): Frasco x 35 ml

- Reagent E (Ref:MAD-003930ME): Frasco x 10 ml

- Washing Buffer 11 (Reagent F) (Ref:MAD-003930M F-HS12-24): Frasco x 18ml

2)HPV Direct Flow Chip Kit (HS-12)- Ref: MAD-003930M U-HS12-48: Para 48 tests- Uso manual
a) Reactivos para PCR (Ref: MAD-003930M U-P-HS12-48):

-HPV PCR Mix (Ref: MAD-003930MU-MIX): 6 tiras x 8 tubos (liofilizado)

-RNASE/DNASE- FREE Distilled Water ( Ref: MAD-DDW): 2 Frascos x 60 ml (120 ml)

-HPV Chip (HS) (Ref:MAD-003930M-CH-HS-24): 2 x 24 unidades

b) Flow Chip Hybridization Reagents Type | (Manual) Reactivos para hibridacion reversa Tipo | (Ref: MAD-
003925M-HS12-48)

- Hybridization Solution ( Reagent A) (Ref: MADO03930MA-HS12-48): Frasco x 80 ml

- Blocking Solution (Reagent B)(Ref: MAD-003930M B-HS12-48): Frasco x 18 ml

- Streptavidin Alkaline Phosphatase (Reagent C) (Ref:MAD-003930M C-HS12-48): Frasco x 18 ml
- Washing Buffer | (Reagent D) (Ref: MAD-003930M D-HS12-48): Frasco x 70 ml

- Reagent E (Ref:MAD-003930M E-HS12-48) : Frasco x 18 ml

- Washing Buffer 11 (Reagent F) (Ref:MAD-003930M F-HS12-48): Frasco x 35 ml

Periodo de vida ttil: -Reactivos para PCR (Ref: MAD-003930MU-P-HS12-24) y (Ref: MAD-003930M U-P-
HS12-48): Estables durante 24 meses a una temperatura de entre 2-8 °C y durante 18 meses a temperatura
ambiente.

-Hybridization Reagents: Reagents A, B,D,E,F: Estables durante 18 meses almacenados a 2-8 °C

-Hybridization Reagents: Reagent C: Estables durante 12 meses almacenados 2-8°C

-HPV Direct Flow Chip kit: Estables al menos durante 24 meses almacenados a2-8 ?C y a menos 6 meses si han
sufrido previamente un calentamiento a 37?2C 0 507C durante 14 dias.

Nombre del fabricante:



Vitro S.A.

Lugar de elaboracion:
Luis Fuentes Bejarano 60, Edificio Nudo Norte- Local 3, 41020- Sevilla— Espaia

Grupo de Riesgo: Grupo C

Condicion de uso: Uso profesional exclusivo

Se extiende el presente Certificado de Autorizacion e Inscripcion del PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO IN
VITRO PM 794-813, con unavigenciade cinco (5) afios a partir de la fecha de la Disposicion autorizante.

N° 1-0047-3110-001896-24-4

N° Identificatorio Tramite: 57440

Digitally signed by PEARSON Enriqueta Maria

Date: 2024.06.06 18:02:44 ART

Location: Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Enriqueta Maria Pearson

Subadministradora Nacional

Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia
Médica

Digitally signed by GESTION DOCUMENTAL
ELECTRONICA - GDE
Date: 2024.06.06 18:02:46 -03:00
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